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ISOLATION  OF  MICROORGANISM  FOR  HYDROGEN 

PRODUCTION  FROM  FOOD  WASTES 
 

Patthanant  Natpinit, Preecha  Ploypatarapinyo and Rewadee  Anuwattana   
 

 
ABSTRACT 

 

 
 The objective of this investigation was to isolate the microorganisms for 

hydrogen production from food wastes.  The seed sludge was anaerobic and in 

granular form in the UASB from SermSuk Public Co., Ltd.  In aceordavce with 

primary treatment, the anaerobic granule was divided into 3 samples : no treatment 

(blank), boiling at 90oC for 15 min. and adjusting pH 4.3-4.5 for 1 month.  For the 

first and second samples, the H2 – producing bacteria could be isolated at 14 and 6 

colonies, respeclively, of which 3 and 2 colonies were chosen to identify the species.  

The species of H2–producing bacteria were Clostridium, spp. such as Clostridium 

acetobutyricum chosen  as starting seed sludge, Clostridium perfringens, Clostridium 

tyrobutyricum and Clostridium botulinum. The MLSS of hydrogen forming bacteria 

were 92,216 mg/l with 0.5 liters. The reactor was of  upflow anaerobic fixed bed 

(UAFB) with 15 pieces of polyethylene media having a diameter of 4 cm and 4 cm in 

height each.  In this study, the diluted wastewater that had the maximum influent 

COD of 52,395 mg/l was used by starting COD loading rate from 20 to 30 

kgCOD/m2.d at HRT 1 day while pH was maintained at 4.3-4.5.  The average  gas 

production rates were 0.15 and 0.19 L-H2/gCODr.d, respectively. The percentage of 

hydrogen was 44% and 34%, respectively. F/M for hydrogen production was started 

from 1.23 to 1.53 gCOD/gVSS. The ratio of VFAeff/inf was 4.20 and 3.50 respectively. 

The ratio of butyric and acetic (C4/C2) was nearly 1.0. On the contrary, the ratio of 

propionic and acetic (C3/C2) was equal or less than 0.1. The C4/C2 ratio indicated the 

performance of hydrogen production. 
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การคดัเลือกสายพนัธ์ุจุลนิทรีย์ส าหรับการผลติก๊าซไฮโดรเจน 
จากขยะเศษอาหาร 

 
พทัธนันท์  นาถพนิิจ1, ปรีชา พลอยภัทรภิญโญ1 และ เรวดี  อนุวัฒนา1  

 
 

บทคดัย่อ 
 
 
 โครงการวิจัยน้ีมีว ัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกสายพันธุ์จุลินทรีย์ส าหรับการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนจากขยะเศษอาหาร.   เช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้เป็นเม็ดตะกอนจุลินทรียใ์นระบบยูเอเอสบีของ
บริษทั เสริมสุข จ ากดั (มหาชน)  ซ่ึงแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตวัอย่างตามการบ าบดัขั้นตน้  ไดแ้ก่ กลุ่ม
ไม่มีการบ าบดั (กลุ่มอา้งอิง), กลุ่มท่ีผ่านการบ าบดัดว้ยการตม้ท่ี 90oซ. 15 นาที  และกลุ่มท่ีผ่านการ
ปรับพีเอชท่ี 4.3-4.5 เป็นเวลา 1 เดือน.     ใน 2 กลุ่มตวัอยา่งแรกสามารถคดัแยกสายพนัธุ์จุลินทรียท่ี์
ผลิตก๊าซไฮโดรเจนได ้  14  และ  6  โคโลนี, ตามล าดบั   โดยเลือก 3 และ 2 โคโลนีไปจ าแนกสาย
พนัธุ์จุลินทรีย ์  ซ่ึงจดัว่าเป็นกลุ่ม Clostridium spp.  ไดแ้ก่ Clostridium acetobutyricum (ท่ีถูกเลือก
ไปใช้ในระบบต่อเน่ือง), Clostridium perfringens, Clostridium tyrobutyricum และ Clostridium 
botulinum.   ปริมาณเช้ือจุลินทรียท่ี์ใช้ 92,216 มก./ล. ท่ีปริมาตร 0.5 ลิตร.     ถงัหมกัออกแบบเป็น
ระบบตรึงฟิลม์แบบไหลขึ้น  ซ่ึงมีตวักลางท่ีท าดว้ยพลาสติกพอลิเอทิลีนท่ีมีเส้นผ่าศูนยก์ลาง 4 ซม. 
และสูง 4 ซม จ านวน 15 ช้ิน.     ในการทดลองน้ีไดเ้จือจางน ้ าเสียเศษอาหารโดยมีซีโอดีสูงสุดท่ี 
52,395 มก./ล. และเร่ิมป้อนน ้ าเสียท่ีอตัราภาระรับซีโอดี  20-30   กก.ซีโอดี/ลบ.ม.-วนั  ท่ีระยะเวลา
เก็บกกั  1.0  วนั    และรักษาระดบัพีเอชท่ี 4.3-4.5,     อตัราการเกิดก๊าซเฉล่ีย เป็น  0.15 และ 0.19  ล.
ไฮโดรเจน/ก.ซีโอดีท่ีถูกก าจดั-วนั.  ร้อยละก๊าซไฮโดรเจนเป็น 44 และ 34, ตามล าดบั.   อตัราส่วน
ของอาหารและจุลินทรียเ์ร่ิมตน้ท่ี 1.23 ถึง 1.53 ก.ซีโอดี/ก.วีเอสเอส.     อตัราส่วนของกรดอินทรีย์
ออกและเขา้เป็น 4.20 และ 3.50, ตามล าดบั.  อตัราส่วนของกรดบิวทิริกและกรดแอซีติก ควรมีค่า
ใกลเ้คียง 1.0. ในทางตรงกนัขา้มอตัราส่วนของกรดโพรไพโอนิกและกรดแอซีติกมีค่านอ้ยกว่าหรือ
เท่ากบั 0.1  ซ่ึงอตัราส่วนกรดบิวทิริกและกรดแอซีติกถือว่าเป็นตวับ่งช้ีประสิทธิภาพการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจน. 
 
 
 
 
 
--------------------------------------- 
1 ฝ่ายเทคโนโลยีส่ิงแวดลอ้มและทรัพยากร, สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) 
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1. บทนํา 
 
 
1.1 ท่ีมาโครงการ 

กาซไฮโดรเจนถือวาเปนแหลงพลังงานที่สะอาด สามารถนําไปใชประโยชนไดใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท.  นอกจากนี ้ ยังสามารถใชเปนพลังงานทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิงไดเปน
อยางดี.   กาซไฮโดรเจนเปนกาซที่ใหพลังงานที่มีคาความรอนสูงประมาณ 122,000 กิโลจูลตอ
กิโลกรัม  ซ่ึงสูงกวาน้ํามันเชื้อเพลิงกลุมไฮโดรคารบอนตางๆ ประมาณ 2.75 เทา (Ilgi and Fikret 
2006).   การเผาไหมกาซไฮโดรเจนมีประสิทธิภาพสูง เมื่อทําปฏิกิริยากับกาซออกซิเจน  จะไดน้ํา
และพลังงานความรอน  ซ่ึงเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม, โดยไมกอใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซดที่
เปนสาเหตุของกาซเรือนกระจกหรือภาวะโลกรอนมากกวาพลังงานเชือ้เพลิงประเภทอื่นๆ.  ปจจบุัน
มีการนํากาซไฮโดรเจนไปใชกับเซลลเชื้อเพลิง (fuel cell) ในการผลิตไฟฟาหรือนําไปใชเปน
พลังงานทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิงเชนเดยีวกับกาซมีเทน, นําไปเปนสารตั้งตนการผลิตในอุตสาห-
กรรมสารเคมี, การเกิดไฮโดรจีเนชันของไขมันและน้ํามนัในอุตสาหกรรมอาหาร, การผลิตอุปกรณ
อิเล็กทรอนิกสและโลหะ, การกําจดัซัลเฟอรในน้ํามันเชือ้เพลิง และการเปลี่ยนรูปกาซโซลีน เปน
ตน (Ilgi and Fikret 2006).  

 
กาซไฮโดรเจนสามารถผลิตไดหลายวิธี  เชน กระบวนการเปลี่ยนรูปสารไฮโดรคารบอน

(เชน กาซมีเทน) ดวยไอน้ํา (steam reforming of hydrocarbon),  กระบวนการอิเล็กโทรไลซิสดวย
น้ํา (electrolysis of water), กาซซิฟเคชัน (gasification),  การหมักแบบไมใชอากาศแบบใชแสงและ
ไมใชแสง (anaerobic dark fermentation and photo fermentation) เปนตน (Armor 1999). ใน
กระบวนการเปลี่ยนรูปกาซมีเทนดวยไอน้าํ  เปนกระบวนการที่ไอน้ําทําปฏิกิริยากับกาซมีเทน  แลว
ไดกาซไฮโดรเจนและกาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิต.  กาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นถือ
วาเปนกาซเรือนกระจก   วธีิการนี้จึงไมคอยเปนที่นยิมมากนัก.  นอกจากนี ้ กระบวนการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนในวิธีการอื่นๆ  จะเกดิสารประกอบบางชนิดที่เปนพิษเชนเดียวกนั เชน สารประกอบ
ฮาโลเจนไฮโดรคารบอนจากการเผาไหมไมสมบูรณ  และซัลเฟอร เปนตน (Armor 1999).  สําหรับ
กระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการชวีภาพ โดยวิธี dark fermentation (Lay et al. 
1998, นาถพนิิจและคณะ 2552)  และ photosynthesis   (Guan et al. 2004; Levin et al. 2004; 
Winkler et al. 2002),  วัตถุดิบที่ใชสวนใหญเปนของเสียอุตสาหกรรม โดยเฉพาะของเสียอินทรีย 
เชน น้ําเสียอุตสาหกรรมที่มีบีโอดีสูงหรือน้ําเสียเศษอาหาร เปนตน.  วิธีการผลิตนี้ นอกจากจะได
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พลังงานไฮโดรเจนแลว ยงัเปนการกําจดัของเสียไมใหเกิดปญหามลพิษทางดานสิ่งแวดลอมไดอีก
ทางหนึ่งดวย. 

 
ปญหาขยะเศษอาหารในปจจบุันมีความสําคัญตอส่ิงแวดลอมเชนเดียวกัน เนื่องจากประเทศ

มีการขยายตวั,  ปริมาณประชากรในประเทศเพิ่มมากขึน้,  ทําใหปริมาณขยะอินทรยีเพิ่มมากขึน้ดวย  
โดยเฉพาะขยะเศษอาหาร. ปญหาที่เกิดขึ้นจากขยะเศษอาหารนัน้ สวนใหญเปนน้ําชะขยะ 
(leachate)  ซ่ึงกอใหเกิดกลิ่นรบกวนและเปนแหลงสะสมของเชื้อโรคชนิดตางๆ. ในป พ.ศ. 2550 มี
ปริมาณขยะมลูฝอยเกิดขึ้นทัว่ประเทศประมาณ 14.72 ลานตันหรือวันละ 40,332 ตัน, เพิ่มขึ้นจากป 
พ.ศ. 2549 ประมาณ 0.12 ลานตัน. โดยในเขตกรุงเทพมหานครมีปริมาณขยะทีเ่กบ็ไดประมาณวัน
ละ 8,532 ตัน. เขตเทศบาลเมืองและเมืองพัทยาคาดวามีประมาณวันละ 13,600 ตันและนอกเขต
เทศบาลประมาณวนัละ 18,200 ตัน (กรมควบคุมมลพิษ 2550).   ขยะเศษอาหารสวนใหญมาจากโรง
อาหาร,  รานอาหาร หรือภัตตาคาร,  ซ่ึงบางครั้งเศษอาหารเหลานี้ถูกระบายลงสูแหลงน้ําตาม
ธรรมชาติ และเปนสาเหตุหนึ่งของการทําใหเกดิน้ําเสยีในแหลงน้ําสาธารณะ.   

 
องคประกอบทางกายภาพและทางเคมีของขยะมูลฝอย  แสดงไดดงัตารางที่ 1 และ 2,       

พบวา รอยละ 70-80   ของขยะทั้งหมดเปนขยะที่ยอยสลายได  และเปนเศษผักรอยละ 75-85   ของ
ปริมาณขยะทัง้หมด.     การจัดการขยะมูลฝอยโดยการหมักปุยหรือหมักกาซชวีภาพเปนทางเลือก
หนึ่ง.    เนื่องจากสมบัติทางเคมีของขยะมูลฝอยมีคารบอนรอยละ  40-50,     โดยเฉพาะเศษผัก 
ผลไมในตารางที่ 2 มีคารบอนสูงถึงรอยละ 50     สามารถนํามาหมักยอยสลายสารอินทรียใหไดกาซ
ชีวภาพ ไดแก กาซมีเทน    โดยอาศัยกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศ (anaerobic digestion) ได.  
จึงเปนวิธีการหนึ่งที่สามารถจัดการขยะมลูฝอยไดอยางมีประสิทธิภาพ และนํากาซมีเทนมาใชเปน
พลังงานได. 
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ตารางที่  1.   องคประกอบทางกายภาพของขยะมูลฝอย  
 

ลักษณะมูลฝอย หนวย ตลาด ชุมชน สถานที่กําจัดมูลฝอย 
เศษผักอาหาร รอยละ 70.59 52.95 57.36 
กระดาษ รอยละ 5.86 7.59 7.16 
พลาสติก รอยละ 12.54 14.38 13.92 
ยาง รอยละ 1.23 1.98 1.79 
หนัง รอยละ 1.48 0.52 0.76 
ผา รอยละ 0.71 3.84 3.06 
ไม รอยละ 1.50 2.82 2.49 
แกว รอยละ 2.38 3.70 3.37 
โลหะ รอยละ 1.67 1.92 1.86 
หิน, กระเบื้อง รอยละ 0.20 2.28 1.76 
อื่นๆ รอยละ 1.81 6.69 5.47 
BULK กก./ม3 189.35 198.35 196.10 
DENSE กก./ม3 228.44 292.64 276.59 
ความชื้น รอยละ 59.47 52.58 54.30 
คาความรอน แคลอรี/ก. 2,261.62 2,156.46 2,174.75 

 
หมายเหตุ   :  BULK = ความหนาแนนมูลฝอยปกติ (กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร) 
   DENSE = ความหนาแนนมูลฝอยในขยะขนสง (กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร) 
ที่มา :    มูลนิธิชัยพฒันา (2543) 
 
ตารางที่ 2.   องคประกอบทางเคมีของเศษผัก ผลไม 
 

พารามิเตอร รอยละ 

ความชื้น 83.4 
ของแข็งระเหยได 14.8 
คารบอน 49.62 
ไฮโดรเจน 5.58 
ไนโตรเจน 1.57 
ฟอสฟอรัส 0.22 
ซัลเฟอร 0.19 

ที่มา  :  มูลนิธิชัยพฒันา (2543) 
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การผลิตกาซไฮโดรเจนดวยกระบวนการทางชีวภาพ  จุลินทรียที่จะนาํมาเปนหวัเชือ้ในการ
ผลิตกาซไฮโดรเจนนั้น สามารถนําเชื้อจุลินทรยีจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชนมาผานการบาํบัด
ขั้นตน (pretreatment) โดยผานการหมักแบบไมใชอากาศ แลวนําไปตมหรือปรับกรด (Lay et al. 
1998; Kim et al. 2004; นาถพินิจ (และคณะ 2552).        โดยตะกอนจลิุนทรียจากระบบบําบัดน้ําเสยี
มีจุลินทรียหลายสายพันธุผสมกันอยู  ซ่ึงบางชนิดสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.  จากการศึกษา
การผลิตกาซไฮโดรเจน พบวา แบคทีเรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนในสภาพไมใชอากาศและ          
ไมใชแสง (dark fermentation) มีอยูหลายกลุม แบงตามกลไกทางชีวเคมีที่ใชผลิตกาซไฮโดรเจน 
แบงได 3 ระบบ ไดแก Clostridial system (Das and Vegioroglu 2001), Escherichia coli system 
และ Desulfuricans system.  โดย 2 ระบบแรกสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดอยางมนีัยสําคัญ  คือ 
Clostridial system สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด 4 mole H2/mole glucose. สวน 
Escherichia coli system ผลิตกาซไฮโดรเจนได 2 mole H2/mole glucose  (Ilgi and Fikret 2006).    
โดยสวนใหญใหกาซไฮโดรเจนประมาณรอยละ 30 (Das and Vegioroglu 2001; Ginkel et al. 
2004).     นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาการผลิตพลังงานไฮโดรเจนดวยวธีิ photofermentation  โดยใช
แบคทีเรียที่สามารถใชแสงในการผลิตกาซไฮโดรเจนได, แตมีขอจํากดัที่มีประสิทธิภาพในการผลิต
กาซไฮโดรเจนต่ํา, ตองใชพื้นที่มาก และการประยุกตใชในงานไดจริงนัน้คอนขางยุงยาก  
(Benemann 1997; Levin et al. 2004;  Nath and Das 2004).      

 
งานวิจยันีจ้ึงมุงเนนการคัดเลือกสายพันธุจลิุนทรียที่เหมาะสม ในการผลิตกาซไฮโดรเจน   

โดยกระบวนการหมัก  และใชน้ําเสยีเศษอาหารเปนวัตถุดิบ.    ทั้งนี้เนื่องจาก น้าํเสียเศษอาหารมี
สารอินทรียที่สามารถยอยสลายได  เพื่อผลิตกาซชีวภาพ เชน กาซไฮโดรเจนและกาซมีเทน ที่เปน
พลังงานทดแทน และสามารถนําไปใชประโยชนได   โดยชวยประหยดัการนําเขาน้ํามันดิบไดปละ
หมื่นลานบาท  และเปนวิธีการกําจัดขยะเศษอาหารไดอีกทางหนึ่งดวย. 

 
1.2 วัตถุประสงคโครงการวิจัย 
 1.2.1  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน.   
   1.2.2  ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติกาซไฮโดรเจนจากขยะเศษอาหาร.   
 
 
 
 



 7

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 1.  เปรียบเทียบหัวเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจน โดยการบําบัดขัน้ตนดวยวิธีการตม 
และการปรับกรด. 

2.  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรยีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได. 
3.  ทดลองหาประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากจลิุนทรียที่คัดเลือกไดในระดบั 

Anaerobic activity test.  
4.  ศึกษาหาวิธีการเพิ่มปริมาณหวัเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจน. 
5.  ศึกษาสภาวะและปจจัยทีสํ่าคัญในการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
6.  สรุปและประเมินผลการวิจัยและจัดทํารายงาน. 

