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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 

กาซไฮโดรเจนถือวาเปนแหลงพลังงานที่สะอาด สามารถนําไปใชประโยชนไดใน
อุตสาหกรรมหลายประเภท.  นอกจากนี ้ ยังสามารถใชเปนพลังงานทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิงไดเปน
อยางดี.   กาซไฮโดรเจนเปนกาซที่ใหพลังงานที่มีคาความรอนสูงประมาณ 122,000 กิโลจูลตอ
กิโลกรัม  ซ่ึงสูงกวาน้ํามันเชื้อเพลิงกลุมไฮโดรคารบอนตางๆ ประมาณ 2.75 เทา (Ilgi and Fikret 
2006).   การเผาไหมกาซไฮโดรเจนมีประสิทธิภาพสูง เมื่อทําปฏิกิริยากับกาซออกซิเจน  จะไดน้ํา
และพลังงานความรอน  ซ่ึงเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม, โดยไมกอใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซดที่
เปนสาเหตุของกาซเรือนกระจกหรือภาวะโลกรอนมากกวาพลังงานเชือ้เพลิงประเภทอื่นๆ.  ปจจบุัน
มีการนํากาซไฮโดรเจนไปใชกับเซลลเชื้อเพลิง (fuel cell) ในการผลิตไฟฟาหรือนําไปใชเปน
พลังงานทดแทนน้ํามันเชื้อเพลิงเชนเดยีวกับกาซมีเทน, นําไปเปนสารตั้งตนการผลิตในอุตสาห-
กรรมสารเคมี, การเกิดไฮโดรจีเนชันของไขมันและน้ํามนัในอุตสาหกรรมอาหาร, การผลิตอุปกรณ
อิเล็กทรอนิกสและโลหะ, การกําจดัซัลเฟอรในน้ํามันเชือ้เพลิง และการเปลี่ยนรูปกาซโซลีน เปน
ตน (Ilgi and Fikret 2006).  

 
กาซไฮโดรเจนสามารถผลิตไดหลายวิธี  เชน กระบวนการเปลี่ยนรูปสารไฮโดรคารบอน

(เชน กาซมีเทน) ดวยไอน้ํา (steam reforming of hydrocarbon),  กระบวนการอิเล็กโทรไลซิสดวย
น้ํา (electrolysis of water), กาซซิฟเคชัน (gasification),  การหมักแบบไมใชอากาศแบบใชแสงและ
ไมใชแสง (anaerobic dark fermentation and photo fermentation) เปนตน (Armor 1999). ใน
กระบวนการเปลี่ยนรูปกาซมีเทนดวยไอน้าํ  เปนกระบวนการที่ไอน้ําทําปฏิกิริยากับกาซมีเทน  แลว
ไดกาซไฮโดรเจนและกาซคารบอนไดออกไซดเปนผลผลิต.  กาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นถือ
วาเปนกาซเรือนกระจก   วธีิการนี้จึงไมคอยเปนที่นยิมมากนัก.  นอกจากนี ้ กระบวนการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนในวิธีการอื่นๆ  จะเกดิสารประกอบบางชนิดที่เปนพิษเชนเดียวกนั เชน สารประกอบ
ฮาโลเจนไฮโดรคารบอนจากการเผาไหมไมสมบูรณ  และซัลเฟอร เปนตน (Armor 1999).  สําหรับ
กระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการชวีภาพ โดยวิธี dark fermentation (Lay et al. 
1998, นาถพนิิจและคณะ 2552)  และ photosynthesis   (Guan et al. 2004; Levin et al. 2004; 
Winkler et al. 2002),  วัตถุดิบที่ใชสวนใหญเปนของเสียอุตสาหกรรม โดยเฉพาะของเสียอินทรีย 
เชน น้ําเสียอุตสาหกรรมที่มีบีโอดีสูงหรือน้ําเสียเศษอาหาร เปนตน.  วิธีการผลิตนี้ นอกจากจะได
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พลังงานไฮโดรเจนแลว ยงัเปนการกําจดัของเสียไมใหเกิดปญหามลพิษทางดานสิ่งแวดลอมไดอีก
ทางหนึ่งดวย. 

 
ปญหาขยะเศษอาหารในปจจบุันมีความสําคัญตอส่ิงแวดลอมเชนเดียวกัน เนื่องจากประเทศ

มีการขยายตวั,  ปริมาณประชากรในประเทศเพิ่มมากขึน้,  ทําใหปริมาณขยะอินทรยีเพิ่มมากขึน้ดวย  
โดยเฉพาะขยะเศษอาหาร. ปญหาที่เกิดขึ้นจากขยะเศษอาหารนัน้ สวนใหญเปนน้ําชะขยะ 
(leachate)  ซ่ึงกอใหเกิดกลิ่นรบกวนและเปนแหลงสะสมของเชื้อโรคชนิดตางๆ. ในป พ.ศ. 2550 มี
ปริมาณขยะมลูฝอยเกิดขึ้นทัว่ประเทศประมาณ 14.72 ลานตันหรือวันละ 40,332 ตัน, เพิ่มขึ้นจากป 
พ.ศ. 2549 ประมาณ 0.12 ลานตัน. โดยในเขตกรุงเทพมหานครมีปริมาณขยะทีเ่กบ็ไดประมาณวัน
ละ 8,532 ตัน. เขตเทศบาลเมืองและเมืองพัทยาคาดวามีประมาณวันละ 13,600 ตันและนอกเขต
เทศบาลประมาณวนัละ 18,200 ตัน (กรมควบคุมมลพิษ 2550).   ขยะเศษอาหารสวนใหญมาจากโรง
อาหาร,  รานอาหาร หรือภัตตาคาร,  ซ่ึงบางครั้งเศษอาหารเหลานี้ถูกระบายลงสูแหลงน้ําตาม
ธรรมชาติ และเปนสาเหตุหนึ่งของการทําใหเกดิน้ําเสยีในแหลงน้ําสาธารณะ.   

 
องคประกอบทางกายภาพและทางเคมีของขยะมูลฝอย  แสดงไดดงัตารางที่ 1 และ 2,       

พบวา รอยละ 70-80   ของขยะทั้งหมดเปนขยะที่ยอยสลายได  และเปนเศษผักรอยละ 75-85   ของ
ปริมาณขยะทัง้หมด.     การจัดการขยะมูลฝอยโดยการหมักปุยหรือหมักกาซชวีภาพเปนทางเลือก
หนึ่ง.    เนื่องจากสมบัติทางเคมีของขยะมูลฝอยมีคารบอนรอยละ  40-50,     โดยเฉพาะเศษผัก 
ผลไมในตารางที่ 2 มีคารบอนสูงถึงรอยละ 50     สามารถนํามาหมักยอยสลายสารอินทรียใหไดกาซ
ชีวภาพ ไดแก กาซมีเทน    โดยอาศัยกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศ (anaerobic digestion) ได.  
จึงเปนวิธีการหนึ่งที่สามารถจัดการขยะมลูฝอยไดอยางมีประสิทธิภาพ และนํากาซมีเทนมาใชเปน
พลังงานได. 
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ตารางที่  1.   องคประกอบทางกายภาพของขยะมูลฝอย  
 

ลักษณะมูลฝอย หนวย ตลาด ชุมชน สถานที่กําจัดมูลฝอย 
เศษผักอาหาร รอยละ 70.59 52.95 57.36 
กระดาษ รอยละ 5.86 7.59 7.16 
พลาสติก รอยละ 12.54 14.38 13.92 
ยาง รอยละ 1.23 1.98 1.79 
หนัง รอยละ 1.48 0.52 0.76 
ผา รอยละ 0.71 3.84 3.06 
ไม รอยละ 1.50 2.82 2.49 
แกว รอยละ 2.38 3.70 3.37 
โลหะ รอยละ 1.67 1.92 1.86 
หิน, กระเบื้อง รอยละ 0.20 2.28 1.76 
อื่นๆ รอยละ 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 รอยละ 59.47 52.58 54.30 
คาความรอน แคลอรี/ก. 2,261.62 2,156.46 2,174.75 

 
หมายเหตุ   :  BULK = ความหนาแนนมูลฝอยปกติ (กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร) 
   DENSE = ความหนาแนนมูลฝอยในขยะขนสง (กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตร) 
ที่มา :    มูลนิธิชัยพฒันา (2543) 
 
ตารางที่ 2.   องคประกอบทางเคมีของเศษผัก ผลไม 
 

พารามิเตอร รอยละ 

ความชื้น 83.4 
ของแข็งระเหยได 14.8 
คารบอน 49.62 
ไฮโดรเจน 5.58 
ไนโตรเจน 1.57 
ฟอสฟอรัส 0.22 
ซัลเฟอร 0.19 

ที่มา  :  มูลนิธิชัยพฒันา (2543) 
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การผลิตกาซไฮโดรเจนดวยกระบวนการทางชีวภาพ  จุลินทรียที่จะนาํมาเปนหวัเชือ้ในการ
ผลิตกาซไฮโดรเจนนั้น สามารถนําเชื้อจุลินทรยีจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชนมาผานการบาํบัด
ขั้นตน (pretreatment) โดยผานการหมักแบบไมใชอากาศ แลวนําไปตมหรือปรับกรด (Lay et al. 
1998; Kim et al. 2004; นาถพินิจ (และคณะ 2552).        โดยตะกอนจลิุนทรียจากระบบบําบัดน้ําเสยี
มีจุลินทรียหลายสายพันธุผสมกันอยู  ซ่ึงบางชนิดสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.  จากการศึกษา
การผลิตกาซไฮโดรเจน พบวา แบคทีเรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนในสภาพไมใชอากาศและ          
ไมใชแสง (dark fermentation) มีอยูหลายกลุม แบงตามกลไกทางชีวเคมีที่ใชผลิตกาซไฮโดรเจน 
แบงได 3 ระบบ ไดแก Clostridial system (Das and Vegioroglu 2001), Escherichia coli system 
และ Desulfuricans system.  โดย 2 ระบบแรกสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดอยางมนีัยสําคัญ  คือ 
Clostridial system สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด 4 mole H2/mole glucose. สวน 
Escherichia coli system ผลิตกาซไฮโดรเจนได 2 mole H2/mole glucose  (Ilgi and Fikret 2006).    
โดยสวนใหญใหกาซไฮโดรเจนประมาณรอยละ 30 (Das and Vegioroglu 2001; Ginkel et al. 
2004).     นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาการผลิตพลังงานไฮโดรเจนดวยวธีิ photofermentation  โดยใช
แบคทีเรียที่สามารถใชแสงในการผลิตกาซไฮโดรเจนได, แตมีขอจํากดัที่มีประสิทธิภาพในการผลิต
กาซไฮโดรเจนต่ํา, ตองใชพื้นที่มาก และการประยุกตใชในงานไดจริงนัน้คอนขางยุงยาก  
(Benemann 1997; Levin et al. 2004;  Nath and Das 2004).      

 
งานวิจยันีจ้ึงมุงเนนการคัดเลือกสายพันธุจลิุนทรียที่เหมาะสม ในการผลิตกาซไฮโดรเจน   

โดยกระบวนการหมัก  และใชน้ําเสยีเศษอาหารเปนวัตถุดิบ.    ทั้งนี้เนื่องจาก น้าํเสียเศษอาหารมี
สารอินทรียที่สามารถยอยสลายได  เพื่อผลิตกาซชีวภาพ เชน กาซไฮโดรเจนและกาซมีเทน ที่เปน
พลังงานทดแทน และสามารถนําไปใชประโยชนได   โดยชวยประหยดัการนําเขาน้ํามันดิบไดปละ
หมื่นลานบาท  และเปนวิธีการกําจัดขยะเศษอาหารไดอีกทางหนึ่งดวย. 

 
1.2 วัตถุประสงคโครงการวิจัย 
 1.2.1  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรียที่มีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน.   
   1.2.2  ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติกาซไฮโดรเจนจากขยะเศษอาหาร.   
 
 
 
 



 7

1.3  ขอบเขตของโครงการวิจัย 
 1.  เปรียบเทียบหัวเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจน โดยการบําบัดขัน้ตนดวยวิธีการตม 
และการปรับกรด. 

2.  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรยีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได. 
3.  ทดลองหาประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากจลิุนทรียที่คัดเลือกไดในระดบั 

Anaerobic activity test.  
4.  ศึกษาหาวิธีการเพิ่มปริมาณหวัเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจน. 
5.  ศึกษาสภาวะและปจจัยทีสํ่าคัญในการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
6.  สรุปและประเมินผลการวิจัยและจัดทํารายงาน. 

 

1.4  งานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 จากหลักการทาํงานของกระบวนการหมักในสภาวะแบบไมใชอากาศ สวนใหญจะ
ประกอบดวยกระบวนการ 3 สวน คือ 1) การยอยสลายใหโมเลกุลเล็กลง (hydrolysis), 2) การสราง
กรด (acidogenesis),  และ 3) การสรางกาซมีเทน (methanogenesis) รายละเอียดแสดงไดดังรูปที่ 1. 
กาซชีวภาพที่เกิดขึ้น ไดแก กาซไฮโดรเจนและกาซมีเทน ซ่ึงสามารถนําไปใชเปนพลังงานทดแทน
ไดหลายรูปแบบ เชน ใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนน้ํามนั, นาํไปใชผลิตกระแสไฟฟาได เปนตน. โดยที่
กาซไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นในกระบวนการหมักกรด หรือ acidogenesis  ซ่ึงเปลีย่นสารอินทรียไปเปน
กรดอินทรียระเหยงาย (volatile fatty acid; VFA)  และยังสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนรวมดวย,             
ถาเชื้อจุลินทรียที่ใชเปนกลุม Clostridium spp. (Das and Vegioroglu 2001).  สําหรับกาซมีเทนจะ
เกิดขึ้นในกระบวนการสรางกาซมีเทน (methanogenesis) ซ่ึงเปลี่ยนกรดอินทรียที่ระเหยงายไปเปน
กาซมีเทน โดยใชจุลินทรยีกลุม Methanothrix หรือ Methanosarcina (Hulshoff-Pol 1994; Buswell 
and Mueller 1952). 
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รูปท่ี 1.  ขั้นตอนในการยอยสลายสารอินทรีย โดยกระบวนการที่ไมใชอากาศ. 
 
    การผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ โดยใชวิธีการยอยสลายสารอินทรีย
ในสภาพไมมอีอกซิเจนและไมใชแสง (Anaerobic Dark Fermentation) หรือเกิดขึ้นในขั้นตอน 
acidogenesis  ในขั้นตอนการสรางกรด     ดังรูปที่ 1.   โดยตามทฤษฎจีะใหไฮโดรเจน 12 โมล จาก 
1 โมลของกลูโคส (Vavilin et al. 1995) ดังสมการ, 

 
2226126 6126 COHOHOHC +→+  

 
แตถาพิจารณาทางดาน Thermodynamics กระบวนการนี้จะใหไฮโดรเจนสูงเพยีง 4 โมล 

และกรดน้ําสม 2 โมล (Fang and Liu 2002) ดังแสดงในสมการ, 
 

22326126 4222 HCOCOOHCHOHOHC ++→+  
 

แตจากผลการทดลองพบวา ไฮโดรเจนที่ผลิตไดอยูในชวง 2-3 โมลตอ 1 โมลของกลูโคส 
ทั้งนี้เนื่องจากปฏิกิริยาเกิดกรดบิวทิริก (Vavilin et al. 1995)  ดังสมการ, 

 
222236126 22 HCOCOOHCHCHCHOHC ++→  

Hydrolysis & 
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Methanogenesis 

Complex 
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นอกจากนี้ ยังพบวา มีปฏิกริิยาการใชไฮโดรเจน 2 ปฏิกิริยา ไดแก ปฏิกิริยาการเกดิกรด
โพรไพโอนิกและปฏิกิริยาเกิดกาซมีเทน (methanogenesis) (Vavilin et al. 1995) ดังสมการ, 

 
OHCOOHCHCHHOHC 22326126 222 +→+  

OHCHCOH 2422 24 +→+  
 

จะเห็นไดวา มีหลายปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ในกระบวนการหมักกรด (acidogenesis). ดังนั้น ถา
ตองการผลิตกาซไฮโดรเจนใหไดในปริมาณสูง จึงจาํเปนตองควบคุมใหเกดิปฏิกริิยาเฉพาะผลติ
กรดแอซีติกและกรดบิวทิริก. ในขณะเดียวกันตองยบัยั้งปฏิกิริยาทีใ่ชกาซไฮโดรเจน โดยตอง
ควบคุมไมใหมีปริมาณของกรดโพรไพโอนิกมากเกินไป และไมควรมีการผลิตกาซมีเทนรวมดวย.  
กระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนโดยวิธีหมกันี้ มีความเปนไปไดในทางเทคนิคและมีความเหมาะสม
อยางมาก เนื่องจากเปนปฏิกริิยาที่เกิดขึน้กอนการเกิดกาซมีเทนในกระบวนการหมักในสภาวะไมใช
อากาศ และสามารถใชกับของเสียตางๆ ได โดยไมตองการแสงในการทาํงาน.  

 
จุลินทรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนในกระบวนการหมักไมใชอากาศแบบไมใชแสง 

(anaerobic dark fermentation)  แบงได 3 กลุมใหญ คือ Clostridial system (Das and Vegioroglu 
2001), Escherichia coli system และ Desulfuricans system,  ซ่ึง 2 ระบบแรกสามารถผลิตกาซ
ไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ.   สายพันธุจุลินทรียชนิดตางๆ ที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจน
แสดงไดดังตารางที่ 3.  
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ตารางที่ 3.    สายพันธุจุลินทรียท่ีผลิตกาซไฮโดรเจนในกระบวนการหมักไมใชอากาศแบบไมใชแสง   
                      (Ilgi and Fikret 2006)   
 

จุลินทรีย แหลงอาหาร ประสิทธิภาพการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน 

เอกสารอางอิง 

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 แปง (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 
 แปง (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 

แปง (2%) 2.5 mole/mole glucose Yokoi et al. 1998 

 แปง (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 แปง (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 

แปง (5 g/L) 3.33 mole/mole starch Kanai et al. 2005 
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การผลิตกาซไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมัก  จะเริม่ตนเดินระบบ (start-up) โดยใช
ตะกอนที่ผานการปรับสภาพโดยความรอน (heat treatment) เชนตมใหเดือดเปนเวลา 15 นาที เพื่อ
ฆาแบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทน (methanogens) ซ่ึงใชกาซไฮโดรเจนในการผลิตกาซมีเทน สวน
แบคทีเรียสรางกาซไฮโดรเจน (hydrogen-producing bacteria)  สามารถอยูรอดไดในรูปสปอร.     

 
 Lay et al. (1998) ไดทดลองผลิตกาซไฮโดรเจนจากของเสียผสม ไดแก เศษอาหารจากโรง
อาหาร, กากอุจจาระ (night soil) และกากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียชุมชนผานการยอยแลว 
(digested sludge), โดยใชแบคทีเรียที่ผลิตไฮโดรเจน (hydrogen-producing bacteria) และกาก
ตะกอนจุลินทรียที่ผานการยอย (digested sludge). กากตะกอนจุลินทรียนี้ไดผานการปรับสภาพโดย
ความรอน (temperature treatment) โดยการตมใหเดือด 15 นาที. จากผลการทดลองแบบรุนผลิต 
(batch) พบวา   ตะกอนจุลินทรียที่ผานการปรับสภาพโดยความรอนสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได
ทัดเทียมจุลินทรียกลุม Clostridium. โดยตะกอนจุลินทรียที่ปรับสภาพดวยความรอนใหประสิทธิ-
ภาพการผลิตไฮโดรเจน (hydrogen yield) สูงถึง 140 มิลลิลิตรไฮโดรเจนตอกรัมเชือ้จุลินทรีย. เมือ่
เปรียบเทียบกบัเชื้อจุลินทรีย Clostridium ในสภาวะการทดลอง พบวา กาซชวีภาพที่ผลิตได
ประกอบดวยกาซไฮโดรเจนสูงถึงรอยละ 60 และไมพบวามีกาซมีเทนในกาซชวีภาพที่ผลิตได,    ที่
พีเอช 5.6 กรดอินทรยีที่ผลิตไดเปนกรดบิวทิริก และแอลกอฮอลที่ผลิตไดสูงสุดเปนบวิทิล
แอลกอฮอล. 

