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 The objective of this research is to study the optimum condition of pretreatments of 
sawdust and microorganism in seed sludge for hydrogen production by anaerobic fermentation 
 at 55 °C and pH 5.5. Firstly, screening of factors of the sawdust pretreatment significantly 
influencing to hydrogen production was conducted by Plackett-Berman experimental design.  
The cellulase activity for the hydrolysis of the sawdust was a significant factor. Thereafter, the 
optimum pretreatment condition was investigated with Taguchi and Response Surface Method 
experimental design. The fermentation of sawdust pretreated by soaking in sulfuric acid solution 
at concentration of 1.75% at 60 °C for 3 hr, exploding with steam at 10 bar for 10 min and 
hydrolyzing with cellulase at 10 FPU/g for 15 hr provided the highest hydrogen production yield 
at 215.77 ml/g. The fermentation of the pretreated sawdust with sludge, pretreated under 
optimum condition by adjusting pH of the seed sludge at pH 2.0 and soaking in hot water at    
100 °C for 1 hr, provided the highest hydrogen production yield at 264.68 ml/g. From molecular 
biology analysis, Thermoanaerobacterium species was dominant in the seed sludge both before 
and after the fermentation. Furthermore, the optimum condition fermentation of pretreated 
sawdust and seed sludge at C:N ratio at 60 with Fe2+, Ca 2+, Mg2+ and Zn2+ at the concentration of 
200 mg/L, 150 mg/L, 100 mg/L and 0.5 mg/L, respectively provided the maximum hydrogen 
yield at 275.77 ml/g. This study indicates that the pretreatment of sawdust and seed sludge could 
enhance hydrogen production.  
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ทากูชิ 

 
 
 

81 
13 ผลของความเข้มขน้ของเหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม สังะกะสี และ       

อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนตามแผนการ
ทดลองทากูชิ 

 
 

85 
14 สัญลักษณ์ก ากับบนแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างกากตะกอนที่ศึกษา 95 
15 รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกากตะกอนก่อนและหลังการปรับสภาพ และหลัง

การหมัก 
 

96 
16 เปรียบเทียบจีนัสของเช้ือจุลินทรีย์ที่ตรวจพบก่อนและหลังการปรับสภาพ

และหลังกระบวนการหมัก 
 

99 
17 กลุ่มของเช้ือจุลินทรีย์และค่าความเหมือนจากการเปรียบเทียบล าดับเบส  
 ของกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพก่อนกระบวนการหมักกับข้อมูลใน 

NCBI 
 

102 
18 กลุ่มของเช้ือจุลินทรีย์และค่าความเหมือนจากการเปรียบเทียบล าดับเบส  
 ของกากตะกอนหลังกระบวนการหมักกับข้อมูลใน NCBI 

 
 
 

105 



(4) 

          สารบัญตาราง (ต่อ)  

 
ตารางผนวกที ่ หน้า 

  
ก1 สัดส่วนและปริมาณสารเคมีส าหรับเตรียม 0% Denaturing solution 140 
ก2 สัดส่วนและปริมาณสารเคมีส าหรับเตรียม 100% Denaturing solution 140 
ข1 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย

สารละลายกรดซัลฟิวริกที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธี
แพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน 

 
 

144 
ข2 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย

สารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

145 
ข3 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย

สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

146 
ข4 ปริมาณไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย

กรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการ
ทดลองด้วยวิธีการตอบสนองต่อพื้นผิว 

 
 

147 
ข5 ปริมาณไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลือ่ยร่วมกับ

กากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

148 
ข6 ปริมาณไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับกากตะกอนที่สภาวะต่างๆ ที่

ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 
 

149 
ข7 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นปริมาณไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจน

สะสมจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย สารละลายกรดซัลฟิวริกที่
สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีแพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน 

 
 

150 
ข8 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ

ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 
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(5) 

                   สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่
 

 
 

หน้า 

ข9 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะ
ต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

152 
ข10 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ

ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีการตอบสนองต่อพื้นผิว 

 
 

153 
ข11 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับกากตะกอนที่

ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบ
แผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

154 
ข12 ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับกากตะกอนที่

สภาวะต่างๆ ตามแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 
 

155 
ข13 

 
 
 

ข14 

ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และ กรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่สภาวะการทดลองที่ 4 6 และชุด
ควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีแพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน 
ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่
สภาวะการทดลองที่ 1 6 และชุดควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธี 
ทากูชิ 

 
 
 

156 
 
 
 
 

157 
ข15 ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 

และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วย   
ไอน้ าที่สภาวะการทดลองที่ 1 6 และชุดควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลอง
ด้วยวิธีทากูชิ 
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(6) 

                   สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางผนวกที ่
 

 
 

หน้า 

ข16 ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับ
กากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ 
ในชั่วโมงเร่ิมต้นและช่ัวโมงสุดท้าย ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 
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(7) 

สารบัญภาพ 

 
ภาพที ่  หน้า 
  

1 องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 4 
2 เปรียบเทียบการปลดปล่อยคาร์บอนระหว่างเครื่องยนต์ที่ใช้ไฮโดรเจนกับ

เครื่องยนต์ที่ใช้เช้ือเพลิงชนิดอื่น 
 

7 
3 การผลิตไฮโดรเจนด้วยกระบวการรีฟอร์มมิงด้วยไอน้ าและกระบวนการก๊าซซิฟิเค

ชัน 
 

8 
4 การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรง 10 
5 การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางอ้อม 11 
6 การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง 12 
7 การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง 13 
8 กลไกการผลิตไฮโดรเจนจากสารตั้งต้นประเภทกลูโคส 15 
9 ลักษณะของน้ าตาลรีดิวซิ่ง (reducing sugar) ของน้ าตาลโมเลกลุเดี่ยวและน้ าตาล

โมเลกุลคู่ พร้อมแสดงให้เห็นถึงหมู่ที่ท าหน้าที่รีดิวซ์รวมทั้งช้ีให้เห็นถึงลักษณะ
โครงสร้างของซูโครสซ่ึงจัดเป็นน้ าตาลนอนรีดิวซิ่ง (nonreducing sugar) 

 
 

28 
10 การเคลื่อนที่บนโพลอีคริลาไมด์เจลของแถบดีเอน็เอจากตัวอย่างเปรียบเทียบกับดี

เอ็นเอจากเช้ือมาตรฐานในการท าดีจีจีอี 
 

36 
11 ผลของความดันและความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่มีผลต่อปริมาณ

ไฮโดรเจนสะสม 
 

77 
12 
 

13 
14 

ผลของปริมาณเอนไซม์และความเข้มขน้ของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่มีผลตอ่
ปริมาณไฮโดรเจนสะสม 
ผลของความดันและปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสทีม่ีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 
ความเป็นกรดด่างที่ใช้ในการปรับสภาพกากตะกอนที่มีผลตอ่ปริมาณไฮโดรเจน
สะสม 

 
78 
78 

 
82 

15 อุณหภูมิที่ใช้ในการปรับสภาพกากตะกอนทีม่ีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 83 
16 ระยะเวลาในการปรับสภาพกากตะกอนทีม่ีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 

 

84 



(8) 

 
 

ภาพที ่

สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

 
 

หน้า 
  

17 ความเข้มข้นของเหล็กที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 86 
18 ความเข้มข้นของแคลเซียมที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 87 
19 ความเข้มข้นของแมกนีเซียมที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 88 
20 ความเข้มข้นของสังกะสีที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 89 
21 อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 90 
22 ความสัมพันธ์ระหว่างกรดอินทรีย์ระเหยง่ายในสารละลายหลังจากการหมักขี้เลือ่ย