 

1.4  งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 จากหลักการทาํงานของกระบวนการหมักในสภาวะแบบไมใชอากาศ สวนใหญจะ
ประกอบดวยกระบวนการ 3 สวน คือ 1) การยอยสลายใหโมเลกุลเล็กลง (hydrolysis), 2) การสราง
กรด (acidogenesis),  และ 3) การสรางกาซมีเทน (methanogenesis) รายละเอียดแสดงไดดังรูปที่ 1. 
กาซชีวภาพที่เกิดขึ้น ไดแก กาซไฮโดรเจนและกาซมีเทน ซ่ึงสามารถนําไปใชเปนพลังงานทดแทน
ไดหลายรูปแบบ เชน ใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามนั, นาํไปใชผลิตกระแสไฟฟาได เปนตน. โดยที่
กาซไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นในกระบวนการหมักกรด หรือ acidogenesis  ซ่ึงเปลีย่นสารอินทรียไปเปน
กรดอินทรียระเหยงาย (volatile fatty acid; VFA)  และยังสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนรวมดวย,             
ถาเชื้อจุลินทรียที่ใชเปนกลุม Clostridium spp. (Das and Vegioroglu 2001).  สําหรับกาซมีเทนจะ
เกิดขึ้นในกระบวนการสรางกาซมีเทน (methanogenesis) ซ่ึงเปลี่ยนกรดอินทรียที่ระเหยงายไปเปน
กาซมีเทน โดยใชจุลินทรยีกลุม Methanothrix หรือ Methanosarcina (Hulshoff-Pol 1994; Buswell 
and Mueller 1952). 
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รูปท่ี 1.  ขั้นตอนในการยอยสลายสารอินทรีย โดยกระบวนการที่ไมใชอากาศ. 
 
    การผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ โดยใชวิธีการยอยสลายสารอินทรีย
ในสภาพไมมอีอกซิเจนและไมใชแสง (Anaerobic Dark Fermentation) หรือเกิดขึ้นในขั้นตอน 
acidogenesis  ในขั้นตอนการสรางกรด     ดังรูปที่ 1.   โดยตามทฤษฎจีะใหไฮโดรเจน 12 โมล จาก 
1 โมลของกลูโคส (Vavilin et al. 1995) ดังสมการ, 

 
2226126 6126 COHOHOHC +→+  

 
แตถาพิจารณาทางดาน Thermodynamics กระบวนการนี้จะใหไฮโดรเจนสูงเพยีง 4 โมล 

และกรดน้ําสม 2 โมล (Fang and Liu 2002) ดังแสดงในสมการ, 
 

22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC ++→+  
 

แตจากผลการทดลองพบวา ไฮโดรเจนที่ผลิตไดอยูในชวง 2-3 โมลตอ 1 โมลของกลูโคส 
ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาเกิดกรดบิวทิริก (Vavilin et al. 1995)  ดังสมการ, 

 
222236126 22 HCOCOOHCHCHCHOHC ++→  
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นอกจากนี้ ยังพบวา มีปฏิกริิยาการใชไฮโดรเจน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาการเกดิกรด
โพรไพโอนิกและปฏิกิริยาเกิดกาซมีเทน (methanogenesis) (Vavilin et al. 1995) ดังสมการ, 

 
OHCOOHCHCHHOHC 22326126 222 +→+  

OHCHCOH 2422 24 +→+  
 

จะเห็นไดวา มีหลายปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ในกระบวนการหมักกรด (acidogenesis). ดังนั้น ถา
ตองการผลิตกาซไฮโดรเจนใหไดในปริมาณสูง จึงจาํเปนตองควบคุมใหเกดิปฏิกริิยาเฉพาะผลติ
กรดแอซีติกและกรดบิวทิริก. ในขณะเดียวกันตองยบัยั้งปฏิกิริยาทีใ่ชกาซไฮโดรเจน โดยตอง
ควบคุมไมใหมีปริมาณของกรดโพรไพโอนิกมากเกินไป และไมควรมีการผลิตกาซมีเทนรวมดวย.  
กระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนโดยวิธีหมกันี้ มีความเปนไปไดในทางเทคนิคและมีความเหมาะสม
อยางมาก เนื่องจากเปนปฏิกริิยาที่เกิดขึน้กอนการเกิดกาซมีเทนในกระบวนการหมักในสภาวะไมใช
อากาศ และสามารถใชกับของเสียตางๆ ได โดยไมตองการแสงในการทาํงาน.  

 
จุลินทรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนในกระบวนการหมักไมใชอากาศแบบไมใชแสง 

(anaerobic dark fermentation)  แบงได 3 กลุมใหญ คือ Clostridial system (Das and Vegioroglu 
2001), Escherichia coli system และ Desulfuricans system,  ซ่ึง 2 ระบบแรกสามารถผลิตกาซ
ไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ.   สายพันธุจุลินทรียชนิดตางๆ ที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจน
แสดงไดดังตารางที่ 3.  
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ตารางที่ 3.    สายพันธุจุลินทรียท่ีผลิตกาซไฮโดรเจนในกระบวนการหมักไมใชอากาศแบบไมใชแสง   
                      (Ilgi and Fikret 2006)   
 

จุลินทรีย แหลงอาหาร ประสิทธิภาพการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน 

เอกสารอางอิง 

Klebsiella oxytoca HP1 กลูโคส (50mM) 1 mole/mole glucose Minnan et al, 2005 
 ซูโครส (50mM) 1.5 mole/mole sucrose Minnan et al. 2005 
 ซูโครส (50mM) 3.6 mole/mole sucrose Minnan et al. 2005 
Escherichia coli กลูโคส (20 g/L) 4.73 x 10-8 mole/mole glucose Podesta et al. 1997 
Escherichia cloacae IIT-BT08 กลูโคส (1%) 2.2 mole/mole glucose Kumar and Das 2000 
 ซูโครส (10 g/L) 6 mole/mole sucrose Kumar and Das 2000 
Escherichia aerogenes แปง (20 g 

glucose/L) 
1.09 mole/mole glucose Fabiano and Perego 2002 

 มอลลาส (2% 
sucrose) 

1.5 mole/mole sucrose Tanisho and Ishiwata 1994 

 กลูโคส (10 g/L) 850 mL/L hr Yokoi et al. 1997 
Clostridium spp. เซลลูโลส (25 g/L) 2.18 mmole/g cellulose Lay 2001 
 กลูโคส (20 g/L) 1.7 mole/mole glucose Lin and Chang 2004 
 กลูโคส (10 g/L) 640 mL/hr Oh et al. 2004 
Clostridium pasteurium ซูโครส (20 g/L) 4.8 mole/mole sucrose Lin and Chang 2004 
 แปง (24 g/L) 106 mL/g starch Liu and Shen 2004 
Clostridium acetobutyricum กลูโคส 2 mole/mole glucose Chin et al. 2003 
Clostridium butyricum+ 
Escherichia aerogenes 

แปง (2%) 2.5 mole/mole glucose Yokoi et al. 1998 

 แปง (2%) 2.6 mole/mole glucose Yokoi et al. 1998 
 กากมันฝรั่ง (0.5%) 2.4 mole/mole glucose Yokoi et al. 2001 
 กากมันฝรั่ง (2%) 2.7 mole/mole glucose Yokoi et al. 2002 
Clostridium termolacticum แลกโทส  

(29 mmloe/L) 
3 mole/mole lactose Collet et al. 2004 

Thermonaerobacterium แปง (4.6 g/L) 92 mL/g starch Zhang et al. 2003 
 เซลลูโลส (5 g/L) 102 mL/ g cellulose Lay 2001 
 น้ําเสียเศษอาหาร  

(6 g VS/L) 
1.8 mole/mole hexose) Shin et al. 2004 

Thermococcus kodakaraensis 
KOD1 

แปง (5 g/L) 3.33 mole/mole starch Kanai et al. 2005 
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การผลิตกาซไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมัก  จะเริม่ตนเดินระบบ (start-up) โดยใช
ตะกอนที่ผานการปรับสภาพโดยความรอน (heat treatment) เชนตมใหเดือดเปนเวลา 15 นาที เพื่อ
ฆาแบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทน (methanogens) ซ่ึงใชกาซไฮโดรเจนในการผลิตกาซมีเทน สวน
แบคทีเรียสรางกาซไฮโดรเจน (hydrogen-producing bacteria)  สามารถอยูรอดไดในรูปสปอร.     

 
 Lay et al. (1998) ไดทดลองผลิตกาซไฮโดรเจนจากของเสียผสม ไดแก เศษอาหารจากโรง
อาหาร, กากอุจจาระ (night soil) และกากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชนผานการยอยแลว 
(digested sludge), โดยใชแบคทีเรียที่ผลิตไฮโดรเจน (hydrogen-producing bacteria) และกาก
ตะกอนจุลินทรียที่ผานการยอย (digested sludge). กากตะกอนจุลินทรียนี้ไดผานการปรับสภาพโดย
ความรอน (temperature treatment) โดยการตมใหเดือด 15 นาที. จากผลการทดลองแบบรุนผลิต 
(batch) พบวา   ตะกอนจุลินทรียที่ผานการปรับสภาพโดยความรอนสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได
ทัดเทียมจุลินทรียกลุม Clostridium. โดยตะกอนจุลินทรียที่ปรับสภาพดวยความรอนใหประสิทธิ-
ภาพการผลิตไฮโดรเจน (hydrogen yield) สูงถึง 140 มิลลิลิตรไฮโดรเจนตอกรัมเชือ้จุลินทรีย. เมือ่
เปรียบเทียบกบัเชื้อจุลินทรีย Clostridium ในสภาวะการทดลอง พบวา กาซชวีภาพที่ผลิตได
ประกอบดวยกาซไฮโดรเจนสูงถึงรอยละ 60 และไมพบวามีกาซมีเทนในกาซชวีภาพที่ผลิตได,    ที่
พีเอช 5.6 กรดอินทรยีที่ผลิตไดเปนกรดบิวทิริก และแอลกอฮอลที่ผลิตไดสูงสุดเปนบวิทิล
แอลกอฮอล. 

 
 Kim et al. (2004) ไดทําการทดลองความเปนไปไดในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต
ไฮโดรเจนจากน้ําเสียอาหาร (food waste) โดยการเติมตะกอนจุลินทรียจากถังหมกัของระบบบําบัด
น้ําเสียชุมชน. โดยนําตะกอนจุลินทรียมาผานความรอนที่ 90oซ. เปนเวลา 10 นาที   เพื่อยับยัง้
แบคทีเรียกลุมใชกาซไฮโดรเจน  และเพื่อใหแบคทีเรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจนปรับตวัอยูในสภาพ
สปอร. ทําการทดลองในระบบหมักแบบรุนผลิต ควบคุมที่อุณหภูมิ 35oซ. และพีเอชใน                     
ชวง 5-6 ปรับพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริกและโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด. จากผลการทดลองพบวา                     
ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดมีคา 122.9 มิลลิลิตรตอกรัมคารโบไฮเดรตหรือ 0.123 
ลูกบาศกเมตรไฮโดรเจนตอกิโลกรัมซีโอดี ที่อัตราน้ําเสียตอตะกอนจลิุนทรียเปน 87:13.  นอกจากนี้ 
ยังพบวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับปริมาณกรดบิวทิริกที่เกิด 
ขึ้น โดยกรดอินทรียที่ผลิตไดสวนใหญเปนกรดแอซีตกิและกรดบิวทิริก, และมแีอลกอฮอลเกิดขึ้น
ในปฏิกิริยาดวย. ถาควบคุมพีเอชใหอยูในชวง 5-6,  กรดอินทรียสามารถสะสมอยูในระบบไดสูง  



 12

ซ่ึงอาจมีคาสูงถึง 15,000 มิลลิกรัมตอลิตร.  กรดอินทรียที่สูงนี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทนได   และแบคทีเรียกลุมใหญที่ตรวจพบเปนกลุม Clostridium. 
 
 Han and Shin (2004) ไดทําการศึกษาการควบคุมการผลิตไฮโดรเจนจากเศษอาหาร โดย
การควบคุมอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) ซ่ึงเปนสวนกลับของระยะเวลาเก็บกัก (hydraulic 
retention time, HRT). เศษอาหารที่ใชอยูในลักษณะของแข็งผสมกับตะกอนจุลินทรียจากระบบ
บําบัดน้ําเสีย.   สวนกากตะกอนที่ทดลองถูกปรับสภาพดวยการตมใหเดือดเปนเวลา 15 นาที เพื่อ
ยับยั้งแบคทีเรียสรางกาซมีเทนไมใหเจริญเติบโต,   แตแบคทีเรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสวน
ใหญเปน Clostridium สามารถมีชีวิตอยูได  โดยปรับตัวเองใหอยูในรูปสปอร. จากนั้น สูบน้าํ
ตะกอนจุลินทรียผานกากเศษอาหาร พบวา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดเพื่อใหไดประสิทธิภาพการหมัก
สูงสุด (total fermentation efficiency) ที่อัตราเจือจาง  2.3 วัน-1 หรือระยะเวลาเก็บกัก  10.4  ช่ัวโมง,   
ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนรอยละ 19.3,   มีกรดอินทรียรอยละ 36.5 และเอทานอลรอยละ 
15. การเพิ่มอัตราเจือจางหรือลดระยะเวลาเก็บกักลง จะทําใหเกดิการสะสมกรดอินทรียเพิ่มขึ้น, 
ระดับพีเอชลดต่ําลง, ซ่ึงจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทน ที่ใชกาซ
ไฮโดรเจนและกรดอินทรยีเปนแหลงพลังงาน.  ดังนั้น กาซไฮโดรเจนที่ถูกผลิตขึ้นจึงไมถูกนําไปใช
ตอ.   จากผลการทดลองนีบ้งชี้ใหเห็นวา ที่ระดับพีเอช 5 สามารถยับยั้งขั้นตอนการสรางกาซมีเทน 
(methanogenesis) ไดอยางด.ี นอกจากนี้ ยังพบวา อัตราสวนระหวางกรดบิวทิริกและกรดแอซีตกิ           
มีความสัมพันธโดยตรงตออัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสอดคลองกับดานเทอรโมไดนามิกของ 
2 ปฏิกิริยาการสรางกรดทั้งสองชนิด ดังนี้: 
 

22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC ++→+  
molkJG /2.184−=∆  

222236126 22 HCOCOOHCHCHCHOHC ++→  
kJ/mol G 1.257−=∆  

 
 Duangmanee et al. (2003)  ไดทําการทดลองเตรียมหวัเชือ้ผลิตกาซไฮโดรเจน โดยการตม
เชื้อจุลินทรียในระบบหมกัแบบไมใชอากาศที่อุณหภูมิ 70oซ. เปนเวลา 20 นาที, ใหกาซไฮโดรเจน
สูงสุดถึงรอยละ 70 ในถงัปฏิกรณแบบตรึงฟลม.  การใชความรอนหรือตมเชื้อเปนการกําจัด
แบคทีเรียกลุมไมสรางสปอรที่ไมผลิตกาซไฮโดรเจนออกไป    เมื่อผานการใหความรอนจะเหลือ 
แตกลุม Clostridium spp. เปนกลุมสรางสปอรและสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.    นอกจากนี้ ยัง
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พบวา มนีักวิจยัหลายทานศึกษาถึงวิธีการใหความรอนแบบตางๆ เชน Lay (2002) และ Okamoto et 
al. (2000) ไดใชวิธีการใหความรอน โดยปอนไอน้ําตมหัวเชื้อเปนเวลา 15 นาที.    แต  Ginkel et al. 
(2001)  ไดใชวิธีใชความรอนโดยการอบที่ 104oซ.  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง   ซ่ึงจะชวยกระตุนแบคทีเรีย
กลุมสรางกาซไฮโดรเจนและชวยคัดเลือกกลุมสรางสปอร,  ทั้งนี้ยังชวยกําจัดแบคทีเรียกลุมใช
ไฮโดรเจนดวย.   นอกจากนี้ Doyle (2002) ใชหัวเชื้อกลุม Clostridium butyricum และ Clostridium 
perfringens เปนหัวเชื้อ  ซ่ึงกระตุนเชื้อโดยใหความรอนที่ 100oซ.  เปนเวลา 15-20 นาที,   แต
อุณหภูมิที่ดีทีสุ่ดคือ 75-80oซ. 
 
 Cheng et al. (2003)  ไดศึกษาวิธีการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธีการตางๆ ไดแก การหมัก
แบบไมใชอากาศ (anaerobic hydrogen fermentation, AHF) มีวัตถุดิบเปนคารโบไฮเดรตกับโปรตีน  
ใชเชื้อกลุม Clostridium tyrobutyricum,  การสังเคราะหแสงดวยเชื้อกลุม Rhodopseudomonas 
palustris (photosynthetic).  นอกจากนี้ ไดศกึษาการคัดแยกเชื้อกลุม hetrotrophs ที่ผลิตกาซ
ไฮโดรเจน  และศึกษาการนําตะกอนสวนเกินไปใชประโยชน  โดยนําไปหมักผลิตกาซมีเทน.            
ผลการทดลองพบวา ระดบัพีเอชมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ 
Chang et al. (2002)  ระดบัพีเอชนอยกวา 5.5  จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดถึง
รอยละ 95.   นอกจากนี้ยังพบวา เปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนใหกบัจุลินทรีย  โดยที่รอยละ 50 
ของอินทรียไนโตรเจนถูกเปลี่ยนไปเปนแอมโมเนีย  และอีกรอยละ 25 ถูกนาํไปใชสําหรับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย. 
 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ไดแก ความเขมขนของสารตั้งตน (Ginkel et al. 
2001; Lay 2002),  pH (Fang and Liu 2002; Ginkel et al. 2001),  partial pressure hydrogen 
(Mizuno et al. 2000; Bai et al. 2003a), Fe (Lee et al. 2001) และชนิดของแบคทีเรีย.   สายพันธุของ
แบคทีเรียที่ใชในการทดลองสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนสวนใหญเปนกลุม Clostridium spp., 
Enterobacteria และ E.coli (Taguchi et al. 1995; Karube et al. 1982; Rachman et al. 1998; Nandi 
et al. 2001).   นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาสายพันธุผสมของแบคทีเรียในการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดย 
Fang et al. (2002) ศึกษากระบวนการผลติกาซไฮโดรเจนจากการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตในรูป
กลูโคส ดวยจลิุนทรียกลุม mesophilic  และ Ueno et al. (2001)  ไดศึกษาคลายคลึงกับ Fang แต
เปลี่ยนสารตั้งตนเปนเซลลูโลสและใชจุลินทรียกลุม thermophilic แทน  ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวา.   
จากการทดลองของ Bai et al. (2003)(b) พบเชื้อ Clostridium sporogenes-like เมื่อใชน้ําเสียประเภท
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โปรตีน  และพบเชื้อ Clostridium celerecrescens-like และ Clostridium diolos-like เมื่อใชน้ําเสีย
ประเภทคารโบไฮเดรต. 