 
 Kim et al. (2004) ไดทําการทดลองความเปนไปไดในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต
ไฮโดรเจนจากน้ําเสียอาหาร (food waste) โดยการเติมตะกอนจุลินทรียจากถังหมกัของระบบบําบัด
น้ําเสียชุมชน. โดยนําตะกอนจุลินทรียมาผานความรอนที่ 90oซ. เปนเวลา 10 นาที   เพื่อยับยัง้
แบคทีเรียกลุมใชกาซไฮโดรเจน  และเพื่อใหแบคทีเรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจนปรับตวัอยูในสภาพ
สปอร. ทําการทดลองในระบบหมักแบบรุนผลิต ควบคุมที่อุณหภูมิ 35oซ. และพีเอชใน                     
ชวง 5-6 ปรับพีเอชดวยกรดไฮโดรคลอริกและโพแทสเซยีมไฮดรอกไซด. จากผลการทดลองพบวา                     
ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดมีคา 122.9 มิลลิลิตรตอกรัมคารโบไฮเดรตหรือ 0.123 
ลูกบาศกเมตรไฮโดรเจนตอกิโลกรัมซีโอดี ที่อัตราน้ําเสียตอตะกอนจลิุนทรียเปน 87:13.  นอกจากนี้ 
ยังพบวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธเปนเสนตรงกับปริมาณกรดบิวทิริกที่เกิด 
ขึ้น โดยกรดอินทรียที่ผลิตไดสวนใหญเปนกรดแอซีตกิและกรดบิวทิริก, และมแีอลกอฮอลเกิดขึ้น
ในปฏิกิริยาดวย. ถาควบคุมพีเอชใหอยูในชวง 5-6,  กรดอินทรียสามารถสะสมอยูในระบบไดสูง  
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ซ่ึงอาจมีคาสูงถึง 15,000 มิลลิกรัมตอลิตร.  กรดอินทรียที่สูงนี้สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทนได   และแบคทีเรียกลุมใหญที่ตรวจพบเปนกลุม Clostridium. 
 
 Han and Shin (2004) ไดทําการศึกษาการควบคุมการผลิตไฮโดรเจนจากเศษอาหาร โดย
การควบคุมอัตราการเจือจาง (dilution rate, D) ซ่ึงเปนสวนกลับของระยะเวลาเก็บกัก (hydraulic 
retention time, HRT). เศษอาหารที่ใชอยูในลักษณะของแข็งผสมกับตะกอนจุลินทรียจากระบบ
บําบัดน้ําเสีย.   สวนกากตะกอนที่ทดลองถูกปรับสภาพดวยการตมใหเดือดเปนเวลา 15 นาที เพื่อ
ยับยั้งแบคทีเรียสรางกาซมีเทนไมใหเจริญเติบโต,   แตแบคทีเรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสวน
ใหญเปน Clostridium สามารถมีชีวิตอยูได  โดยปรับตัวเองใหอยูในรูปสปอร. จากนั้น สูบน้าํ
ตะกอนจุลินทรียผานกากเศษอาหาร พบวา สภาวะที่เหมาะสมที่สุดเพื่อใหไดประสิทธิภาพการหมัก
สูงสุด (total fermentation efficiency) ที่อัตราเจือจาง  2.3 วัน-1 หรือระยะเวลาเก็บกัก  10.4  ช่ัวโมง,   
ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนรอยละ 19.3,   มีกรดอินทรียรอยละ 36.5 และเอทานอลรอยละ 
15. การเพิ่มอัตราเจือจางหรือลดระยะเวลาเก็บกักลง จะทําใหเกดิการสะสมกรดอินทรียเพิ่มขึ้น, 
ระดับพีเอชลดต่ําลง, ซ่ึงจะไปยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุมสรางกาซมีเทน ที่ใชกาซ
ไฮโดรเจนและกรดอินทรยีเปนแหลงพลังงาน.  ดังนั้น กาซไฮโดรเจนที่ถูกผลิตขึ้นจึงไมถูกนําไปใช
ตอ.   จากผลการทดลองนีบ้งชี้ใหเห็นวา ที่ระดับพีเอช 5 สามารถยับยั้งขั้นตอนการสรางกาซมีเทน 
(methanogenesis) ไดอยางด.ี นอกจากนี้ ยังพบวา อัตราสวนระหวางกรดบิวทิริกและกรดแอซีตกิ           
มีความสัมพันธโดยตรงตออัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสอดคลองกับดานเทอรโมไดนามิกของ 
2 ปฏิกิริยาการสรางกรดทั้งสองชนิด ดังนี้: 
 

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

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

 
 Duangmanee et al. (2003)  ไดทําการทดลองเตรียมหวัเชือ้ผลิตกาซไฮโดรเจน โดยการตม
เชื้อจุลินทรียในระบบหมกัแบบไมใชอากาศที่อุณหภูมิ 70oซ. เปนเวลา 20 นาที, ใหกาซไฮโดรเจน
สูงสุดถึงรอยละ 70 ในถงัปฏิกรณแบบตรึงฟลม.  การใชความรอนหรือตมเชื้อเปนการกําจัด
แบคทีเรียกลุมไมสรางสปอรที่ไมผลิตกาซไฮโดรเจนออกไป    เมื่อผานการใหความรอนจะเหลือ 
แตกลุม Clostridium spp. เปนกลุมสรางสปอรและสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.    นอกจากนี้ ยัง
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พบวา มนีักวิจยัหลายทานศึกษาถึงวิธีการใหความรอนแบบตางๆ เชน Lay (2002) และ Okamoto et 
al. (2000) ไดใชวิธีการใหความรอน โดยปอนไอน้ําตมหัวเชื้อเปนเวลา 15 นาที.    แต  Ginkel et al. 
(2001)  ไดใชวิธีใชความรอนโดยการอบที่ 104oซ.  เปนเวลา 2 ช่ัวโมง   ซ่ึงจะชวยกระตุนแบคทีเรีย
กลุมสรางกาซไฮโดรเจนและชวยคัดเลือกกลุมสรางสปอร,  ทั้งนี้ยังชวยกําจัดแบคทีเรียกลุมใช
ไฮโดรเจนดวย.   นอกจากนี้ Doyle (2002) ใชหัวเชื้อกลุม Clostridium butyricum และ Clostridium 
perfringens เปนหัวเชื้อ  ซ่ึงกระตุนเชื้อโดยใหความรอนที่ 100oซ.  เปนเวลา 15-20 นาที,   แต
อุณหภูมิที่ดีทีสุ่ดคือ 75-80oซ. 
 
 Cheng et al. (2003)  ไดศึกษาวิธีการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธีการตางๆ ไดแก การหมัก
แบบไมใชอากาศ (anaerobic hydrogen fermentation, AHF) มีวัตถุดิบเปนคารโบไฮเดรตกับโปรตีน  
ใชเชื้อกลุม Clostridium tyrobutyricum,  การสังเคราะหแสงดวยเชื้อกลุม Rhodopseudomonas 
palustris (photosynthetic).  นอกจากนี้ ไดศกึษาการคัดแยกเชื้อกลุม hetrotrophs ที่ผลิตกาซ
ไฮโดรเจน  และศึกษาการนําตะกอนสวนเกินไปใชประโยชน  โดยนําไปหมักผลิตกาซมีเทน.            
ผลการทดลองพบวา ระดบัพีเอชมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงสอดคลองกับงานวจิัยของ 
Chang et al. (2002)  ระดบัพีเอชนอยกวา 5.5  จะมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดถึง
รอยละ 95.   นอกจากนี้ยังพบวา เปปโตนเปนแหลงไนโตรเจนใหกบัจุลินทรีย  โดยที่รอยละ 50 
ของอินทรียไนโตรเจนถูกเปลี่ยนไปเปนแอมโมเนีย  และอีกรอยละ 25 ถูกนาํไปใชสําหรับการ
เจริญเติบโตของจุลินทรีย. 
 

ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ไดแก ความเขมขนของสารตั้งตน (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.   สายพันธุของ
แบคทีเรียที่ใชในการทดลองสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนสวนใหญเปนกลุม Clostridium spp., 
Enterobacteria และ E.coli (Taguchi et al. 1995; Karube et al. 1982; Rachman et al. 1998; Nandi 
et al. 2001).   นอกจากนี้ ยังมีการศึกษาสายพันธุผสมของแบคทีเรียในการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดย 
Fang et al. (2002) ศึกษากระบวนการผลติกาซไฮโดรเจนจากการเปลี่ยนคารโบไฮเดรตในรูป
กลูโคส ดวยจลิุนทรียกลุม mesophilic  และ Ueno et al. (2001)  ไดศึกษาคลายคลึงกับ Fang แต
เปลี่ยนสารตั้งตนเปนเซลลูโลสและใชจุลินทรียกลุม thermophilic แทน  ซ่ึงมีประสิทธิภาพสูงกวา.   
จากการทดลองของ Bai et al. (2003)(b) พบเชื้อ Clostridium sporogenes-like เมื่อใชน้ําเสียประเภท
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โปรตีน  และพบเชื้อ Clostridium celerecrescens-like และ Clostridium diolos-like เมื่อใชน้ําเสีย
ประเภทคารโบไฮเดรต. 

 
 Vavilin et al. (1995) ไดทําการทดลองเพือ่พิสูจนวาในขั้นตอน acidogenesis มีปฏิกิริยา 2 
ปฏิกิริยาแขงขนั ไดแก ปฏิกริิยาสรางไฮโดรเจน โดย Butyrate-producing bacteria กบัปฏิกิริยาใช
ไฮโดรเจน โดย Propionate-producing bacteria ดังสมการ, 
 

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

 
 Horiuchi et al. (2002) ไดทดลองผลของระดับพีเอชตอชนิดกรดอินทรียที่ผลิตไดใน
ขั้นตอนการหมักกรด. ผลการทดลองนี้ที่ใชกลูโคสเปนสารอาหารและระบบหมกัเปนแบบ 
Chemastat   พบวา  คาพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวง 6-7     สําหรับการผลิตกรดบิวทิริก   แตถาเพิ่มคา
พีเอชสูงถึง 8 พบวา กรดอินทรียสวนใหญเปนกรดแอซีติกและกรดโพรไพโอนิก.   ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณการเกิดกรดบวิทิริก.     จากผลการทดลอง 
สรุปไดวา ชนดิของกรดอินทรียสามารถควบคุมไดโดยการปรับระดับพีเอชในระบบ. 
 
 Hawkes et al. (2002) ไดรวบรวมขอมูลการทดลองตางๆ เพื่อประเมนิสภาวะที่เหมาะสม
ของกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการหมัก. โดยสรปุวา สภาวะการควบคุมระบบควรมีคาพีเอช 
อยูในชวง 5.5-6.0 อุณหภูมทิี่ 30 oซ. และระยะเวลาเก็บกัก  8-12  ช่ัวโมง.     ในการติดตามการ
ทํางานของระบบ   ควรตรวจวัดชนดิของกรดอินทรีย   โดยใหมีกรดแอซีติกและกรดบิวทิริก,  แต
ตองปองกันไมใหมีกรดโพรไพโอนิกเกดิขึ้น,    เนื่องจากการเกดิกรดโพรไพโอนิกจะใชกาซ
ไฮโดรเจน  ดังแสดงในสมการ, 
 

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

OHCOOHCHCHHOHC 22326126 222 +→+  
 

 Yu et al. (2002) ทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสียผลิตไวนจากขาวเจา โดยใช
ระบบยูเอเอสบี (UASB) ควบคุมที่อุณหภมูิในชวง 35-55oซ.  พบวา ที่ 55 oซ. ระบบมีประสิทธิภาพ
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การผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดที่ระยะเวลาเก็บกัก 2 ช่ัวโมง  ที่พีเอช 5.5 และอัตราภาระรับซีโอดี 
เปน 408  กโิลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน.    โดยระบบสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดในอัตรา  
9.33 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวนั  หรือ  2.14  โมลไฮโดรเจนตอโมลเฮกโซส และ
องคประกอบในกาซชีวภาพมีไฮโดรเจนรอยละ 61 และกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 38.    
นอกจากนี้ยังพบวา ระบบยูเอเอสบีมีประสิทธิภาพสูงสามารถรองรับอัตราภาระรบัซีโอดีไดสูงมาก 
เนื่องจากระบบสามารถรกัษาปริมาณตะกอนจุลินทรียไดสูงถึง 9,400-11,700 มิลลิกรัมตอลิตร. 
 
 Mizuno et al. (2000) ไดทําการทดลองเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจาก
กลูโคส โดยการลด partial pressure ของกาซไฮโดรเจน, กาซไนโตรเจนถูกใชไลกาซไฮโดรเจนใน
ถังปฏิกรณแบบ CSTR, ควบคุมระบบทดลองที่พีเอช 6, อุณหภูมิ 35oซ.,  ระยะเวลาเก็บกัก 8 ช่ัวโมง 
และอัตราปอนกลูโคสเปน 27.02 กรัมตอลิตรตอวัน  พบวา อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึน้
จาก 0.85 เปน 1.43 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส  เมื่อมีการเปาไลกาซไฮโดรเจนโดยกาซ
ไนโตรเจน.      นอกจากนี้ ยงัพบวา กรดอนิทรียที่เกดิขึน้สวนใหญเปนกรดบวิทิริกและกรดแอซีติก. 
 
 Yu and Fang (2001) ไดศกึษาขั้นตอนการหมักกรด (acidification) ของน้ําเสียผลิตภัณฑ
นม ที่มีคาซีโอดีอยูในชวง 2,000-30,000 มิลลิกรัมตอลิตร โดยทําการทดลองทั้งแบบรุนผลิตและ
ตอเนื่อง (continuous) ซ่ึงควบคุมพีเอชที่  5.5 และอุณหภูมิ 37oซ. โดยในสวนการทดลองแบบรุน
ผลิตไดควบคุมระบบที่ระยะเวลาเก็บกัก 12 ช่ัวโมงและอัตราภาระรบัซีโอดีเปน 4-60 กิโลกรัมตอ
ลูกบาศกเมตรตอวัน.  จากผลการทดลอง พบวา สารคารโบไฮเดรตถูกยอยสลายไดรวดเร็วกวาสาร
โปรตีนและน้าํมัน ตามลําดับ. ในสวนของการทดลองแบบตอเนื่องพบวา ทั้งปริมาณกาซไฮโดรเจน
และกรดอนิทรียเพิ่มสูงขึ้น  เมื่อคาซีโอดีของน้ําเสียและอัตราภาระรบัซีโอดีเพิ่มสูงขึ้น.  อัตราสวน
เชื้อจุลินทรียตอซีโอดีเปน  0.258 กรัมวีเอสเอสตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดของระบบทดลอง ซ่ึงสูงมาก
เมื่อเปรียบเทียบกับระบบผลิตกาซมีเทนเปน  0.066 กรัมวีเอสเอสตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด. จากผล
การทดลอง สรุปไดวา สําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดมีอัตราภาระรับซีโอดีที่เหมาะสมอยูที่  
24  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน. 
 
 Fang and Liu (2002) ไดศึกษาผลของพีเอชตออัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกลูโคสโดย
จุลินทรียผสม (mixed culture), ที่อุณหภูมิ 36oซ., ระยะเวลาเก็บกกั 6 ช่ัวโมงและอัตราภาระรับ
กลูโคสเปน  28  กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน,   พบวา ที่พีเอช 5.5 จะใหกาซไฮโดรเจนรอยละ
สูงสุดที่  64,   อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเปน  2.1 ± 0.1  โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส,   อัตรา
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การผลิตกาซไฮโดรเจนตอเชือ้จุลินทรียเปน  4.6 ± 0.4  ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน,   กรด
อินทรียที่ผลิตไดสวนใหญเปนกรดแอซีตกิในชวงรอยละ  15.3-34.1 และกรดบวิทริิกในชวงรอยละ  
31.2-45.6 ที่เหลือเปนกรดอินทรียอ่ืนๆ และแอลกอฮอลตางๆ. นอกจากนี้ พบวา ถาเพิ่มพีเอชใหสูง
กวา 5.5 จะเริ่มมีกาซมีเทนในกาซชีวภาพทีผ่ลิตได. 
 
 Yu and Fang (2003) ไดศกึษาระบบการหมักกรดในการยอยสลายสารเจลลาติน  โดยใช
ระบบหมักแบบไหลขึ้น, ควบคุมคาซีโอดีในน้ําเสียที ่ 4,000 มิลลิกรัมตอลิตรและอัตราภาระรับ             
ซีโอดีที่ 48 กิโลกรัมตอลูกบาศกเมตรตอวัน,   พบวา อิทธิพลของอุณหภูมิตอการหมักกรดมไีม         
มากนัก ซ่ึงสังเกตไดจากคาพลังงานกระตุน (activation energy) ต่ําเพียง 1.83 กิโลแคลอรีตอโมล.    
เมื่อระบบมีคาพีเอชที่ 6 จะใหประสิทธิภาพในขั้นตอนการหมักกรดสูงสุด, แตถาตองการความ
เขมขนสูงสุดของกรดอินทรียและแอลกอฮอล ควรควบคมุพีเอชในชวง 6-6.5  และถาตองการผลิต
กาซไฮโดรเจนสูงสุด ตองควบคุมคาพีเอชใหต่ํากวา 5.5. ถาคาพีเอชสูงกวา 5.5 พบวา กาซ
ไฮโดรเจนที่ผลิตไดจะถูกใชหมดไป  เพื่อนําไปผลิตเปนกรดแอซีติกหรือกรดโพรไพโอนิก. 
 

Morimoto et al. (2004)   ไดรายงานผลการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากกลูโคส       โดยใช
จุลินทรียไมใชออกซิเจนจากธรรมชาติ ซ่ึงไดมาจากตะกอนจุลินทรยีของระบบบําบัดน้ําเสียโรงงาน
น้ํามันปาลม, ตะกอนจากการหมกัปาลมน้ํามันและเชือ้จากการทําปุยหมักในฟลิปปนส พบวา
ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดมีคา 2.1 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส ที่อุณหภูม ิ 50-60 oซ. 
และที่พีเอช 5-6.  โดยที่พีเอช 4  จะพบวา  กาซชีวภาพทีผ่ลิตไดไมมีกาซมีเทน   ซ่ึงแสดงวาที่ระดับ
พีเอชต่ํานี้  สามารถยับยั้งขั้นตอนการสรางกาซมีเทนไดอยางสมบูรณ. 
 