ที่ปรับสภาพกากตะกอน (ช่ัวโมงที่ 168) กับผลผลิตไฮโดรเจนสะสมตามแผนการ
ทดลองทากูชิ 

 
 

91 
23 ความสัมพันธ์ปริมาณไฮโดรเจนสะสมและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่ง 

จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ ากับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วย 
สารละลายกรด-ด่าง ท าการหมักที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 
 
 

92 
24 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคดีจีจีอีของกากตะกอนกอ่นและหลังการ

หมักที่สภาวะการทดลองที่ 1-5 ของการปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลายกรด
และด่างตามแผนการทดลองทากูชิ (AF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอก่อนการหมัก BF; ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอหลังการหมัก) 

 
 
 

93 
25 ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคดีจีจีอีของกากตะกอนกอ่นและหลังการ

หมักที่สภาวะการทดลองที่ 6-8 และชุดควบคุมของการปรับสภาพกากตะกอนด้วย
สารละลายกรดและด่างตามแผนการทดลองทากชิู (AF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอกอ่นการ
หมัก BF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอหลังการหมัก) 

 
 
 

94 
26 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของเช้ือจุลินทรีย์ที่ได้ก่อนกระบวนการ

หมักโดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neibghbor-Joining 
 

97 
27 แผนภูมิความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของเช้ือจุลินทรีย์ที่ได้หลังกระบวนการ

หมักโดยการวิเคราะห์ด้วยวิธี Neibghbor-Joining 
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                   สารบัญภาพ (ต่อ) 
 

ภาพผนวกที ่
 

ก1 ส่วนประกอบของเครื่องระเบิดด้วยไอน้ า 
 

 

 
 

หน้า 
 

141 



1 
 

การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการปรับสภาพข้ีเล่ือยและเช้ือจุลินทรีย์                           
เพ่ือการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 
Optimal Pretreatment of Sawdust and Microorganism for Hydrogen Production 

 
ค าน า 

 
พลังงานถือเป็นปัจจัยส าคัญในการขับเคลื่อนประเทศให้พัฒนาไปสู่ความก้าวหน้า แต่ใน

ปัจจุบันปัญหาราคาพลังงานที่มีแนวโน้มสูงขึ้นต่อเนื่องก่อให้เกิดผลกระทบทางเศรษฐกิจทั่วโลก 
โดยแหล่งพลังงานส่วนใหญ่ที่ใช้เป็นเช้ือเพลิงประเภทฟอสซิล ซ่ึงได้แก่ น้ ามันดิบ ถ่านหิน และ
ก๊าซธรรมชาติ แหล่งพลังงานเหล่านี้มีจ านวนจ ากดัและก าลังจะหมดไปในไม่ช้า  วิกฤตการณ์ดัง 
กล่าวกระตุ้นให้ประเทศต่างๆเกิดการต่ืนตัวเร่งคิดค้นพลังงานทดแทนหรือพลังงานทางเลือกใหม่
ชนิดต่างๆ ได้แก่ พลังงานลม พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานน้ า และพลังงานไฮโดรเจน เป็นต้น  

 
 เช้ือเพลิงไฮโดรเจนเป็นพลังงานทางเลือกที่ได้รับความสนใจมาก เพราะมีจุดเด่นต่างจาก

เช้ือเพลิงทั่วไปคือ  เป็นเช้ือเพลิงที่มีประสิทธิภาพในการเผาไหม้สูง สะอาด สามารถน าไปประยุกต์ 
ใช้ในครัวเรือนและภาคอุตสาหกรรมได้และที่ส าคัญคือเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เพราะผลพลอยจาก
การเผาไหม้พลังงานไฮโดรเจนมีเพียงไอน้ าเท่านั้น ส าหรับกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนนั้น
สามารถท าได้โดยใช้วิธีทางกายภาพเคมี เช่น การแยกน้ าด้วยไฟฟ้า การรีฟอร์มมิ่ง ซึ่งมีข้อจ ากัดใน
การผลิตการใช้หรือการผลิต คือ ต้องใช้พลังงานสูงและเปลืองค่าไฟฟ้า ดังนั้นการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนด้วยวิธีทางชีวภาพจากชีวมวลจึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจ (นริศรา, 2552) 
เพราะใช้พลังงานตั้งต้นต่ า สามารถท าได้หลายวิธี และยังสอดคล้องกับแผนยุทธศาสตร์ด้านเช้ือ 
เพลิงไฮโดรเจนและเทคโนโลยีเซลล์เช้ือเพลิงของกรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน 
ที่ต้องการให้มีการผลิตเช้ือเพลิงไฮโดรเจนจากแหล่งทรัพยากรที่มีอยู่มากในประเทศโดยให้มีการใช้
อย่างปลอดภัยในทุกสาขาเศรษฐกิจและครอบคลมุทั่วประเทศภายในปี 2573 (กรมพัฒนาพลังงาน
ทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2554) 

 
ขี้เลื่อย คือ ผงไม้ที่เกิดจากการตัดไม้ด้วยเลื่อยหรือเกิดจากการขัดไม้ด้วยกระดาษทรายหรือ

เครื่องขัดหรือเกิดขึ้นจากขั้นตอนการตกแต่งช้ินงาน ขี้เลื่อยเป็นชีวมวลที่ประกอบด้วยเซลลูโลสเป็น
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ส่วนใหญ่ นอกจากนี้มีลิกนินและเฮมิเซลลูโลสเช่ือมติดกับเซลลูโลสซึ่งยากต่อการย่อยสลายของ
จุลินทรีย์ จึงต้องมีการปรับสภาพขี้เลื่อยเพื่อก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสและท าให้เซลลูโลสเรียง
ตัวกันอยู่อย่างหลวมเพื่อให้ง่ายต่อการย่อยสลายด้วยเอนไซม์และจุลินทรีย์ โดยการน าขี้เลื่อยที่ผ่าน
การปรับสภาพมาเข้าสู่กระบวนการไฮโดรไลซิส ผลผลิตที่ได้จะเป็นน้ าตาลกลูโคสซ่ึงจะใช้เป็นซับ
เสตรทในกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์แบบไม่ใช้อากาศเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจน สามารถน าไปใช้
เป็นเช้ือเพลิงทดแทนหรือเช้ือเพลิงเสริมในกระบวนการผลิตภายในโรงงานได้ ยังสามารถลด
ปริมาณของเหลือทิ้งที่กอ่ให้เกิดปัญหาด้านขยะได้อีกด้วย 

 
กากตะกอนที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นเช้ือผสมที่มาจากระบบบ าบัดน้ าเสียของโรงงานผลิตน้ า

ผลไม้กระปอ๋ง จึงต้องมีการปรับสภาพกากตะกอนก่อนท าการหมักร่วมกับขี้เลือ่ย เนื่องจากเป็น
ขั้นตอนที่ช่วยยับย้ังเช้ือที่ผลิตมีเทนและช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน วิธีการปรับ
สภาพกากตะกอนสามารถท าได้หลายวิธีแตกต่างกัน ได้แก่ การใช้ความร้อน การใช้กรด การใช้ด่าง 
และการใช้สารเคมี เป็นต้น (Yi and Xin, 2006; Ren et al., 2008; O-Thong et al., 2009) 