 
 Vavilin et al. (1995) ไดทําการทดลองเพือ่พิสูจนวาในขั้นตอน acidogenesis มีปฏิกิริยา 2 
ปฏิกิริยาแขงขนั ไดแก ปฏิกริิยาสรางไฮโดรเจน โดย Butyrate-producing bacteria กบัปฏิกิริยาใช
ไฮโดรเจน โดย Propionate-producing bacteria ดังสมการ, 
 

22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC ++→+  
OHCOOHCHCHHOHC 22326126 222 +→+  

 
 Horiuchi et al. (2002) ไดทดลองผลของระดับพีเอชตอชนิดกรดอินทรียที่ผลิตไดใน
ขั้นตอนการหมักกรด. ผลการทดลองนี้ที่ใชกลูโคสเปนสารอาหารและระบบหมกัเปนแบบ 
Chemastat   พบวา  คาพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 6-7     สําหรับการผลิตกรดบิวทิริก   แตถาเพิ่มคา
พีเอชสูงถึง 8 พบวา กรดอินทรียสวนใหญเปนกรดแอซีติกและกรดโพรไพโอนิก.   ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณการเกิดกรดบวิทิริก.     จากผลการทดลอง 
สรุปไดวา ชนดิของกรดอินทรียสามารถควบคุมไดโดยการปรับระดับพีเอชในระบบ. 
 
 Hawkes et al. (2002) ไดรวบรวมขอมูลการทดลองตางๆ เพื่อประเมนิสภาวะที่เหมาะสม
ของกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการหมัก. โดยสรปุวา สภาวะการควบคุมระบบควรมีคาพีเอช 
อยูในชวง 5.5-6.0 อุณหภูมทิี่ 30 oซ. และระยะเวลาเก็บกัก  8-12  ช่ัวโมง.     ในการติดตามการ
ทํางานของระบบ   ควรตรวจวัดชนดิของกรดอินทรีย   โดยใหมีกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก,  แต
ตองปองกันไมใหมีกรดโพรไพโอนิกเกดิขึ้น,    เนื่องจากการเกดิกรดโพรไพโอนิกจะใชกาซ
ไฮโดรเจน  ดังแสดงในสมการ, 
 

22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC ++→+  
222236126 22 HCOCOOHCHCHCHOHC ++→  

OHCOOHCHCHHOHC 22326126 222 +→+  
 

 Yu et al. (2002) ทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสียผลิตไวนจากขาวเจา โดยใช
ระบบยูเอเอสบี (UASB) ควบคุมที่อุณหภมูิในชวง 35-55oซ.  พบวา ที่ 55 oซ. ระบบมีประสิทธิภาพ
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การผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดที่ระยะเวลาเก็บกัก 2 ช่ัวโมง  ที่พีเอช 5.5 และอัตราภาระรับซีโอดี 
เปน 408  กโิลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน.    โดยระบบสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดในอัตรา  
9.33 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวนั  หรือ  2.14  โมลไฮโดรเจนตอโมลเฮกโซส และ
องคประกอบในกาซชีวภาพมีไฮโดรเจนรอยละ 61 และกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 38.    
นอกจากนี้ยังพบวา ระบบยูเอเอสบีมีประสิทธิภาพสูงสามารถรองรับอัตราภาระรบัซีโอดีไดสูงมาก 
เนื่องจากระบบสามารถรกัษาปริมาณตะกอนจุลินทรียไดสูงถึง 9,400-11,700 มิลลิกรัมตอลิตร. 
 
 Mizuno et al. (2000) ไดทําการทดลองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจาก
กลูโคส โดยการลด partial pressure ของกาซไฮโดรเจน, กาซไนโตรเจนถูกใชไลกาซไฮโดรเจนใน
ถังปฏิกรณแบบ CSTR, ควบคุมระบบทดลองที่พีเอช 6, อุณหภูมิ 35oซ.,  ระยะเวลาเก็บกัก 8 ช่ัวโมง 
และอัตราปอนกลูโคสเปน 27.02 กรัมตอลิตรตอวัน  พบวา อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึน้
จาก 0.85 เปน 1.43 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส  เมื่อมีการเปาไลกาซไฮโดรเจนโดยกาซ
ไนโตรเจน.      นอกจากนี้ ยงัพบวา กรดอนิทรียที่เกดิขึน้สวนใหญเปนกรดบวิทิริกและกรดแอซีติก. 
 
 Yu and Fang (2001) ไดศกึษาขั้นตอนการหมักกรด (acidification) ของน้ําเสียผลิตภัณฑ
นม ที่มีคาซีโอดีอยูในชวง 2,000-30,000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยทําการทดลองทั้งแบบรุนผลิตและ
ตอเนื่อง (continuous) ซ่ึงควบคุมพีเอชที่  5.5 และอุณหภูมิ 37oซ. โดยในสวนการทดลองแบบรุน
ผลิตไดควบคุมระบบที่ระยะเวลาเก็บกัก 12 ช่ัวโมงและอัตราภาระรบัซีโอดีเปน 4-60 กิโลกรัมตอ
ลูกบาศกเมตรตอวัน.  จากผลการทดลอง พบวา สารคารโบไฮเดรตถูกยอยสลายไดรวดเร็วกวาสาร
โปรตีนและน้าํมัน ตามลําดับ. ในสวนของการทดลองแบบตอเนื่องพบวา ทั้งปริมาณกาซไฮโดรเจน
และกรดอนิทรียเพิ่มสูงขึ้น  เมื่อคาซีโอดีของน้ําเสียและอัตราภาระรบัซีโอดีเพิ่มสูงขึ้น.  อัตราสวน
เชื้อจุลินทรียตอซีโอดีเปน  0.258 กรัมวีเอสเอสตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดของระบบทดลอง ซ่ึงสูงมาก
เมื่อเปรียบเทียบกับระบบผลิตกาซมีเทนเปน  0.066 กรัมวีเอสเอสตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด. จากผล
การทดลอง สรุปไดวา สําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดมีอัตราภาระรับซีโอดีที่เหมาะสมอยูที่  
24  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน. 
 
 Fang and Liu (2002) ไดศึกษาผลของพีเอชตออัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกลูโคสโดย
จุลินทรียผสม (mixed culture), ที่อุณหภูมิ 36oซ., ระยะเวลาเก็บกกั 6 ช่ัวโมงและอัตราภาระรับ
กลูโคสเปน  28  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน,   พบวา ที่พีเอช 5.5 จะใหกาซไฮโดรเจนรอยละ
สูงสุดที่  64,   อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเปน  2.1 ± 0.1  โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส,   อัตรา
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การผลิตกาซไฮโดรเจนตอเชือ้จุลินทรียเปน  4.6 ± 0.4  ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน,   กรด
อินทรียที่ผลิตไดสวนใหญเปนกรดแอซีตกิในชวงรอยละ  15.3-34.1 และกรดบวิทริิกในชวงรอยละ  
31.2-45.6 ที่เหลือเปนกรดอินทรียอ่ืนๆ และแอลกอฮอลตางๆ. นอกจากนี้ พบวา ถาเพิ่มพีเอชใหสูง
กวา 5.5 จะเริ่มมีกาซมีเทนในกาซชีวภาพทีผ่ลิตได. 
 
 Yu and Fang (2003) ไดศกึษาระบบการหมักกรดในการยอยสลายสารเจลลาติน  โดยใช
ระบบหมักแบบไหลขึ้น, ควบคุมคาซีโอดีในน้ําเสียที ่ 4,000 มิลลิกรัมตอลิตรและอัตราภาระรับ             
ซีโอดีที่ 48 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน,   พบวา อิทธิพลของอุณหภูมิตอการหมักกรดมไีม         
มากนัก ซ่ึงสังเกตไดจากคาพลังงานกระตุน (activation energy) ต่ําเพียง 1.83 กิโลแคลอรีตอโมล.    
เมื่อระบบมีคาพีเอชที่ 6 จะใหประสิทธิภาพในขั้นตอนการหมักกรดสูงสุด, แตถาตองการความ
เขมขนสูงสุดของกรดอินทรียและแอลกอฮอล ควรควบคมุพีเอชในชวง 6-6.5  และถาตองการผลิต
กาซไฮโดรเจนสูงสุด ตองควบคุมคาพีเอชใหต่ํากวา 5.5. ถาคาพีเอชสูงกวา 5.5 พบวา กาซ
ไฮโดรเจนที่ผลิตไดจะถูกใชหมดไป  เพื่อนําไปผลิตเปนกรดแอซีติกหรือกรดโพรไพโอนิก. 
 

Morimoto et al. (2004)   ไดรายงานผลการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากกลูโคส       โดยใช
จุลินทรียไมใชออกซิเจนจากธรรมชาติ ซ่ึงไดมาจากตะกอนจุลินทรยีของระบบบําบัดน้ําเสียโรงงาน
น้ํามันปาลม, ตะกอนจากการหมกัปาลมน้ํามันและเชือ้จากการทําปุยหมักในฟลิปปนส พบวา
ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดมีคา 2.1 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส ที่อุณหภูม ิ 50-60 oซ. 
และที่พีเอช 5-6.  โดยที่พีเอช 4  จะพบวา  กาซชีวภาพทีผ่ลิตไดไมมีกาซมีเทน   ซ่ึงแสดงวาที่ระดับ
พีเอชต่ํานี้  สามารถยับยั้งขั้นตอนการสรางกาซมีเทนไดอยางสมบูรณ. 
 
 Shin et al. (2004) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากเศษอาหาร โดยเปรียบเทียบระหวาง           
2 อุณหภูมิต่ํา 37oซ. (mesophilic) กับอุณหภูมิสูง 55oซ. (thermophilic) ในประเทศเกาหลี  พบวา 
เศษอาหารถูกทิ้งในขยะมูลฝอยสูงถึงรอยละ 25.4. ในการศึกษานี้ไดใชระบบหมักแบบรุนผลิต 
พบวา ตะกอนจุลินทรียที่อุณหภูมิสูงมีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงกวาตะกอนจุลินทรียที่
อุณหภูมิต่ํา.  โดยที่อุณหภูมิสูงใหประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดที่ 1.8 โมลไฮโดรเจน
ตอโมลเฮกโซส, กาซชีวภาพที่ผลิตไดประกอบดวยกาซไฮโดรเจนรอยละ 64 และกาซ
คารบอนไดออกไซดรอยละ 36, โดยมีกาซมีเทนต่ํากวารอยละ 0.13. แบคทีเรียที่ตรวจพบเปน 
Thermosacherolytim และ Desulfotomaculum geothermicum ที่อุณหภูมิสูง และตรวจพบ 
Thermotogales และ Bacillus ที่อุณหภูมิต่ํา.  
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Bai et al. (2003c) ไดทาํการศึกษาระยะเวลาเก็บกักที่เวลาตางๆ ตออัตราการเกดิกาซ
ไฮโดรเจนและการเจริญเติบโต  ซ่ึงพบวา ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 6 ช่ัวโมง จะเกิดกาซไฮโดรเจนสูงสุด
ที่ 5.6 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี. นอกจากนี้ ยังไดทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสีย
ประเภทตางๆ เชนโปรตีน, คารโบไฮเดรต และไขมัน.   โดยเตรียมน้ําเสียสังเคราะหจากกลูโคส      
(ซีโอดี 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร),  เปปโตน 2,000 มลิลิกรัมตอลิตร,  พบวา กาซไฮโดรเจนที่ผลิตได
จากน้ําเสยีประเภทคารโบไฮเดรตจะมีปริมาณมากกวาน้าํเสียประเภทโปรตีน. ทั้งนี้เนื่องจากโปรตนี
จะใชเวลาในการยอยสลายสารอินทรียนานกวา และตองเปลี่ยนอนิทรียไนโตรเจนไปเปนกาซ
แอมโมเนียกอน.  จากการทดลอง พบวา ตวับงชี้ในการเกิดกาซไฮโดรเจนคือกรดอนิทรียชนิดตางๆ. 
โดยสภาวะที่ผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีและมปีริมาณสูง จะตองมีกรดบิวทิริกมากกวากรดแอซีติกและ
มากกวากรดโพรไพโอนิก ตามลําดับ.  ของน้ําเสียที่ออกจากระบบผลิตกาซไฮโดรเจน,  ซ่ึงถาระบบ
มีกรดแอซีติกและกรดโพรไพโอนิกมากจะผลิตกาซไฮโดรเจนไดนอย.  นอกจากนี้ ยงัพบวาปริมาณ
จุลินทรียเพิ่มขึน้เมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลง (อยางนอย 2 ช่ัวโมง) เนื่องจากอัตราการเจริญเติบโต
เปน 1/6 ช่ัวโมง-1.,  การเกดิกรดบวิทิริกเพิ่มขึ้น เมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลงจาก 12 ช่ัวโมงเปน 6 
ช่ัวโมง.   นอกจากนี้ ยังพบวา ระยะเวลาเก็บกักนานจะพบกาซแอมโมเนีย ซ่ึงมีผลทําใหเกดิกาซ
ไฮโดรเจนลดลง.    

 
 Yokoi et al. (1995) พบวา โปรตีนเปนแหลงไนโตรเจนใหกับแบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจน  
โดยที่โปรตีนมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน  ซ่ึงแหลงโปรตีนที่สําคัญคือ พอลิเพปโทน.  อยางไรก็
ตาม พบวา พอลิเพปโทนสามารถทําปฏิกิริยากับกลูโคสและเกดิสารที่มีผลการยับยั้งตอการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนได.  Ueno et al. (2001) ไดศึกษาทดลองแหลงโปรตีน 2 ชนิดคือ แอมโมเนียและ
สวนผสมระหวางแอมโมเนยีและเพปโทน  และพบวา สวนผสมแอมโมเนียและเพปโทนสามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวาแอมโมเนียเพยีงอยางเดียว.    
 
 ความแตกตางของวัตถุดิบมผีลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงเปนที่รูกนัดีวา คารโบไฮเดรต
เปนสารตั้งตนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจน (Taguchi et al. 1992; Yokoi et al. 1950; 
Ueno et al. 2001)  ซ่ึงใหปริมาณไฮโดรเจนมากกวาโปรตีน.   Bai et al. (2003b) ไดศกึษาอัตราสวน
ระหวางกลูโคสกับเพปโทนที่มีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน  ซ่ึงพบวา อัตราสวนที่มีกลูโคส         
รอยละ 60 และเพปโทนรอยละ 40 จะสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุดที ่ 6.4 มิลลิโมล
ไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี.   แอมโมเนียที่เกิดขึน้จะสามารถชวยรักษาสภาวะบัฟเฟอรใหกับระบบ
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ดวยในสภาวะการสรางกรด.   จากการศกึษาของ Ueno et al. (2001) พบวา เพปโทนเปนแหลง
ไนโตรเจนทีด่กีวาแอมโมเนยี. 
 
 Brosseau et al. (1986) พบวา การเกิดกาซไฮโดรเจน และการเจริญเติบโตของจุลินทรียควร
เกิดขึ้นในเวลาเดียวกัน  โดยที่กลูโคสรอยละ 60 และเพปโทนรอยละ 40 เปนชวงทีด่ีที่มีการเกดิกาซ
ไฮโดรเจน และการเจริญเตบิโตของจุลินทรียดวยอัตราที่ใกลเคียงกัน.  แตถาอัตราสวนระหวาง
กลูโคสและเพปโทนตางจากนี้ อาจจะทําใหการเจริญเตบิโตของจุลินทรียมีอัตราเร็วมากกวาการเกิด
กาซไฮโดรเจนได. 
  

Fang and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001) พบวา ระดับพีเอชที่เหมาะสมในการ
ควบคุมการเกดิกาซไฮโดรเจนควรอยูที่ 5.5.    การหมักคารโบไฮเดรตเพื่อใหไดกาซไฮโดรเจนนัน้ 
ตัวบงชี้ระบบคือ กรดแอซีติกและกรดบวิทิริก (Jones and Woods 1986).  โดยกรดแอซีติก คือ
ผลผลิตหลัก,  กรดบิวทริิกจะเกิดขึ้นในสารอินทรียที่มีความหลากหลายมาก โดยผลิตได 1.7               
มิลลิโมลตอกรัมซีโอดี.  แตถาเปนเพปโทนตัวบงชี้ไดแก กรดแอซีติกและแอมโมเนีย  ซ่ึงถามีกรด
แอซีติกมาก จะใหกาซไฮโดรเจนลดลง  เนื่องจากกาซไฮโดรเจนถูกนาํไปผลิตเปนกรดแอซีติกอยาง
ตอเนื่อง,   แตระดับพีเอชจะมีแนวโนมสูงขึ้น เนื่องจากแอมโมเนยีชวยรักษาสภาวะบัฟเฟอรของ
ระบบ  ซ่ึงตางจากคารโบไฮเดรตที่มีระดับพีเอชลดลง.   Bai  et al. (2003b) ใชกรดแอซีติกเปนตัว
บงชี้ประสิทธิภาพของระบบผลิตกาซไฮโดรเจน,   ถาแหลงวัตถุดิบมคีวามซับซอนมาก กรดอินทรีย
ที่ไดจะมีความหลากหลายมากขึ้น. 
 
 Claassen et al. (2004) ไดศกึษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากชานออย  โดยเปลี่ยนเซลลูโลส
ใหกลายเปนแปงโดยใช Caldicellulosiruptor saccharolyticus. ในการหมัก ซ่ึงเปน thermophilic 
bacterium จะไดน้ําตาลกลุมซูโครสและฟรักโทสมากกวากลูโคส  ซ่ึงสามารถนํามาผลิตเปนกาซ
ไฮโดรเจนได.  นอกจากการคั้นน้ําออยไปผลิตเปนน้ําตาลและผลิตกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่องแลว 
พบวา ออยสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได 2.1 ตันไฮโดรเจนตอเฮกตาร. 
 