 Shin et al. (2004) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากเศษอาหาร โดยเปรียบเทียบระหวาง           
2 อุณหภูมิต่ํา 37oซ. (mesophilic) กับอุณหภูมิสูง 55oซ. (thermophilic) ในประเทศเกาหลี  พบวา 
เศษอาหารถูกทิ้งในขยะมูลฝอยสูงถึงรอยละ 25.4. ในการศึกษานี้ไดใชระบบหมักแบบรุนผลิต 
พบวา ตะกอนจุลินทรียที่อุณหภูมิสูงมีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงกวาตะกอนจุลินทรียที่
อุณหภูมิต่ํา.  โดยที่อุณหภูมิสูงใหประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดที่ 1.8 โมลไฮโดรเจน
ตอโมลเฮกโซส, กาซชีวภาพที่ผลิตไดประกอบดวยกาซไฮโดรเจนรอยละ 64 และกาซ
คารบอนไดออกไซดรอยละ 36, โดยมีกาซมีเทนต่ํากวารอยละ 0.13. แบคทีเรียที่ตรวจพบเปน 
Thermosacherolytim และ Desulfotomaculum geothermicum ที่อุณหภูมิสูง และตรวจพบ 
Thermotogales และ Bacillus ที่อุณหภูมิต่ํา.  
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Bai et al. (2003c) ไดทาํการศึกษาระยะเวลาเก็บกักที่เวลาตางๆ ตออัตราการเกดิกาซ
ไฮโดรเจนและการเจริญเติบโต  ซ่ึงพบวา ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 6 ช่ัวโมง จะเกิดกาซไฮโดรเจนสูงสุด
ที่ 5.6 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี. นอกจากนี้ ยังไดทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสีย
ประเภทตางๆ เชนโปรตีน, คารโบไฮเดรต และไขมัน.   โดยเตรียมน้ําเสียสังเคราะหจากกลูโคส      
(ซีโอดี 3,000 มิลลิกรัมตอลิตร),  เปปโตน 2,000 มลิลิกรัมตอลิตร,  พบวา กาซไฮโดรเจนที่ผลิตได
จากน้ําเสยีประเภทคารโบไฮเดรตจะมีปริมาณมากกวาน้าํเสียประเภทโปรตีน. ทั้งนี้เนื่องจากโปรตนี
จะใชเวลาในการยอยสลายสารอินทรียนานกวา และตองเปลี่ยนอนิทรียไนโตรเจนไปเปนกาซ
แอมโมเนียกอน.  จากการทดลอง พบวา ตวับงชี้ในการเกิดกาซไฮโดรเจนคือกรดอนิทรียชนิดตางๆ. 
โดยสภาวะที่ผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีและมปีริมาณสูง จะตองมีกรดบิวทิริกมากกวากรดแอซีติกและ
มากกวากรดโพรไพโอนิก ตามลําดับ.  ของน้ําเสียที่ออกจากระบบผลิตกาซไฮโดรเจน,  ซ่ึงถาระบบ
มีกรดแอซีติกและกรดโพรไพโอนิกมากจะผลิตกาซไฮโดรเจนไดนอย.  นอกจากนี้ ยงัพบวาปริมาณ
จุลินทรียเพิ่มขึน้เมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลง (อยางนอย 2 ช่ัวโมง) เนื่องจากอัตราการเจริญเติบโต
เปน 1/6 ช่ัวโมง-1.,  การเกดิกรดบวิทิริกเพิ่มขึ้น เมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลงจาก 12 ช่ัวโมงเปน 6 
ช่ัวโมง.   นอกจากนี้ ยังพบวา ระยะเวลาเก็บกักนานจะพบกาซแอมโมเนีย ซ่ึงมีผลทําใหเกดิกาซ
ไฮโดรเจนลดลง.    

 
 Yokoi et al. (1995) พบวา โปรตีนเปนแหลงไนโตรเจนใหกับแบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจน  
โดยที่โปรตีนมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน  ซ่ึงแหลงโปรตีนที่สําคัญคือ พอลิเพปโทน.  อยางไรก็
ตาม พบวา พอลิเพปโทนสามารถทําปฏิกิริยากับกลูโคสและเกดิสารที่มีผลการยับยั้งตอการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนได.  Ueno et al. (2001) ไดศึกษาทดลองแหลงโปรตีน 2 ชนิดคือ แอมโมเนียและ
สวนผสมระหวางแอมโมเนยีและเพปโทน  และพบวา สวนผสมแอมโมเนียและเพปโทนสามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวาแอมโมเนียเพยีงอยางเดียว.    
 
 ความแตกตางของวัตถุดิบมผีลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ซ่ึงเปนที่รูกนัดีวา คารโบไฮเดรต
เปนสารตั้งตนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจน (Taguchi et al. 1992; Yokoi et al. 1950; 
Ueno et al. 2001)  ซ่ึงใหปริมาณไฮโดรเจนมากกวาโปรตีน.   Bai et al. (2003b) ไดศกึษาอัตราสวน
ระหวางกลูโคสกับเพปโทนที่มีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน  ซ่ึงพบวา อัตราสวนที่มีกลูโคส         
รอยละ 60 และเพปโทนรอยละ 40 จะสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุดที ่ 6.4 มิลลิโมล
ไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี.   แอมโมเนียที่เกิดขึน้จะสามารถชวยรักษาสภาวะบัฟเฟอรใหกับระบบ
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ดวยในสภาวะการสรางกรด.   จากการศกึษาของ Ueno et al. (2001) พบวา เพปโทนเปนแหลง
ไนโตรเจนทีด่กีวาแอมโมเนยี. 
 
 Brosseau et al. (1986) พบวา การเกิดกาซไฮโดรเจน และการเจริญเติบโตของจุลินทรียควร
เกิดขึ้นในเวลาเดียวกัน  โดยที่กลูโคสรอยละ 60 และเพปโทนรอยละ 40 เปนชวงทีด่ีที่มีการเกดิกาซ
ไฮโดรเจน และการเจริญเตบิโตของจุลินทรียดวยอัตราที่ใกลเคียงกัน.  แตถาอัตราสวนระหวาง
กลูโคสและเพปโทนตางจากนี้ อาจจะทําใหการเจริญเตบิโตของจุลินทรียมีอัตราเร็วมากกวาการเกิด
กาซไฮโดรเจนได. 
  

Fang and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001) พบวา ระดับพีเอชที่เหมาะสมในการ
ควบคุมการเกดิกาซไฮโดรเจนควรอยูที่ 5.5.    การหมักคารโบไฮเดรตเพื่อใหไดกาซไฮโดรเจนนัน้ 
ตัวบงชี้ระบบคือ กรดแอซีติกและกรดบวิทิริก (Jones and Woods 1986).  โดยกรดแอซีติก คือ
ผลผลิตหลัก,  กรดบิวทริิกจะเกิดขึ้นในสารอินทรียที่มีความหลากหลายมาก โดยผลิตได 1.7               
มิลลิโมลตอกรัมซีโอดี.  แตถาเปนเพปโทนตัวบงชี้ไดแก กรดแอซีติกและแอมโมเนีย  ซ่ึงถามีกรด
แอซีติกมาก จะใหกาซไฮโดรเจนลดลง  เนื่องจากกาซไฮโดรเจนถูกนาํไปผลิตเปนกรดแอซีติกอยาง
ตอเนื่อง,   แตระดับพีเอชจะมีแนวโนมสูงขึ้น เนื่องจากแอมโมเนยีชวยรักษาสภาวะบัฟเฟอรของ
ระบบ  ซ่ึงตางจากคารโบไฮเดรตที่มีระดับพีเอชลดลง.   Bai  et al. (2003b) ใชกรดแอซีติกเปนตัว
บงชี้ประสิทธิภาพของระบบผลิตกาซไฮโดรเจน,   ถาแหลงวัตถุดิบมคีวามซับซอนมาก กรดอินทรีย
ที่ไดจะมีความหลากหลายมากขึ้น. 
 
 Claassen et al. (2004) ไดศกึษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากชานออย  โดยเปลี่ยนเซลลูโลส
ใหกลายเปนแปงโดยใช Caldicellulosiruptor saccharolyticus. ในการหมัก ซ่ึงเปน thermophilic 
bacterium จะไดน้ําตาลกลุมซูโครสและฟรักโทสมากกวากลูโคส  ซ่ึงสามารถนํามาผลิตเปนกาซ
ไฮโดรเจนได.  นอกจากการคั้นน้ําออยไปผลิตเปนน้ําตาลและผลิตกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่องแลว 
พบวา ออยสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได 2.1 ตันไฮโดรเจนตอเฮกตาร. 
 
 Chang and Lin (2003)  ไดศึกษาถึงลักษณะของถังปฏิกรณที่มีผลตอการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน  โดยดัดแปลงมาจากระบบยูเอเอสบี, เนื่องจากการผลิตกาซไฮโดรเจนเกดิขึ้นไดใน
สภาวะไมใชอากาศเชนเดียวกับการผลิตกาซมีเทน (Hansel and Lindblad 1988; Taguchi et al. 
1992; Aoyama et al. 1997; Kataoka et al. 1997; Yokoi et al. 1995).  ระบบยูเอเอสบีเปนถัง
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ปฏิกรณที่มีประสิทธิภาพสูง,  ระยะเวลาเก็บกักสั้น.  ลักษณะของถังปฏิกรณยูเอเอสบีขึ้นกบั
อัตราสวนระหวางสวนสูง, ความกวางและเสนผาศูนยกลาง (Haandel van and Lettinga 1994),  
โดยทั่วไปอัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางอยูในชวง 5-12.    ลักษณะของถังปฏิกรณ
ที่มีอัตราสวนระหวางสวนสงูและเสนผาศนูยกลางมาก จะสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวาถัง
ปฏิกรณที่มีอัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางนอย (Haandel van and Lettinga 1994).   
นอกจากนี้ ยังพบวา อัตราสวนระหวางสวนสูงและเสนผาศูนยกลางที่เหมาะสมอยูที่ 7.4.    ความเรว็
ไหลขึ้นมีผลตอการผลิตกาซไฮโดรเจน โดยมีความสัมพนัธแบบแปรผนัตรง.    โดยที่ความเร็วไหล
ขึ้นเพิ่มขึ้นที่ 0.33 เมตรตอช่ัวโมง ในขณะที่ระยะเวลาเกบ็กักลดลงที่ 8 ช่ัวโมง  จะมีอัตราการผลิต
กาซสูงสุดที่ 2.9 โมลไฮโดรเจนตอโมลซูโครส.   เชื้อจุลินทรยีที่ตรวจพบเปน Clostridium 
butyricum (มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 1.3-2.2 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส, (Kataoka  et al. 
1997) และ Bacillus lichenifermis (มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 1.5 โมลไฮโดรเจนตอโมล 
กลูโคส (Kumar et al. 1995).  นอกจากนี้ ยังพบวา กรดอินทรยีเปนตัวบงชี้สําหรับการเกิดกาซ
ไฮโดรเจน (Chen et al. 2001)  โดยมีอัตราสวนระหวางกรดแอซีติกตอกรดบิวทิริกในชวง 0.57-
0.66 (Chang and Lin 2003). 
 
 Gavala et al. (2003) ไดทดลองเปรียบเทียบระบบ CSTR และ UASB ในการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากกลูโคสที่มีซีโอดี 10 กรัมตอลิตร.  โดยระบบ CSTR มีขนาด 500 มิลลิลิตร ที่
ระยะเวลาเก็บกัก 12, 8, 6, 4 และ 2 ช่ัวโมง.  สําหรับระบบ UASB มีขนาด 210 มิลลิลิตร ที่ความเร็ว
ไหลขึ้น 450-600 เซนติเมตรตอช่ัวโมง ที่ระยะเวลาเก็บกกั 12,  6 และ 2 ช่ัวโมง.  จากผลการทดลอง 
พบวา ระบบ UASB สามารถผลิตไฮโดรเจนไดมากกวาระบบ CSTR.   โดยอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนของระบบ CSTR สูงขึ้นเมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลงจนถึง 4 ช่ัวโมง, โดยมีมิลลิโมล
ไฮโดรเจนตอมิลลิโมลกลูโคสตอช่ัวโมงสูงสุด.   สําหรับระบบ UASB  ในระบบที่มีความเร็วไหล
ขึ้นต่ําๆ มีอัตราการผลิตกาซไดสูงกวาระบบที่มีความเร็วไหลขึ้นสูง,  ซ่ึงปริมาณกาซไฮโดรเจนทีไ่ด
มีมากกวาระบบ CSTR.  นอกจากนี้ ยงัพบวา กรดแอซีติกและกรดบิวทิริกในระบบ UASB มี
ปริมาณมากกวาระบบ CSTR ประมาณ 2-4 เทาเชนเดยีวกัน. 
 
 Chang and Lin (2002) พัฒนาระบบยเูอเอสบีมาผลิตกาซไฮโดรเจน  พบวา โดยทั่วไป
ระบบยูเอเอสบีสําหรับการผลิตกาซมีเทนจะเดนิระบบแบบตอเนื่อง,  ชวงการสรางเม็ดตะกอนจะใช
เวลาอยางนอย 2 เดือน  และปรับสมดุลใหเสถียรอีกประมาณ 3 เดือน.    แตสําหรับการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจะตองใชเวลามากกวาประมาณ 5 เดือน จึงปรับสมดุลใหเสถียร เพื่อที่จะสามารถผลิต
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กาซไฮโดรเจนไดคงที่และมีประสิทธิภาพสูง.    นอกจากนี้ Chang et al. (2002) ไดพัฒนาระบบ     
เมมเบรนเขามารวมในการผลิตกาซไฮโดรเจน  เพื่อเพิม่ปริมาณจุลินทรียในระบบ.  โดยสามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุดที่ 110 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน  หรือ 673 มิลลิโมล
ตอลิตรตอวัน,  ไดกาซไฮโดรเจนรอยละ 57   คิดเทยีบไดเทากับ 8.4 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัม        
ซีโอดี. นอกจากไดกาซไฮโดรเจนเปนผลผลิตแลวยังไดกาซคารบอนไดออกไซด, กรดบิวทิริกและ      
เอทานอลดวย. 
 
 Lin et al. (2002)  พบวา น้าํเสียที่ผานการหมักกาซไฮโดรเจนจากระบบแบบไมใชอากาศ
แลว สามารถนํามาผลิตกาซไฮโดรเจนตอดวยการสังเคราะหแสง ซ่ึงจุลินทรียสามารถสังเคราะห
แสงไดในสภาวะไมใชอากาศ  โดยใชระบบ CSTR  ที่ไมจําเปนตองมีการสูบน้ําวน (recycle).        
แตถามีการสูบน้ําวนจะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพไดสูงสดุที่ระยะเวลาเก็บกัก 40 ช่ัวโมง  และมี
เวลาเกบ็กักตะกอนที่ 7.5 วนั,     อัตราสวนการสูบน้ําวนเทากับ 1,  ซ่ึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจน
ได 3.9 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมวีเอสเอสตอวัน โดยที่มีปริมาณจุลินทรีย 940 มลิลิกรัมตอลิตร.    
นอกจากนี้ ยงัพบวา เอทานอลสามารถใชเปนแหลงคารบอนและเปนตัวใหอิเล็กตรอนในปฏิกิริยา
การสังเคราะหแสงได  แตไมควรมีเกิน 178 มิลลิกรัมตอลิตร,   ควบคุมระดับพีเอชในกระบวนการ
สังเคราะหแสงที่ 4.2-4.7,  ควบคุมไมใหมแีอมโมเนียเกนิ 20 มิลลิกรัมไนโตรเจนตอลิตรและ
ซัลไฟดไมเกิน 2 มิลลิโมลตอลิตร. 
 
 ในกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศจําเปนจะตองระบายกาซไฮโดรเจนออกจากถัง
ปฏิกรณใหไดมากที่สุด  เพื่อลด partial pressure ของกาซไฮโดรเจนภายในถัง.  เนื่องจากถามี partial 
pressure ของกาซไฮโดรเจนสูง  จะมีผลยับยั้งการเกิดกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่อง   ไฮโดรเจนที่
ผลิตขึ้นมาจะถูกนําไปใชเปนกาซมีเทนหรือกรดแอซีติกไดมากขึน้. การอัดกาซไนโตรเจนเขาไปใน
ถัง  (Bai and Cheng 2002) หรือนําเมมเบรนมาใชในการแยกกาซไฮโดรเจนออกจากระบบ   โดยใช
หลักการเคลื่อนที่ของมวลสาร (mass transfer) ระหวางไฮโดรเจนและคารบอนไดออกไซด  ซ่ึงกาซ
ทั้งหมดจะถูกปมสุญญากาศเขาเมมเบรน เพื่อแยกกาซออกจากกนั. 
 
            Liang et al. (2003) ไดทดลองการผลิตกาซไฮโดรเจน โดยใชระบบเมมเบรนรวมกับระบบ
บําบัดแบบชีวภาพ (membrane bio reactor, MBR) โดยใชเชื้อจุลินทรียเร่ิมตนที่ 200 มก./ล.  เพิ่มขึน้
จนถึง 5,000 มก./ล.,   ทดลองกับน้ําเสียกลูโคสที่มีซีโอดี 80 กรัมตอลิตรตอวันที่ 55oซ.,  มีอัตราการ
เกิดกาซไฮโดรเจนที่ 28.1 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอลิตรตอช่ัวโมงหรือ 4.58 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอ
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กรัมวีเอสเอสตอช่ัวโมงหรือ 8.43 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดี,   ซ่ึงมีคานอยกวาในทฤษฎ ีคือ  
12 มิลลิโมลไฮโดรเจนตอกรัมกลูโคส.  โดยทั่วไปตะกอนจุลินทรียในกระบวนผลิตกาซไฮโดรเจน
มักเปนตะกอนเบา ทาํใหหลุดออกนอกระบบไดงาย, แตจะแยกดวยถังตกตะกอนไดยาก  
(Andreensen et al. 1989)   และมักใชควบคูกับระบบหมักที่ใชแบคทีเรียสังเคราะหแสง (Cheng et 
al. 1999).   Liang et al. (2003) จึงไดนําเมมเบรนมาชวยในการแยกตะกอนจุลินทรียออกจากน้ําเสีย  
โดยสามารถรักษาปริมาณตะกอนไดตั้งแต 2,000-15,000 มิลลิกรัมวีเอสเอสตอวัน, สามารถปองกัน
การอุดตันดวยการสูบตะกอนกลับที่อัตราความเร็วไหลขึ้นมากกวา 2 เมตรตอวนิาที โดยใชเมม
เบรนชนิดพอลิซัลโฟน  พื้นที่ 0.042 ตารางเมตรตอขนาดรู 0.2 ไมโครเมตร.  สภาวะที่ใชควบคุม 
คือ อุณหภูมิ 55+2 oซ., อัตราสวนซูโครสตอเพปโทนเปน 4:1,  ระดับพีเอชในชวง 5.5-6.5, ปริมาตร 
2 ลิตรตอวัน,  หวัเชื้อเปนจลิุนทรียจากระบบยูเอเอสบี ผานการใหความรอนจนเดือด เปนเวลา 20 
นาที. นอกจากนี้ Liang et al. (2001) ไดทดลองเปรียบเทียบระหวางระบบ MBR และ CSTR ที่
ระยะเวลาเก็บกัก 6 ช่ัวโมง,   พบวา ระบบ MBR มีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนสูงกวามาก,   กรด
อินทรียสวนใหญที่พบเปนกรดแอซีตกิ  มีผลใหระดับพีเอชลดลง.  โดยในชวงเริ่มตน พบวา อัตรา
การเกิดกาซไฮโดรเจนขึ้นกับอัตราสวนของสารอินทรียกบัปริมาณจุลินทรีย (VSS) (Ginkel et al. 
2001)  เมื่ออัตราสวนระหวางอาหารตอจลิุนทรีย (food/microbial, F/M) มีคาเพิ่มขึ้น อัตราการเกดิ
กาซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นดวย. อัตราสวนที่เหมาะสมอยูที ่ 4-16 กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอสเอสตอวัน ซ่ึง
กรดแอซีติกที่เพิ่มขึ้นมีผลใหระดับพีเอชลดลง ซ่ึงมีผลยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียกลุมผลิตกาซ
ไฮโดรเจนดวย (Ginkel et al. 2001; Cheng et al. 2002).     
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2. วัสดุ อุปกรณ และการดําเนินงานวิจัย 
 
 

2.1 วัสดุ และอุปกรณท่ีใชในงานวิจัย 
 2.1.1  ชุดทดลองในการคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย 
  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 ไดแก Cooked meat, Reinforced Clostridial medium (RCM) 
2.1.1.6  หมอนึ่งฆาเชื้อ ยี่หอ TOMY รุน  SS -325 
2.1.1.7  ตูปลอดเชื้อ  ยีห่อ HEAL FORCE รุน SF SAFE 1200 
2.1.1.8  ตูอบที่ 37oซ ยี่หอ MEMMERT รุน INE 600 

 
 2.1.2  ชุดทดลองในการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
 2.1.2.1  ขวดวคัซีนพรอมฝายาง และฝาอะลูมิเนียม  ขนาด 120 มล. 
 2.1.2.2  ขวดวคัซีนพรอมฝายาง และฝาอะลูมิเนียม  ขนาด 50 มล. 
 2.1.2.3  กระบอกฉีดยาขนาด 60 มล.   พรอมเข็มฉีดยา 
 2.1.2.4  กระบอกฉีดยาขนาด   6 มล.   พรอมเข็มฉีดยา 
   

2.1.3  ชุดทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบตัิการ (bench scale) 
 2.1.3.1  ปมสูบน้ําเสียแบบรดี ยี่หอ Masterflex 
 2.1.3.2  เครื่องวัดความเปนกรดดาง  (pH meter)  ยี่หอ Horiba 
 2.1.3.3  ถังน้ําเสีย ถังหมัก และถังเก็บกาซ 

             - ถังไฮโดรเจนเขา (H2 influent tank) 
- ถังไฮโดรเจนออก (H2 effluent tank) 

 - ถุงเก็บกาซ  (gas bag) 
- ถังหมักไฮโดรเจน (H2 reactor tank) 

  2.1.3.4  กลองวัดปริมาณกาซ (Gas counter box) 
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2.1.4  ชุดอุปกรณวิเคราะห 
 2.1.4.1  ชุดวิเคราะหซีโอดี   
 2.1.4.2  ชุดวิเคราะหบีโอด ี
 2.1.4.3  ชุดวิเคราะหกรดอนิทรีย  คาความเปนดาง และไบคารบอเนต 
 2.1.4.4  เครื่องวิเคราะหกาซโครมาโตกราฟ  ยี่หอ Shimadzu รุน GC 2014   
 2.1.4.5  อุปกรณ และเครื่องแกวที่จําเปน 
 

2.2  แผนการวิจัย 
ปที่ 1  เปนการศึกษาคัดเลือกสายพนัธุจุลินทรีย  และทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซ

ไฮโดรเจน 
-  กลุมตัวอยางจุลินทรียมี 3 กลุม คือกลุมตัวอยางอางอิง (blank) ที่ไมผานการบําบัดขัน้ตน,   

กลุมตัวอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมตัวอยางที่
ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน. 