 
งานวิจัยนี้มีจุดมุ่งหมายศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยและกากตะกอน

เพื่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์แบบไม่ไช้อากาศ 
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วัตถุประสงค์ 
 

1. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยเพื่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
 
2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์เพื่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจาก

ขี้เลื่อยในข้อที ่1  
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การตรวจเอกสาร 
 

1.  ลิกโนเซลลูโลส  
 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสทีพ่บได้ทั่วไปในธรรมชาติ เช่น ฟางข้าว กากออ้ย เศษไม้ 
และซังข้าวโพด เป็นต้น ประกอบด้วยเซลลูโลส (cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) และ
ลิกนิน (lignin) เป็นส่วนใหญ่ (ดังภาพที่ 1) เซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์ของน้ าตาลกลูโคสต่อกันเป็น
สายยาวและอยู่ในรูปผลึก มีลักษณะเป็นเส้นใยเหนียวและไม่ละลายน้ า เฮมิเซลลูโลสเป็นพอลิเมอร์
ของน้ าตาลเพนโทส (pentose) หลายชนิด เช่น ไซโลส (xylose) แมนโนส (mannose) และอะราบ-ิ
โนส (arabinose) เป็นต้น ส่วนลิกนินเป็นพอลิเมอร์ของฟีนิลโพรเพน (phenylpropane) ซึ่งทนต่อ
การย่อยสลายอย่างมาก (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2549)  

 

 
 

ภาพที่ 1  องค์ประกอบของลิกโนเซลลูโลส 
 
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Mosier et al. (2005) 
 

1.1 เซลลูโลส (cellulose)  เป็นโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์แบบ linear homopolysacchalide 
ประกอบด้วยน้ าตาลด-ีกลูโคส (D-glucose) ที่เช่ือมต่อกันเป็นสายยาวด้วยพันธะ (1      4) ไกลโค-    
ซิดิก ถ้าไฮโดรไลซ์เซลลูโลสด้วยกรดแก่จะได้ ด-ีกลูโคส แต่ถ้าไฮโดรไลซ์ไม่สมบูรณ์จะได้รีดิวซิ่ง
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ไดแซ็กคาไรด์ คือ เซลโลไบโอส เอนไซมไ์กลโคซิเดส (glycosidase) ที่พบในทางเดินอาหาร 
(digestive tract) ของสัตว์ ที่เลี้ยงลูกด้วยนมที่ไม่สามารถย่อยพันธะ(1        4)ไกลโคซิดิกได้ แต่ใน
สัตว์เคี้ยวเอื้อง เช่น วัว ควาย สามารถใช้เซลลูโลสเป็นอาหารได้ เนื่องจากมีแบคทีเรียในกระเพาะ
อาหารส่วนรูเมน (rumen) สามารถสังเคราะห์เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) มาย่อยเซลลูโลสได้ 
โมเลกุลของเซลลูโลสเรียงเป็นเส้นยาวขนานกัน แต่ละเส้นจะเช่ือมกันด้วยพันธะไฮโดรเจน ท าให้
อยู่ร่วมกันเป็นมัด (ประมาณตั้งแต่ 40 โมเลกุลของเซลลูโลสขึ้นไป) มลีักษณะเป็นเส้นใยเล็ก 
เรียกว่า ไฟบริล (fibril)  

 
1.2  เฮมิเซลลูโลส (hemicelluloses) เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์พืช ประกอบด้วย

โมเลกุลของน้ าตาลเชิงเดี่ยว (monosaccharide) ชนิดต่างๆ ตั้งแต่สองชนิดขึ้นไปเป็นจ านวน 100 
โมเลกุลที่มีคณุสมบัติในการละลายได้ในสารละลายด่าง น้ าตาลเชิงเดี่ยวนี้แบง่ได้เป็น 2 ชนิดคือ 
เพนโทแซนส์ (pentosans) และ เฮกโซแชนส์ที่ไม่ใช่เซลลูโลส (non cellulose hexosans) น้ าตาล
เชิงเดี่ยวที่พบมากในเฮมิเซลลูโลสคือ ดี-ไซแลนส์ (D-xylans) และ ด-ีกลูโค-ดีแมนแนนส ์           
(D-gluco-D-mannans) และมีไซด์เซนส์เป็นน้ าตาลเชิงเดี่ยวชนิดอื่นๆ เช่น แอล-อะราบิโนส์         
(L-arabinoses) 

 
1.3  ลิกนิน (lignin) เป็นสารประกอบเชิงซ้อนที่มีน ้าหนักโมเลกุลสูง มักพบอยู่รวมกับ

เซลลูโลส ลิกนินเป็นสารที่ประกอบด้วย คาร์บอน ไฮโดรเจน และออกซิเจนรวมกันเป็นหน่วยย่อย
หลายชนิดซึ่งเป็นสารอะโรมาติก ลิกนนิไมล่ะลายน ้า ไม่มีสมบัติทางการยืดหยุ่น จึงท าให้พืชที่มี
ลิกนินมากมคีวามแข็งแรงทนทาน เมื่อพืชตายลิกนินจะถูกย่อยด้วยเอนไซม์ลกิเนส (lignase) หรือ
ลิกนินเนส (ligninase)  

 
2.  ขี้เลื่อย 
 
 ขี้เลื่อย (sawdust) เป็นของเหลือทิ้งจากการกอ่สร้างที่ใช้ไม้เป็นองค์ประกอบ และอุตสาห- 
กรรมไม้ประเภทต่างๆ รวมไปถึงกระบวนการผลิตไฟเบอร์บอร์ดลักษณะของขี้เลือ่ยมีทั้งหยาบและ
ละเอียดขึ้นอยู่กับอุปกรณ์หรือเครื่องมือที่ใช้เลื่อยและชนิดของไม้ที่ถูกเลือ่ย ขี้เลื่อยจากกระบวนการ
ผลิตไฟเบอร์บอร์ดเกิดจากขั้นตอนการตกแต่งช้ินงาน สามารถน าไปใช้ประโยชน์ได้น้อยมาก 
โรงงานจึงต้องเสียค่าใช้จ่ายในการก าจัดขี้เลื่อยที่เกิดขึ้น  
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 ขี้เลื่อย เป็นชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส (lignocelluloses) ทีป่ระกอบด้วยเซลลูโลสเป็น
ส่วนใหญ่ นอกจากนี้มีลิกนินและเฮมิเซลลูโลสเช่ือมติดกับเซลลูโลสมีความเหมาะสมที่จะน ามา
ผลิตเป็นเช้ือเพลิงใช้ในโรงงาน จึงมีแนวคิดในการน าขี้เลื่อยมาผลิตกา๊ซไฮโดรเจน โดยกระบวน 
การหมักด้วยจุลินทรีย์แบบไม่ใช้อากาศ 

 
3.  ไฮโดรเจน  
 

3.1  คุณสมบัติของไฮโดรเจน 
 

ไฮโดรเจน (hydrogen) เป็นธาตุที่เบาที่สุดและเป็นองค์ประกอบของน้ าที่เป็นปัจจัยที่
ส าคัญมากที่สุดของส่ิงมีชีวิตบนโลก ตามธรรมชาติบรรยากาศในโลกมีก๊าซไฮโดรเจนประมาณ 0.1 
มิลลกิรัมต่อลิตร มีความแข็งแรงในการยึดโมเลกุล เท่ากับ 436 กิโลจูลต่อโมล หรือ 104 กิโลแคลอร่ี
ต่อโมล ไฮโดรเจนอะตอมประกอบด้วยนิวเคลียสอยู่กลาง ภายในนิวเคลียส ประกอบด้วยโปรตอน 
นิวตรอน และมีอิเลค็ตรอนวิ่งรอบนอก เหมือนธาตุอื่นๆ ไฮโดรเจนมี 3 ไอโซโทปขึ้นกับจ านวน
โปรตอน และจ านวนนิวตรอนที่ต่างกัน ดังนี้  