 Chang and Lin (2003)  ไดศึกษาถึงลักษณะของถังปฏิกรณที่มีผลตอการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน  โดยดัดแปลงมาจากระบบยูเอเอสบี, เนื่องจากการผลิตกาซไฮโดรเจนเกดิขึ้นไดใน
สภาวะไมใชอากาศเชนเดียวกับการผลิตกาซมีเทน (Hansel and Lindblad 1988; Taguchi et al. 
1992; Aoyama et al. 1997; Kataoka et al. 1997; Yokoi et al. 1995).  ระบบยูเอเอสบีเปนถัง
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ปฏิกรณที่มีประสิทธิภาพสูง,  ระยะเวลาเก็บกักสั้น.  ลักษณะของถังปฏิกรณยูเอเอสบีขึ้นกบั
อัตราสวนระหวางสวนสูง, ความกวางและเสนผาศูนยกลาง (Haandel van and Lettinga 1994),  
โดยทั่วไปอัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางอยูในชวง 5-12.    ลักษณะของถังปฏิกรณ
ที่มีอัตราสวนระหวางสวนสงูและเสนผาศนูยกลางมาก จะสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวาถัง
ปฏิกรณที่มีอัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางนอย (Haandel van and Lettinga 1994).   
นอกจากนี้ ยังพบวา อัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางที่เหมาะสมอยูที่ 7.4.    ความเรว็
ไหลขึ้นมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน โดยมีความสัมพนัธแบบแปรผนัตรง.    โดยที่ความเร็วไหล
ขึ้นเพิ่มขึ้นที่ 0.33 เมตรตอช่ัวโมง ในขณะที่ระยะเวลาเกบ็กักลดลงที่ 8 ช่ัวโมง  จะมีอัตราการผลิต
กาซสูงสุดที่ 2.9 โมลไฮโดรเจนตอโมลซูโครส.   เชื้อจุลินทรยีที่ตรวจพบเปน Clostridium 
butyricum (มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 1.3-2.2 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส, (Kataoka  et al. 
1997) และ Bacillus lichenifermis (มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 1.5 โมลไฮโดรเจนตอโมล 
กลูโคส (Kumar et al. 1995).  นอกจากนี้ ยังพบวา กรดอินทรยีเปนตัวบงชี้สําหรับการเกิดกาซ
ไฮโดรเจน (Chen et al. 2001)  โดยมีอัตราสวนระหวางกรดแอซีติกตอกรดบิวทิริกในชวง 0.57-
0.66 (Chang and Lin 2003). 
 
 Gavala et al. (2003) ไดทดลองเปรียบเทียบระบบ CSTR และ UASB ในการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากกลูโคสที่มีซีโอดี 10 กรัมตอลิตร.  โดยระบบ CSTR มีขนาด 500 มิลลิลิตร ที่
ระยะเวลาเก็บกัก 12, 8, 6, 4 และ 2 ช่ัวโมง.  สําหรับระบบ UASB มีขนาด 210 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว
ไหลขึ้น 450-600 เซนติเมตรตอช่ัวโมง ที่ระยะเวลาเก็บกกั 12,  6 และ 2 ช่ัวโมง.  จากผลการทดลอง 
พบวา ระบบ UASB สามารถผลิตไฮโดรเจนไดมากกวาระบบ CSTR.   โดยอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนของระบบ CSTR สูงขึ้นเมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลงจนถึง 4 ช่ัวโมง, โดยมีมิลลิโมล
ไฮโดรเจนตอมิลลิโมลกลูโคสตอช่ัวโมงสูงสุด.   สําหรับระบบ UASB  ในระบบที่มีความเร็วไหล
ขึ้นต่ําๆ มีอัตราการผลิตกาซไดสูงกวาระบบที่มีความเร็วไหลขึ้นสูง,  ซ่ึงปริมาณกาซไฮโดรเจนทีไ่ด
มีมากกวาระบบ CSTR.  นอกจากนี้ ยงัพบวา กรดแอซีติกและกรดบิวทิริกในระบบ UASB มี
ปริมาณมากกวาระบบ CSTR ประมาณ 2-4 เทาเชนเดยีวกัน. 
 
 Chang and Lin (2002) พัฒนาระบบยเูอเอสบีมาผลิตกาซไฮโดรเจน  พบวา โดยทั่วไป
ระบบยูเอเอสบีสําหรับการผลิตกาซมีเทนจะเดนิระบบแบบตอเนื่อง,  ชวงการสรางเม็ดตะกอนจะใช
เวลาอยางนอย 2 เดือน  และปรับสมดุลใหเสถียรอีกประมาณ 3 เดือน.    แตสําหรับการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจะตองใชเวลามากกวาประมาณ 5 เดือน จึงปรับสมดุลใหเสถียร เพื่อที่จะสามารถผลิต
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กาซไฮโดรเจนไดคงที่และมีประสิทธิภาพสูง.    นอกจากนี้ Chang et al. (2002) ไดพัฒนาระบบ     
เมมเบรนเขามารวมในการผลิตกาซไฮโดรเจน  เพื่อเพิม่ปริมาณจุลินทรียในระบบ.  โดยสามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุดที่ 110 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน  หรือ 673 มิลลิโมล
ตอลิตรตอวัน,  ไดกาซไฮโดรเจนรอยละ 57   คิดเทยีบไดเทากับ 8.4 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัม        
ซีโอดี. นอกจากไดกาซไฮโดรเจนเปนผลผลิตแลวยังไดกาซคารบอนไดออกไซด, กรดบิวทิริกและ      
เอทานอลดวย. 
 
 Lin et al. (2002)  พบวา น้าํเสียที่ผานการหมักกาซไฮโดรเจนจากระบบแบบไมใชอากาศ
แลว สามารถนํามาผลิตกาซไฮโดรเจนตอดวยการสังเคราะหแสง ซ่ึงจุลินทรียสามารถสังเคราะห
แสงไดในสภาวะไมใชอากาศ  โดยใชระบบ CSTR  ที่ไมจําเปนตองมีการสูบน้ําวน (recycle).        
แตถามีการสูบน้ําวนจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพไดสูงสดุที่ระยะเวลาเก็บกัก 40 ช่ัวโมง  และมี
เวลาเกบ็กักตะกอนที่ 7.5 วนั,     อัตราสวนการสูบน้ําวนเทากับ 1,  ซ่ึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจน
ได 3.9 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน โดยที่มีปริมาณจุลินทรีย 940 มลิลิกรัมตอลิตร.    
นอกจากนี้ ยงัพบวา เอทานอลสามารถใชเปนแหลงคารบอนและเปนตัวใหอิเล็กตรอนในปฏิกิริยา
การสังเคราะหแสงได  แตไมควรมีเกิน 178 มิลลิกรัมตอลิตร,   ควบคุมระดับพีเอชในกระบวนการ
สังเคราะหแสงที่ 4.2-4.7,  ควบคุมไมใหมแีอมโมเนียเกนิ 20 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรและ
ซัลไฟดไมเกิน 2 มิลลิโมลตอลิตร. 
 
 ในกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศจําเปนจะตองระบายกาซไฮโดรเจนออกจากถัง
ปฏิกรณใหไดมากที่สุด  เพื่อลด partial pressure ของกาซไฮโดรเจนภายในถัง.  เนื่องจากถามี partial 
pressure ของกาซไฮโดรเจนสูง  จะมีผลยับยั้งการเกิดกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่อง   ไฮโดรเจนที่
ผลิตขึ้นมาจะถูกนําไปใชเปนกาซมีเทนหรือกรดแอซีติกไดมากขึน้. การอัดกาซไนโตรเจนเขาไปใน
ถัง  (Bai and Cheng 2002) หรือนําเมมเบรนมาใชในการแยกกาซไฮโดรเจนออกจากระบบ   โดยใช
หลักการเคลื่อนที่ของมวลสาร (mass transfer) ระหวางไฮโดรเจนและคารบอนไดออกไซด  ซ่ึงกาซ
ทั้งหมดจะถูกปมสุญญากาศเขาเมมเบรน เพื่อแยกกาซออกจากกนั. 
 
            Liang et al. (2003) ไดทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจน โดยใชระบบเมมเบรนรวมกับระบบ
บําบัดแบบชีวภาพ (membrane bio reactor, MBR) โดยใชเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนที่ 200 มก./ล.  เพิ่มขึน้
จนถึง 5,000 มก./ล.,   ทดลองกับน้ําเสียกลูโคสที่มีซีโอดี 80 กรัมตอลิตรตอวันที่ 55oซ.,  มีอัตราการ
เกิดกาซไฮโดรเจนที่ 28.1 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอลิตรตอช่ัวโมงหรือ 4.58 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอ



 21

กรัมวีเอสเอสตอช่ัวโมงหรือ 8.43 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี,   ซ่ึงมีคานอยกวาในทฤษฎ ีคือ  
12 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมกลูโคส.  โดยทั่วไปตะกอนจุลินทรียในกระบวนผลิตกาซไฮโดรเจน
มักเปนตะกอนเบา ทาํใหหลุดออกนอกระบบไดงาย, แตจะแยกดวยถังตกตะกอนไดยาก  
(Andreensen et al. 1989)   และมักใชควบคูกับระบบหมักที่ใชแบคทีเรียสังเคราะหแสง (Cheng et 
al. 1999).   Liang et al. (2003) จึงไดนําเมมเบรนมาชวยในการแยกตะกอนจุลินทรียออกจากน้ําเสีย  
โดยสามารถรักษาปริมาณตะกอนไดตั้งแต 2,000-15,000 มิลลิกรัมวีเอสเอสตอวัน, สามารถปองกัน
การอุดตันดวยการสูบตะกอนกลับที่อัตราความเร็วไหลขึ้นมากกวา 2 เมตรตอวนิาที โดยใชเมม
เบรนชนิดพอลิซัลโฟน  พื้นที่ 0.042 ตารางเมตรตอขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร.  สภาวะที่ใชควบคุม 
คือ อุณหภูมิ 55+2 oซ., อัตราสวนซูโครสตอเพปโทนเปน 4:1,  ระดับพีเอชในชวง 5.5-6.5, ปริมาตร 
2 ลิตรตอวัน,  หวัเชื้อเปนจลิุนทรียจากระบบยูเอเอสบี ผานการใหความรอนจนเดือด เปนเวลา 20 
นาที. นอกจากนี้ Liang et al. (2001) ไดทดลองเปรียบเทียบระหวางระบบ MBR และ CSTR ที่
ระยะเวลาเก็บกัก 6 ช่ัวโมง,   พบวา ระบบ MBR มีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนสูงกวามาก,   กรด
อินทรียสวนใหญที่พบเปนกรดแอซีตกิ  มีผลใหระดับพีเอชลดลง.  โดยในชวงเริ่มตน พบวา อัตรา
การเกิดกาซไฮโดรเจนขึ้นกับอัตราสวนของสารอินทรียกบัปริมาณจุลินทรีย (VSS) (Ginkel et al. 
2001)  เมื่ออัตราสวนระหวางอาหารตอจลิุนทรีย (food/microbial, F/M) มีคาเพิ่มขึ้น อัตราการเกดิ
กาซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นดวย. อัตราสวนที่เหมาะสมอยูที ่ 4-16 กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอสเอสตอวัน ซ่ึง
กรดแอซีติกที่เพิ่มขึ้นมีผลใหระดับพีเอชลดลง ซ่ึงมีผลยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียกลุมผลิตกาซ
ไฮโดรเจนดวย (Ginkel et al. 2001; Cheng et al. 2002).     
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2. วัสดุ อุปกรณ และการดําเนินงานวิจัย 
 
 

2.1 วัสดุ และอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 
 2.1.1  ชุดทดลองในการคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย 
  2.1.1.1  Anaerobic Jar  ขนาด 2.5 ลิตร, 7 ลิตร 
 2.1.1.2  Anaerobic Pack  ขนาด 2.5 ลิตร, 7 ลิตร 
 2.1.1.3  ตัวดูดซับออกซิเจน   
 2.1.1.4  จานเลีย้งเชื้อพลาสติก 

2.1.1.5  อาหารเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย ไดแก Cooked meat, Reinforced Clostridial medium (RCM) 
2.1.1.6  หมอนึ่งฆาเชื้อ ยี่หอ TOMY รุน  SS -325 
2.1.1.7  ตูปลอดเชื้อ  ยีห่อ HEAL FORCE รุน SF SAFE 1200 
2.1.1.8  ตูอบที่ 37oซ ยี่หอ MEMMERT รุน INE 600 

 
 2.1.2  ชุดทดลองในการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
 2.1.2.1  ขวดวคัซีนพรอมฝายาง และฝาอะลูมิเนียม  ขนาด 120 มล. 
 2.1.2.2  ขวดวคัซีนพรอมฝายาง และฝาอะลูมิเนียม  ขนาด 50 มล. 
 2.1.2.3  กระบอกฉีดยาขนาด 60 มล.   พรอมเข็มฉีดยา 
 2.1.2.4  กระบอกฉีดยาขนาด   6 มล.   พรอมเข็มฉีดยา 
   

2.1.3  ชุดทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบตัิการ (bench scale) 
 2.1.3.1  ปมสูบน้ําเสียแบบรดี ยี่หอ Masterflex 
 2.1.3.2  เครื่องวัดความเปนกรดดาง  (pH meter)  ยี่หอ Horiba 
 2.1.3.3  ถังน้ําเสีย ถังหมัก และถังเก็บกาซ 

             - ถังไฮโดรเจนเขา (H2 influent tank) 
- ถังไฮโดรเจนออก (H2 effluent tank) 

 - ถุงเก็บกาซ  (gas bag) 
- ถังหมักไฮโดรเจน (H2 reactor tank) 

  2.1.3.4  กลองวัดปริมาณกาซ (Gas counter box) 
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2.1.4  ชุดอุปกรณวิเคราะห 
 2.1.4.1  ชุดวิเคราะหซีโอดี   
 2.1.4.2  ชุดวิเคราะหบีโอด ี
 2.1.4.3  ชุดวิเคราะหกรดอนิทรีย  คาความเปนดาง และไบคารบอเนต 
 2.1.4.4  เครื่องวิเคราะหกาซโครมาโตกราฟ  ยี่หอ Shimadzu รุน GC 2014   
 2.1.4.5  อุปกรณ และเครื่องแกวที่จําเปน 
 

2.2  แผนการวิจัย 
ปที่ 1  เปนการศึกษาคัดเลือกสายพนัธุจุลินทรีย  และทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซ

ไฮโดรเจน 
-  กลุมตัวอยางจุลินทรียมี 3 กลุม คือกลุมตัวอยางอางอิง (blank) ที่ไมผานการบําบัดขัน้ตน,   

กลุมตัวอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมตัวอยางที่
ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน. 

-  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรยี  ดวยเทคนิคการเทเพลต (pour plate)  และการเขี่ยเชื้อ (cross 
streak).    

-  จําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรีย  ดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) 
โดยใชชุดทดสอบ API 32A.  

- ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน ดวยวิธี biochemical hydrogen potential 
test (BHP test). 

 
ปที่ 2   เปนการศึกษาสภาวะการทํางานที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจนระดับ

หองปฏิบัติการ,  โดยมีขั้นตอนดําเนนิงานดังนี:้ 
- ออกแบบและสรางชุดทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ, 
- เพิ่มปริมาณเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์, 
- ศึกษาปริมาณเศษอาหาร และสมบัติน้ําเสียเศษอาหารโรงอาหาร วว. เทคโนธานี, 
-   ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจน ไดแก ระดับพีเอช, อัตราสวนอาหาร

ตอจุลินทรีย (F/M), อัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีกิ  และอัตราสวนกรดโพรไพโอนิกตอกรด
แอซีติก เปนตน, 

- ศึกษาประสทิธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ   ไดแก ระดบัพีเอช, 
ซีโอดี, บีโอดี, กรดอินทรีย,  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน  และรอยละกาซไฮโดรเจน. 
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2.3 วัตถุดิบที่ใชในการทดลอง 
วัตถุดิบที่ใชในการทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏบิัติการ เปนน้ําเสีย

เศษอาหาร   โดยเก็บตวัอยางจากโรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา ปทุมธานี, มาใชในการ
ทดลอง.     โดยเตรยีมใหมปีริมาณซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตร      เพื่อใหจุลินทรียปรับตัวและสามารถ
ยึดเกาะตวักลางพลาสติก  ใหสามารถเก็บรักษาอยูภายในถังหมักได  เนื่องจากในชวงเริ่มตนจะเกิด
การฟุงของตะกอนในระบบ,      ถาควบคุมระบบไมด ีจะทําใหเกดิการสูญเสียตะกอนในระบบได.    
 
2.4  ตะกอนจุลินทรียท่ีใช 

2.4.1   ตะกอนจุลินทรียท่ีใชสําหรับการคัดเลือกสายพันธุ 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชอากาศ   และแบงตัวอยาง

ออกเปน 3 กลุม  คือ กลุมที่ 1 เปนตวัอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขัน้ตน,  กลุมที่ 2 เปนตวัอยางที่
ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมที่ 3 เปนตวัอยางที่ผานการ
บําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน.  
 

2.4.2   ตะกอนจุลินทรียท่ีใชสําหรับชุดทดลองในระดับหองปฏบิตัิการ 
ตะกอนจุลินทรียที่ใชในการทดลองเปนเชือ้บริสุทธิ์ที่ไดจากการคัดเลือกสายพันธุแลวและ

มีการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน   โดยเลือกสายพันธุที่มีรอยละกาซไฮโดรเจน
สูงสุดมาทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ  ซ่ึงเลือกจุลินทรียสายพันธุ 
Clostridium acetobutyricum.  
 
2.5 การดําเนินงานวิจัย 

2.5.1  การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย ซ่ึงมีหลักการทํางานดังนี:้ 
2.5.1.1 เตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย  โดยการเก็บตัวอยางเชื้อจุลินทรียจากระบบบําบดัน้ําเสีย

แบบไมใชอากาศ แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมตัวอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขั้นตน,  กลุม
ตัวอยางที่ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมตวัอยางที่ผานการ
บําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน. 

2.5.1.2 นํากลุมตัวอยางแตละชนิดมาปนใหละเอียด    เพื่อทําการเจือจางที่อัตราสวน 10-2-
10-8,    แลวนาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมดวย RCM  ผสมกับ agar 1.5%  ที่ผานการฆา
เชื้อแลว,  ดวยเทคนิคการเทเพลต จํานวนการเจือจางละ 3 เพลต.    นําไปเก็บในกลองไมใชอากาศ 
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(anaerobic jar) ที่บรรจุตัวดดูซับออกซิเจนและตวับงชีส้ภาวะไมใชอากาศ,  แลวจงึนําไปบมที่ตูอบ
อุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง. 