-  คัดเลือกสายพันธุจุลินทรยี  ดวยเทคนิคการเทเพลต (pour plate)  และการเขี่ยเชื้อ (cross 
streak).    

-  จําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรีย  ดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) 
โดยใชชุดทดสอบ API 32A.  

- ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน ดวยวิธี biochemical hydrogen potential 
test (BHP test). 

 
ปที่ 2   เปนการศึกษาสภาวะการทํางานที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจนระดับ

หองปฏิบัติการ,  โดยมีขั้นตอนดําเนนิงานดังนี:้ 
- ออกแบบและสรางชุดทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ, 
- เพิ่มปริมาณเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์, 
- ศึกษาปริมาณเศษอาหาร และสมบัติน้ําเสียเศษอาหารโรงอาหาร วว. เทคโนธานี, 
-   ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจน ไดแก ระดับพีเอช, อัตราสวนอาหาร

ตอจุลินทรีย (F/M), อัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีกิ  และอัตราสวนกรดโพรไพโอนิกตอกรด
แอซีติก เปนตน, 

- ศึกษาประสทิธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ   ไดแก ระดบัพีเอช, 
ซีโอดี, บีโอดี, กรดอินทรีย,  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน  และรอยละกาซไฮโดรเจน. 
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2.3 วัตถุดิบที่ใชในการทดลอง 
วัตถุดิบที่ใชในการทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏบิัติการ เปนน้ําเสีย

เศษอาหาร   โดยเก็บตวัอยางจากโรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา ปทุมธานี, มาใชในการ
ทดลอง.     โดยเตรยีมใหมปีริมาณซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตร      เพื่อใหจุลินทรียปรับตัวและสามารถ
ยึดเกาะตวักลางพลาสติก  ใหสามารถเก็บรักษาอยูภายในถังหมักได  เนื่องจากในชวงเริ่มตนจะเกิด
การฟุงของตะกอนในระบบ,      ถาควบคุมระบบไมด ีจะทําใหเกดิการสูญเสียตะกอนในระบบได.    
 
2.4  ตะกอนจุลินทรียท่ีใช 

2.4.1   ตะกอนจุลินทรียท่ีใชสําหรับการคัดเลือกสายพันธุ 
เก็บตัวอยางตะกอนจุลินทรียจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไมใชอากาศ   และแบงตัวอยาง

ออกเปน 3 กลุม  คือ กลุมที่ 1 เปนตวัอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขัน้ตน,  กลุมที่ 2 เปนตวัอยางที่
ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมที่ 3 เปนตวัอยางที่ผานการ
บําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน.  
 

2.4.2   ตะกอนจุลินทรียท่ีใชสําหรับชุดทดลองในระดับหองปฏบิตัิการ 
ตะกอนจุลินทรียที่ใชในการทดลองเปนเชือ้บริสุทธิ์ที่ไดจากการคัดเลือกสายพันธุแลวและ

มีการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน   โดยเลือกสายพันธุที่มีรอยละกาซไฮโดรเจน
สูงสุดมาทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ  ซ่ึงเลือกจุลินทรียสายพันธุ 
Clostridium acetobutyricum.  
 
2.5 การดําเนินงานวิจัย 

2.5.1  การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย ซ่ึงมีหลักการทํางานดังนี:้ 
2.5.1.1 เตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย  โดยการเก็บตัวอยางเชื้อจุลินทรียจากระบบบําบดัน้ําเสีย

แบบไมใชอากาศ แบงออกเปน 3 กลุม คือ กลุมตัวอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขั้นตน,  กลุม
ตัวอยางที่ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา  15 นาที  และกลุมตวัอยางที่ผานการ
บําบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรดที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน. 

2.5.1.2 นํากลุมตัวอยางแตละชนิดมาปนใหละเอียด    เพื่อทําการเจือจางที่อัตราสวน 10-2-
10-8,    แลวนาํไปเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อที่เตรียมดวย RCM  ผสมกับ agar 1.5%  ที่ผานการฆา
เชื้อแลว,  ดวยเทคนิคการเทเพลต จํานวนการเจือจางละ 3 เพลต.    นําไปเก็บในกลองไมใชอากาศ 
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(anaerobic jar) ที่บรรจุตัวดดูซับออกซิเจนและตวับงชีส้ภาวะไมใชอากาศ,  แลวจงึนําไปบมที่ตูอบ
อุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง. 

2.5.1.3 คัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏ  และนําแตละโคโลนีไป
เพาะเลี้ยงเชื้อตอในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCM  ผสมกับ agar 1.5%  ที่ผานการฆาเชื้อแลว,   ดวยเทคนิค
การเขี่ยเชื้อจํานวนโคโลนีละ 3 เพลต. นําไปเก็บในกลองไรอากาศ  ที่บรรจุตัวดูดซบัออกซิเจนและ
ตัวบงชี้สภาวะไมใชอากาศ,  แลวจึงนําไปบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 48 ช่ัวโมง และนาํ
โคโลนีแตละชนิดไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ. 

2.5.1.4 ถาเชื้อจุลินทรียที่ไดในขอ 2.5.1.3  ยังไมบริสุทธิ์ใหทําซ้ําอีกจนกวาจะไดเชื้อ
บริสุทธิ์. 

 
2.5.2  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test  มีหลักการทํางานดังนี:้ 

 2.5.2.1 นําโคโลนีที่ไดจากขอ 2.5.1 แตละชนิดมาเขีย่ลงในขวดวัคซนีที่บรรจุอาหารเลี้ยง
เชื้อ RCM ปริมาตร 100 มล. ที่ผานการฆาเชื้อแลว.  
 2.5.2.2 ทําการไลออกซิเจน โดยการเปากาซไนโตรเจนลงไปในขวดปริมาตร 120 มล. 
อยางชาๆ.  
 2.5.2.3 ปดฝาขวดดวยจุกยางและฝาอะลูมเินียม, นําไปบมที่ตูอบอุณหภูมิ 37oซ.  เปนเวลา 
24 ช่ัวโมง. 
 2.5.2.4 ทําการวัดปริมาตรกาซที่เกิดขึ้น,  เก็บกาซที่ไดใสในขวดเก็บกาซดวยวิธีการแทนที่
น้ํา และนําไปวิเคราะหรอยละกาซไฮโดรเจนที่เกดิขึ้นดวยเครื่องวิเคราะหกาซโครมาโทกราฟ     (ถา
ปริมาตรกาซที่ไดมีนอยใหนาํไปบมตอจนไดเวลา 48 ช่ัวโมง  แลวจึงนาํมาวัดปริมาตรกาซ และเก็บ
กาซ). 

2.5.2.5  นําโคโลนีที่ผลิตกาซไดไปเก็บรักษาไวในรูปของ lyophilize ตัวอยางละ 5 หลอด 
2.5.2.6  คัดเลือกโคโลนีที่ผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดไปจําแนกชนิด และสายพันธุจุลินทรีย  

ดวยวิธีการทดสอบทางชีวเคมี (biochemical test) โดยใชชุดทดสอบ API 32A อยางนอย 2 ชนิดของ
แตละกลุมตัวอยาง.  

 
2.5.3  การเพิ่มปริมาณหัวเชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิ  มีขั้นตอนการดําเนินการ ดงันี้ 

2.5.3.1 นําเชือ้จุลินทรียที่คดัเลือกไว 1 สายพันธุในหลอดสุญญากาศ (lyophilize) มาเลี้ยง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหที่มีสวนประกอบตางๆ ดังตารางที่ 4 ปริมาตร 5 มล. แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง. 
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2.5.3.2 นําเชื้อจุลินทรยีที่เล้ียงไวมาเติมอาหารในปริมาณเทาตัว ดังแสดงไดดังตารางที่ 5 
แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 37oซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง.  เมือ่ไดปริมาตร 1 ลิตร นําไปใสลงในถังหมัก
ขนาด 7 ลิตร   ใหสามารถเติมอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหไดจนมีปริมาตร 7 ลิตร. 

2.5.3.3 กระตุนเชื้อจุลินทรียในถังหมักตอไป  ดวยอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะหในอัตรา               
1 ลิตรตอวัน  เปนระยะเวลา 1 เดือน. 

2.5.3.4 นําสารละลายเชื้อจุลินทรียทัง้หมดมาเหวีย่งแยกตะกอน  เพื่อรวบรวมเชื้อจุลินทรีย
ใหเขมขน  โดยใหมีความเขมขนประมาณ 100,000 มก./ล. 
 
ตารางที่ 4.   สวนประกอบอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห 
 

สารเคมี หนวย 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.  ขัน้ตอนการเพิม่ปริมาณเชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิ 
 
ลําดับที่ หนวย 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  การทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบตัิการ (bench scale)  มีหลักการทํางาน

ดังนี:้ 
2.5.4.1  ออกแบบและสรางชุดทดลองตอเนือ่งในระดับหองปฏิบัติการ ดังแสดงดังรูปที่ 2. 
2.5.4.2 นําโคโลนีที่ผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุด  มาทําการเพิ่มปรมิาณเชื้อจุลินทรียใหมี

ปริมาตรอยางนอย  7  ลิตร   โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อสังเคราะห.  
2.5.4.3 ทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏิบัติการ (bench scale) หลักการ

ทํางานของชุดทดลองเปนไปตามรูปที่ 3  ดังนี้.  
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รูปท่ี 2.    ชุดทดลองการผลติกาซไฮโดรเจนแบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบัติการ. 
 
 

                                                  
 

รูปท่ี 3.   ผงัการทํางานระบบผลิตกาซไฮโดรเจนระดับหองปฏบิัติการ. 
 
 

       
 

รูปท่ี 4.   ตัวกลางพลาสติกท่ีใช. 

H2 inf  
tank H2 eff  

tank 

H2 reactor  
tank 

Gas  bag Gas counter 
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น้ําเสียที่ใชในการทดลองเปนน้ําเสียเศษอาหาร  โดยทําการเตรียมน้ําเสียที่ซีโอดีเร่ิมตน 20 
กรัมตอลิตรและปรับพีเอชมากกวาหรือเทากับ 5.0  โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความ
เขมขนรอยละ 10.  นํามาเติมในถังไฮโดรเจนเขา (H2 influent tank)  ซ่ึงจะถูกสูบโดยปมไฮโดรเจน 
(H2 pump) ไปยังถังหมักไฮโดรเจน (H2 reactor tank)  ทางดานลาง,  ซ่ึงออกแบบเปนระบบตรึง
ฟลมแบบไหลขึ้น (upflow anaerobic fixed bed, UAFB) โดยใชตวักลางพลาสติกดังรูปที่ 4      และ
ควบคุมการสูบน้ําดวยเครื่องตั้งเวลา    ตามอัตราภาระซีโอดีที่กําหนดไว.       น้ําเสียที่ผานการหมัก
จะไหลลนลงถังไฮโดรเจนออก (H2 effluent tank),  กาซที่เกิดขึ้นจะไหลเขากลองวัดปริมาณกาซ 
(gas counter box) และถุงเกบ็กาซ (gas bag).   

 
ระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้นไดถูกนํามาใชในการทดลองนี้   เนื่องจากตะกอนจุลินทรีย

บริสุทธิ์ที่ใชมีลักษณะเปนตะกอนเบาแขวนลอยอยูในน้าํ    ไมสามารถรวมตัวกันเปนตะกอนจุลิน-
ทรียลักษณะเม็ด เชนเดยีวกับตะกอนจุลินทรียในระบบยูเอเอสบี  ทําใหตะกอนจุลินทรียไหลหลุด
ออกนอกระบบไดงายหากใชระบบยูเอเอสบีในการทดลอง.   ดังนั้น จึงไดออกแบบระบบเปนระบบ
ตรึงฟลมแบบไหลขึ้น   โดยมีการใสตวักลางพลาสติกรูปทรงตะกรอ ขนาดเสนผาศนูยกลาง 4 ซม. 
สูง 4 ซม. ดังรูปที่ 4 ไวในถังหมักจํานวน 15 ช้ิน,   นําตะกอนจุลินทรียบริสุทธิ์เขมขนที่เตรียมไดใส
เขาไปในถังหมัก.   โดยในชวงเริ่มตนจะกระตุนเชื้อจลิุนทรียดวยสารอาหารสังเคราะหกอน  เพือ่  
ใหจุลินทรยีสามารถเกาะตัวอยูในตวักลางพลาสติกได ซ่ึงใชสารอาหารสังเคราะหในอัตรา 1 ลิตร
ตอวัน เปนเวลา 2 สัปดาหกอน จึงเริ่มดําเนินการทดลองโดยปอนน้ําเสียเศษอาหารที่อัตราภาระรับ             
ซีโอดีเร่ิมตนที่ 20  กรัมตอลิตรตอวันในอตัรา 2 ลิตรตอวัน. 

 
กาซชีวภาพที่เกิดขึ้นจะวเิคราะหปริมาณของกาซไฮโดรเจน และกาซคารบอนไดออกไซด

ดวยเครื่องวิเคราะหกาซโครมาโทกราฟ.   สําหรับน้าํเสียจะเก็บตวัอยาง เพื่อนําไปวิเคราะหหา
พารามิเตอรตางๆ เชน  พเีอช, ซีโอดี, บีโอดี, กรดอินทรียระเหยงาย, กรดแอซีติก, กรดโพรไพโอนกิ 
และกรดบวิทริิก  เปนตน.  
 
2.6 แผนวิเคราะหน้ําเสีย 

ในการทดลองของแตละวนั มีการเก็บน้าํเสียเขาและออกจากถังหมกั,  เพื่อวเิคราะหหา
คุณภาพของน้าํเสียตามวิธีการของ Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 
(1995)   ในซึ่งแสดงไดดังตารางที่ 6. 
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ตารางที่ 6.   ขัน้ตอนการวิเคราะหพารามิเตอรของการทดลอง 
 

ถังหมักไฮโดรเจน รายการ 
น้ําเสียเขา 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 การวิเคราะหผลการศึกษา 

2.7.1  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
• ความสัมพันธระหวางพีเอชกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
• ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกกักับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

 
2.7.2  ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบตัิการ 

โดยการวิเคราะหหาประสิทธิภาพในการกาํจัดซีโอดี, บีโอดี, อัตราการเกิดกาซในหนวยลิตร
ตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด, อัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก, อัตราสวนกรดโพรไพโอนิกตอกรด
แอซตีิก และอตัราสวนอาหารตอจุลินทรีย. 
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3. ผลการทดลองและวจิารณผล 
 
 

การทดลองการคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจน จากน้ําเสียเศษ
อาหาร  ไดแบงงานออกเปน 2 สวน คือ การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย เพื่อใหไดเชื้อบริสุทธิ์ที่มี
ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนสงูสุด  และการทดลองระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดบั
หองปฏิบัติการ   โดยใชระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้น.   เร่ิมดําเนินการตั้งแต 1 ตุลาคม  2551  จนถึง 
31 พฤษภาคม  2553  โดยมีขัน้ตอนการทาํงาน,  ดังตอไปนี้. 

 
3.1  การคัดเลือกสายพันธุจลิุนทรีย.    
3.2 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test. 
3.3  การจําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรยี. 
3.4  การสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา ปทุมธานี. 
3.5  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน   

                     -  ความสัมพันธระหวางพเีอชกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
                     -  ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกักกบัประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

3.6 การศึกษาประสิทธิภาพของการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่องในระดับ 
หองปฏิบัติการ. 
 
3.1  การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรีย    

3.1.1 กลุมตัวอยางอางอิง  (blank)  ท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน      
จากการทดลอง พบวา สามารถคัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏได  17 

โคโลนี   จึงนาํแตละโคโลนีไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอ  เพื่อใหไดเชื้อที่บริสุทธิ์ และนําโคโลนีแตละชนิด
ไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจลุทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ.   ผลการทดลอง
แสดงไดดังตารางที่  7. 
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ตารางที่  7.   ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางอางอิงท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน      
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

B-1 กลมแบนใส ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-2 กลมแบนสีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดกลาง ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
B-3 กลมสีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 
B-4 กลมแบนสีครีม ขอบบางหยักมาก ผิวเรียบ มันวาว ทอนสั้นสีน้ําเงิน มีสปอรที่ปลายเซลล 
B-5 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบหยกั ผิวเรียบ มันวาว 

ขนาดเล็ก 
ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

B-6 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก กลมติดสีน้ําเงิน 
B-7 กลมนูน ใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ขึ้นเปน

กลุมๆ กระจายทั่วจานเพาะเลี้ยง 
ทอนติดสีน้ําเงิน 

B-8 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบหยัก ผิวขรุขระ ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอรขนาดใหญ 
B-9 กลมนูน สีขาว ขอบเรียบ ผิวขรุขระ มีจุดบุมตรงกลาง ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-10 กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-11  กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 
B-12   กลมแบน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงินมีสปอรที่ปลายเซลล 
B-13  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
B-14  กลมแบน สีครีม นูนตรงกลาง ขอบหยัก ผิวไมเรียบ มันวาว ทอนขนาดใหญ ติดสีน้ําเงิน 
B-15  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
B-16  กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอรที่ปลายเซลล 
B-17  กลมนูน ใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ขึ้นเปน

กลุมๆ 
ทอนติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 7 เห็นไดวา ลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะกลม แบนหรือนนู, มีสีขาว
ขุนหรือสีครีม,  ผิวเรียบหรือขรุขระ  และมีขนาดเล็ก กลาง ใหญ,  ขอบหยักหรือเรียบ,  เมื่อนําไป
ยอมแกรม และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจุลินทรียสวนใหญติดสีน้ําเงิน  มีลักษณะ
เปนทอนสั้น  และบางตัวอยางมีสปอรเกิดขึ้นดวย, ดังรูปที่  5-6. 
 