 
- ไฮโดรเจน (hydrogen) มีจ านวนโปรตอน 1 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน้ าหนัก

อะตอม เท่ากับ 1.0078  
 

- ดิวเทอเรียม (deuterium) มีจ านวนโปรตอน 2 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน้ าหนัก
ฮะตอม เท่ากับ 2.0141 

 
- ตริเที่ยม (tritium) มีจ านวนโปรตอน 3 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน้ าหนัก

อะตอม เท่ากับ 3.0161 
 

ไฮโดรเจนมีอยู่ 3 สถานะ คือ ของแข็ง ของเหลว และก๊าซ ไฮโดรเจนที่เป็นของแข็ง ไม่
มีสี โครงสร้างผลึก 6 เหลี่ยม ปริมาตร เท่ากับ 22.56 ลูกบาศก์เซนติเมตรต่อโมล ไฮโดรเจนที่เป็น
ของเหลวไม่มีส ีค่าความหนืด ต่ า เคลื่อนที่ได้เร็ว ไฮโดรเจนที่เป็นก๊าซ ไม่มีส ีไม่มกีลิ่น ไม่เป็นพษิ 
ก๊าซไฮโดรเจน 1 ลิตร มีมวล 0.0898 กรัม (กรมพฒันาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2554) 
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 ไฮโดรเจนถือได้ว่าเป็นเช้ือเพลิงส าหรับการเผาไหม้ที่มีประสิทธิภาพสูง สะอาด และ
เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม ได้รับการคาดหมายและยอมรับว่าจะเป็นแหล่งของเช้ือเพลิงที่ส าคัญมาก 
ในอนาคต เนื่องจากส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมน้อยเมื่อเกิดการเผาไหม้กับออกซิเจน แตกต่างจาก
การเผาไหม้ของเช้ือเพลิงอื่นที่ให้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลพลอยได้ ซึ่งเป็นก๊าซเรือนกระจก 
(greenhouse gas) (ดังภาพที่ 2) ส่งผลกระทบโดยตรงต่อการท าให้โลกร้อนขึ้น (global warming) 
นอกจากนีก้ระแสไฟฟ้าสามารถผลิตจากไฮโดรเจนโดยป้อนไฮโดนเจนเข้าเซลล์เช้ือเพลิง (fuel 
cell) ซึ่งขณะนี้นักวิจัยทั่วโลกให้ความสนใจเป็นอย่างมากในการพัฒนาเซลล์เช้ือเพลิงและน ามา
ประยุกต์ใช้ในด้านต่างๆ เนื่องจากประสิทธิภาพของเซลล์เช้ือเพลิงมีค่าสูงกว่าอุปกรณ์ผลิตไฟฟ้า
แบบอื่นๆมาก ดังนั้นไฮโดรเจนจึงเป็นเช้ือเพลิงทางเลือกอกีชนิดหนึ่งที่สามารถน ามาใช้ทด แทน
เช้ือเพลิงดั้งเดิมได้ (ธรรมนูญ, 2550)  

 

 
 

ภาพที่ 2  เปรียบเทียบการปลดปล่อยคาร์บอนระหว่างเครื่องยนต์ที่ใช้ไฮโดรเจนกับเครื่องยนต์ที่ใช้
เช้ือเพลิงชนิดอื่น 

 
ที่มา: Bak et al. (2002)  
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steam 

Pure H2 

syngas H2, CO, CO2, CH4, H2O syngas H2, CO, CO2, CH4, H2O 

Pure H2 

 3.2  เทคโนโลยีการผลิตไฮโดรเจน 
 

เทคโนโลยีการผลิตไฮโดรเจนแบ่งออกได้เป็น 3 เทคโนโลยีหลัก คือ กระบวนการ
ความร้อนเคมี (thermo chemical processes) กระบวนการไฟฟ้าเคมี (electro chemical processes) 
และกระบวนการชีวเคมี (biochemical processes)  

 
3.2.1  กระบวนการความร้อนเคมี (thermo chemical process) ไฮโดรเจนสามารถผลิต

ได้โดยวิธีทางเคมีโดยใช้ความร้อน มีวัตถุดิบหลักที่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น ก๊าซ
ธรรมชาติ ถ่านหิน ชีวมวล เป็นต้น ผลลัพธ์ที่ได้คือก๊าซสังเคราะห์ซึ่งประกอบด้วย ไฮโดรเจน (H2) 
คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) คาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) น้ า (H2O) และมีเทน (CH4) จากนั้นจะผ่าน
กระบวนการเพิ่มเติมเพื่อท าให้ไฮโดรเจนบริสุทธ์ิขึ้น การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวน การความ
ร้อนเคมี ได้แก ่กระบวนการรีฟอร์มมิ่งด้วยไอน้ า (steam reforming) กระบวนการก๊าซซิฟิเคชั่น 
(gasification) ปัจจุบันการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการรีฟอร์มมิ่งด้วยไอน้ าจากก๊าซธรรมชาติ 
เป็นกระบวนการที่ใช้กันแพร่หลายในเชิงพาณิชย์ ซึ่งในประเทศไทยใช้กระบวนการนี้ในการผลิต
ไฮโดรเจนเพื่อใช้เป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมต่างๆ 

 
 

 
 
 

   
  

 
 
 
 
 

(ก)                                                             (ข) 

ภาพที่ 3  การผลิตไฮโดรเจนด้วยกระบวนการรีฟอร์มมิงด้วยไอน้ า (ก) และกระบวนการกา๊ซซิฟิเค-
ชัน (ข) 

gasifier 

steam reformer 

shift reactor 
 CO+H2O       CO2+H2 

hydrogen purification 

steam reformer 

shift reactor 
 CO+H2O       CO2+H2 

hydrogen purification 

coal, wastes or biomass 

steam 

heat 

wastes gases 

compressor H2 storage compressor H2 storage 

 steam 

heat 

wastes gases 

natural gas or 
 light hydrocarbon 

steam 

to H2 users to H2 users 



9 

3.2.2  กระบวนการไฟฟ้าเคมี (electro chemical process) เป็นกระบวนการแยกน้ าด้วย
ไฟฟ้าเพื่อผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจน โดยไฟฟ้าที่มาจากแหล่งก าเนิดไฟฟ้าทุกชนิดสามารถใช้ได้
กับกระบวนการนี้ ไม่ว่าจะเป็นไฟฟ้าจากแหล่งพลังงานหมุนเวียน รวมทั้งจากพลังงานนิวเคลียร์ 

 
3.2.3  กระบวนการชีวเคมี (biochemical processes) เป็นการผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัย

กระบวนการสังเคราะห์แสงของส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก หรือจุลินทรีย์ และสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน  
ซึ่งสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กเหล่านี้เปลี่ยนสารต้ังต้นให้เป็นไฮโดรเจน อย่างไรก็ตามวิธีการนี้ยังมีขอ้เสีย
คือ มีประสิทธิภาพการผลิตต่ า ความสามารถในการผลิตถูกจ ากัดด้วยความเข้มแสงที่ได้รับ 
(กระทรวงพลังงาน, 2555) 