2.5.1.3 คัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏ  และนําแตละโคโลนีไป
เพาะเลี้ยงเชื้อตอในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM  ผสมกับ agar 1.5%  ที่ผานการฆาเชื้อแลว,   ดวยเทคนิค
การเขี่ยเชื้อจํานวนโคโลนีละ 3 เพลต. นําไปเก็บในกลองไรอากาศ  ที่บรรจุตัวดูดซบัออกซิเจนและ
ตัวบงชี้สภาวะไมใชอากาศ,  แลวจึงนําไปบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และนาํ
โคโลนีแตละชนิดไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ. 

2.5.1.4 ถาเชื้อจุลินทรียที่ไดในขอ 2.5.1.3  ยังไมบริสุทธิ์ใหทําซ้ําอีกจนกวาจะไดเชื้อ
บริสุทธิ์. 

 
2.5.2  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test  มีหลักการทํางานดังนี:้ 

 2.5.2.1 นําโคโลนีที่ไดจากขอ 2.5.1 แตละชนิดมาเขีย่ลงในขวดวัคซนีที่บรรจุอาหารเลี้ยง
เชื้อ RCM ปริมาตร 100 มล. ที่ผานการฆาเชื้อแลว.  
 2.5.2.2 ทําการไลออกซิเจน โดยการเปากาซไนโตรเจนลงไปในขวดปริมาตร 120 มล. 
อยางชาๆ.  
 2.5.2.3 ปดฝาขวดดวยจุกยางและฝาอะลูมเินียม, นําไปบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง. 
 2.5.2.4 ทําการวัดปริมาตรกาซที่เกิดขึ้น,  เก็บกาซที่ไดใสในขวดเก็บกาซดวยวิธีการแทนที่
น้ํา และนําไปวิเคราะหรอยละกาซไฮโดรเจนที่เกดิขึ้นดวยเครื่องวิเคราะหกาซโครมาโทกราฟ     (ถา
ปริมาตรกาซที่ไดมีนอยใหนาํไปบมตอจนไดเวลา 48 ช่ัวโมง  แลวจึงนาํมาวัดปริมาตรกาซ และเก็บ
กาซ). 

2.5.2.5  นําโคโลนีที่ผลิตกาซไดไปเก็บรักษาไวในรูปของ lyophilize ตัวอยางละ 5 หลอด 
2.5.2.6  คัดเลือกโคโลนีที่ผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดไปจําแนกชนิด และสายพันธุจุลินทรีย  

ดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) โดยใชชุดทดสอบ API 32A อยางนอย 2 ชนิดของ
แตละกลุมตัวอยาง.  

 
2.5.3  การเพิ่มปริมาณหัวเชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิ  มีขั้นตอนการดําเนินการ ดงันี้ 

2.5.3.1 นําเชือ้จุลินทรียที่คดัเลือกไว 1 สายพันธุในหลอดสุญญากาศ (lyophilize) มาเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหที่มีสวนประกอบตางๆ ดังตารางที่ 4 ปริมาตร 5 มล. แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง. 
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2.5.3.2 นําเชื้อจุลินทรยีที่เล้ียงไวมาเติมอาหารในปริมาณเทาตัว ดังแสดงไดดังตารางที่ 5 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง.  เมือ่ไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปใสลงในถังหมัก
ขนาด 7 ลิตร   ใหสามารถเติมอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหไดจนมีปริมาตร 7 ลิตร. 

2.5.3.3 กระตุนเชื้อจุลินทรียในถังหมักตอไป  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหในอัตรา               
1 ลิตรตอวัน  เปนระยะเวลา 1 เดือน. 

2.5.3.4 นําสารละลายเชื้อจุลินทรียทัง้หมดมาเหวีย่งแยกตะกอน  เพื่อรวบรวมเชื้อจุลินทรีย
ใหเขมขน  โดยใหมีความเขมขนประมาณ 100,000 มก./ล. 
 
ตารางที่ 4.   สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห 
 

สารเคมี หนวย ปริมาณ 
Phosphate buffer มก./ล. 60 
 Na2HPO4.7H2O ก./ล. 273 
 K2HPO4 ก./ล. 105 
Nutrient มล./ล. 8.4 
 NH4Cl ก./ล. 135.44 
 NaHCO3 ก./ล. 212.66 
 KH2PO4 ก./ล. 100 
 MgSO4.7H2O ก./ล. 10 
 NaCl ก./ล. 1 
 Na2MoO4.2H2O ก./ล. 1 
 CaCl2.2H2O ก./ล. 1 
 MnSO4.H2O ก./ล. 0.92 
 FeSO4.7H2O ก./ล. 0.61 
 CoCl2.6H2O ก./ล. 0.21 
 NiCl2.6H2O ก./ล. 0.12 
 ZnCl2 ก./ล. 0.06 
Sucrose ก./ล. 20 
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ตารางที่ 5.  ขัน้ตอนการเพิม่ปริมาณเชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิ 
 
ลําดับที่ หนวย ปริมาณหัวเชื้อ ปริมาณอาหาร ปริมาณรวม 

1 มล. lyophilize 5 5 
2 มล. 5 5 10 
3 มล. 10 15 25 
4 มล. 25 25 50 
5 มล. 50 50 100 
6 มล. 100 150 250 
7 มล. 250 250 500 
8 มล. 500 500 1000 
9 มล. 1000 1000 2000 
10 มล. 2000 2000 4000 
11 มล. 4000 3000 7000 

 
2.5.4  การทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบตัิการ (bench scale)  มีหลักการทํางาน

ดังนี:้ 
2.5.4.1  ออกแบบและสรางชุดทดลองตอเนือ่งในระดับหองปฏิบัติการ ดังแสดงดังรูปที่ 2. 
2.5.4.2 นําโคโลนีที่ผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุด  มาทําการเพิ่มปรมิาณเชื้อจุลินทรียใหมี

ปริมาตรอยางนอย  7  ลิตร   โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห.  
2.5.4.3 ทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบัติการ (bench scale) หลักการ

ทํางานของชุดทดลองเปนไปตามรูปที่ 3  ดังนี้.  
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รูปท่ี 2.    ชุดทดลองการผลติกาซไฮโดรเจนแบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบัติการ. 
 
 

                                                  
 

รูปท่ี 3.   ผงัการทํางานระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏบิัติการ. 
 
 

       
 

รูปท่ี 4.   ตัวกลางพลาสติกท่ีใช. 

H2 inf  
tank H2 eff  

tank 

H2 reactor  
tank 

Gas  bag Gas counter 
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น้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียเศษอาหาร  โดยทําการเตรียมน้ําเสียที่ซีโอดีเร่ิมตน 20 
กรัมตอลิตรและปรับพีเอชมากกวาหรือเทากับ 5.0  โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 10.  นํามาเติมในถังไฮโดรเจนเขา (H2 influent tank)  ซ่ึงจะถูกสูบโดยปมไฮโดรเจน 
(H2 pump) ไปยังถังหมักไฮโดรเจน (H2 reactor tank)  ทางดานลาง,  ซ่ึงออกแบบเปนระบบตรึง
ฟลมแบบไหลขึ้น (upflow anaerobic fixed bed, UAFB) โดยใชตวักลางพลาสติกดังรูปที่ 4      และ
ควบคุมการสูบน้ําดวยเครื่องตั้งเวลา    ตามอัตราภาระซีโอดีที่กําหนดไว.       น้ําเสียที่ผานการหมัก
จะไหลลนลงถังไฮโดรเจนออก (H2 effluent tank),  กาซที่เกิดขึ้นจะไหลเขากลองวัดปริมาณกาซ 
(gas counter box) และถุงเกบ็กาซ (gas bag).   

 
ระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้นไดถูกนํามาใชในการทดลองนี้   เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย

บริสุทธิ์ที่ใชมีลักษณะเปนตะกอนเบาแขวนลอยอยูในน้าํ    ไมสามารถรวมตัวกันเปนตะกอนจุลิน-
ทรียลักษณะเม็ด เชนเดยีวกับตะกอนจุลินทรียในระบบยูเอเอสบี  ทําใหตะกอนจุลินทรียไหลหลุด
ออกนอกระบบไดงายหากใชระบบยูเอเอสบีในการทดลอง.   ดังนั้น จึงไดออกแบบระบบเปนระบบ
ตรึงฟลมแบบไหลขึ้น   โดยมีการใสตวักลางพลาสติกรูปทรงตะกรอ ขนาดเสนผาศนูยกลาง 4 ซม. 
สูง 4 ซม. ดังรูปที่ 4 ไวในถังหมักจํานวน 15 ช้ิน,   นําตะกอนจุลินทรียบริสุทธิ์เขมขนที่เตรียมไดใส
เขาไปในถังหมัก.   โดยในชวงเริ่มตนจะกระตุนเชื้อจลิุนทรียดวยสารอาหารสังเคราะหกอน  เพือ่  
ใหจุลินทรยีสามารถเกาะตัวอยูในตวักลางพลาสติกได ซ่ึงใชสารอาหารสังเคราะหในอัตรา 1 ลิตร
ตอวัน เปนเวลา 2 สัปดาหกอน จึงเริ่มดําเนินการทดลองโดยปอนน้ําเสียเศษอาหารที่อัตราภาระรับ             
ซีโอดีเร่ิมตนที่ 20  กรัมตอลิตรตอวันในอตัรา 2 ลิตรตอวัน. 

 
กาซชีวภาพที่เกิดขึ้นจะวเิคราะหปริมาณของกาซไฮโดรเจน และกาซคารบอนไดออกไซด

ดวยเครื่องวิเคราะหกาซโครมาโทกราฟ.   สําหรับน้าํเสียจะเก็บตวัอยาง เพื่อนําไปวิเคราะหหา
พารามิเตอรตางๆ เชน  พเีอช, ซีโอดี, บีโอดี, กรดอินทรียระเหยงาย, กรดแอซีติก, กรดโพรไพโอนกิ 
และกรดบวิทริิก  เปนตน.  
 
2.6 แผนวิเคราะหน้ําเสีย 

ในการทดลองของแตละวนั มีการเก็บน้าํเสียเขาและออกจากถังหมกั,  เพื่อวเิคราะหหา
คุณภาพของน้าํเสียตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(1995)   ในซึ่งแสดงไดดังตารางที่ 6. 
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ตารางที่ 6.   ขัน้ตอนการวิเคราะหพารามิเตอรของการทดลอง 
 

ถังหมักไฮโดรเจน รายการ 
น้ําเสียเขา น้ําเสียออก 

วิธีวิเคราะห 

pH ทุกวัน ทุกวัน pH meter 
COD ทุกวัน ทุกวัน Close reflux and spectroscopy 
BOD ทุกวัน ทุกวัน Incubation and titration 
VFA ทุกวัน ทุกวัน Anderson method 

Acetic acid ทุกวัน ทุกวัน GC-FID 
Propionic acid ทุกวัน ทุกวัน GC-FID 
Butyric acid ทุกวัน ทุกวัน GC-FID 

H2, N2, CH4, CO2 ทุกวัน ทุกวัน GC-TCD 
 
2.7 การวิเคราะหผลการศึกษา 

2.7.1  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
• ความสัมพันธระหวางพีเอชกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
• ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกกักับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

 
2.7.2  ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบตัิการ 

โดยการวิเคราะหหาประสิทธิภาพในการกาํจัดซีโอดี, บีโอดี, อัตราการเกิดกาซในหนวยลิตร
ตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด, อัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก, อัตราสวนกรดโพรไพโอนิกตอกรด
แอซตีิก และอตัราสวนอาหารตอจุลินทรีย. 
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3. ผลการทดลองและวจิารณผล 
 
 

การทดลองการคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจน จากน้ําเสียเศษ
อาหาร  ไดแบงงานออกเปน 2 สวน คือ การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนสงูสุด  และการทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดบั
หองปฏิบัติการ   โดยใชระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้น.   เร่ิมดําเนินการตั้งแต 1 ตุลาคม  2551  จนถึง 
31 พฤษภาคม  2553  โดยมีขัน้ตอนการทาํงาน,  ดังตอไปนี้. 

 
3.1  การคัดเลือกสายพันธุจลิุนทรีย.    
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test. 
3.3  การจําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรยี. 
3.4  การสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา ปทุมธานี. 
3.5  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน   

                     -  ความสัมพันธระหวางพเีอชกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
                     -  ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกักกบัประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

3.6 การศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่องในระดับ 
หองปฏิบัติการ. 
 
3.1  การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย    

3.1.1 กลุมตัวอยางอางอิง  (blank)  ท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน      
จากการทดลอง พบวา สามารถคัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏได  17 

โคโลนี   จึงนาํแตละโคโลนีไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอ  เพื่อใหไดเชื้อที่บริสุทธิ์ และนําโคโลนีแตละชนิด
ไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ.   ผลการทดลอง
แสดงไดดังตารางที่  7. 
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ตารางที่  7.   ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางอางอิงท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน      
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

B-1 กลมแบนใส ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-2 กลมแบนสีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดกลาง ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
B-3 กลมสีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 
B-4 กลมแบนสีครีม ขอบบางหยักมาก ผิวเรียบ มันวาว ทอนสั้นสีน้ําเงิน มีสปอรที่ปลายเซลล 
B-5 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบหยกั ผิวเรียบ มันวาว 

ขนาดเล็ก 
ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

B-6 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก กลมติดสีน้ําเงิน 
B-7 กลมนูน ใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ขึ้นเปน

กลุมๆ กระจายทั่วจานเพาะเลี้ยง 
ทอนติดสีน้ําเงิน 

B-8 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบหยัก ผิวขรุขระ ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอรขนาดใหญ 
B-9 กลมนูน สีขาว ขอบเรียบ ผิวขรุขระ มีจุดบุมตรงกลาง ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-10 กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-11  กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 
B-12   กลมแบน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงินมีสปอรที่ปลายเซลล 
B-13  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-14  กลมแบน สีครีม นูนตรงกลาง ขอบหยัก ผิวไมเรียบ มันวาว ทอนขนาดใหญ ติดสีน้ําเงิน 
B-15  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
B-16  กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอรที่ปลายเซลล 
B-17  กลมนูน ใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ขึ้นเปน

กลุมๆ 
ทอนติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 7 เห็นไดวา ลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะกลม แบนหรือนนู, มีสีขาว
ขุนหรือสีครีม,  ผิวเรียบหรือขรุขระ  และมีขนาดเล็ก กลาง ใหญ,  ขอบหยักหรือเรียบ,  เมื่อนําไป
ยอมแกรม และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจุลินทรียสวนใหญติดสีน้ําเงิน  มีลักษณะ
เปนทอนสั้น  และบางตัวอยางมีสปอรเกิดขึ้นดวย, ดังรูปที่  5-6. 
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รูปท่ี 5.   ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางอางองิท่ีไมผานการบาํบัด. 
 
 
 

      
 
รูปท่ี 6.  ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตวัอยางอางอิงท่ีไมผานการบาํบัด (กําลังขยาย 100 เทา). 

 
 

3.1.2  กลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการตมท่ี 90oซ เปนเวลา  30 นาที    
โดยใชตวัอยางชนิดเดยีวกับกลุมตัวอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขั้นตน. จากการดําเนิน 

การทดลองพบวา สามารถคัดแยกชนิดจลิุนทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏได  12  โคโลนี          
จึงนําแตละโคโลนีไปเพาะเลีย้งเชื้อตอ เพื่อใชไดเชื้อบริสุทธิ์.  แลวจึงนําโคโลนีแตละชนิดไปยอม
แกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ, ผลการทดลองแสดงไดดัง
ตารางที่  8. 
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ตารางที่  8. ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการตม (boil) 
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

Boil-1 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil-2  กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวมันวาวเยิ้ม ขนาดกลาง ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -3 กลมแบน สีขาวขุน ขอบไมเรียบ ผิวขรุขระ ไมมันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -4 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นผอมบางติดสีน้ําเงิน 
Boil -5  กลมแบน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
Boil -6 กลมแบน นูนตรงกลาง สีครีม ขอบบางหยัก ผิวเรียบ มันวาว  

ขนาดเล็ก 
ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

Boil -7 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil -8 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรยีบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -9  กลมนูน สีขาวขุน ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil -10  กลมแบน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบบางหยัก ผิวเรียบ ขนาดกลาง ทอนบางติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
Boil -11  กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
Boil -12  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 8 เห็นไดวา ลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะคลายคลึงกับกลุมตัวอยาง
อางอิงที่ไมผานการบําบัด  คือ ลักษณะของโคโลนีกลม แบน หรือนูน, มีสีขาวขุน หรือสีครีม,               
ผิวเรียบหรือขรุขระ,  และมีขนาดเล็ก กลาง ใหญ,  ขอบหยักหรือเรียบ.  เมื่อนําไปยอมแกรม และ
ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจลิุนทรียสวนใหญติดสีน้ําเงนิ,  มีลักษณะเปนทอนสัน้  
และบางตัวอยางมีสปอรเกิดขึ้นดวย,  ดังรูปที่  7-8. 
 

      
 

รูปท่ี 7.  ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการตม. 
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รูปท่ี 8.    ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตวัอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตน ดวยวิธีการตม.  
                         (กําลังขยาย 100 เทา) 

 
3.1.3 กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด   

 ที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน, พบวา สามารถแยกคัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะ
ภายนอกที่ปรากฏได 3 โคโลนี  จึงนําแตละโคโลนีไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอ เพื่อใชไดเชื้อบริสุทธิ์.  แลว
จึงนําโคโลนีแตละชนิดไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบนัทึกลักษณะที่
ปรากฏ,   ผลการทดลองแสดงไดดังตารางที่  9. 
 
ตารางที่ 9.  ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด  
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

pH-1 กลม แบนสีขาว ขอบหยัก ผิวขรุขระ - 
pH-2 กลม นูนสีขาวใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
pH-3 กลม นูนสีขาว ขอบเรียบ ผิวเรียบ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 9 พบวามีเพยีง 3 โคโลนีที่สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารเลี้ยงเชือ้ RCM   
โดยลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะกลม แบน หรือนูน, มีสีขาว,  ขอบหยักหรือเรียบ,             
ผิวเรียบหรือขรุขระ,  เมื่อนําไปยอมแกรม และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจุลินทรีย
สวนใหญตดิสีน้ําเงิน  มีลักษณะเปนทอนสัน้,  ดังรูปที่ 9-10.  
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รูปท่ี  9.  ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการปรับ pH. 
 