 
 
 



 33

 
 

         
 

รูปท่ี 5.   ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางอางองิท่ีไมผานการบาํบัด. 
 
 
 

      
 
รูปท่ี 6.  ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตวัอยางอางอิงท่ีไมผานการบาํบัด (กําลังขยาย 100 เทา). 

 
 

3.1.2  กลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการตมท่ี 90oซ เปนเวลา  30 นาที    
โดยใชตวัอยางชนิดเดยีวกับกลุมตัวอยางอางอิงที่ไมผานการบําบัดขั้นตน. จากการดําเนิน 

การทดลองพบวา สามารถคัดแยกชนิดจลิุนทรียตามลักษณะภายนอกที่ปรากฏได  12  โคโลนี          
จึงนําแตละโคโลนีไปเพาะเลีย้งเชื้อตอ เพื่อใชไดเชื้อบริสุทธิ์.  แลวจึงนําโคโลนีแตละชนิดไปยอม
แกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบันทึกลักษณะที่ปรากฏ, ผลการทดลองแสดงไดดัง
ตารางที่  8. 
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ตารางที่  8. ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการตม (boil) 
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

Boil-1 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil-2  กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวมันวาวเยิ้ม ขนาดกลาง ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -3 กลมแบน สีขาวขุน ขอบไมเรียบ ผิวขรุขระ ไมมันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -4 กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นผอมบางติดสีน้ําเงิน 
Boil -5  กลมแบน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 
Boil -6 กลมแบน นูนตรงกลาง สีครีม ขอบบางหยัก ผิวเรียบ มันวาว  

ขนาดเล็ก 
ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

Boil -7 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil -8 กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรยีบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็กมาก ทอนสั้นหนาติดสีน้ําเงิน 
Boil -9  กลมนูน สีขาวขุน ขอบหยัก ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
Boil -10  กลมแบน สีขาวขุน นูนตรงกลาง ขอบบางหยัก ผิวเรียบ ขนาดกลาง ทอนบางติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
Boil -11  กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดใหญ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน มีสปอร 
Boil -12  กลมนูน สีขาวขุน ขอบเรียบ ผิวเรียบ มันวาว ขนาดเล็ก ทอนติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 8 เห็นไดวา ลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะคลายคลึงกับกลุมตัวอยาง
อางอิงที่ไมผานการบําบัด  คือ ลักษณะของโคโลนีกลม แบน หรือนูน, มีสีขาวขุน หรือสีครีม,               
ผิวเรียบหรือขรุขระ,  และมีขนาดเล็ก กลาง ใหญ,  ขอบหยักหรือเรียบ.  เมื่อนําไปยอมแกรม และ
ตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจลิุนทรียสวนใหญติดสีน้ําเงนิ,  มีลักษณะเปนทอนสัน้  
และบางตัวอยางมีสปอรเกิดขึ้นดวย,  ดังรูปที่  7-8. 
 

      
 

รูปท่ี 7.  ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการตม. 
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รูปท่ี 8.    ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตวัอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตน ดวยวิธีการตม.  
                         (กําลังขยาย 100 เทา) 

 
3.1.3 กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด   

 ที่ระดับพีเอช 4-4.3 เปนเวลา 1 เดือน, พบวา สามารถแยกคัดแยกชนดิจุลินทรียตามลักษณะ
ภายนอกที่ปรากฏได 3 โคโลนี  จึงนําแตละโคโลนีไปเพาะเลี้ยงเชื้อตอ เพื่อใชไดเชื้อบริสุทธิ์.  แลว
จึงนําโคโลนีแตละชนิดไปยอมแกรม   และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  เพื่อบนัทึกลักษณะที่
ปรากฏ,   ผลการทดลองแสดงไดดังตารางที่  9. 
 
ตารางที่ 9.  ลักษณะของโคโลนีท่ีปรากฏในกลุมตัวอยางที่ผานการบาํบดัขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด  
 

รหัส
ตัวอยาง 

ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏ ลักษณะการยอมแกรม 

pH-1 กลม แบนสีขาว ขอบหยัก ผิวขรุขระ - 
pH-2 กลม นูนสีขาวใส ขอบเรียบ ผิวเรียบ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 
pH-3 กลม นูนสีขาว ขอบเรียบ ผิวเรียบ ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน 

 
 จากตารางที่ 9 พบวามีเพยีง 3 โคโลนีที่สามารถเจริญเติบโตไดในอาหารเลี้ยงเชือ้ RCM   
โดยลักษณะของโคโลนีที่ปรากฏมีลักษณะกลม แบน หรือนูน, มีสีขาว,  ขอบหยักหรือเรียบ,             
ผิวเรียบหรือขรุขระ,  เมื่อนําไปยอมแกรม และตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศนแลวพบวาจุลินทรีย
สวนใหญตดิสีน้ําเงิน  มีลักษณะเปนทอนสัน้,  ดังรูปที่ 9-10.  
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รูปท่ี  9.  ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฏของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการปรับ pH. 
 

 

       
 

รูปท่ี 10.    ลักษณะการยอมแกรมของกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตน ดวยวิธีการปรับ pH 
                      (กําลังขยาย 100 เทา). 

 
3.2 การทดสอบประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test    

3.2.1  กลุมตัวอยางอางอิงท่ีไมผานการบําบัดขัน้ตน    
  จากตารางที่ 10  พบวา กลุมตัวอยางอางอิงที่ไมการบําบัด มี 14 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซ
ไฮโดรเจนได.   โดยมี 6 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากกวารอยละ 60    และไดเลือก 3 
โคโลนีไดแก B-8, B-11 และ B-16   ที่มีลักษณะแตกตางกันไปทําการจําแนกชนิดและสายพนัธุจุลิ
นทรีย. พบวา B-16 มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากที่สุด. เชื้อจุลินทรยีที่สามารถ
ผลิตกาซไฮโดรเจนไดทั้งหมดถูกเก็บรักษาไวในหลอดสญุญากาศ (lyophilize),  ดังรูปที่ 11.  
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รูปท่ี 11.   เชื้อจุลินทรียบริสุทธ์ิท่ีเก็บไวในหลอดสุญญากาศ (lyophilize). 
 
ตารางที่  10.   รอยละกาซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นจากกลุมตวัอยางอางอิงท่ีไมผานการบาํบัด 
 

ตัวอยาง ปริมาณกาซทั้งหมด (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  แสดงถึงตัวอยางที่เลือกไปจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรีย 
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3.2.2  กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการตม 
  จากตารางที่ 11  พบวา กลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขัน้ตนดวยวิธีการตม มี 6 โคโลนี         
ที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.   โดยมี 4 โคโลนีที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากกวารอยละ 
60    และไดเลือก 2 โคโลนีไดแก  Boil-2 และ Boil-11   ที่มีลักษณะแตกตางกันไปทําการจําแนก
ชนิดและสายพันธุจุลินทรีย.     พบวา Boil-11  มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดมาก
ที่สุด   เชือ้จุลินทรียที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดทั้งหมดถูกเกบ็รักษาไวรูปของ lyophilize  
เชนเดยีวกัน. 
 
ตารางที่ 11.    รอยละกาซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นจากกลุมตวัอยางทีผ่านการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการตม 
 

ตัวอยาง ปริมาณกาซทั้งหมด (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  แสดงถึงตัวอยางที่เลือกไปจัดจําแนกสายพันธุจุลินทรีย 
 

3.2.3  กลุมตัวอยางทีผ่านการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการปรับกรด 
เมื่อทําการทดสอบการเกิดกาซไฮโดรเจนกับกลุมตัวอยางที่ผานการบําบัดขั้นตนดวยวิธีการ

ปรับกรด พบวา ทั้ง 3 ตัวอยางไมสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.     
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3.3 การจําแนกชนิด และสายพันธุจุลินทรีย 
 จากการทดลองดังกลาวขางตน  ไดเลือกตัวอยางรหัสหมายเลข B-8, B-11, B-16, Boil-2 

และ Boil-11  มาทําการตรวจสอบเพื่อจําแนกชนิดและสายพันธุจุลินทรีย  ดวยวิธีการทดสอบทาง
ชีวเคมี (biochemical test) โดยใชชุดทดสอบ API 32A  ดังรูปที่ 12.   ผลการจําแนกชนิด และสาย
พันธุจุลินทรีย  แสดงไดดังตารางที่  12.   

 

 
 

รูปท่ี  12.  ผลการทดสอบจําแนกชนดิ และสายพันธุจุลินทรียดวยชดุทดสอบ API 32A. 
 

ตารางที่  12.  การจําแนกชนดิ และสายพันธุจุลินทรีย 
 
ตัวอยาง ชนิดสายพันธุ 

จุลินทรีย 
ลักษณะโคโลนีท่ีปรากฎ ลักษณะการยอมแกรม Vol gas 

(ml) 
%H2 

B8 Clostridium 
perfringens 

กลมนูน สีขาวขุน นูนตรงกลาง 
ขอบหยัก ผิวขรุขระ ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอรขนาดใหญ 

56 67.84% 

B11 Clostridium  
tyrobutyricum 

กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนยาวติดสีน้ําเงิน 58.5 67.66% 

B16 Clostridium  
acetobutyricum 

กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอรที่ปลายเซลล 

152 72.61% 

Boil 2 Clostridium   
botulinum 

กลมแบน สีครีม ขอบหยัก ผิวมัน
วาวเยิ้ม ขนาดกลาง 

ทอนสั้นหนาติด 
สีน้ําเงิน 

138.5 71.67% 

Boil 11 Clostridium  
acetobutyricum 

กลมนูน สีครีม ขอบเรียบ ผิวเรียบ 
มันวาว ขนาดใหญ 

ทอนสั้นติดสีน้ําเงิน  
มีสปอร 

124.5 80.19% 

 
หมายเหตุ : ตัวหนา  แสดงถึงสายพันธุที่นํามาใชในการทดลองระบบตอเนื่อง 
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จากผลการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test  พบวา ตัวอยาง 
B-16 และ Boil 11  คือ  Clostridium  acetobutyricum ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน
สูงสุด,  จึงเลือกสายพันธุชนิดนี้มาทําการทดลองในระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับหองปฏบิัติ 
การอยางตอเนือ่ง. 

 
ในชวงเริ่มตนทดลองระบบตอเนื่องในหองปฏิบัติการ ไดมีการเพิ่มปริมาณเชือ้จุลินทรีย

บริสุทธิ์สายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum  ซ่ึงไดปริมาณเชื้อเร่ิมตนที่  MLSS  92,216 มก./ล.   
และ MLVSS  73,773  มก./ล.  ในปริมาตร  0.5  ลิตร. 
 
3.4 การสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานีคลองหา 

จากการสํารวจสมบัติน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. เทคโนธานี คลองหา  ซ่ึงมีรานคาที่
จําหนายอาหารขาว   จํานวน 2 ราน,  กวยเตี๋ยว จํานวน 2 ราน,   ขนมหวานและน้าํดื่ม จํานวนละ         
1 ราน,   พบวา ปริมาณน้ําเสียเศษอาหารที่เกิดขึ้นโดยเฉลี่ยในแตละวนัประมาณ 8-10 ลิตร  ขึ้นกบั
จํานวนรานคาที่เปดจําหนายในแตละวัน.    สําหรับคาความสกปรกหรือคาซีโอดีและบีโอดีของน้ํา
เสียเศษอาหารแสดงไดดังตารางที่ 13,    ซ่ึงมีคาเฉลี่ยซีโอดีและบีโอดีอยูที่ 68,544 มก./ล และ  
22,848 มก./ล., ตามลําดับ.    จากการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552)  พบวา สมบัติ
ของน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. บางเขน   มีคาความสกปรกคอนขางสูงมากกวา   โดยเฉพาะ
ซีโอดีและบีโอดี  โดยมีคาเฉลี่ยที่ 111,551 มก./ล. และ 55,776 มก./ล., ตามลําดับ 

 
ตารางที่  13.   สมบัติของน้ําเสียจากโรงอาหาร วว. เทคโนธานีคลองหา 
 
พารามิเตอร หนวย คาต่ําสุด-คาสูงสุด คาเฉลี่ย 
ซีโอดี มิลลิกรัมตอลิตร 36,556-97,866 68,544 
บีโอดี มิลลิกรัมตอลิตร 12,185-32,622 22,848 

 
จากตารางที่ 13 จะเห็นไดวา สมบัติของน้ําเสียเศษอาหารที่ วว. เทคโนธานี คลองหา มีคา

คอนขางต่ํามาก  ซ่ึงตางจากน้ําเสียเศษอาหารที่โรงอาหาร วว. บางเขน.    ดังนั้นจงึทําการทดลอง
ในชวงของน้ําเสียที่มีความเขมขนต่ําๆ   เพื่อหาความเปนไปไดในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําเสยี
ที่มีความเขมขนต่ํา.  ในชวงเร่ิมตน เตรยีมน้ําเสียใหมีซีโอดีประมาณ  20,000 มก./ล.  สําหรับ
ปอนเขาสูกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน    โดยกระตุนใหเชื้อจุลินทรียที่บริสุทธิ์คุนเคยกับน้ําเสีย
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ประเภทนี้กอน   และกําหนดระยะเวลาเก็บกักน้ําเสียในชวงเริ่มตนที ่ 1 วัน     แลวจึงเพิ่มความ
เขมขนน้ําเสียใหมากขึน้.   
 
3.5  การศึกษาความสัมพันธของปจจัยตางๆ ในการผลิตกาซ   

ในกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน ถือวากระบวนการนี้เปนการยอยสลายเบื้องตน  ซ่ึง
สารอินทรียสวนใหญจะกลายเปนกรดอินทรีย  ไดแก  กรดแอซีติก,  กรดโพรไพโอนิก   และกรด
บิวทิริก เปนสวนใหญ,      ซ่ึงในกระบวนการนี้สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได.   ระดับพีเอชทีไ่ด
หลังจากผลิตกาซไฮโดรเจนแลวจะมีคาต่ําในชวง 4.3-4.5  (นาถพนิิจและคณะ 2552; Fang and Liu 
2002; Ginkel et al. 2001)       

 
จากการทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552) พบวา สภาวะการทํางานของเชื้อจุลินทรีย

ผสม (mix culture) ในการผลิตกาซไฮโดรเจนนั้น    ไมสามารถปรับระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนที่
พีเอชกลางได เนื่องจากเชื้อจุลินทรียผสมมีเชื้อจุลินทรียกลุมที่สรางกาซมีเทนรวมอยูดวย.   ถาระดับ
พีเอชเร่ิมตนมีคาใกลเคียงที่เปนกลางหรือระดับพีเอชมากกวาหรือเทากับ 7 อาจจะสงผลใหเชื้อ              
จุลินทรียกลุมสรางกาซมีเทนสามารถเปลี่ยนกรดอินทรียที่เชื้อกลุมสรางกาซไฮโดรเจนผลิตขึ้นมา  
นําไปผลิตเปนกาซมีเทนได   หรือมีแนวโนมการใชกาซไฮโดรเจนไปผลิตกรดโพรไพโอนิกเพิ่มขึ้น    
และทําใหตรวจพบกาซมีเทนได.      ดังนั้น ระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตน  จึงเปนขอจํากัดในการใช
เชื้อจุลินทรียผสมในการผลิตกาซไฮโดรเจน.  โดยจากการทดลองที่ใชเชื้อจุลินทรียผสม  ไดมีการ
ควบคุมระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนใหอยูในชวง 5-5.5 เพื่อใหน้ําเสียที่ผานการผลิตกาซไฮโดรเจน 
แลวอยูในชวง 4.3-4.5,  ซ่ึงทําใหประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนมีคาในชวง 0.11-0.12 ลิตร
ไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัด. 

 
ดังนั้น ในการทดลองนี้ไดเลือกใชเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium  acetobutyricum ซ่ึง

เปนเชื้อจุลินทรียที่ผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด   ซ่ึงระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนนาจะสามารถ
ปรับใหมีคาใกลเคียงสภาวะที่เปนกลางหรอืที่ 7  ได      เพื่อใหสามารถเกิดกรดอินทรียไดมากที่สุด   
โดยที่ระดับพีเอชมีชวงกวางมากขึ้นในการลดจาก 7 มาเปนในชวง 4.3-4.5.    เนื่องจากการทดลองที่
ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552) พบวา อัตราสวนกรดอนิทรยีออกและเขาอยางนอย 1.78  
สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ.    อัตราสวนระหวางกรดอินทรียออกและเขามี
ความสัมพันธแบบแปรผันตรงกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน     ซ่ึงปริมาณกรดอินทรยีที่
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ไดหลังจากการผลิตกาซไฮโดรเจนมีปริมาณมาก แสดงวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนทีไ่ดจะมปีริมาณ
สูงมากขึ้นดวยและสงผลใหระดับพีเอชลดต่าํลง. 

 
การทดลองนี ้ จึงศึกษาหาความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนกับระยะเวลา

เก็บกัก  และระยะเวลาเก็บกกักับประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจน    เพื่อนําไปใชในการทดลอง
การผลิตกาซไฮโดรเจนอยางตอเนื่องในระดับหองปฏิบัตกิาร. 
 
 3.5.1  ความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนและประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
   การศึกษาความสัมพันธระหวางระดับพีเอชของน้ําเสียเร่ิมตนและประสิทธิภาพการผลิต
กาซไฮโดรเจน ไดทําการทดลองโดยใชวิธีการเดยีวกับการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนดวยวิธี BHP test   ที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 และ 48 ช่ัวโมง.    ผลการทดลองดังตารางที่  
14-15   และรูปที่  13.         
 
ตารางที่ 14.  ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากระดับพีเอชตางๆ 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.  ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนจากระดับพีเอชตางๆ 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.  ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจน. 

 
 จากตารางที่ 14-15  และ รูปที่ 13 พบวา ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนที่
ระยะเวลาเก็บกักที่ 24  และ 48 ช่ัวโมงของทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซไฮโดรเจนที่ 4 ถึง 7,   จะได
ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนต่าํกวา 4.5    โดยอยูในชวง  3.44-4.35.  นอกจากนี้ ยังพบวา 
ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 48 ช่ัวโมง,  ที่ระดบัพีเอชตั้งแต 5.0-7.0 สามารถผลิตกรดอินทรียไดอยางมี
ประสิทธิภาพ  เนื่องจากระดบัพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนใกลเคียง 4.3,   โดยเฉพาะที่ระดับ          
พีเอช 7 เนื่องจากมีชวงกวางของระดับพีเอชที่สามารถลดใหลงมาอยูที่ 4.3 ไดมากกวาที่ระดบั         
พีเอชอื่นๆ.     นอกจากนี้ จะเห็นไดวา ที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 ช่ัวโมง   ทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซ
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ไฮโดรเจนมีระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนต่ํากวา 4.30  และมีคาต่ํากวาที่ระยะเวลาเก็บกกั 
48 ช่ัวโมง ทุกระดับพีเอชเดยีวกัน. ทําใหประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนต่าํกวา  เนื่องจาก
ที่ระยะเวลาเกบ็กัก 48 ช่ัวโมง  มีประสิทธิภาพการเกดิกาซไฮโดรเจนสูงกวา     เนื่องจากการเกดิ
กาซไฮโดรเจนจะมกีาซคารบอนไดออกไซดเกิดรวมอยูดวย.   กาซคารบอนไดออกไซดสามารถ
ละลายน้ําและมีผลทําใหระดบัพีเอชสูงขึ้น     ซ่ึงใน 24 ช่ัวโมงแรกมีการเกิดกาซไฮโดรเจนและกาซ
คารบอนไดออกไซดไดนอย   จึงทําใหระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนทีร่ะยะเวลาเก็บกัก  
48 ช่ัวโมงสูงกวา.   นอกจากนี้ การควบคุมระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนใหอยูในชวง 
4.3-4.5 จะทําใหมีประสิทธภิาพการผลิตกาซไฮโดรเจนสูง  ดังการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจ
และคณะ (2552).  
 