 
ในปัจจุบันนี้กระบวนการเปลี่ยนรูปสารไฮโดรคาร์บอนด้วยไอน้ า (steam reforming  

of hydrocarbons) เป็นกระบวนการที่ใหญ่ที่สุดส าหรับการผลิตเช้ือเพลิงไฮโดรเจน แต่ปัญหาหลักที่
ส าคัญของกระบวนการนี้คือ การปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณมากซึ่งเป็นสาเหตุ
ของสภาวะโลกร้อนหรือปรากฏการณ์เรือนกระจก นอกจากนี้แล้วยังประสบปัญหาการขาดแคลน
แหล่งของไฮโดรคาร์บอนที่น ามาใช้ในกระบวนการอีกด้วย ดังนั้นกระบวนการอื่นซึ่งเป็นทางเลือก
ใหม่ที่ปลอดภัย และสามารถผลิตเช้ือเพลิงไฮโดรเจนได้อย่างมีประสิทธิภาพ จึงควรได้มีการพัฒนา 
ขึ้นเพื่อรองรับความต้องการเช้ือเพลิงไฮโดรเจนในอนาคต นกัวิทยาศาสตร์จึงหันมาพัฒนาการผลติ
ไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพหรือไบโอไฮโดรเจน (biohydrogen) กระบวนการผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนโดยทั่วไปแบ่งออกเป็น 2 กระบวนการหลัก ได้แก่ 

 
3.3  กระบวนการใช้แสง (light - driven process) สามารถจ าแนกเป็นวิธีย่อยได้ดังนี้ 
 

3.3.1  การแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรง (direct biophotolysis) การผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรงเป็นกระบวนการที่ใช้ระบบแสงของสาหร่าย
ขนาดเล็ก (microalgae) เช่น สาหร่ายสีเขียว (green algae) เพื่อแยกน้ าโดยการดูดซับพลังงานแสง 
อาทิตย์โดยตรงให้เป็นไฮโดรเจนและออกซิเจนด้วยอัตราส่วน 2:1 ดังสมการที่ (1) (Ni et al., 2006) 

 
                                        H2O            2H2 + O2                                                                    (1) 
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ระบบแสงที่สอง (photosystem II, PSII) ดูดซับพลังงานแสงอาทิตย์ท าให้น้ า
แตกตัวเป็นออกซิเจน โปรตรอน (H+) และอิเล็กตรอน (e-) จากนั้นอิเล็กตรอนจะถูกส่งไปยัง     
เฟอร์รีดอกซิน (Fd) โดยพลังงานแสงอาทิตย์ที่ถูกดูดซับโดยระบบแสงที่หนึ่ง (photosystem I, PSI) 
เฟอร์รีดอกซินที่ถูกรีดิวซ์จะส่งอิเล็กตรอนให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสเพื่อสร้างไฮโดรเจน ดังแสดงใน
ภาพที่ 4 
 

 
 

ภาพที ่4  การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรง  
 

เนื่องจากออกซิเจนมีผลในการยับย้ังการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส จึงมี
ความจ าเป็นต้องรักษาระดับออกซิเจนให้มีค่าต่ ากว่า 0.1% เพื่อให้สามารถผลิตไฮโดรเจนได้อย่าง
ย่ังยืน (Hallenbeck and Benemann, 2002) สาหร่ายสีเขียวหลายชนิดสามารถผลิตไฮโดรเจนจากน้ า
โดยการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรงได้ เช่น Chlamydomonas reinhardtii (Melis et al., 2000) 
และ Chlorella fusca (Winkler et al., 2002) 

 
3.3.2  การแยกสลายด้วยแสงทางอ้อม (Indirect biophotolysis) การผลิตไบโอ

ไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางอ้อมจะพบในสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน (blue 
green algae) หรือไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ซึ่งมีคุณสมบัติในการใช้แสงอาทิตย์เป็นแหล่ง
พลังงานและคาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน กระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบนี้จะแบ่ง
ออกเป็น 2 ขั้นตอนที่แยกออกจากกัน ดังแสดงในภาพที่ 5 
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ภาพที่ 5  การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางอ้อม  
 

การผลิตไฮโดรเจนแบบนี้จะสามารถแก้ปัญหาเนื่องจากออกซิเจนยับย้ังการ
ท างานของเอนไซม์ผลิตไฮโดรเจน เพราะกระบวนการสร้างออกซิเจนและไฮโดรเจนเกิดแยกกัน 
โดยในขั้นตอนแรกสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินจะใช้พลังงานแสงผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสง 
ในระบบแสงที่หนึ่งและสองร่วมกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพื่อสร้างเป็นคาร์โบไฮเดรตเก็บ
สะสมเป็นชีวมวลของสาหร่าย ดังสมการที่ (2) และในขั้นตอนที่สองชีวมวลของสาหร่ายจะถูก
น าไปใช้ในการสร้างไฮโดรเจนดังสมการที่ (3) (Levin et al., 2004) 

 
                                           12H2O + 6CO2                                 C6H12O6 + 6O2                                     (2) 
 

 
                                           C6H12O6 + 12H2O                             12H2 + 6CO2                                         (3) 
 

สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินหลายชนิดสามารถผลิตไฮโดรเจนจากน้ าโดยการ
แยกสลายด้วยแสงแบบทางอ้อมได ้เช่น Gloeocapsa alpicola (Troshina et al., 2002) 

 

พลังงานแสง 

พลังงานแสง 



12 

3.3.3  กระบวนการหมักแบบใช้แสง (photofermentation) การผลิตไบโอไฮโดรเจน
โดยกระบวนการหมักแบบใช้แสงเป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นในแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เช่น 
แบคทีเรียสมี่วง (purple bacteria) โดยแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะประกอบด้วยระบบสังเคราะห์
แสงเดียวและไม่สร้างออกซิเจน ซึ่งแตกต่างจากสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน สาหร่ายและพืชช้ันสูง 
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะผลิตไฮโดรเจนผ่านเอนไซมไ์นโตรจีเนสภายใต้สภาวะที่ใช้แสงและ
สารประกอบอินทรีย์หรือชีวมวล ดังแสดงในภาพที่ 6 

 

 
 

ภาพที่ 6  การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง  
 

ภายใต้สภาวะไร้อากาศ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะใช้กรดอินทรีย์อย่างง่ายเป็น
ตัวให้อิเล็กตรอน ซึ่งอิเล็กตรอนจะถูกส่งผ่านไปยังเฟอร์รีดอกซินโดยพลังงานในรูป ATP ซึ่ง
อิเล็กตรอน 1 ตัวจะต้องการพลังงาน 2 ATP จากนั้นเอนไซมไ์นโตรจีเนสจะรับอิเล็กตรอนตัวสุด 
ท้ายเพื่อสร้างไฮโดรเจน สมการที ่(4) แสดงการผลิตไฮโดรเจนจากกรดแลคติก 

 
  

                                                   C2H6O3 + 3H2O                           3CO2 + 6H2                                                  (4) 
พลังงานแสง 
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การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสงนั้นสามารถใช้สาร
ตั้งต้นได้หลากหลายชนิด เช่น สารอินทรีย์หลายประเภท ของเสียที่เป็นชีวมวล ไม่ว่าจะเป็นของเสีย
จากอุตสาหกรรมหรือจากการเกษตร แบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่สามารถผลิตไฮโดรเจนจาก
กระบวนการหมัก ได้แก่ Rhodobacter capsulatus (Ooshima et al., 1998) และ Rhodopseudomonas 
capsulate (Fang et al., 2005) 
 