 

       
 

รูปท่ี 10.    ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการปรับ pH 
                      (กําลังขยาย 100 เทา). 

 
3.2 การทดสอบประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test    

3.2.1  กลุมตัวอยางอางอิงท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน    
  จากตารางที่ 10  พบวา กลุมตัวอยางอางอิงที่ไมการบําบัด มี 14 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซ
ไฮโดรเจนได.   โดยมี 6 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากกวารอยละ 60    และไดเลือก 3 
โคโลนีไดแก B-8, B-11 และ B-16   ที่มีลักษณะแตกตางกันไปทําการจําแนกชนิดและสายพนัธุจุลิ
นทรีย. พบวา B-16 มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากที่สุด. เชื้อจุลินทรยีที่สามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดทั้งหมดถูกเก็บรักษาไวในหลอดสญุญากาศ (lyophilize),  ดังรูปที่ 11.  
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รูปท่ี 11.   เชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิท่ีเก็บไวในหลอดสุญญากาศ (lyophilize). 
 
ตารางที่  10.   รอยละกาซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นจากกลุมตวัอยางอางอิงท่ีไมผานการบาํบัด 
 

ตัวอยาง ปริมาณกาซทั้งหมด (มล.) %N2 %CH4 %CO2 %H2 

B-1 16.5 22.49 0.00 9.14 68.37 
B-2 7 35.44 0.00 42.97 21.59 
B-3 0 - - - - 
B-4 13.5 60.95 0.00 14.27 24.78 
B-5 12.67 63.36 0.00 10.82 25.82 
B-6 0 - - - - 
B-7 10 55.38 0.00 13.43 31.19 
B-8 56 20.33 0.00 11.84 67.84 
B-9 3 0.00 0.00 89.86 10.14 
B-10 51 17.84 0.00 6.99 75.17 
B-11 58.5 25.06 0.00 7.28 67.66 
B-12 41 40.19 0.00 12.39 47.42 
B-13 0 - - - - 
B-14 80.33 16.18 0.00 8.34 75.48 
B-15 15 63.68 0.00 15.04 21.28 
B-16 152 15.13 0.00 12.26 72.61 
B-17  8 60.77 0.00 10.57 28.67 

หมายเหตุ :  ตัวหนา  แสดงถึงตัวอยางที่เลือกไปจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรีย 
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3.2.2  กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการตม 
  จากตารางที่ 11  พบวา กลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตนดวยวิธีการตม มี 6 โคโลนี         
ที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.   โดยมี 4 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากกวารอยละ 
60    และไดเลือก 2 โคโลนีไดแก  Boil-2 และ Boil-11   ที่มีลักษณะแตกตางกันไปทําการจําแนก
ชนิดและสายพันธุจุลินทรีย.     พบวา Boil-11  มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดมาก
ที่สุด   เชือ้จุลินทรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดทั้งหมดถูกเกบ็รักษาไวรูปของ lyophilize  
เชนเดยีวกัน. 
 
ตารางที่ 11.    รอยละกาซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นจากกลุมตวัอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตม 
 

ตัวอยาง ปริมาณกาซทั้งหมด (มล.) %N2 %CH4 %CO2 %H2 

Boil-1 0 - - - - 
Boil-2 138.5 8.71 0.00 19.63 71.67 
Boil -3 0 - - - - 
Boil -4 3 0.00 0.03 74.03 25.93 
Boil -5 0 - - - - 
Boil -6 35.5 19.26 0.00 16.81 63.93 
Boil -7 0 - - - - 
Boil -8 0 - - - - 
Boil -9 5 0.00 0.00 63.84 36.16 
Boil -10 125 9.44 0.00 11.51 79.05 
Boil -11 124.5 9.70 0.00 10.11 80.19 
Boil -12 0 - - - - 

 
หมายเหตุ :  ตัวหนา  แสดงถึงตัวอยางที่เลือกไปจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรีย 
 

3.2.3  กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด 
เมื่อทําการทดสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนกับกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการ

ปรับกรด พบวา ทั้ง 3 ตัวอยางไมสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.     
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3.3 การจําแนกชนิด และสายพันธุจุลินทรีย 
 จากการทดลองดังกลาวขางตน  ไดเลือกตัวอยางรหัสหมายเลข B-8, B-11, B-16, Boil-2 

และ Boil-11  มาทําการตรวจสอบเพื่อจําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรีย  ดวยวิธีการทดสอบทาง
ชีวเคมี (biochemical test) โดยใชชุดทดสอบ API 32A  ดังรูปที่ 12.   ผลการจําแนกชนิด และสาย
พันธุจุลินทรีย  แสดงไดดังตารางที่  12.   

 

 
 

รูปท่ี  12.  ผลการทดสอบจําแนกชนดิ และสายพันธุจุลินทรียดวยชดุทดสอบ API 32A. 
 

ตารางที่  12.  การจําแนกชนดิ และสายพันธุจุลินทรีย 
 
ตัวอยาง ชนิดสายพันธุ 

จุลินทรีย 
ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฎ ลักษณะการยอมแกรม Vol gas 

(ml) 
%H2 

B8 Clostridium 
perfringens 

กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง 
ขอบหยัก ผิวขรุขระ ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอรขนาดใหญ 

56 67.84% 

B11 Clostridium  
tyrobutyricum 

กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 58.5 67.66% 

B16 Clostridium  
acetobutyricum 

กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอรที่ปลายเซลล 

152 72.61% 

Boil 2 Clostridium   
botulinum 

กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวมัน
วาวเยิ้ม ขนาดกลาง 

ทอนสั้นหนาติด 
สีน้ําเงิน 

138.5 71.67% 

Boil 11 Clostridium  
acetobutyricum 

กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอร 

124.5 80.19% 

 
หมายเหตุ : ตัวหนา  แสดงถึงสายพันธุที่นํามาใชในการทดลองระบบตอเนื่อง 
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test  พบวา ตัวอยาง 
B-16 และ Boil 11  คือ  Clostridium  acetobutyricum ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน
สูงสุด,  จึงเลือกสายพันธุชนิดนี้มาทําการทดลองในระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏบิัติ 
การอยางตอเนือ่ง. 

 
ในชวงเริ่มตนทดลองระบบตอเนื่องในหองปฏิบัติการ ไดมีการเพิ่มปริมาณเชือ้จุลินทรีย

บริสุทธิ์สายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum  ซ่ึงไดปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่  MLSS  92,216 มก./ล.   
และ MLVSS  73,773  มก./ล.  ในปริมาตร  0.5  ลิตร. 
 
3.4 การสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานีคลองหา 

จากการสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา  ซ่ึงมีรานคาที่
จําหนายอาหารขาว   จํานวน 2 ราน,  กวยเตี๋ยว จํานวน 2 ราน,   ขนมหวานและน้าํดื่ม จํานวนละ         
1 ราน,   พบวา ปริมาณน้ําเสียเศษอาหารที่เกิดขึ้นโดยเฉลี่ยในแตละวนัประมาณ 8-10 ลิตร  ขึ้นกบั
จํานวนรานคาที่เปดจําหนายในแตละวัน.    สําหรับคาความสกปรกหรือคาซีโอดีและบีโอดีของน้ํา
เสียเศษอาหารแสดงไดดังตารางที่ 13,    ซ่ึงมีคาเฉลี่ยซีโอดีและบีโอดีอยูที่ 68,544 มก./ล และ  
22,848 มก./ล., ตามลําดับ.    จากการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552)  พบวา สมบัติ
ของน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. บางเขน   มีคาความสกปรกคอนขางสูงมากกวา   โดยเฉพาะ
ซีโอดีและบีโอดี  โดยมีคาเฉลี่ยที่ 111,551 มก./ล. และ 55,776 มก./ล., ตามลําดับ 

 
ตารางที่  13.   สมบัติของน้ําเสียจากโรงอาหาร วว. เทคโนธานีคลองหา 
 
พารามิเตอร หนวย คาต่ําสุด-คาสูงสุด คาเฉลี่ย 
ซีโอดี มิลลิกรัมตอลิตร 36,556-97,866 68,544 
บีโอดี มิลลิกรัมตอลิตร 12,185-32,622 22,848 

 
จากตารางที่ 13 จะเห็นไดวา สมบัติของน้ําเสียเศษอาหารที่ วว. เทคโนธานี คลองหา มีคา

คอนขางต่ํามาก  ซ่ึงตางจากน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. บางเขน.    ดังนั้นจงึทําการทดลอง
ในชวงของน้ําเสียที่มีความเขมขนต่ําๆ   เพื่อหาความเปนไปไดในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสยี
ที่มีความเขมขนต่ํา.  ในชวงเร่ิมตน เตรยีมน้ําเสียใหมีซีโอดีประมาณ  20,000 มก./ล.  สําหรับ
ปอนเขาสูกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน    โดยกระตุนใหเชื้อจุลินทรียที่บริสุทธิ์คุนเคยกับน้ําเสีย
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ประเภทนี้กอน   และกําหนดระยะเวลาเก็บกักน้ําเสียในชวงเริ่มตนที ่ 1 วัน     แลวจึงเพิ่มความ
เขมขนน้ําเสียใหมากขึน้.   
 
3.5  การศึกษาความสัมพันธของปจจัยตางๆ ในการผลิตกาซ   

ในกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน ถือวากระบวนการนี้เปนการยอยสลายเบื้องตน  ซ่ึง
สารอินทรียสวนใหญจะกลายเปนกรดอินทรีย  ไดแก  กรดแอซีติก,  กรดโพรไพโอนิก   และกรด
บิวทิริก เปนสวนใหญ,      ซ่ึงในกระบวนการนี้สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.   ระดับพีเอชทีไ่ด
หลังจากผลิตกาซไฮโดรเจนแลวจะมีคาต่ําในชวง 4.3-4.5  (นาถพนิิจและคณะ 2552; Fang and Liu 
2002; Ginkel et al. 2001)       

 
จากการทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552) พบวา สภาวะการทํางานของเชื้อจุลินทรีย

ผสม (mix culture) ในการผลิตกาซไฮโดรเจนนั้น    ไมสามารถปรับระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนที่
พีเอชกลางได เนื่องจากเชื้อจุลินทรียผสมมีเชื้อจุลินทรียกลุมที่สรางกาซมีเทนรวมอยูดวย.   ถาระดับ
พีเอชเร่ิมตนมีคาใกลเคียงที่เปนกลางหรือระดับพีเอชมากกวาหรือเทากับ 7 อาจจะสงผลใหเชื้อ              
จุลินทรียกลุมสรางกาซมีเทนสามารถเปลี่ยนกรดอินทรียที่เชื้อกลุมสรางกาซไฮโดรเจนผลิตขึ้นมา  
นําไปผลิตเปนกาซมีเทนได   หรือมีแนวโนมการใชกาซไฮโดรเจนไปผลิตกรดโพรไพโอนิกเพิ่มขึ้น    
และทําใหตรวจพบกาซมีเทนได.      ดังนั้น ระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตน  จึงเปนขอจํากัดในการใช
เชื้อจุลินทรียผสมในการผลิตกาซไฮโดรเจน.  โดยจากการทดลองที่ใชเชื้อจุลินทรียผสม  ไดมีการ
ควบคุมระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนใหอยูในชวง 5-5.5 เพื่อใหน้ําเสียที่ผานการผลิตกาซไฮโดรเจน 
แลวอยูในชวง 4.3-4.5,  ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนมีคาในชวง 0.11-0.12 ลิตร
ไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด. 

 
ดังนั้น ในการทดลองนี้ไดเลือกใชเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium  acetobutyricum ซ่ึง

เปนเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด   ซ่ึงระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนนาจะสามารถ
ปรับใหมีคาใกลเคียงสภาวะที่เปนกลางหรอืที่ 7  ได      เพื่อใหสามารถเกิดกรดอินทรียไดมากที่สุด   
โดยที่ระดับพีเอชมีชวงกวางมากขึ้นในการลดจาก 7 มาเปนในชวง 4.3-4.5.    เนื่องจากการทดลองที่
ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552) พบวา อัตราสวนกรดอนิทรยีออกและเขาอยางนอย 1.78  
สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ.    อัตราสวนระหวางกรดอินทรียออกและเขามี
ความสัมพันธแบบแปรผันตรงกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน     ซ่ึงปริมาณกรดอินทรยีที่
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ไดหลังจากการผลิตกาซไฮโดรเจนมีปริมาณมาก แสดงวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนทีไ่ดจะมปีริมาณ
สูงมากขึ้นดวยและสงผลใหระดับพีเอชลดต่าํลง. 

 
การทดลองนี ้ จึงศึกษาหาความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนกับระยะเวลา

เก็บกัก  และระยะเวลาเก็บกกักับประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจน    เพื่อนําไปใชในการทดลอง
การผลิตกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่องในระดับหองปฏิบัตกิาร. 
 
 3.5.1  ความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนและประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
   การศึกษาความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนและประสิทธิภาพการผลิต
กาซไฮโดรเจน ไดทําการทดลองโดยใชวิธีการเดยีวกับการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test   ที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 และ 48 ช่ัวโมง.    ผลการทดลองดังตารางที่  
14-15   และรูปที่  13.         
 
ตารางที่ 14.  ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากระดับพีเอชตางๆ ท่ีระยะเวลาเก็บกัก 24 ชั่วโมง 
 

pHinf pHeff Vol total gas (ml.) %H2 Vol H2/d (ml.) 

blank 6.12 3.00 19.24 0.58 
4.00 3.44 25.00 51.23 12.81 
4.50 3.67 35.00 61.78 21.62 
5.00 3.88 42.50 65.57 27.81 
5.50 3.97 53.00 67.80 35.93 
6.00 4.08 66.00 69.25 45.70 
6.50 4.10 71.50 72.72 51.95 
7.00 4.16 75.50 67.43 50.85 
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ตารางที่ 15.  ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากระดับพีเอชตางๆ ท่ีระยะเวลาเก็บกัก 48 ชั่วโมง 
 

pHinf pHeff Vol total gas (ml.) %H2 Vol H2 (ml.) Vol H2/d (ml.)

blank 6.15 3.00 20.21 0.61 0.30 
4.00 3.66 86.00 68.59 58.99 29.49 
4.50 4.17 127.00 63.75 80.96 40.48 
5.00 4.22 131.00 73.07 95.72 47.86 
5.50 4.30 140.50 75.42 105.97 52.98 
6.00 4.28 147.50 72.96 107.62 53.81 
6.50 4.32 146.50 79.20 116.02 58.01 
7.00 4.35 154.00 74.79 115.18 57.59 

 

3.00

3.50

4.00

4.50

4.00 4.50 5.00 5.50 6.00 6.50 7.00
pH inf

pH
 eff

24pheff 48pheff
 

 
รูปท่ี 13.  ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

 
 จากตารางที่ 14-15  และ รูปที่ 13 พบวา ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนที่
ระยะเวลาเก็บกักที่ 24  และ 48 ช่ัวโมงของทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 4 ถึง 7,   จะได
ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนต่าํกวา 4.5    โดยอยูในชวง  3.44-4.35.  นอกจากนี้ ยังพบวา 
ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 48 ช่ัวโมง,  ที่ระดบัพีเอชตั้งแต 5.0-7.0 สามารถผลิตกรดอินทรียไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  เนื่องจากระดบัพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนใกลเคียง 4.3,   โดยเฉพาะที่ระดับ          
พีเอช 7 เนื่องจากมีชวงกวางของระดับพีเอชที่สามารถลดใหลงมาอยูที่ 4.3 ไดมากกวาที่ระดบั         
พีเอชอื่นๆ.     นอกจากนี้ จะเห็นไดวา ที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 ช่ัวโมง   ทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซ
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ไฮโดรเจนมีระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนต่ํากวา 4.30  และมีคาต่ํากวาที่ระยะเวลาเก็บกกั 
48 ช่ัวโมง ทุกระดับพีเอชเดยีวกัน. ทําใหประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนต่าํกวา  เนื่องจาก
ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 48 ช่ัวโมง  มีประสิทธิภาพการเกดิกาซไฮโดรเจนสูงกวา     เนื่องจากการเกดิ
กาซไฮโดรเจนจะมกีาซคารบอนไดออกไซดเกิดรวมอยูดวย.   กาซคารบอนไดออกไซดสามารถ
ละลายน้ําและมีผลทําใหระดบัพีเอชสูงขึ้น     ซ่ึงใน 24 ช่ัวโมงแรกมีการเกิดกาซไฮโดรเจนและกาซ
คารบอนไดออกไซดไดนอย   จึงทําใหระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนทีร่ะยะเวลาเก็บกัก  
48 ช่ัวโมงสูงกวา.   นอกจากนี้ การควบคุมระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนใหอยูในชวง 
4.3-4.5 จะทําใหมีประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูง  ดังการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจ
และคณะ (2552).  
 

3.5.2 ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกักกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
จากตารางที่ 14-15   และรูปที่ 14-15  พบวา ที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพ

การผลิตกาซไฮโดรเจนสูงกวาที่ระยะเวลาเก็บกักที่ 24 ช่ัวโมง, โดยมีปริมาณกาซไฮโดรเจนที่
เกิดขึ้นและรอยละกาซไฮโดรเจนที่สูงกวาทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซไฮโดรเจน.    ทั้งนี้เนื่องจาก
ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนทีไ่ดทุกระดับพีเอชที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมงมีคาสูงกวา 
24 ช่ัวโมง ทําใหจุลินทรยีสามารถทํางานไดดีกวา,  ซ่ึงไดรับการสนับสนุนจากการทดลองของ Fang 
and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001)  ที่พบวา จุลินทรียในกลุมสรางกรดนี้สามารถทํางานไดดี
ในสภาวะที่เปนกรด หรือที่พีเอช 4.5-5.5.      