3.5.2 ความสัมพันธระหวางระยะเวลาเก็บกักกับประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน 
จากตารางที่ 14-15   และรูปที่ 14-15  พบวา ที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพ

การผลิตกาซไฮโดรเจนสูงกวาที่ระยะเวลาเก็บกักที่ 24 ช่ัวโมง, โดยมีปริมาณกาซไฮโดรเจนที่
เกิดขึ้นและรอยละกาซไฮโดรเจนที่สูงกวาทุกระดับพเีอชกอนผลิตกาซไฮโดรเจน.    ทั้งนี้เนื่องจาก
ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนทีไ่ดทุกระดับพีเอชที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมงมีคาสูงกวา 
24 ช่ัวโมง ทําใหจุลินทรยีสามารถทํางานไดดีกวา,  ซ่ึงไดรับการสนับสนุนจากการทดลองของ Fang 
and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001)  ที่พบวา จุลินทรียในกลุมสรางกรดนี้สามารถทํางานไดดี
ในสภาวะที่เปนกรด หรือที่พีเอช 4.5-5.5.      

 
เนื่องจากการทดลองนี้เปนการทดลองแบบรุนผลิต  คือ มีการเติมน้ําเสียในครั้งเดยีวและทํา

การทดลองที่ระยะเวลาเก็บกกั 24 ช่ัวโมงและ 48 ช่ัวโมง  โดยแยกชุดการทดลองกัน,   ซ่ึงจุลินทรีย
จะทํางานไดดใีนชวง 24-48 ช่ัวโมงในการผลิตกรดอินทรีย   โดยเปลี่ยนสารที่มีโมเลกุลใหญไปเปน
กรดอินทรีย.  ดังนั้น ในปริมาณอาหารที่เทากันเมื่อมรีะยะเวลาเก็บกักยาวนานขึน้ จุลินทรียสามารถ
นําอาหารที่มีมาผลิตกรดอินทรียและกาซไฮโดรเจนไดมากขึ้น.  จากการทดลอง จะเห็นไดวา อัตรา
การเกิดกาซเฉลี่ยตอวันที่ระยะเวลาเก็บกัก 48 ช่ัวโมง  มีคาสูงกวาที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 ช่ัวโมง.   
แสดงวา อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนในชวงเวลา 24-48 ช่ัวโมงมคีามาก ซ่ึงสอดคลองกับชวง
ระยะเวลาในการการกระตุนเชื้อกลุม Clostridium spp. ในชวงเวลา 24-48 ช่ัวโมง.       

 
จากการทดลองที่ผานมาของนาถพินิจและคณะ (2552)  พบวา ในการทดลองระบบตอเนื่อง

ในระดับหองปฏิบัติการที่ระยะเวลา 1 วนั มีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนมากกวา 2 และ 



 45

3 วัน, ตามลําดับ.    ทั้งนี้เนื่องจากวาที่ระยะเวลาเก็บกัก 1 วัน  ระบบสามารถรักษาระดับพีเอชหลัง
การผลิตกาซไฮโดรเจนในชวง 4.3-4.5    ไดคงที่ยาวนานมากกวาที่ระยะเวลาเก็บกักมากกวา 1 วัน.   
ดังนั้น ในการทดลองระบบตอเนื่องในระดับหองปฏิบตัิการจะใชระยะเวลาเก็บกักที่ 1 วันในการ
เดินระบบ. 
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รูปท่ี 14.  ปริมาณกาซไฮโดรเจนของแตละระดับพีเอชใน 24 และ 48 ชั่วโมง. 
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รูปท่ี 15.  รอยละไฮโดรเจนของแตละระดับพีเอชใน 24 และ 48 ชั่วโมง. 
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3.6 ประสิทธิภาพของการผลิตกาซไฮโดรเจนของระบบตอเนื่อง ในระดับหองปฏิบัติการ 
 น้ําเสียเศษอาหารที่ใชในการทดลอง   มีปริมาณซีโอดีในแตละวันแตกตางกันมาก  ดังแสดง
ในตารางที่  13.   จะเห็นไดวา มีคาต่ําสุดและสูงสุด เปน  36,550  และ 97,866 มก./ล., ตามลําดับ.    
จึงทําใหมกีารเตรียมน้ําเสียไดคอนขางลําบาก    เนื่องจากในชวงเริม่ตนการทดลอง น้ําเสียเศษ
อาหารที่ไดมีความเขมขนสูง    จึงจําเปนตองเจือจางน้ําเสยีใหมีความเขมขนเริ่มตนที่  20,000 มก./ล.   
เมื่อดําเนินการทดลองมาถึงชวงที่เปลี่ยนความเขมขนใหมคีาสูงขึ้น   พบวา น้ําเสียเศษอาหารที่ได
ในชวงหลังนี้จะมีคาความสกปรกคอนขางต่ํามาก.   ทาํใหอัตราภาระซีโอดีที่เขาระบบไมสามารถ
ควบคุมไดตามที่กําหนดไว    มีผลทําใหไมจําเปนตองเจือจางน้ําเสยีเขาระบบและไดเพิ่มปริมาณซี
โอดีถึง  52,000  มก./ล.    ระดับพีเอชของน้ําเสียเศษอาหารมีคานอยกวา 4   ซ่ึงมีความเปนกรดสูง
มาก ไมสามารถนํามาใชไดโดยตรง.  ดังนั้น ตองมีการปรับสภาพน้ําเสยีใหอยูในระดับพีเอช
ประมาณ 7.0  ในชวงเริ่มตน   โดยใชสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขนรอยละ 10,   
กอนที่จะปอนเขาสูถังหมักไฮโดรเจน  เพื่อไมใหมีความเปนพิษตอจลิุนทรีย    และใหระบบ
สามารถรองรับกรดอินทรียที่เกิดขึ้นได   โดยที่ระดับพีเอชในถังหมัก  ไมเปลี่ยนแปลงมากนักหรือ
เขาสูสมดุลแลวจึงลดระดับพเีอชเริ่มตนใหอยูที่ 5.0. 
 

สมบัติของน้ําเสียเศษอาหารที่ใชในการทดลองมีความแตกตางกันมาก  จึงไดทําการทดลอง 
2 อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 และที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน. ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน 
ในแตละอัตราภาระรับซีโอดแีสดงไดดังตารางที่ 16-17 และรูปที่  16-21 จะเหน็ไดวา ประสิทธิภาพ
การบําบัดซีโอดี    และบีโอดีที่อัตราภาระรับซีโอดี 20 กรัมตอลิตรตอวัน ดังรูปที่ 16-17,  มีคาเฉลี่ย
ที่รอยละ 30.00 และ 25.40, ตามลําดับ.  ที่อัตราภาระรบัซีโอดี 30 กรัมตอลิตรตอวัน  มีคาเฉลี่ยที่ 
รอยละ 26.66 และ 23.66, ตามลําดับ.  ทั้งสองอัตราภาระรับซีโอดีมีประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดี  
ไมเกินรอยละ 30   ซ่ึงเปนไปตามการทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552).   จะเหน็ไดวา เมื่ออัตรา
ภาระรับซีโอดสูีงขึ้น  ประสิทธิภาพการบําบัดซีโอดีและบีโอดีจะลดลง   เนื่องจากความเขมขนของ
ซีโอดีมีมากขึ้นแตมีระยะเวลาเก็บกักเทาเดิม  ทําใหระยะเวลาเกบ็กักไมเพียงพอที่จะยอยสลาย
สารอินทรียที่มี.  สอดคลองกับการทดสอบประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยพบวา เมื่อ
ระยะเวลาเก็บกักมากขึ้น จุลินทรียสามารถยอยสลายสารอินทรียไดมากขึ้น.   
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ตารางที่ 16.   สมบัติของน้ําเสียกอน-หลังเขาถังหมักท่ีอัตราภาระรับซีโอดี 20 ก./ล.-วัน 
 

น้ําเสียกอนเขาถังหมัก น้ําเสียหลังออกถังหมัก พารามิเตอร หนวย 
ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย 

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    

อัตราสวนกรดอินทรียออกตอ
กรดอินทรียเขา 

2.27-9.39 4.20    

อัตราการเกิด
กาซไฮโดรเจน 

L/gCODr-d 0.05-0.31 0.15    

ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจน 

% 22.08-52.21 43.99    

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

ลิตร  0.50    

ปริมาณอาหาร
ตอจุลชีพ 

ก.ซีโอดี/ 
ก.วีเอสเอส 

 1.23    

 
หมายเหตุ   *  มิลลิกรัมตอลิตรในรูปของกรดแอซีติก **  รอยละการเพิ่มขึ้นของกรดอินทรีย 
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ตารางที่ 17.  สมบัติของน้ําเสียกอน-หลังเขาถังหมัก ท่ีอัตราภาระรับซีโอดี 30 ก./ล.-วัน 
 

น้ําเสียกอนเขาถังหมัก น้ําเสียหลังออกถังหมัก พารามิเตอร หนวย 
ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย ตํ่าสุด-สูงสุด คาเฉลี่ย 

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    

อัตราสวนกรดอินทรียออกตอ
กรดอินทรียเขา 

2.00-5.73 3.50    

อัตราการเกิด
กาซไฮโดรเจน 

L/gCODr-d 0.12-0.34 0.19    

ปริมาณกาซ
ไฮโดรเจน 

% 27.70-41.00 34.15    

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

ลิตร  0.50    

ปริมาณอาหาร
ตอจุลชีพ 

ก.ซีโอดี/ก.วี
เอสเอส 

 1.53    

 
หมายเหตุ  *  มิลลิกรัมตอลิตรในรูปของกรดแอซีติก **  รอยละการเพิ่มขึ้นของกรดอินทรีย 
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รูปท่ี 16.   ปริมาณซีโอดีเขา-ออก และประสิทธิภาพการกําจัด. 
 

0
5,000

10,000
15,000
20,000
25,000
30,000
35,000

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
days

BO
D (

mg
/l)

0.00

25.00

50.00

75.00

100.00

%BOD RR.

Influent H2 Effluent H2
RRh%

COD 20,000 mg/l COD 30,000 mg/l

 
รูปท่ี 17.   ปริมาณบีโอดีเขา-ออก และประสิทธิภาพการกําจัด. 
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รูปท่ี 18.  ระดับพีเอชเขา-ออกจากถังหมักกาซไฮโดรเจน. 
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รูปท่ี 19.   ปริมาณกรดอินทรียเขา-ออก และอัตราสวนกรดอินทรียออก และเขา. 
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รูปท่ี 20.   ปริมาณกาซไฮโดรเจน  และประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน. 
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รูปท่ี 21.   ปริมาณกาซที่เกิดขึ้น   และรอยละกาซไฮโดรเจนและกาซคารบอนไดออกไซด. 
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จากรูปที่  18   จะเหน็ไดวา ในชวงเริ่มตนในการเดินระบบที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัม
ตอลิตรตอวัน, ระดับพเีอชของน้ําเสียกอนเขาถังหมักไฮโดรเจนจะควบคุมไวที่ 7.00 เพื่อใหสามารถ
เกิดกรดอนิทรยีใหไดมากทีสุ่ด  และใหระดับพีเอชที่ออกจากถังหมกัมีแนวโนมคงที่ในชวง 4.3-4.5,    
แลวจึงลดระดบัพีเอชของน้ําเสียกอนเขาถังหมักลงใหมีคาที่ 5.00, เพื่อใหระบบสามารถรักษา
สภาวะสมดุลของระบบหรือระดับพีเอชใหคงที่ได.  จะเหน็ไดวา ระดับพีเอชของน้ําเสียที่ออกจาก
ถังหมักมีคาคอนขางคงที่ในชวง 4.3-4.5  ที่อาจจะมแีนวโนมสูงขึ้นบาง แตจะมีคาไมเกิน 4.5,   ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Fang and Liu (2002) และ Ginkel et al. (2001) ที่วา ระดับพีเอชที่
เหมาะสมในการควบคุมการเกิดกาซไฮโดรเจนควรอยูที่ 5.5    และที่ระดับพีเอช 5  สามารถยับยั้ง
ขั้นตอนการสรางกาซมีเทนไดเปนอยางดี (Han and Shin 2004). 

 
จากรูปที่ 19  พบวา กรดอินทรียที่ระเหยงายที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน 

มีคาเฉลี่ยที่ 771 มก./ล. ในรปูกรดแอซีติก  ซ่ึงมีคาต่ํากวาที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอ
วัน ที่คาเฉลีย่ 1,514 มก./ล. ในรูปกรดแอซีติก.     สําหรับอัตราสวนกรดอินทรียออกตอกรดอินทรีย
เขาที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยที่ 4.20,  ซ่ึงมีคามากกวาที่อัตราภาระรบั
ซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน  ที่คาเฉลี่ย 3.50.  เห็นไดวา เมื่ออัตราภาระรับซีโอดีสูงขึ้นปริมาณกรด
อินทรียและซโีอดีเพิ่มขึ้นตามไปดวย,   สอดคลองกับการทดลองของ Yu and Fang (2001).   ทําให
อัตราสวนกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขามีแนวโนมลดลง  เนื่องจากสมบัติของน้ําเสียกอนเขามี
คาความเขมขนสูงกวามาก. ทําใหแนวโนมกรดอินทรียของน้ําเสียที่ออกจากถังหมักมีรอยละการ
เพิ่มขึ้นที่ต่ํากวา  จึงทําใหอัตราสวนกรดอนิทรียออกตอกรดอินทรียเขามีคาต่ํากวา  ซ่ึงสอดคลองกับ
การทดลองของนาถพินิจและคณะ (2552) ที่วา อัตราสวนของกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขาถัง
หมัก (VFAeff/inf)   มีแนวโนมลดลงเมือ่อัตราภาระรบัซีโอดีเพิ่มขึ้น  ทั้งนี้เนื่องจากกรดอนิทรีย
กอนเขาถังหมกัมีคาสูงมาก   ทําใหระบบไมสามารถรักษาระดับพีเอชของน้ําเสียใหคงที่ได,    จึงทํา
ใหประสิทธิภาพในการผลิตกรดอินทรียลดลง.   อัตราสวนของกรดอินทรียออกตอกรดอินทรียเขา
ควรมีคาอยางนอย 1.78  เพือ่ใหมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนอยางมนีัยสําคัญ. 

 
 สําหรับปริมาณเชื้อจุลินทรยีสายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum  ที่ใชตอนเริ่มตนมี
ความเขมขนที ่92,216 มก./ล. ในรูปของ MLSS  และที่ 73,773 มก./ล. ในรูปของ MLVSS  ปริมาตร 
0.5 ลิตร, ดงัแสดงไดดังตารางที่ 16. ดังนั้น ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน                        
มีอัตราสวนอาหารตอจุลินทรีย หรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที ่ 1.23   กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอส
เอส.  โดยมีปริมาณของซีโอดีเฉลี่ยในระบบที่สภาวะสมดุลที่  45.31  กรัมตอวัน    และมีปริมาณ
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เชื้อจุลินทรียในถังหมัก  36.89  กรัม ในรูปของ MLVSS.    เมื่อเดนิระบบไปประมาณ 45 วนั  
ปริมาณเชื้อจุลินทรียเพิ่มขึ้นเปน  104,402 มก./ล. ในรูปของ MLSS และที่ 83,522 มก./ล. ในรูปของ 
MLVSS, จึงเพิ่มปริมาณซโีอดีเขาระบบเปนที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน                     
ดังตารางที่ 16.    ดังนั้น อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียหรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที่  1.53  
กรัมซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส.  โดยมีปริมาณของซีโอดีเฉลี่ยในระบบทีส่ภาวะสมดุลที่  64.03  กรัม
ตอวัน    และมีปริมาณเชื้อจลิุนทรียในถังหมัก  41.76  กรัม ในรูปของ MLVSS.    จากการทดลอง
ของ Liang et al. (2001)  พบวา อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียที่เหมาะสมควรอยูที่ 4-16 กรัมซีโอดี
ตอกรัมวีเอสเอส  ซ่ึงมีคาสูงมาก  เมื่อเทียบกับอัตราสวนอาหารตอจุลินทรียที่ไดจากการทดลองนี้.  

 
 เมื่อเปรียบเทียบอัตราการเกดิกาซไฮโดรเจนที่ได พบวาที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 20 และ 30 
กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยเปน 0.15 และ 0.19 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั,                
ดังแสดงไดดังรูปที่  20.      จะเหน็ไดวา เมือ่อัตราภาระรบัซีโอดีสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน
เพิ่มสูงขึ้นดวย  ซ่ึงไดรับการสนับสนุนจากการทดลอง Yu and Fang (2001).   เนื่องจาก
ประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีต่ําลง,  แตปริมาณกาซที่เกดิขึ้นมีแนวโนมเพิ่มขึ้น  ทําใหอัตราการเกดิ
กาซสูงขึ้นดวย.  นอกจากนี ้ ยังพบวา เมือ่อัตราสวนอาหารตอจุลินทรียสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนสูงขึ้นดวย  ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Liang et al. (2001),  เนื่องจากมีสารอินทรีย
ที่สามารถยอยสลายไปเปนกรดอินทรียและกาซไฮโดรเจนเพิ่มมากขึ้น.    
 

จากรูปที่ 21   เห็นไดวา รอยละกาซไฮโดรเจนที่ไดของอัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอ
ลิตรตอวัน  มีคาต่ํากวาที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  โดยมีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 34.15 และรอยละ 43.99, 
ตามลําดับ, เนื่องจากการผลิตกาซไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นรวมกับกาซคารบอนไดออกไซด. กาซ
คารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นในชวงแรกๆ ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  จะละลาย
ในน้ํา,    เพื่อเพิ่มสภาวะบัฟเฟอรใหระบบใหสามารถรองรับกรดอินทรียที่เพิ่มขึ้นได  โดยที่ระดับ 
พีเอชไมลดต่ําลงกวาคาที่ควบคุมไว จึงทําใหรอยละกาซคารบอนไดออกไซดในชวงแรกมีคาต่าํกวา.   
ทั้งนี้เมื่อกาซคารบอนไดออกไซดละลายจนถึงจุดอิ่มตัวหรือระบบเขาสูสภาวะสมดุลแลวที่ระดับ   
พีเอชในชวง 4.3-4.5, กาซคารบอนไดออกไซดจะละลายน้ําไดนอยลง  ทําใหรอยละกาซคารบอนได 
ออกไซดเพิ่มขึ้นและรอยละกาซไฮโดรเจนลดลงที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน.     
จากการทดลองนี้ จะเห็นไดวา อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนของเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium  
acetobutyricum มีคาสูงกวาเชื้อจุลินทรียผสมของนาถพินิจและคณะ  (2552)   ที่มีอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนที่  0.12  ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวัน.      
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ตารางที่ 18.   ความสัมพันธระหวางอัตราการเกิดกาซกับอัตราสวนกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก แล
กรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก 

 
อัตราภาระรับซีโอดี 

(ก.ซีโอดี/ล.-วัน) 
อัตราสวนกรด 

โพรไพโอนิกตอกรด
แอซีติก 

อัตราสวนกรดบิวทิริก
ตอกรดแอซีติก 

อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน 
(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.    อัตราสวนระหวางกรดโพรไพโอนิกกับกรดแอซีติก และกรดบิวทิริกกับกรดแอซีติก. 