3.4  กระบวนการแบบไม่ใช้แสง (non light-driven process) การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วย
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงจะเกิดในแบคทีเรียที่ไม่ใช้อากาศ ซึ่งมีเอนไซม์ไฮโดรจีเนสและ
สามารถใช้สารตั้งต้นพวกคาร์โบไฮเดรต เช่น น้ าตาลกลูโคส ชีวมวล ผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร ของ
เสียจากการเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรม ในสภาวะไม่ใช้แสง เพื่อการผลิตไฮโดรเจน ดังแสดง
ในภาพที่ 7 และมีผลพลอยได้เป็นสารอินทรีย์ต่างๆ เช่น กรดอะซิติก กรดบิวทีริก และคาร์บอนได- 
ออกไซด ์  
 

 
 

ภาพที่ 7  การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง  
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เมื่อใช้กลูโคส 1 โมล เป็นสารตั้งต้น จะสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด 4 โมล เมื่อมี
กรดอะซิติกเป็นผลิตภัณฑ์หลัก ดังแสดงในสมการที่ (5) หรือผลิตไฮโดรเจนได้ 2 โมล เมื่อมีกรด
บิวทีริกเป็นผลิตภัณฑ์หลัก ดังแสดงในสมการที่ (6) (Hawkes et al., 2002) 

 
                              C6H12O6 + 2H2O                             2CH3COOH + 2CO2 + 4H2                (5) 
 
                             C6H12O6                                          CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2        (6) 
 

แต่ในทางปฏิบัติ การผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด 4 โมล ต่อ กลูโคส 1 โมล ไม่สามารถ
เกิดขึ้นได้จริง เนื่องจากสารตั้งต้นจะถูกเปลี่ยนไปเป็นชีวมวลของจุลินทรีย์ และผลิตภัณฑ์สุดท้ายม
จะมีทั้งกรดอะซิติกและกรดบิวทีริกอยู่รวมกัน นอกจากนี้ยังมีสารเมแทบอไลต์อื่นๆ เช่น โพรไพโอ
นิก แอลกอฮอล์และกรดแลคติก รวมอยู่ด้วย (Levin et al., 2004)  
 
4.  กลไกการผลิตไฮโดรเจนแบบไม่ใช้อากาศ 
 

4.1  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักด้วยจุลินทรีย์แบบไม่ใช้ออกซิเจนสลายสาร 
อินทรีย์เพื่อให้ได้พลังงานภายใต้สภาวะไร้ออกซเิจน เรียกปฏิกิริยาการหมักที่มีไฮโดรเจนเป็น
ผลิตภัณฑ์สุดท้ายว่า การหมักไฮโดรเจน  
 
 4.2  บทบาทของการหมักไฮโดรเจน คือ การควบคุมระดับการถ่ายเทอิเล็กตรอนในเซลล์
แบคทีเรีย โดยเปลี่ยนพลังงานที่เกินมาเป็นไฮโดรเจน แบคทีเรียสามารถเก็บและใช้ไฮโดรเจนได้ 
ดังนั้นปฏิกิริยาย้อนกลับที่มกีารใช้ไฮโดรเจนควรจะถูกยับย้ัง เพื่อที่จะเป็นการเพิ่มค่าผลผลิต
ไฮโดรเจน  
 
 4.3  ปฏิกิริยาการหมักไฮโดรเจน แบคทีเรียที่ใช้ผลิตไฮโดรเจน แบ่งออกเป็น 2 ชนิด โดย
ใช้เอนไซม์ในการท าปฏิกิริยาที่แตกต่างกัน คือ แบคทีเรียที่ใช้เอนไซม์ไฮโดรจีเนส ดังสมการที่ (7) 
และแบคทีเรียใช้เอนไซม์ไนโตรจีเนส ดังสมการที่ (8) 
 

                             Hydrogenase: 2H+ + X2-            H2 + X    (7) 
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                 Nitrogenase: 2H+ + 2e- + 4ATP             H2 + 4ADP + Pi   (8) 
 

X: ตัวรับสง่อิเล็กตรอน (electron carrier), Pi: ฟอสเฟตอนินทรีย์ (inorganic 
phosphate) 
 

จากปฏิกิริยาข้างบน ไฮโดรจีเนสจะกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาผันกลับและ
การดูดซึมของไฮโดรเจน นอกจากนี้ ปฏิกิริยาเคมีโดยไนโตรจีเนสจ าเป็นต้องมีพลังงาน (ATP) ใน
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้ออกซิเจน  

 
จากภาพที่ 8 แสดงวิถีของการหมักไฮโดรเจน โดยไฮโดรเจนเกิดได้หลายทาง ได้แก่ 

ผ่านทาง NADH และเฟอร์ริดอกซินหรือผ่านทางเฟอร์ริดอกซินเท่านั้น หรือผ่านทางฟอร์เมตไลย์
เอส (formate-lyase) ในการหมักไฮโดรเจน ไฮโดรเจนเกิดจากการย่อยสลายออกซิเดทีฟ (oxidative 
decomposition) ของสารต้ังต้นอินทรีย์ ดังนั้น การหมักไฮโดรเจนจึงถูกน ามาใช้ในการบ าบัดของ
เสียและน้ าเสียจากการหมักมีเทน หรือตะกอนแบบเร่ง เนื่องจากการหมักไฮโดรเจนเข้ากันได้กับ
ผลิตภัณฑ์ที่เป็นกรดอินทรีย์ อัตราการเกิดปฏิกิริยาการหมักไฮโดรเจนเป็นแบบเร็วเมื่อเทียบกับการ
หมักมีเทน ซึ่งอาจบ่งบอกได้ว่าการหมักไฮโดรเจนเป็นวิธีการบ าบัดขั้นต้นของการหมักมีเทน 
(สมาคมสารชีวมวลเอเชีย, 2551) 

 

 
 

ภาพที ่8  กลไกการผลิตไฮโดรเจนจากสารตั้งต้นประเภทกลูโคส 
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4.4  การสร้างกรดอินทรีย์ระเหยง่าย 
 

หลังจากสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ถูกย่อยให้เล็กลง (กระบวนการไฮโดรไลซิส) กลาย 
เป็นสารประกอบอินทรีย์โมเลกุลเล็กและถูกแบคทีเรียสร้างกรดขนส่งเข้าสู่เซลล์ แบคทีเรียที่ท า
หน้าที่สร้างกรดในกระบวนการไม่ใช้อากาศเป็นพวก obligate anaerobes และ facultative แต่
แบคทีเรียพวก obligate anaerobes มีจ านวนมากกว่ามาก จึงเป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักที่ท าหน้าที่ผลติ
กรด ซึ่งได้แก่ แบคทีเรียหลายๆกลุ่มของ Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Escherichia 
และ Aerobacter เมื่อสารอินทรีย์ถูกขนส่งเข้าสู่เซลล์แล้วจะถูกน าไปใช้เป็นแหล่งพลังงานและ
แหล่งคาร์บอนโดยผ่านกระบวนการหมักภายในเซลล์ เปลี่ยนสารอินทรีย์ที่เข้าสู่เซลล์ให้เป็นกรด
อินทรีย์ระเหยง่าย คาร์บอนอะตอมไม่เกิน 5 ตัว เช่น กรดอะซิติก โพรไพโอนิก และกรดบิวทิริก 
เป็นต้น  