 
เนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองแบบรุนผลิต  คือ มีการเติมน้ําเสียในครั้งเดยีวและทํา

การทดลองที่ระยะเวลาเก็บกกั 24 ช่ัวโมงและ 48 ช่ัวโมง  โดยแยกชุดการทดลองกัน,   ซ่ึงจุลินทรีย
จะทํางานไดดใีนชวง 24-48 ช่ัวโมงในการผลิตกรดอินทรีย   โดยเปลี่ยนสารที่มีโมเลกุลใหญไปเปน
กรดอินทรีย.  ดังนั้น ในปริมาณอาหารที่เทากันเมื่อมรีะยะเวลาเก็บกักยาวนานขึน้ จุลินทรียสามารถ
นําอาหารที่มีมาผลิตกรดอินทรียและกาซไฮโดรเจนไดมากขึ้น.  จากการทดลอง จะเห็นไดวา อัตรา
การเกิดกาซเฉลี่ยตอวันที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมง  มีคาสูงกวาที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 ช่ัวโมง.   
แสดงวา อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนในชวงเวลา 24-48 ช่ัวโมงมคีามาก ซ่ึงสอดคลองกับชวง
ระยะเวลาในการการกระตุนเชื้อกลุม Clostridium spp. ในชวงเวลา 24-48 ช่ัวโมง.       

 
จากการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552)  พบวา ในการทดลองระบบตอเนื่อง

ในระดับหองปฏิบัติการที่ระยะเวลา 1 วนั มีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนมากกวา 2 และ 
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3 วัน, ตามลําดับ.    ทั้งนี้เนื่องจากวาที่ระยะเวลาเก็บกัก 1 วัน  ระบบสามารถรักษาระดับพีเอชหลัง
การผลิตกาซไฮโดรเจนในชวง 4.3-4.5    ไดคงที่ยาวนานมากกวาที่ระยะเวลาเก็บกักมากกวา 1 วัน.   
ดังนั้น ในการทดลองระบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบตัิการจะใชระยะเวลาเก็บกักที่ 1 วันในการ
เดินระบบ. 
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รูปท่ี 14.  ปริมาณกาซไฮโดรเจนของแตละระดับพีเอชใน 24 และ 48 ชั่วโมง. 
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รูปท่ี 15.  รอยละไฮโดรเจนของแตละระดับพีเอชใน 24 และ 48 ชั่วโมง. 
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3.6 ประสิทธิภาพของการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่อง ในระดับหองปฏิบัติการ 
 น้ําเสียเศษอาหารที่ใชในการทดลอง   มีปริมาณซีโอดีในแตละวันแตกตางกันมาก  ดังแสดง
ในตารางที่  13.   จะเห็นไดวา มีคาต่ําสุดและสูงสุด เปน  36,550  และ 97,866 มก./ล., ตามลําดับ.    
จึงทําใหมกีารเตรียมน้ําเสียไดคอนขางลําบาก    เนื่องจากในชวงเริม่ตนการทดลอง น้ําเสียเศษ
อาหารที่ไดมีความเขมขนสูง    จึงจําเปนตองเจือจางน้ําเสยีใหมีความเขมขนเริ่มตนที่  20,000 มก./ล.   
เมื่อดําเนินการทดลองมาถึงชวงที่เปลี่ยนความเขมขนใหมคีาสูงขึ้น   พบวา น้ําเสียเศษอาหารที่ได
ในชวงหลังนี้จะมีคาความสกปรกคอนขางต่ํามาก.   ทาํใหอัตราภาระซีโอดีที่เขาระบบไมสามารถ
ควบคุมไดตามที่กําหนดไว    มีผลทําใหไมจําเปนตองเจือจางน้ําเสยีเขาระบบและไดเพิ่มปริมาณซี
โอดีถึง  52,000  มก./ล.    ระดับพีเอชของน้ําเสียเศษอาหารมีคานอยกวา 4   ซ่ึงมีความเปนกรดสูง
มาก ไมสามารถนํามาใชไดโดยตรง.  ดังนั้น ตองมีการปรับสภาพน้ําเสยีใหอยูในระดับพีเอช
ประมาณ 7.0  ในชวงเริ่มตน   โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 10,   
กอนที่จะปอนเขาสูถังหมักไฮโดรเจน  เพื่อไมใหมีความเปนพิษตอจลิุนทรีย    และใหระบบ
สามารถรองรับกรดอินทรียที่เกิดขึ้นได   โดยที่ระดับพีเอชในถังหมัก  ไมเปลี่ยนแปลงมากนักหรือ
เขาสูสมดุลแลวจึงลดระดับพเีอชเริ่มตนใหอยูที่ 5.0. 
 

สมบัติของน้ําเสียเศษอาหารที่ใชในการทดลองมีความแตกตางกันมาก  จึงไดทําการทดลอง 
2 อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 และที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน. ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน 
ในแตละอัตราภาระรับซีโอดแีสดงไดดังตารางที่ 16-17 และรูปที่  16-21 จะเหน็ไดวา ประสิทธิภาพ
การบําบัดซีโอดี    และบีโอดีที่อัตราภาระรับซีโอดี 20 กรัมตอลิตรตอวัน ดังรูปที่ 16-17,  มีคาเฉลี่ย
ที่รอยละ 30.00 และ 25.40, ตามลําดับ.  ที่อัตราภาระรบัซีโอดี 30 กรัมตอลิตรตอวัน  มีคาเฉลี่ยที่ 
รอยละ 26.66 และ 23.66, ตามลําดับ.  ทั้งสองอัตราภาระรับซีโอดีมีประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี  
ไมเกินรอยละ 30   ซ่ึงเปนไปตามการทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552).   จะเหน็ไดวา เมื่ออัตรา
ภาระรับซีโอดสูีงขึ้น  ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีและบีโอดีจะลดลง   เนื่องจากความเขมขนของ
ซีโอดีมีมากขึ้นแตมีระยะเวลาเก็บกักเทาเดิม  ทําใหระยะเวลาเกบ็กักไมเพียงพอที่จะยอยสลาย
สารอินทรียที่มี.  สอดคลองกับการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยพบวา เมื่อ
ระยะเวลาเก็บกักมากขึ้น จุลินทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียไดมากขึ้น.   
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ตารางที่ 16.   สมบัติของน้ําเสียกอน-หลังเขาถังหมักท่ีอัตราภาระรับซีโอดี 20 ก./ล.-วัน 
 

น้ําเสียกอนเขาถังหมัก น้ําเสียหลังออกถังหมัก พารามิเตอร หนวย 
ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย 

ประสิทธิภาพ
การกําจัด 

พีเอช - 5.10-7.29 6.66 3.39-6.14 4.40  
ซีโอดี มก./ล. 12,432-37,200 22,656 10,416-30,600 15,859 30.00% 
บีโอดี มก./ล. 6,000-14,500 8,340 5,200-10,200 6,222 25.40% 
กรดอินทรีย มก./ล.* 429-1,571 771 2,400-5,714 4,829 526.33%** 
อัตราภาระ
รับซีโอด ี

กก./ลบ.ม.-วัน 19.59-27.94 22.66    

อัตราสวนกรดอินทรียออกตอ
กรดอินทรียเขา 

2.27-9.39 4.20    

อัตราการเกิด
กาซไฮโดรเจน 

L/gCODr-d 0.05-0.31 0.15    

ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจน 

% 22.08-52.21 43.99    

MLSS มก./ล.  92,216    
MLVSS มก./ล.  73,773    
ปริมาตร
เช้ือจุลินทรีย 

ลิตร  0.50    

ปริมาณอาหาร
ตอจุลชีพ 

ก.ซีโอดี/ 
ก.วีเอสเอส 

 1.23    

 
หมายเหตุ   *  มิลลิกรัมตอลิตรในรูปของกรดแอซีติก **  รอยละการเพิ่มขึ้นของกรดอินทรีย 
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ตารางที่ 17.  สมบัติของน้ําเสียกอน-หลังเขาถังหมัก ท่ีอัตราภาระรับซีโอดี 30 ก./ล.-วัน 
 

น้ําเสียกอนเขาถังหมัก น้ําเสียหลังออกถังหมัก พารามิเตอร หนวย 
ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย 

ประสิทธิภาพ
การกําจัด 

พีเอช - 4.26-5.45 4.92 3.92-5.58 4.88  
ซีโอดี มก./ล. 21,115-52,395 32,016 16,334-33,342 23,481 26.66% 
บีโอดี มก./ล. 8,499-31,500 16,212 6,374-21,000 12,376 23.66% 
กรดอินทรีย มก./ล.* 857-2,286 1,514 3,628-7,800 5,144 239.76%** 
อัตราภาระ
รับซีโอด ี

กก./ลบ.ม.-วัน 11.87-39.29 32.02    

อัตราสวนกรดอินทรียออกตอ
กรดอินทรียเขา 

2.00-5.73 3.50    

อัตราการเกิด
กาซไฮโดรเจน 

L/gCODr-d 0.12-0.34 0.19    

ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจน 

% 27.70-41.00 34.15    

MLSS มก./ล.  104,402    
MLVSS มก./ล.  83,522    
ปริมาตร
เช้ือจุลินทรีย 

ลิตร  0.50    

ปริมาณอาหาร
ตอจุลชีพ 

ก.ซีโอดี/ก.วี
เอสเอส 

 1.53    

 
หมายเหตุ  *  มิลลิกรัมตอลิตรในรูปของกรดแอซีติก **  รอยละการเพิ่มขึ้นของกรดอินทรีย 
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รูปท่ี 16.   ปริมาณซีโอดีเขา-ออก และประสิทธิภาพการกําจัด. 
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รูปท่ี 17.   ปริมาณบีโอดีเขา-ออก และประสิทธิภาพการกําจัด. 
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รูปท่ี 18.  ระดับพีเอชเขา-ออกจากถังหมักกาซไฮโดรเจน. 
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รูปท่ี 19.   ปริมาณกรดอินทรียเขา-ออก และอัตราสวนกรดอินทรียออก และเขา. 
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รูปท่ี 20.   ปริมาณกาซไฮโดรเจน  และประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
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รูปท่ี 21.   ปริมาณกาซที่เกิดขึ้น   และรอยละกาซไฮโดรเจนและกาซคารบอนไดออกไซด. 
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จากรูปที่  18   จะเหน็ไดวา ในชวงเริ่มตนในการเดินระบบที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัม
ตอลิตรตอวัน, ระดับพเีอชของน้ําเสียกอนเขาถังหมักไฮโดรเจนจะควบคุมไวที่ 7.00 เพื่อใหสามารถ
เกิดกรดอนิทรยีใหไดมากทีสุ่ด  และใหระดับพีเอชที่ออกจากถังหมกัมีแนวโนมคงที่ในชวง 4.3-4.5,    
แลวจึงลดระดบัพีเอชของน้ําเสียกอนเขาถังหมักลงใหมีคาที่ 5.00, เพื่อใหระบบสามารถรักษา
สภาวะสมดุลของระบบหรือระดับพีเอชใหคงที่ได.  จะเหน็ไดวา ระดับพีเอชของน้ําเสียที่ออกจาก
ถังหมักมีคาคอนขางคงที่ในชวง 4.3-4.5  ที่อาจจะมแีนวโนมสูงขึ้นบาง แตจะมีคาไมเกิน 4.5,   ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Fang and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001) ที่วา ระดับพีเอชที่
เหมาะสมในการควบคุมการเกิดกาซไฮโดรเจนควรอยูที่ 5.5    และที่ระดับพีเอช 5  สามารถยับยั้ง
ขั้นตอนการสรางกาซมีเทนไดเปนอยางดี (Han and Shin 2004). 

 
จากรูปที่ 19  พบวา กรดอินทรียที่ระเหยงายที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน 

มีคาเฉลี่ยที่ 771 มก./ล. ในรปูกรดแอซีติก  ซ่ึงมีคาต่ํากวาที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอ
วัน ที่คาเฉลีย่ 1,514 มก./ล. ในรูปกรดแอซีติก.     สําหรับอัตราสวนกรดอินทรียออกตอกรดอินทรีย
เขาที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยที่ 4.20,  ซ่ึงมีคามากกวาที่อัตราภาระรบั
ซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน  ที่คาเฉลี่ย 3.50.  เห็นไดวา เมื่ออัตราภาระรับซีโอดีสูงขึ้นปริมาณกรด
อินทรียและซโีอดีเพิ่มขึ้นตามไปดวย,   สอดคลองกับการทดลองของ Yu and Fang (2001).   ทําให
อัตราสวนกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขามีแนวโนมลดลง  เนื่องจากสมบัติของน้ําเสียกอนเขามี
คาความเขมขนสูงกวามาก. ทําใหแนวโนมกรดอินทรียของน้ําเสียที่ออกจากถังหมักมีรอยละการ
เพิ่มขึ้นที่ต่ํากวา  จึงทําใหอัตราสวนกรดอนิทรียออกตอกรดอินทรียเขามีคาต่ํากวา  ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552) ที่วา อัตราสวนของกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขาถัง
หมัก (VFAeff/inf)   มีแนวโนมลดลงเมือ่อัตราภาระรบัซีโอดีเพิ่มขึ้น  ทั้งนี้เนื่องจากกรดอนิทรีย
กอนเขาถังหมกัมีคาสูงมาก   ทําใหระบบไมสามารถรักษาระดับพีเอชของน้ําเสียใหคงที่ได,    จึงทํา
ใหประสิทธิภาพในการผลิตกรดอินทรียลดลง.   อัตราสวนของกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขา
ควรมีคาอยางนอย 1.78  เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนอยางมนีัยสําคัญ. 

 
 สําหรับปริมาณเชื้อจุลินทรยีสายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum  ที่ใชตอนเริ่มตนมี
ความเขมขนที ่92,216 มก./ล. ในรูปของ MLSS  และที่ 73,773 มก./ล. ในรูปของ MLVSS  ปริมาตร 
0.5 ลิตร, ดงัแสดงไดดังตารางที่ 16. ดังนั้น ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน                        
มีอัตราสวนอาหารตอจุลินทรีย หรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที ่ 1.23   กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอส
เอส.  โดยมีปริมาณของซีโอดีเฉลี่ยในระบบที่สภาวะสมดุลที่  45.31  กรัมตอวัน    และมีปริมาณ
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เชื้อจุลินทรียในถังหมัก  36.89  กรัม ในรูปของ MLVSS.    เมื่อเดนิระบบไปประมาณ 45 วนั  
ปริมาณเชื้อจุลินทรียเพิ่มขึ้นเปน  104,402 มก./ล. ในรูปของ MLSS และที่ 83,522 มก./ล. ในรูปของ 
MLVSS, จึงเพิ่มปริมาณซโีอดีเขาระบบเปนที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน                     
ดังตารางที่ 16.    ดังนั้น อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียหรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที่  1.53  
กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส.  โดยมีปริมาณของซีโอดีเฉลี่ยในระบบทีส่ภาวะสมดุลที่  64.03  กรัม
ตอวัน    และมีปริมาณเชื้อจลิุนทรียในถังหมัก  41.76  กรัม ในรูปของ MLVSS.    จากการทดลอง
ของ Liang et al. (2001)  พบวา อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียที่เหมาะสมควรอยูที่ 4-16 กรัมซีโอดี
ตอกรัมวีเอสเอส  ซ่ึงมีคาสูงมาก  เมื่อเทียบกับอัตราสวนอาหารตอจุลินทรียที่ไดจากการทดลองนี้.  

 
 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเกดิกาซไฮโดรเจนที่ได พบวาที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 20 และ 30 
กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยเปน 0.15 และ 0.19 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั,                
ดังแสดงไดดังรูปที่  20.      จะเหน็ไดวา เมือ่อัตราภาระรบัซีโอดีสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน
เพิ่มสูงขึ้นดวย  ซ่ึงไดรับการสนับสนุนจากการทดลอง Yu and Fang (2001).   เนื่องจาก
ประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีต่ําลง,  แตปริมาณกาซที่เกดิขึ้นมีแนวโนมเพิ่มขึ้น  ทําใหอัตราการเกดิ
กาซสูงขึ้นดวย.  นอกจากนี ้ ยังพบวา เมือ่อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนสูงขึ้นดวย  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Liang et al. (2001),  เนื่องจากมีสารอินทรีย
ที่สามารถยอยสลายไปเปนกรดอินทรียและกาซไฮโดรเจนเพิ่มมากขึ้น.    
 

จากรูปที่ 21   เห็นไดวา รอยละกาซไฮโดรเจนที่ไดของอัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอ
ลิตรตอวัน  มีคาต่ํากวาที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  โดยมีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 34.15 และรอยละ 43.99, 
ตามลําดับ, เนื่องจากการผลิตกาซไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นรวมกับกาซคารบอนไดออกไซด. กาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นในชวงแรกๆ ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  จะละลาย
ในน้ํา,    เพื่อเพิ่มสภาวะบัฟเฟอรใหระบบใหสามารถรองรับกรดอินทรียที่เพิ่มขึ้นได  โดยที่ระดับ 
พีเอชไมลดต่ําลงกวาคาที่ควบคุมไว จึงทําใหรอยละกาซคารบอนไดออกไซดในชวงแรกมีคาต่าํกวา.   
ทั้งนี้เมื่อกาซคารบอนไดออกไซดละลายจนถึงจุดอิ่มตัวหรือระบบเขาสูสภาวะสมดุลแลวที่ระดับ   
พีเอชในชวง 4.3-4.5, กาซคารบอนไดออกไซดจะละลายน้ําไดนอยลง  ทําใหรอยละกาซคารบอนได 
ออกไซดเพิ่มขึ้นและรอยละกาซไฮโดรเจนลดลงที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน.     
จากการทดลองนี้ จะเห็นไดวา อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนของเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium  
acetobutyricum มีคาสูงกวาเชื้อจุลินทรียผสมของนาถพินิจและคณะ  (2552)   ที่มีอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนที่  0.12  ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวัน.      
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ตารางที่ 18.   ความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดกาซกับอัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก แล
กรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก 

 
อัตราภาระรับซีโอดี 

(ก.ซีโอดี/ล.-วัน) 
อัตราสวนกรด 

โพรไพโอนิกตอกรด
แอซีติก 

อัตราสวนกรดบิวทิริก
ตอกรดแอซีติก 

อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน 
(ล./ก.ซีโอดีท่ีถูกกําจัด-วัน) 

20 0.09 1.66 0.13 
20 0.41 1.01 0.18 
30 0.16 0.92 0.17 
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รูปท่ี 22.    อัตราสวนระหวางกรดโพรไพโอนิกกับกรดแอซีติก และกรดบิวทิริกกับกรดแอซีติก. 