 
จากการทดลองของ Bai et al. (2003c)  พบวาปริมาณกรดอินทรยีแตละชนิดทีผ่ลิตได   

ไดแก กรดแอซีติก,  กรดโพรไพโอนิก  และกรดบวิทิริก, เปนตน  มีผลตอปริมาณการเกดิกาซ
ไฮโดรเจนดวย.   จากการทดลองนี้ไดอัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดแอซีตกิ (C3/C2)  และ
อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) ดังตารางที่  18   และรูปที่  22.   จะเห็นไดวา 
อัตราสวนของกรดอินทรียแตละชนิดแบงออกไดเปน 3 ชวง.  ในชวงแรกที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 
กรัมตอลิตรตอวันนัน้ มีคาเฉลี่ยอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  และ
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อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) เปน 0.09 และ 1.66, ตามลําดับ.  โดยมีอัตราการ
เกิดกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.13 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.    ชวงที่สองที่อัตรา
ภาระรับซีโอดทีี่ 20 กรัมตอลิตรตอวันเชนเดียวกัน, แตมคีาเฉลี่ยอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอ
กรดแอซีติก (C3/C2)  และอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) เปน 0.41 และ 1.01, 
ตามลําดับ. โดยมีอัตราการเกดิกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.18 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซโีอดีที่ถูกกําจัด
ตอวัน.  สวนในชวงที่สามที่อัตราภาระรบัซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยอัตราสวนของ
กรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  และอัตราสวนของกรดบวิทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) 
เปน 0.16 และ 0.92, ตามลําดับ.  โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.17 ลิตรไฮโดรเจนตอ
กรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวัน.     

 
จะเหน็ไดวา ในชวงแรกและชวงที่สองอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก

เพิ่มขึ้น,  เมือ่อัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีิกลดลง  ทําใหอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจน
เพิ่มขึ้น.  แตในชวงที่สองและสามพบวาอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซตีิก ใกลเคียงกัน          
เมื่ออัตราสวนของกรดโพรพิโอนิกตอกรดแอซีติกลดลง ทําใหอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนมีคามาก
ใกลเคียงกัน  และลดลงตามอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก.   แสดงวาอตัราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนขึ้นกับอัตราสวนของกรดบิวทริิกและกรดแอซีติกเปนหลัก.   จากการทดลองของ Vavilin 
et al. (1995)  พบวา จะเกิดปฏิกิริยาการแขงขันกันระหวางปฏิกิริยาการเกิดกรดบวิทิริกและกรดโพร
ไพโอนิก,   โดยที่การเกิดกรดบิวทิริกจะใหกาซไฮโดรเจน แตการเกดิกรดโพรไพโอนิกเปนการใช
กาซไฮโดรเจน. แสดงวา ถาไดกรดบวิทิริกสูงกวากรดโพรไพโอนิก  จะไดกาซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น.      
จากการทดลองของ Horiuchi et al. (2002) พบวา ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตไดมีความสัมพันธ
โดยตรงกับปรมิาณการเกดิกรดบิวทิริก.   ดังนั้น อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนนัน้จึงขึน้กับอัตราสวน
ของกรดบิวทริิกตอกรดแอซีติกเปนหลัก  ซ่ึงควรจะมีคาใกลเคียง 1  และอัตราสวนของกรด                   
โพรไพโอนิกตอกรดแอซีตกิควรมีคานอยกวาหรือเทากบั 0.1   ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Chang and Lin (2003)  ที่ไดอัตราสวนระหวางกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติกในชวง 1.52-1.75.    
นอกจากนี้ยังสอดคลองกับการทดลองของ Bai et al. (2003c)  ที่วาตัวบงชี้ในการเกดิกาซไฮโดรเจน 
คือ กรดบิวทิริกตองมีปริมาณมากกวากรดแอซีติกและมากกวากรดโพรไพโอนิก, ตามลําดับ.   
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

 การคัดเลือกสายพันธุจุลินทรียสําหรับการผลิตกาซไฮโดรเจนจากขยะเศษอาหาร สามารถ
สรุปไดดังนี.้ 
   
 เทคนิคการบําบัดขั้นตนสําหรับปรับสภาพเชื้อจุลินทรียไมใชอากาศกลุมสรางกาซมีเทน 
เพื่อใหไดจุลินทรียกลุมสรางกาซไฮโดรเจนนั้นสามารถทําไดโดยใชวิธีการตมที่ 90oซ. เปนเวลา
อยางนอย  15 นาที,   เพื่อกําจัดจุลินทรียกลุมกาซมีเทนใหเหลือเฉพาะจุลินทรียกลุมที่สามารถสราง
สปอรได. 
 
 จากการคัดเลือกสายพันธุพบวา เชื้อจุลินทรียที่ผานการบาํบัดขั้นตนดวยวิธีการตมที่ 90oซ. 
เปนเวลา  15 นาที,  จะไดเชื้อจุลินทรียกลุม Clostridium spp. เปนสวนใหญ  ไดแก  Clostridium  
acetobutyricum, Clostridium botulinum, Clostridium  perfringens และ Clostridium  
tyrobutyricum   เปนตน,   ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนสูง.   เชื้อจลิุนทรียที่ใชใน
การทดลองระบบตอเนื่อง คือ สายพันธุ  Clostridium  acetobutyricum. 
 
 ถังหมักกาซไฮโดรเจนสําหรับเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์ ในกรณีที่ใชระบบการไหลขึ้น (upflow 
system)  ควรใชตัวกลางรวมดวย,   โดยออกแบบเปนระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้น   (upflow 
anaerobic fixed bed; UAFB)   เนื่องจากเชื้อจุลินทรียสายพันธุ Clostridium spp. มีลักษณะเปน
ตะกอนเบา,  ไมสามารถรวมตัวเปนตะกอนเม็ดได     แตสามารถสรางสปอรหรือเสนใยไวสําหรับ
ยึดเกาะตวักลางได,   จึงควรเลือกใชระบบตรึงฟลมแบบไหลขึ้นมากกวาระบบยเูอเอสบี (upflow 
anaerobic sludge blanket; UASB)      หรือสามารถใชระบบกวนสมบูรณ (completely stirred tank 
reactor, CSTR)  หรือกึ่งกวนสมบูรณ (semi complete mix reactor, SCM) ได   เพื่อเพิ่มพื้นทีก่าร
สัมผัสใหมากขึ้น. 
 
 สภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติกาซไฮโดรเจนแบบรุนผลิต  ควรออกแบบใหมีระยะเวลาเก็บ
กักนาน,  เพื่อใหสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากทีสุ่ด  และระดับพีเอชเริ่มตนของการหมกั
สามารถเริ่มตนไดที่ระดับพีเอช 7, เพื่อใหระดับพเีอชในถังหมักหลังการผลิตกาซไฮโดรเจนไมต่าํ
กวา 4.3. สําหรับสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกาซไฮโดรเจนแบบตอเนื่อง  ควรออกแบบใหมี
ระยะเวลาเก็บกักนอย,  เพื่อใหสภาวะบฟัเฟอรภายในถังหมักไมเปลีย่นแปลงมากนกั.   โดยเฉพาะ
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ระดับพีเอชหลังการผลิตกาซไฮโดรเจน   ควรมีคาระหวาง 4.3-4.5,   โดยปรับระดับพีเอชของน้ําเสีย
เร่ิมตนไดที่ 5-5.5  เพื่อมิใหสภาวะบัฟเฟอรในถังหมักเปลี่ยนแปลงมาก. 
 
 จากการทดลองในระบบตอเนื่อง  พบวา ประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีและบีโอดี ที่อัตรา
ภาระรับซีโอด ี 20 กรัมตอลิตรตอวัน มีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 30.00 และ 25.40, ตามลําดับ    และที่
อัตราภาระรับซีโอดี 30 กรัมตอลิตรตอวัน  มีคาเฉลี่ยเปนรอยละ 26.66 และ 23.66, ตามลําดับ.       
ทั้งสองอัตราภาระรับซีโอดีมีประสิทธิภาพการกําจัดซีโอดีไมเกนิรอยละ 30    สําหรับกรดอินทรีย 
พบวา ทั้ง 2 อัตราภาระรับซีโอดี ที่ 20 และ 30 กรัมตอลิตรตอวันมี อัตราสวนกรดอนิทรียออกตอ
กรดอินทรียเขามากกวา 3,   ซ่ึงถือวามีประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยมีคาเฉลี่ยอยูที่ 
4.2  และ 3.5,  ตามลําดับ. 

 
 เชื้อจุลินทรียทีใ่ชในการทดลองระบบตอเนือ่ง คือ สายพนัธุ  Clostridium  acetobutyricum  
ที่ใชตอนเริ่มตนมีอัตราสวนอาหารตอจุลินทรียหรือ F/M ของถังหมักไฮโดรเจนอยูที ่  1.23  กรัม          
ซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 20 กรัมตอลิตรตอวัน  และเพิ่มขึ้นเปน   1.53  กรัม   
ซีโอดีตอกรัมวีเอสเอส ที่อัตราภาระรับซีโอดีที่ 30 กรัมตอลิตรตอวัน.   

 
 อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนที่ได พบวา ทีอั่ตราภาระรับซีโอดีที่ 20 และ 30 กรัมตอลิตรตอ
วัน มีคาเฉลี่ยเปน 0.15 และ 0.19 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   โดยที่อัตราภาระ
รับซีโอดีสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้นดวย.  นอกจากนี้ ยังพบวา เมื่ออัตราสวน
อาหารตอจุลินทรียสูงขึ้น  อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนสูงขึ้นดวยเชนเดียวกนั.   รอยละของกาซ
ไฮโดรเจนที่ไดของทั้ง 2 อัตราภาระรับซีโอดีเปน 43.99 และ 34.15, ตามลําดับ.   เนื่องจากในชวง
เร่ิมตนกาซคารบอนไดออกไซดที่เกิดขึ้นจะละลายน้ํา    เพื่อเพิ่มสภาวะบัฟเฟอรใหระบบใหรองรับ
กรดอินทรียที่เพิ่มขึ้นได,  จึงทําใหรอยละกาซคารบอนไดออกไซดในชวงแรกมีคาต่ํากวา.   เมื่อกาซ
คารบอนไดออกไซดละลายจนถึงจุดอิ่มตวั,  รอยละกาซคารบอนไดออกไซดจึงเพิม่ขึ้น  และรอยละ
กาซไฮโดรเจนจึงลดลง. 
 

ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ผลิตได มีความสัมพันธโดยตรงกับปริมาณการเกดิกรดบิวทิริก.     
ดังนั้น อัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนนัน้จึงขึน้กับอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก (C4/C2) 
เปนหลัก  ซ่ึงควรจะมีคาใกลเคียง 1    และอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)   
ควรมีคานอยกวาหรือเทากับ 0.1. จากการทดลองไดอัตราสวนของกรดบิวทิริกตอกรดแอซีติก  
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(C4/C2) และอัตราสวนของกรดโพรไพโอนิกตอกรดแอซีติก (C3/C2)  เปน 3 ชวง คือ  ชวงแรกได  
0.09 และ 1.66, ตามลําดับ,  โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลี่ยเปน 0.13 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัม
ซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   ชวงที่ 2 ได   0.41 และ 1.01, ตามลําดับ,  โดยมีอัตราการเกิดกาซ
ไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.18 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่ถูกกําจัดตอวนั.   ชวงที่ 3 ได 0.16 และ 
0.92, ตามลําดับ,   โดยมีอัตราการเกิดกาซไฮโดรเจนเฉลีย่เปน 0.17 ลิตรไฮโดรเจนตอกรัมซีโอดีที่
ถูกกําจัดตอวัน.    
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5. ผลการศกึษาเบื้องตนทางดานการตลาดและผลกระทบของโครงการ 
 

งานวิจยันี้เปนงานวิจยัและพฒันาในขั้นวิจยัพื้นฐาน ซ่ึงการทดลองไดทําการศึกษาใน           
ระดับหองปฏบิัติการ, เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการคัดเลือกสายพนัธุจุลินทรีย  และผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากสายพันธุบริสุทธิ์ สายพันธุจุลินทรียที่คัดเลือกไดมปีระสิทธิภาพในการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน,   จึงควรมีงานวจิัยตอยอด    เพื่อนําสายพันธุจุลินทรียที่คัดเลือกไดมารวมกันพัฒนาเปน
หัวเชื้อจุลินทรียสําเร็จรูป สําหรับผลิตกาซไฮโดรเจน,       เพื่อที่จะสามารถจําหนายไดในทองตลาด.       
นอกจากนี ้ ยังสามารถถายทอดกระบวนการคัดเลือกสายพันธุ, กระบวนการเพิ่มปริมาณ
เชื้อจุลินทรีย,   ตลอดจนการผลิตหัวเชื้อจลิุนทรียสําเร็จรูปสูเชิงพาณิชยได.       ที่สําคัญควรพัฒนา
ตอยอดขยายระบบผลิตกาซไฮโดรเจนในระดับโรงงานนําทาง     เพื่อใชเปนตนแบบในการเผยแพร
องคความรูที่ไดในการพัฒนาพลังงานทดแทนตอไป. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 60

6. ขอเสนอแนะ 
 

พลังงานไฮโดรเจนถือวาเปนพลังงานทางเลือกหนึ่งที่สามารถนํามาใชทดแทนพลังงานจาก
น้ํามันเชื้อเพลิงไดเปนอยางดี ซ่ึงกาซไฮโดรเจนนีเ้ปนพลังงานเชื้อเพลิงสําหรับการเผาไหมที่มี
ประสิทธิภาพสูง, สะอาด และเปนมิตรกับสิ่งแวดลอม,  หลังจากการเผาไหมจะไดเพยีงน้ําและ
พลังงานความรอนเทานั้น.    ดวยเหตุนี ้ พลังงานไฮโดรเจนจึงไมกอใหเกดิกาซเรอืนกระจก และ           
ไมกอใหเกิดมลพิษทางอากาศ.  ทั้งนี้ พลังงานไฮโดรเจนสามารถใชเปนเชื้อเพลิงในครัวเรือน
เชนเดยีวกับการใชกาซหุงตม,  น้ํามันเชื้อเพลิง  หรือกาซชีวภาพ,  เปนตน    และสามารถนําไปใช
กับเซลลเชื้อเพลิง (fuel cell) ในการผลิตไฟฟาได  ซ่ึงสามารถนําพลังงานไฮโดรเจนที่ไดไปใชเปน
เชื้อเพลิงของยานยนตได. 

 
งานวิจยันี้ไดพฒันาเทคโนโลยีการผลิตกาซไฮโดรเจนจากเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์  เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไมใชอากาศและไมใชแสง,  ซ่ึง
กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนํามาใชในครัวเรือน รวมกับกาซชีวภาพหรือกาซมีเทนจากกระบวน 
การหมักแบบไมใชอากาศได เชนเดียวกนั.   โดยกาซไฮโดรเจนทีไ่ดมีคาความรอนสูงกวาน้ํามนั
เชื้อเพลิงไฮโดรคารบอนอื่นๆ  ประมาณ 2.75 เทา, แตการใชในเซลลเชื้อเพลิง หรือในยานยนต
จําเปนตองมีการทํากาซไฮโดรเจนใหบริสุทธิ์กอน,  โดยการกําจัดกาซคารบอนไดออกไซด  โดยใช
สารละลายดางหรือใชตัวดูดซับ เพื่อใหกาซไฮโดรเจนมีความบรสุิทธิ์มากขึ้น, จึงจะสามารถ
นําไปใชกับเซลลเชื้อเพลิงและยานยนตได. 

 
6.1  ศักยภาพในกลุมอุตสาหกรรมหรือชนบท  

1. ความตองการของภาคอุตสาหกรรม  โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่เกี่ยวของกับวัตถุดิบ
ทางการเกษตร เชน อุตสาหกรรมอาหาร เปนตน.  เนื่องจากอุตสาหกรรมการเกษตรมีของเสียที่มีคา
ความสกปรกสูงจํานวนมากที่สามารถนํามาหมักเพื่อผลิตกาซไฮโดรเจนได  ซ่ึงสามารถนําไปใช
เปนพลังงานทดแทนที่สะอาด  ไมกอใหเกดิภาวะโลกรอนได. 
 2. ความตองการของภาคชุมชน โดยเฉพาะโรงอาหาร, ภัตตาคาร, โรงแรม, เปนตน  มีของ
เสียหรือขยะอนิทรียจํานวนมาก   เพื่อลดภาระในการนําไปกําจดัทิ้ง  สามารถนําของเสียมาหมกั
ผลิตกาซชีวภาพได    เพื่อชวยลดตนทุนและคาใชจาย,  พรอมทั้งไดพลังงานสะอาดมาใชประโยชน. 
 
 



 61

6.2  หนวยงานที่สามารถนําผลการวิจัยไปใชประโยชน  
 1.  ชุมชนระดับจังหวดัและระดับอําเภอ   เพื่อเพิ่มมูลคาของเสีย เชน เศษอาหาร, วัสดทุาง
การเกษตร, ใหเปนพลังงานทดแทนได,  โดยชุมชนสามารถพึ่งพาตนเองได 

2.  ภาคอุตสาหกรรมการเกษตร โดยเฉพาะอุตสาหกรรมที่น้ําเสียมีคาความสกปรกสูง  เชน 
อุตสาหกรรมอาหาร, อุตสาหกรรมเอทานอล   ซ่ึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนรวมกับการผลิตกาซ
มีเทน  เพื่อใชเปนพลังงานทดแทนรวมกันได.   

3.  กรมพลังงานทดแทนและอนุรักษพลังงาน กระทรวงพลังงาน   เพื่อใชเปนแนวทางใน
การพัฒนาแหลงผลิตกาซไฮโดรเจน สําหรับการใชพลังงานไฮโดรเจนในอนาคต. 
 
6.3 การนําไปใชประโยชน 

งานวิจยันี้มุงเนนพัฒนาคดัเลือกสายพันธุจุลินทรียที่มีความสามารถในการผลิตกาซไฮโดรเจน  
ซ่ึงสามารถนํามาใชเปนหวัเชื้อในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากของเสียประเภทตางๆ ไดแก น้ําเสียเศษ
อาหาร, น้ําเสียอุตสาหกรรมที่มีคาความสกปรกสูง,   เพือ่นําไปใชเปนพลังงานทดแทนที่สะอาด,  
ไมกอใหเกิดปญหาภาวะโลกรอนตามมา.   งานวิจยันี้สามารถนําไปใชประโยชนได 2 ลักษณะ คือ : 

1.  ถายทอดกระบวนการคัดเลือกสายพันธุ,  กระบวนการเพิ่มปริมาณเชือ้จลิุนทรีย,   
ตลอดจนการผลิตหัวเชื้อจุลินทรียสําเร็จรูปสูเชิงพาณิชยได.        

2.  ถายทอดเทคโนโลยีการผลิตกาซไฮโดรเจน  โดยใชหัวเชื้อจุลินทรียบริสุทธิ์เพื่อใชเปน
ตนแบบในการเผยแพรองคความรูที่ไดในการพัฒนาพลงังานทดแทนตอไป. 
 

6.4  ผลลัพธ และผลกระทบที่คาดวาจะเกิดขึ้นทั้งในทางเศรษฐกิจ และสังคม 
         ดานเศรษฐกิจ 
         1.  ประหยดัเงนิตราตางประเทศในการนําเขาสายพันธุจุลินทรีย. 
 2.  พัฒนาแหลงผลิตกาซไฮโดรเจนไดในประเทศ  ไมตองนําเขาเทคโนโลยีการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนจากตางประเทศ. 

 

ดานสงัคม 
 1.  รักษาทัศนยีภาพของบานเมืองใหสะอาด นาอยู. 

2.  ชุมชนสามารถพึ่งพาตนเองได. 
 