 
กระบวนการหมักภายในเซลล์ที่ส าคัญมากส าหรับสิ่งมีชีวิต คือ การหมักกลูโคสเป็น

ไพรูเวตโดยผ่านวิถีทางชีวเคมีที่เรียกว่า Emden-Meyerhof Pathway หรือวิถีไกลโคไลซิสกลูโคสจะ
ถูกออกซิไดซ์กลายเป็นกรดไพรูวิก ดังนี้ 

 
         C6H12O6 + 2 NAD+ + 2 ADP + 2P        2CH3COCOOH+ + 2NADH + ATP            (9) 

 
แต่ละโมลของกลูโคสจะผลิตกรดไพรูวิก 2 โมล และ ATP 1 โมล โคเอนไซม์ NAD+ 

จะถูกใช้เป็นพาหะของอิเล็กตรอนและไฮโดรเจน ท าให้เกิด NADH เนื่องจาก NAD+ มีจ ากัด จึงต้อง
มีวิธีปลดปล่อย H+ ออกจาก NADH ให้กลายเป็น NAD+ ใหม่ เพื่อให้มีพาหะส าหรับขนส่งอิเล็ก- 
ตรอนตลอดไป โดยปกติการฟ้ืนอ านาจของ NAD+ เกิดขึ้นได้ดังนี ้
 

                                NADH + H+            NAD+ + H2                    (10) 
 

สมการที่ (10) สามารถเกิดขึ้นเองได้ตราบเท่าที ่H2 (ในด้านขวาของสมการ) สามารถ
หนีออกไปจากปฏิกิริยาได ้ถ้าไฮโดรเจนที่อยู่ในบรรยากาศเหนือน้ ามีความดันพาร์เชียลต่ าจนท าให้
ไฮโดรเจนละลายน้ าได้นอ้ยมาก ไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นในสมการที่ (10) ก็จะหนีจากน้ าสู่บรรยากาศได้
ง่าย ท าให้สมการที่ (10) สามารถเกิดจากซ้ายไปขวาได้เอง ท าให้มีการคืนกลับของ NAD+ เกิดขึ้น
อย่างต่อเนื่อง กรดไพรูวิกที่เกิดขึ้นจะถูกออกซไิดซ์ต่อไป กลายเป็นอะเซทีลโคเอ (CH3CoA) ดังนี ้
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                           2CH3COCOOH + 2NAD+         2CH3CoA + 2CO2 + 2NADH                       (11) 

 
NAD+ ท าหน้าที่เป็นตัวพาหะของอิเล็กตรอน CH3CoA จะถูกย่อยสลายต่อไป 

กลายเป็นกรดอะซิติก พร้อมกับการสร้าง ATP ดังนี้ 
 

                                2CH3CoA + 2ADP + 2P         2 CH3COOH + 2 ATP          (12) 
 

เมื่อรวมสมการที ่(10) (11) และ (12) เข้าด้วยกัน จะได้ปฏิกิริยาการหมักที่สมบูรณ์
ดังนี้ 
 

                C6H12O6 + 2H2O+ 4ADP+ 4P        2CH3COOH+ 2CO2 + 4H2 + 4ATP         (13) 
 

การย่อยสลายแบบไม่ใช้อากาศของกลูโคส 1 โมล จะได้กรดอะซิติก 2 โมล 
คาร์บอนไดออกไซด ์2 โมล ไฮโดรเจน 4 โมล และ ATP 4 โมล ทั้งนี้ ปฏิกิริยาของสมการที ่(13) จะ
เกิดขึ้นภายใต้บรรยากาศที่ไฮโดรเจนมีความดันพาร์เชียลต่ ามากเท่านั้น เมื่อปฏิบัตกิารไม่ใช้อากาศ
สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ ไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นจะถูกใช้ผลิตมีเทนโดยแบคทีเรียที่
เรียกว่า ผู้บริโภคไฮโดรเจน เป็นผลท าให้ความดันพาร์เชียลของไฮโดรเจนมีค่าต่ าเสมอ 

 
                                            4H2 + H2CO3             CH4 + 3H2O           (14) 

 
อย่างไรก็ตามหากมีปัญหาเกิดขึ้นท าให้แบคทีเรียบริโภคไฮโดรเจนไม่สามารถด ารง

อยู่ได ้หรือไม่มีแบคทีเรียชนิดนี้อาศัยอยู่ในถังหมักไม่ใช้อากาศ ไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นก็จะไม่ถูก
น าไปใช้ประโยชน์และมีการสะสมตัวของไฮโดรเจน จนกระทั่งความดันพาร์เชียลมีค่าสูง 
ผลกระทบจะเกิดขึ้นกับการปลดปล่อย H+ ออกจาก NADH นั่นคือวิธีการปลดปล่อย H+ แบบปกติ 
สมการที่ (10) จะไม่สามารถเกิดขึ้นเองได้ ต้องใช้วิธีการอื่น คือ สร้างปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเองได้และใช้
เป็นปฏิกิริยาควบคู่ในการเปลี่ยน NADH ให้กลายเป็น NAD+ ปรากฏว่าการเปลี่ยนกรดไพรูวิกให้ 
กลายเป็นกรดโพรพิออนิก สามารถท าให้ NADH ปลดปล่อย H+ ได้ดังนี ้

 
     CH3COCOOH + 2NADH + ADP + P          CH3CH2COOH + 2NAD+ + ATP + H2O     (15)  
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จะเห็นได้ว่ากรดไพรูวิกเพียง 1 โมลสามารถใช้ปลดปล่อย H+ จาก NADH 2 โมล ซึ่ง

ได้จากการย่อยสลายกลูโคสในขั้นตอนแรกของปฏิกิริยาการหมัก แต่กลูโคส 1 โมลใช้ผลิตกรด 
ไพรูวิกได้ 2 โมล จึงยังมีกรดไพรูวิกเหลืออีก 1 โมล ซึ่งจะถูกย่อยสลายเป็น CH3CoA ตามปกต ิดังนี้ 

 
                                      CH3COCOOH + NAD+        CH3CoA + CO2 + NADH                (16) 
 

ขั้นตอนนี้ถ้าความดันพาร์เชียลของไฮโดรเจนมีค่าต่ า  การปลดปล่อย H+จาก NADH 
จะเกิดดังสมการที่ (16) แต่ถ้าความดันพาร์เชียลมีค่าสูง การปลดปล่อย H+ จะต้องเกิดขึ้นควบคู่กับ
การเปลี่ยน CH3CoA ให้เป็นกรดอะซิติก ดังนี้ 

 
                                           CH3CoA + NADH         CH3COOH + H2 + NAD+                (17) 
 

เมื่อรวมสมการ (9) (11) (16) และ (17) เข้าด้วยกันจะได้สมการการหมักที่ใช้ย่อย
สลายกลูโคส 1 โมลภายใต้สภาวะหรือบรรยากาศที่ความดันพาร์เชียลของไฮโดรเจนมีค่าสูง ดังนี้ 

 
          C6H12O6 + 3ADP + 3P         CH3COOH + CH3CH2COOH + CO2 + H2 + 3ATP            (18) 