 
จากการทดลองของ Bai et al. (2003c)  พบวาปริมาณกรดอินทรยีแตละชนิดทีผ่ลิตได   

ไดแก กรดแอซีติก,  กรดโพรไพโอนิก  และกรดบวิทิริก, เปนตน  มีผลตอปริมาณการเกดิกาซ
ไฮโดรเจนดวย.   จากการทดลองนี้ไดอัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดแอซีตกิ (C3/C2)  และ
อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) ดังตารางที่  18   และรูปที่  22.   จะเห็นไดวา 
อัตราสวนของกรดอินทรียแตละชนิดแบงออกไดเปน 3 ชวง.  ในชวงแรกที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 
กรัมตอลิตรตอวันนัน้ มีคาเฉลี่ยอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  และ
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อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) เปน 0.09 และ 1.66, ตามลําดับ.  โดยมีอัตราการ
เกิดกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.13 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.    ชวงที่สองที่อัตรา
ภาระรับซีโอดทีี่ 20 กรัมตอลิตรตอวันเชนเดียวกัน, แตมคีาเฉลี่ยอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอ
กรดแอซีติก (C3/C2)  และอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) เปน 0.41 และ 1.01, 
ตามลําดับ. โดยมีอัตราการเกดิกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.18 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซโีอดีที่ถูกกําจัด
ตอวัน.  สวนในชวงที่สามที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยอัตราสวนของ
กรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  และอัตราสวนของกรดบวิทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) 
เปน 0.16 และ 0.92, ตามลําดับ.  โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.17 ลิตรไฮโดรเจนตอ
กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวัน.     

 
จะเหน็ไดวา ในชวงแรกและชวงที่สองอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก

เพิ่มขึ้น,  เมือ่อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีิกลดลง  ทําใหอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน
เพิ่มขึ้น.  แตในชวงที่สองและสามพบวาอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีิก ใกลเคียงกัน          
เมื่ออัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดแอซีติกลดลง ทําใหอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนมีคามาก
ใกลเคียงกัน  และลดลงตามอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก.   แสดงวาอตัราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนขึ้นกับอัตราสวนของกรดบิวทริิกและกรดแอซีติกเปนหลัก.   จากการทดลองของ Vavilin 
et al. (1995)  พบวา จะเกิดปฏิกิริยาการแขงขันกันระหวางปฏิกิริยาการเกิดกรดบวิทิริกและกรดโพร
ไพโอนิก,   โดยที่การเกิดกรดบิวทิริกจะใหกาซไฮโดรเจน แตการเกดิกรดโพรไพโอนิกเปนการใช
กาซไฮโดรเจน. แสดงวา ถาไดกรดบวิทิริกสูงกวากรดโพรไพโอนิก  จะไดกาซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น.      
จากการทดลองของ Horiuchi et al. (2002) พบวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธ
โดยตรงกับปรมิาณการเกดิกรดบิวทิริก.   ดังนั้น อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนนัน้จึงขึน้กับอัตราสวน
ของกรดบิวทริิกตอกรดแอซีติกเปนหลัก  ซ่ึงควรจะมีคาใกลเคียง 1  และอัตราสวนของกรด                   
โพรไพโอนิกตอกรดแอซีตกิควรมีคานอยกวาหรือเทากบั 0.1   ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Chang and Lin (2003)  ที่ไดอัตราสวนระหวางกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติกในชวง 1.52-1.75.    
นอกจากนี้ยังสอดคลองกับการทดลองของ Bai et al. (2003c)  ที่วาตัวบงชี้ในการเกดิกาซไฮโดรเจน 
คือ กรดบิวทิริกตองมีปริมาณมากกวากรดแอซีติกและมากกวากรดโพรไพโอนิก, ตามลําดับ.   
 
 
 
 



 56

4. สรุปผลการทดลอง 
 

 การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนจากขยะเศษอาหาร สามารถ
สรุปไดดังนี.้ 
   
 เทคนิคการบําบัดขั้นตนสําหรับปรับสภาพเชื้อจุลินทรียไมใชอากาศกลุมสรางกาซมีเทน 
เพื่อใหไดจุลินทรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจนนั้นสามารถทําไดโดยใชวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา
อยางนอย  15 นาที,   เพื่อกําจัดจุลินทรียกลุมกาซมีเทนใหเหลือเฉพาะจุลินทรียกลุมที่สามารถสราง
สปอรได. 
 
 จากการคัดเลือกสายพันธุพบวา เชื้อจุลินทรียที่ผานการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. 
เปนเวลา  15 นาที,  จะไดเชื้อจุลินทรียกลุม Clostridium spp. เปนสวนใหญ  ไดแก  Clostridium  
acetobutyricum, Clostridium botulinum, Clostridium  perfringens และ Clostridium  
tyrobutyricum   เปนตน,   ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนสูง.   เชื้อจลิุนทรียที่ใชใน
การทดลองระบบตอเนื่อง คือ สายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum. 
 
 ถังหมักกาซไฮโดรเจนสําหรับเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์ ในกรณีที่ใชระบบการไหลขึ้น (upflow 
system)  ควรใชตัวกลางรวมดวย,   โดยออกแบบเปนระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้น   (upflow 
anaerobic fixed bed; UAFB)   เนื่องจากเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium spp. มีลักษณะเปน
ตะกอนเบา,  ไมสามารถรวมตัวเปนตะกอนเม็ดได     แตสามารถสรางสปอรหรือเสนใยไวสําหรับ
ยึดเกาะตวักลางได,   จึงควรเลือกใชระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้นมากกวาระบบยเูอเอสบี (upflow 
anaerobic sludge blanket; UASB)      หรือสามารถใชระบบกวนสมบูรณ (completely stirred tank 
reactor, CSTR)  หรือกึ่งกวนสมบูรณ (semi complete mix reactor, SCM) ได   เพื่อเพิ่มพื้นทีก่าร
สัมผัสใหมากขึ้น. 
 
 สภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติกาซไฮโดรเจนแบบรุนผลิต  ควรออกแบบใหมีระยะเวลาเก็บ
กักนาน,  เพื่อใหสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากทีสุ่ด  และระดับพีเอชเริ่มตนของการหมกั
สามารถเริ่มตนไดที่ระดับพีเอช 7, เพื่อใหระดับพเีอชในถังหมักหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนไมต่าํ
กวา 4.3. สําหรับสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจนแบบตอเนื่อง  ควรออกแบบใหมี
ระยะเวลาเก็บกักนอย,  เพื่อใหสภาวะบฟัเฟอรภายในถังหมักไมเปลีย่นแปลงมากนกั.   โดยเฉพาะ
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ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจน   ควรมีคาระหวาง 4.3-4.5,   โดยปรับระดับพีเอชของน้ําเสีย
เร่ิมตนไดที่ 5-5.5  เพื่อมิใหสภาวะบัฟเฟอรในถังหมักเปลี่ยนแปลงมาก. 
 
 จากการทดลองในระบบตอเนื่อง  พบวา ประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีและบีโอดี ที่อัตรา
ภาระรับซีโอด ี 20 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 30.00 และ 25.40, ตามลําดับ    และที่
อัตราภาระรับซีโอดี 30 กรัมตอลิตรตอวัน  มีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 26.66 และ 23.66, ตามลําดับ.       
ทั้งสองอัตราภาระรับซีโอดีมีประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีไมเกนิรอยละ 30    สําหรับกรดอินทรีย 
พบวา ทั้ง 2 อัตราภาระรับซีโอดี ที่ 20 และ 30 กรัมตอลิตรตอวันมี อัตราสวนกรดอนิทรียออกตอ
กรดอินทรียเขามากกวา 3,   ซ่ึงถือวามีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยมีคาเฉลี่ยอยูที่ 
4.2  และ 3.5,  ตามลําดับ. 

 
 เชื้อจุลินทรียทีใ่ชในการทดลองระบบตอเนือ่ง คือ สายพนัธุ  Clostridium  acetobutyricum  
ที่ใชตอนเริ่มตนมีอัตราสวนอาหารตอจุลินทรียหรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที ่  1.23  กรัม          
ซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  และเพิ่มขึ้นเปน   1.53  กรัม   
ซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน.   

 
 อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนที่ได พบวา ทีอั่ตราภาระรับซีโอดีที่ 20 และ 30 กรัมตอลิตรตอ
วัน มีคาเฉลี่ยเปน 0.15 และ 0.19 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   โดยที่อัตราภาระ
รับซีโอดีสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้นดวย.  นอกจากนี้ ยังพบวา เมื่ออัตราสวน
อาหารตอจุลินทรียสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนสูงขึ้นดวยเชนเดียวกนั.   รอยละของกาซ
ไฮโดรเจนที่ไดของทั้ง 2 อัตราภาระรับซีโอดีเปน 43.99 และ 34.15, ตามลําดับ.   เนื่องจากในชวง
เร่ิมตนกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นจะละลายน้ํา    เพื่อเพิ่มสภาวะบัฟเฟอรใหระบบใหรองรับ
กรดอินทรียที่เพิ่มขึ้นได,  จึงทําใหรอยละกาซคารบอนไดออกไซดในชวงแรกมีคาต่ํากวา.   เมื่อกาซ
คารบอนไดออกไซดละลายจนถึงจุดอิ่มตวั,  รอยละกาซคารบอนไดออกไซดจึงเพิม่ขึ้น  และรอยละ
กาซไฮโดรเจนจึงลดลง. 
 

ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตได มีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณการเกดิกรดบิวทิริก.     
ดังนั้น อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนนัน้จึงขึน้กับอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) 
เปนหลัก  ซ่ึงควรจะมีคาใกลเคียง 1    และอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)   
ควรมีคานอยกวาหรือเทากับ 0.1. จากการทดลองไดอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก  
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(C4/C2) และอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  เปน 3 ชวง คือ  ชวงแรกได  
0.09 และ 1.66, ตามลําดับ,  โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.13 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัม
ซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   ชวงที่ 2 ได   0.41 และ 1.01, ตามลําดับ,  โดยมีอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.18 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   ชวงที่ 3 ได 0.16 และ 
0.92, ตามลําดับ,   โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.17 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่
ถูกกําจัดตอวัน.    
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5. ผลการศกึษาเบื้องตนทางดานการตลาดและผลกระทบของโครงการ 
 

งานวิจยันี้เปนงานวิจยัและพฒันาในขั้นวิจยัพื้นฐาน ซ่ึงการทดลองไดทําการศึกษาใน           
ระดับหองปฏบิัติการ, เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการคัดเลือกสายพนัธุจุลินทรีย  และผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากสายพันธุบริสุทธิ์ สายพันธุจุลินทรียที่คัดเลือกไดมปีระสิทธิภาพในการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน,   จึงควรมีงานวจิัยตอยอด    เพื่อนําสายพันธุจุลินทรียที่คัดเลือกไดมารวมกันพัฒนาเปน
หัวเชื้อจุลินทรียสําเร็จรูป สําหรับผลิตกาซไฮโดรเจน,       เพื่อที่จะสามารถจําหนายไดในทองตลาด.       
นอกจากนี ้ ยังสามารถถายทอดกระบวนการคัดเลือกสายพันธุ, กระบวนการเพิ่มปริมาณ
เชื้อจุลินทรีย,   ตลอดจนการผลิตหัวเชื้อจลิุนทรียสําเร็จรูปสูเชิงพาณิชยได.       ที่สําคัญควรพัฒนา
ตอยอดขยายระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับโรงงานนําทาง     เพื่อใชเปนตนแบบในการเผยแพร
องคความรูที่ไดในการพัฒนาพลังงานทดแทนตอไป. 
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6. ขอเสนอแนะ 
 

พลังงานไฮโดรเจนถือวาเปนพลังงานทางเลือกหนึ่งที่สามารถนํามาใชทดแทนพลังงานจาก
น้ํามันเชื้อเพลิงไดเปนอยางดี ซ่ึงกาซไฮโดรเจนนีเ้ปนพลังงานเชื้อเพลิงสําหรับการเผาไหมที่มี
ประสิทธิภาพสูง, สะอาด และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม,  หลังจากการเผาไหมจะไดเพยีงน้ําและ
พลังงานความรอนเทานั้น.    ดวยเหตุนี ้ พลังงานไฮโดรเจนจึงไมกอใหเกดิกาซเรอืนกระจก และ           
ไมกอใหเกิดมลพิษทางอากาศ.  ทั้งนี้ พลังงานไฮโดรเจนสามารถใชเปนเชื้อเพลิงในครัวเรือน
เชนเดยีวกับการใชกาซหุงตม,  น้ํามันเชื้อเพลิง  หรือกาซชีวภาพ,  เปนตน    และสามารถนําไปใช
กับเซลลเชื้อเพลิง (fuel cell) ในการผลิตไฟฟาได  ซ่ึงสามารถนําพลังงานไฮโดรเจนที่ไดไปใชเปน
เชื้อเพลิงของยานยนตได. 

 
งานวิจยันี้ไดพฒันาเทคโนโลยีการผลิตกาซไฮโดรเจนจากเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์  เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศและไมใชแสง,  ซ่ึง
กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนํามาใชในครัวเรือน รวมกับกาซชีวภาพหรือกาซมีเทนจากกระบวน 
การหมักแบบไมใชอากาศได เชนเดียวกนั.   โดยกาซไฮโดรเจนทีไ่ดมีคาความรอนสูงกวาน้ํามนั
เชื้อเพลิงไฮโดรคารบอนอื่นๆ  ประมาณ 2.75 เทา, แตการใชในเซลลเชื้อเพลิง หรือในยานยนต
จําเปนตองมีการทํากาซไฮโดรเจนใหบริสุทธิ์กอน,  โดยการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซด  โดยใช
สารละลายดางหรือใชตัวดูดซับ เพื่อใหกาซไฮโดรเจนมีความบรสุิทธิ์มากขึ้น, จึงจะสามารถ
นําไปใชกับเซลลเชื้อเพลิงและยานยนตได. 

 
6.1  ศักยภาพในกลุมอุตสาหกรรมหรือชนบท  

1. ความตองการของภาคอุตสาหกรรม  โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับวัตถุดิบ
ทางการเกษตร เชน อุตสาหกรรมอาหาร เปนตน.  เนื่องจากอุตสาหกรรมการเกษตรมีของเสียที่มีคา
ความสกปรกสูงจํานวนมากที่สามารถนํามาหมักเพื่อผลิตกาซไฮโดรเจนได  ซ่ึงสามารถนําไปใช
เปนพลังงานทดแทนที่สะอาด  ไมกอใหเกดิภาวะโลกรอนได. 
 2. ความตองการของภาคชุมชน โดยเฉพาะโรงอาหาร, ภัตตาคาร, โรงแรม, เปนตน  มีของ
เสียหรือขยะอนิทรียจํานวนมาก   เพื่อลดภาระในการนําไปกําจดัทิ้ง  สามารถนําของเสียมาหมกั
ผลิตกาซชีวภาพได    เพื่อชวยลดตนทุนและคาใชจาย,  พรอมทั้งไดพลังงานสะอาดมาใชประโยชน. 
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6.2  หนวยงานที่สามารถนําผลการวิจัยไปใชประโยชน  
 1.  ชุมชนระดับจังหวดัและระดับอําเภอ   เพื่อเพิ่มมูลคาของเสีย เชน เศษอาหาร, วัสดทุาง
การเกษตร, ใหเปนพลังงานทดแทนได,  โดยชุมชนสามารถพึ่งพาตนเองได 

2.  ภาคอุตสาหกรรมการเกษตร โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่น้ําเสียมีคาความสกปรกสูง  เชน 
อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเอทานอล   ซ่ึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนรวมกับการผลิตกาซ
มีเทน  เพื่อใชเปนพลังงานทดแทนรวมกันได.   

3.  กรมพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน กระทรวงพลังงาน   เพื่อใชเปนแนวทางใน
การพัฒนาแหลงผลิตกาซไฮโดรเจน สําหรับการใชพลังงานไฮโดรเจนในอนาคต. 
 
6.3 การนําไปใชประโยชน 

งานวิจยันี้มุงเนนพัฒนาคดัเลือกสายพันธุจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจน  
ซ่ึงสามารถนํามาใชเปนหวัเชื้อในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากของเสียประเภทตางๆ ไดแก น้ําเสียเศษ
อาหาร, น้ําเสียอุตสาหกรรมที่มีคาความสกปรกสูง,   เพือ่นําไปใชเปนพลังงานทดแทนที่สะอาด,  
ไมกอใหเกิดปญหาภาวะโลกรอนตามมา.   งานวิจยันี้สามารถนําไปใชประโยชนได 2 ลักษณะ คือ : 

1.  ถายทอดกระบวนการคัดเลือกสายพันธุ,  กระบวนการเพิ่มปริมาณเชือ้จลิุนทรีย,   
ตลอดจนการผลิตหัวเชื้อจุลินทรียสําเร็จรูปสูเชิงพาณิชยได.        

2.  ถายทอดเทคโนโลยีการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์เพื่อใชเปน
ตนแบบในการเผยแพรองคความรูที่ไดในการพัฒนาพลงังานทดแทนตอไป. 
 

6.4  ผลลัพธ และผลกระทบที่คาดวาจะเกิดขึ้นทั้งในทางเศรษฐกิจ และสังคม 
         ดานเศรษฐกิจ 
         1.  ประหยดัเงนิตราตางประเทศในการนําเขาสายพันธุจุลินทรีย. 
 2.  พัฒนาแหลงผลิตกาซไฮโดรเจนไดในประเทศ  ไมตองนําเขาเทคโนโลยีการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากตางประเทศ. 

 

ดานสงัคม 
 1.  รักษาทัศนยีภาพของบานเมืองใหสะอาด นาอยู. 

2.  ชุมชนสามารถพึ่งพาตนเองได. 
 

  ดานสิง่แวดลอมสังคม 
 1.  ลดปญหาดานสิ่งแวดลอมในการเกิดภาวะเรือนกระจก. 

2.  ไดพลังงานสะอาดมาใชประโยชน. 
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6.5 ผลประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากทั้งโครงการ (ระบุมูลคาเปนตัวเงิน) 
 1.  ทดแทนการนําเขากาซไฮโดรเจน             คิดเปนเงิน    480  บาทตอกิโลกรัมไฮโดรเจน. 

2.  กาซไฮโดรเจนชวยประหยัดพลังงานได   คิดเปนเงิน     32   บาทตอกิโลกรัมไฮโดรเจน.                          
 
หมายเหตุ 

- กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนําไปใชผลิตกระแสไฟฟาไดอยางนอย 10 กิโลวัตต/ช่ัวโมง. 
- กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนําไปประยุกตใชกับงานวิจัยดานเซลลเช้ือเพลิงตอไปได.        
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