  ดานสิง่แวดลอมสังคม 
 1.  ลดปญหาดานสิ่งแวดลอมในการเกิดภาวะเรือนกระจก. 

2.  ไดพลังงานสะอาดมาใชประโยชน. 



 62

6.5 ผลประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับจากทั้งโครงการ (ระบุมูลคาเปนตัวเงิน) 
 1.  ทดแทนการนําเขากาซไฮโดรเจน             คิดเปนเงิน    480  บาทตอกิโลกรัมไฮโดรเจน. 

2.  กาซไฮโดรเจนชวยประหยัดพลังงานได   คิดเปนเงิน     32   บาทตอกิโลกรัมไฮโดรเจน.                          
 
หมายเหตุ 

- กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนําไปใชผลิตกระแสไฟฟาไดอยางนอย 10 กิโลวัตต/ช่ัวโมง. 
- กาซไฮโดรเจนที่ไดสามารถนําไปประยุกตใชกับงานวิจัยดานเซลลเช้ือเพลิงตอไปได.        

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 63

7. เอกสารอางอิง 
 

กรมควบคุมมลพิษ., 2550. รายงานสถานการณมลพิษของประเทศไทย พ.ศ. 2550. รายงานฉบับ 
 สมบูรณ บทสรุปสําหรับผูบริหาร กรุงเทพฯ. 
มูลนิธิชัยพัฒนา., 2543.  โครงการศึกษาวจิัย และ พัฒนาสิ่งแวดลอมแหลมผักเบี้ยอันเนื่องมาจาก

พระราชดําริ, รายงานศึกษาวิจัยวิทยาศาสตรการกําจัดขยะ และ การบาํบัดน้ําเสียตามแนว
พระราชดําริ.  

นาถพินิจ พัทธนันท, พลอยภัทรภิญโญ ปรีชาและอนุวฒันา  เรวดี., 2552. การพัฒนาเทคโนโลยี
และตนแบบผลิตกาซไฮโดรเจนและมีเทนจากของเสีย และวัสดุเหลือใชการเกษตรแบบครบ
วงจร, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย, รายงานโครงการวจิัยที่ ภ. 49-
00/ย.1/รายงานฉบับที่ 1. 

Andreensen, J. R., Bahl, H. and Gottschalk, G., 1989. Introduction to the physiology 
and biochemistry of genus Clostridium. In Clostridia, N. P. Minton and J. D. 
Clark (ed.), Plenum Press, New York, pp. 27-62. 

Aoyama, K., Uemura, I., Miyaki, J. and Asada, Y., 1997. Fermentative metabolism to 
produce hydrogen gas and organic compounds in a Cyanobacterium, Spirulina 
platensis. J Ferment. Bioeng. 83: pp. 17-20. 

APHA. 1995. Standard methods for the examination of water and wastewater. 19th , 
American Public Health Association/American Water Works Association/Water 
Environment Federation, Washiton DC., USA.  

Armor, J. N.,  1999. The Multiple Roles for Catalysis in the Production of H2. Applied 
Catalysis A:General, 176 (2): pp. 159-176. 

Bai, M. D., and Cheng, S. S., 2002.  Inhibiting effect on hydrogen production caused 
by hydrogen partial pressure. Proc. of 6th Biennial International Symposium on 
Environmental Biotechnology. Veracruz. Mexico.   

Bai, M.D., Cheng, S. S., Chao, Y. C., Hsiao, C. J., Yang, Y. F., Liang, T. M. and 
Chen, S. D., 2003a. Inhibiting effect on hydrogen production caused by hydrogen 
partial pressure. ACTA Biotechnologica.  

Bai, M. D., Cheng, S. S. and Chao, Y. C. , 2003b. Effects of substrate component on 
hydrogen fermentation of multiple substrates. Proc. of Asian Waterqual 2003, 
IWA-Asia Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Bai, M.D., Cheng, S. S., Wang, Y. F., Hsiao, C. J., 2003c. Effects of hydraulic 
retention time on hydrogen fermentation of multiple substrates. Proc. of Asian 
Waterqual 2003, IWA-Asia Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Brosseau, J. D., Yan, J. Y. and Lo, K. V., 1986. The relationship between hydrogen 
gas and butanol production by Clostridium saccharoperbutylacetonicum. Biotech. 
and Bioeng. 28: pp. 305-310. 

Buswell, A. W. and Mueller, H. F., 1952.  Mechanism of methane fermentation. 

Industrial and Enginerring chemistry.  44: pp. 550-552. 



 64

Chang, J. S., Lee, K. S. and Lin, P. J., 2002. Biohydrogen production with fixed-bed 
bioreactor. Int. J. Hydrogen Energy. 27: pp. 1167-1174. 

Chang, F. Y., and Lin, C. Y., 2002. Start-up of an UASB reactor producing hydrogen. 
Proc. of the Conference of 27th Wastewater Treatment Technology. Taiwan, 
China.  

Chang, F. Y. and Lin, C. Y., 2003. Reactor configuration effect on biohydrogen in an 
upflow anaerobic sludge blanket system. Proc. of Asian Waterqual 2003, IWA-
Asia Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Chen, C. C., Lin, C. Y. and Chang, J. S., 2001. Kinetic of hydrogen production with 
continuous anaerobic cultures utilizing sucrose as the limiting substrate. Appl. 
Microbiol. Biotechnol. 57: pp. 56-64. 

Cheng S. S., Lin, C. Y., Tseng, I. C., Lee, C. M., Lin, H. I., Lin, M. R., Chen, S. T., 
Chen, S. D., 2003. Biohydrogen production mechanisms and processes 
application on multiple substrates. Proc. of Asian Waterqual 2003, IWA-Asia 
Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Cheng, S. S., Chang S. M. and Chen, S. T., 2002. Effects of volatile fatty acids on a 
thermophilic anaerobic hydrogen fermentation process degrading peptone. Wat. 
Sci. Tech. 46(4/5): pp. 209-214. 

Cheng, S. S., Tseng, I. C. and Bai, M. D., 1999. Behavior study of anaerobic 
hydrogenation from different organic substrates with selected hydrogen 
production bacteria. Proc. of the 7th IAWQ Asia-Pacific Regional Conference, 
Taipei, Taiwan. 1: pp. 759-764. 

Chin, H. L., Chen, Z. S. and Chou, C. P., 2003. Fed-batch operation using Clostridium 
acetobutyricum suspension cultures as biocatalyst for enhancing hydrogen 
production. Biotechnol Prog. 19: pp. 383-388. 

Claassen, P. A. M., Vrije, T. Budde, M. A. W., 2004. Biological hydrogen production 
from sweet sorghum by thermophilic bacteria. 2nd World Conference on Biomass 
for Energy, Industry and Climate Protection. Rome, Italy.  

Collet C., Adler N., Schwitzguebel J. P., and Peringer P., 2004. Hydrogen production 
by Clostridium thermolacticum during continuous fermentation of lactose. Int J 
Hydrogen Energy. 29: pp. 1479-1485. 

Das, D. and Veziroglu, T. N., 2001. Hydrogen production by biological process: A 
survey of literature. International J. of hydrogen energy. 26: pp. 13-28. 

Doyle, E. M., 2002. Clostridium perfrigens growth during cooling of thermal 
processed meat products. FRI. Briefings in March 2002, Food Research Institute, 
University of Wisconsin-Madison, Winconsin. 

Duangmanee, T., Padmaseri, S., Simmons, J.J., Hubert, R., Bazylinski, D., Raskin, L. 
and Sung, S., 2003. Effect of sporulation and heat treatment on hydrogen 
production by anaerobic mixed microbial communities. Proc. of Asian Waterqual 
2003, IWA-Asia Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Fabiano B. and Perego P., 2002. Thermodynamic study and optimization of hydrogen 
production by Enterobacter aerogenes. Int. J. Hydrogen Energy. 27: pp. 149-156. 

Fang, H.H.P., and Liu, H., 2002. Effect of pH on Hydrogen Production from Glucose 
by a Mixed Culture. Bioressource Technology. 82: pp. 87-93. 

Fang, H. H. P., Zhang, T. and Liu, H., 2002. Microbial diversity of a mesophilic 
hydrogen producing sludge. Applied Microbiology and Biotechnology. 58: pp. 
112-128. 



 65

Gavala, H. N., Skiadas, I. V. and Ahring, B. K., 2003. Biological hydrogen 
production in conventional and high-rate systems. Proc. of Asian Waterqual 
2003, IWA-Asia Pacific Regional Conference. Bangkok, Thailand.  

Ginkel, S. V., Sung, S. and Lay, J. J., 2001. Biohydrogen production as a function of 
pH and substrate concentration. Environ. Sci. Technol.  35(24): pp. 4726-4730. 

Guan, Y., Deng, M., Yu, X. and Zang, W., 2004. Two stage photo-production of 
hydrogen by marine green algae Platymonas subcordiformis. J. Biochem Eng. 19: 
pp. 69-73. 

Haandel van A. C., and Lettinga, G., 1994. Anaerobic sewage treatment. London: 
John Wiley and Sons, Inc.  

Han, S. and Shin, H., 2004. Biohydrogen Production by Anaerobic Fermentation of 
Food Waste. International Journal of Hydrogen Energy. 29: pp. 569-577. 

Hansel, A. and Lindblad, P., 1998. Towards optimization of Cyanobacteria as 
biotechnologically relevant producers of molecular hydrogen, a clean and 
renewable energy source. Appl. Microbiol. Biotechnol. 50: pp. 153-160. 

Hawkes, F.R., Dinsdale, R., Hawkes, D.L. and Hussy, I., 2002. Sustainable 
Fermentative Hydrogen Production : Challenges for Process Optimosation. 
International Journal of Kydrogen Energy. 27: pp. 1339-1347. 

Horiuchi, J.I., Shimizu, T., Tada, K., Kanna, T. and Kobayashi, M., 2002. Selective 
Production of Organic Acids in Anaerobic Acid Reactor by pH Control. 
Bioresource Technology, 82: pp. 209-213. 

Hulshoff-Pol, L.W., 1994. Fundamentals of Anaerobic Digestion I. Proc. of the 1st 

International Training course on Anaerobic and Low cost Treatment of 

Wastewater and Waste. AIT, Thailand.  
Ilgi K. K. and Fikret K., 2006. Bio-hydrogen production from waste materials. 

Enzyme and Microbial Technology. 38: pp. 569-582. 
Jones, D. T. and Woods, D. R., 1986. Acetone-butanol fermentation revisited. 

Microbiological Reviews. 50(4): pp. 484-524. 
Kanai, T., Imanaka, H., Nakajima, A., Uwamori, K., Omori, Y., Fukui, T., 2005. 

Continuous hydrogen production by the hyperthermophilic archaeon, 
Thermococcus kodakaraensis KOD1. J. Biotechnol. 116: pp. 271-282. 

Karube, I., Urano, N., Matsunaga, T. and Suzuki, S., 1982. Hydrogen production from 
glucose by immobilized growing cells of Clostridium butyricum. Eur. J. Appl. 
Microbiol. 16: pp. 5-9. 

Kataoka, N., Miya, A. and Kiriyama, K., 1997. Studies on hydrogen production by 
continois culture system of hydrogen-producing anaerobic bacteria. Proc. of 8th 
International Conference on Anaerobic Digestion. Sendai, Japan.  

Kim, S., Han, S. and Shin, H., 2004. Feasibiloty of Biohydrogen Production by 
Anaerobic Co-Dogestion of Food Waste and Sewage Sludge. International 
Journal of Hydrogen Energy. 29: pp. 1607-1616. 

Kumar, A., Jain, S. R., Sharma, C. B. Joshi, A. P. and Kalia, V. C., 1995. Increased 
H2 production by immobilized microorganisms. World J. Microbiol. Biotechnol. 
11: pp. 156-159. 

Kumar, N. and Das, D., 2000. Enhancement of hydrogen production by Enterobacter 
cloacae IIT-BT08. Process Biochem. 35: pp. 589-293. 



 66

Lay, J. J., 2001.  Biohydrogen generation by mesophilic anaerobic fermentation of 
microcrystalline cellulose. Biotechnol Bioeng. 74: pp. 281-287. 

Lay, J. J., 2002.  Modeling and optimization of anaerobic degested sludge converting 
starch to hydrogen. Biotech. and Bioeng. 38(3): pp. 269-278. 

Lay, J., Lee Y. and Noike, T., 1998. Feasibility of Biological Hydrogen Production 
from Organic Fraction of Municipal Solid Waste. Water Research. 33(11): pp.  

       2579-2586. 
Lee, Y. J., Miyahara, T. and Noike, T., 2001.  Effect o iron concentration on hydrogen 

fermentation. Bioresource Technol. 80: pp. 227-231. 
Levin, D. B., Pitt, L. and Love, M., 2004. Biohydrogen production: prospects and 

limitations to practical application. Int. J. Hydrogen Energy. 29: pp. 173-185. 
Liang, T. M., Cheng, S. M., Chang, S. M. and Hsiao, C. J., 2003. Using a 

microfiltration membrane to stabilize anaerobic bioreactors in producing 
hydrogen gas. Proc. of Asian Waterqual 2003, IWA-Asia Pacific Regional 
Conference. Bangkok, Thailand.  

Liang, T. M., Wu, K. L. and Cheng, S. S., 2001. Hydrogen production of chloroform 
inhibited granular sludge. Proc. Of the 1st IAWQ Asia-Pacific Regional 
Conference, Fukuoka, Japan.  

Lin, C. Y. and Chang, R. C., 2004. Fermentative hydrogen production at ambient 
temperature. Int. J. Hydrogen Energy. 29: pp. 715-720. 

Lin, M. R., Lu, C. S., Chen, J. J., Ji, Y. H., Lee, C. M., 2002. Hydrogen productivity 
comparison of three typical reactors of anaerobic photohydrogenesis. Proc. of the 
Conference of 27th Wastewater Treatment Technology. Taiwan, China.  

Liu G. and Shen J., 2004. Effects of culture medium and medium conditions on 
hydrogen production from starch using anaerobic bacteria. J. Biosci Bioeng 98: 
pp. 251-256. 

Minnan, L., Jinli, H., Xiaobin, W., Huijuan, X.,Jinzao, C., Chuannan, L., 2005. 
Isolation and characterization of a high H2-producing strain Klebsialle oxytoca 
HP1 from a hot spring. Res. Microbiol. 156: pp. 76-81. 

Mizuno, O., Dinsdale, R., Hwkes, F.R., Hawkes, D.L., and Noike, T., 2000. 
Enhancement of Hydrogen Production from Glucose by Nitrogen GAS Sparing. 
Bio resource Technology.73: pp. 59-65. 

Morimoto, M., Atsuko, M., Atif, A.A.Y., Ngan, M.A., Fakra’l-Razi, A.,Iyuke, S.E. 
and Bukir, A.M., 2004. Biological Production of Hydrogen from Glucose by 
Natural Anaerobic Microflora. International Journal of Hydrogen Energy. 29: pp. 
709-713 . 

Nandi, R., Dey, S. and Sengupta, S., 2001. Thiosulphate improves yield of hydrogen 
production from glucose by the immobilized formate hydrogenlyase system of 
Escherichia coli. Biotech. and Bioeng. 75(4): pp. 492-494. 

Oh, S. E., Iyer, P., Bruns, M. A. and Logan, B. E., 2004. Biological hydrogen 
production using membrane bioreactor. Biotechnol Bioeng. 1: pp. 119-127. 

Okamoto, M., Miyahara, O., Mizuno, O. and Noike, T., 2000. Biological hydrogen 
potential of material characteristic of the organic fraction of municipal solid 
wastes. Wat. Sci. Tech. 41(3): pp. 25-32.  

Podesta J. J., Navarro A. M. G., Estrella C. N. and Esteso M. A., 1997. 
Electrochemical measurements of trace concentrations of biological hydrogen 
produced by Enterabacteriaceae. Inst Pasteur. 148: pp. 87-93. 



 67

Rachman, M. A., Nakashimada, Y., Kakizono, T. and Nishio, N., 1998. Hydrogen 
production with high yield and high evolution rate by self-flocculated cells of 
Entrobacter aerogens in a packed-bed reactor. Appl. Microbiol. Biotechnol. 49: 
pp. 450-454. 

Shin, H., Youn, J. and Kim, S., 2004. Hydrogen Production from Food Waste in 
Anaerobic Mesophilic and Thermophilic Acidogenesis. International Journal of 
Hydrogen Energy. 29: pp. 1355-1363. 

Taguchi, F., Mizukami, N., Yamada, K., Hasegawa, K. and Saitotaki, T., 1995. Direct 
conversion of  cellulosic materials to hydrogen by Clostridium spp. Strain NO-2. 
Enzyme and Microbial Technology. 17(2): pp. 147-150. 

Tanisho S. and Ishiwata Y., 1994. Continuous hydrogen production from molasses by 
bacterium Enterobacter aerogenes. Int. J. Hydrogen Energy. 19: pp. 807-812. 

Ueno, Y., Haruta, S., Ishii, M. and. Igarashi, Y., 2001. Microbial community in 
anaerobic hydrogen-producing microflora enriched from sludge compost. Appl. 
Microbiol. And Biotechnol. 57: pp. 555-562. 

Vavilin, V.A. Rytox, S.V. and Lokshina, L.Y., 1995. Modelling Hydrogen Partial 
Pressure Change as a Result of Competition between the Butyric Acid and 
Propionic Groups of Acidogenic Bacteria. Bioresource Technology. 54: pp. 171-
177. 

Winkler, M., Hemschemeier, A., Gotor, C., Melis, A. and Happer, T., 2002. [Fe]-
hydrogenases in green algae: photo-fermentation and hydrogen evolution under 
sulfur deprivation. Int. J. Hydrogen Energy. 27: pp. 1431-1439. 

Yokoi, H., Maki, R., Hirose, J. and  Hayashi, S., 2002. Microbial production of 
hydrogen from starch manufacturing wastes. Biomass Bioenergy. 22: pp. 389-
395. 

Yokoi, H., Ohkawara, T., Hirose, J., Hayashi, S. and Takasaki, Y., 1995. 
Characteristics of hydrogen production by aciduric enterobacter aerogens Strain 
HO-39.  J. of  Fermentation and Bioengineering. 80(6): pp. 571-574. 

Yokoi H., Saitsu A. S.,Uchida H., Hirose J., Hayashi S., and Takasaki Y., 2001. 
Microbial hydrogen production from sweet potato starch residue. J. Biosci 
Bioeng. 91: pp. 58-63.  

Yokoi H., Tokushige T., Hirose J., Hayashi S., and Takasaki Y., 1998. H2 production 
from starch by mixed culture of Clostridium butyricum and Enterobacter 
aerogenes. Biotechnol Lett. 20: pp. 143-147.  

Yokoi H., Tokushige T., Hirose J., Hayashi S., and Takasaki Y., 1997. Hydrogen 
production by immobilized cells of aciduric Enterobacter aerogenes strain HO-
39. J. Ferment Bioeng. 83: pp. 481-484. 

Yu, H. Q. and Fang, H. H. P., 2003. Acidogenesis of Gelatin – Rich Wastewater in an 
Upflow Anaerobic Reactor : Influence of pH and Temperature. Water Research. 
37: pp. 55-66. 

Yu, H. Q. and Fang, H. H. P., 2001. Acidification of Mid- and high-strength Dairy 
Wastewaters. Water Research. 35(15): pp. 3657-3705. 

Yu, H., Zhu, Z., Hu, W. and Zhang, H., 2002. Hydrogen Production from Rice 
Winery Wastewater in an Upflow Anaerobic Reacton by Using Mixed Anaerobic 
Cultures.  International Journal of Hydrogen Energy. 27: pp. 1359-1365. 

Zhang, T., Liu, H. and Fang, H. H. P., 2003. Biohydrogen production from starch in 
wastewater under thermophilic conditions. J. Environ Manag. 69: pp. 149-156. 

 


	ลายเซ็นเกษมศรี
	Untitled