 
นั่นคือแต่ละโมลของกลูโคสสามารถผลิตกรดอะซิติก 1 โมล โพรไพโอนิก 1 โมล 

คาร์บอนไดออกไซด ์1 โมล ไฮโดรเจน 1 โมล และ ATP 3 โมล เมื่อเปรียบเทียบสมการที่ (14) และ 
(15) จะเห็นได้ว่าการย่อยแบบไม่ใช้อากาศ ภายใต้สภาวะที่มีความดันพาร์เชียลต่ าจะให้ ATP 4 โมล 
และผลิตกรดอะซิติก 2 โมล (ไมม่ีกรดพรอพิออนิกเกิดขึ้น) แต่ถ้าความดันพาร์เชียลของไฮโดรเจน
สูงจะได้ ATP เพียง 3 โมล และสร้างกรดอะซิติกและโพรไพโอนิกอย่างละ 1 โมล (กรมควบคุม
มลพิษ, 2546) 
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5.  การปรับสภาพลิกโนเซลลูโลส 
 

วัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสประกอบด้วยโครงสร้างอันซับซ้อนของเซลลูโลส            
เฮมิเซลลูโลส ลิกนิน และสารอื่นๆ ซึ่งในการน าลิกโนเซลลูโลสมาใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิต
ไฮโดรเจนจ าเป็นต้องย่อยเซลลูโลสให้อยู่ในรูปของน้ าตาลที่จุลินทรีย์สามารถใช้ได้ โดยอาศัย
กระบวนที่เรียกว่า การปรับสภาพ (pretreatment) คือ การเปลี่ยนหรือก าจัดโครงสร้างและองค์ 
ประกอบต่างๆที่เป็นสิ่งกีดขวางต่อกระบวนการย่อยเซลลูโลสส่งผลให้ประสิทธิภาพการย่อยดีขึ้น
และผลผลิตของน้ าตาลที่ใช้ในการหมักเพิ่มขึ้น ดังนั้นการปรับสภาพจึงถือเป็นขั้นตอนส าคัญในการ
เปลี่ยนเซลลูโลสให้เป็นน้ าตาลกลูโคส วัตถุประสงค์ของกระบวนการปรับสภาพคือ ก าจัดลิกนนิ  
เฮมิเซลลูโลสออก ลดโครงสร้างแบบผลึกของเซลลูโลส และเพิ่มความเป็นรูพรุนของวัตถุดิบ 
กระบวนการปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสสามารถแบ่งออกได้ 4 กระบวนการหลัก 
ดังนี้ 

 
5.1  การปรับสภาพโดยกระบวนการทางกายภาพ (physical pretreatment) โดยการใช้

แรงกล เช่น การบด การตัด เป็นต้น 
 
5.2  การปรับสภาพโดยกระบวนการทางเคมีกายภาพ (physico-chemical pretreatment) เช่น 

การระเบิดด้วยไอน้ า (steam explosion) การระเบิดด้วยแอมโมเนีย (ammonia fiber explosion) เป็น
ต้น  

 
เทคนิคการระเบิดด้วยไอน้ าเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมในการปรับสภาพวัตถุดิบประเภท

ลิกโนเซลลูโลส (McMillan, 1994) จุดประสงค์เพื่อแยกองค์ประกอบของวัสดุจ าพวกไม้และวัสดุ
เศษเหลือทิ้งทางการเกษตร วัตถุดิบที่ผ่านกระบวนการนี้จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการ
ไฮโดรไลซิส ต่อมามีการศึกษาและปรับปรุงเทคโนโลยีนี้จนสามารถออกแบบเครื่องระเบิดไอน้ าให้
ท างานได้ทั้งในรูปของกระบวนการท างานเป็นคร้ัง(batch) และการท างานต่อเนือ่ง (continuous) 
ด้วยระยะเวลาในการระเบิดด้วยไอน้ าไม่เกิน 10 นาที ไอน้ าที่อุณหภูมิและความดนัสูง จะสามารถ
สกัดแยกเฮมิเซลลูโลสออกจากส่วนผสมของเซลลูโลสและลกินิน ต่อมาจึงท าการแยกเซลลูโลส
ออกจากลิกนนิในภายหลัง ด้วยสารละลายเบสโซเดียมไฮดรอกไซด์ ดังนั้นเทคนิคการระเบิดด้วย 
ไอน้ าจึงช่วยในการแยกองค์ประกอบต่างๆของไม้ให้อยู่ในรูป เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลสและลิกนนิ 
ก่อนน าไปท าเป็นวัตถุดิบเร่ิมต้นส าหรับผลิตสารที่มีมูลคา่สูงต่อไปตัวแปรส าคัญของเทคนิคการ
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ระเบิดด้วยไอน้ า คือ อุณหภูมิของไอน้ าและระยะเวลาที่ใช้ในการระเบิด โดยจะท าการรวมตัวแปร
ทั้งสองให้เป็นตัวแปรเดียวกัน เรียกว่า“ค่าแฟคเตอร์ของความรุนแรง (severity factor, Ro)”ดัง
ความสัมพันธ์นี ้

 
 Ro = 0 ∫ exp [(T-100)/14.75] dt 
 

หรือ log Ro = log {t exp [(T-100)/14.75] } 
 
เมื่อ Ro คือ ค่า severity factor 
 
          t คือ ระยะเวลาที่ใช้ในการระเบิด (นาท)ี 
 

                                                  T คือ อุณหภูมิของไอน้ า (องศาเซลเซียส) 
 

หลักการท างานของเทคนิคการระเบิดด้วยไอน้ า คือ น้ าจากถังน้ า (water tank) ถูก
ส่งไปยังถังให้ความร้อน (heater tank) ซึ่งจะมีการให้ความร้อนเกิดขึ้นเพื่อให้น้ ากลายเป็นไอน้ าตาม
อุณหภูมิหรือความดันที่ตอ้งการ ไอน้ าถูกส่งต่อไปยังวาล์ว ซึ่งเป็นจุดควบคุมความดันที่ปล่อยเข้าสู่
ถังท าปฏิกิริยาที่บรรจุตัวอย่างช้ินไม้สับอยู่ เมื่อเปิดวาล์ว ไอน้ าเข้าสู่ถังท าปฏกิิริยา จากนั้นจับเวลา 
ณ ความดันนั้นและควบคุมความดันไอน้ าให้คงที่ตลอดเวลาโดยการปรับปล่อยวาล์ว เมื่อครบเวลาที่
ก าหนดเปิดท่อวาล์วที่เช่ือมระหว่างถังท าปฏิกิริยา และถัง receiver ความดันจะดันตัวอย่างช้ินไมส้ับ
ที่อยู่ในถังท าปฏิกิริยาลงไปยังถัง receiver หลังจากนั้นระบายความดันออกจากถัง receiver โดยค่าที่ 
ball valve จะเป็นตัววัดความดันในเครื่องระเบิดด้วยไอน้ า รอจนกระทั่งค่าความดันใน ball valve 
เป็นศูนย์ซึ่งแสดงว่าความดันภายในถังไม่มี จากนั้นจึงท าการเปิดฝาถัง receiver ออกเพื่อเอาน้ าและ
เย่ือหลังระเบิดออกมา (พิชญา, 2549) 

 
Li and Chen (2007) น าฟางข้าวโพดที่ผ่านการระเบิดด้วยไอน้ ามาเข้าสู่กระบวนการ 

saccharification และ fermentation พร้อมกัน เพื่อผลิตไฮโดรเจน ฟางข้าวโพดที่ใช้จะผ่านกระบวน 
การระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 15 บาร ์(1.5 MPa) นาน 10 นาที และท าการหมักแบบกะที่ 35 องศา
เซลเซียส โดยใช้ฟางข้าวโพดที่ผ่านกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าแล้ว 10 กรัม ต่อการหมักแต่ละกะ 
เมื่อเปรียบเทียบการหมัก 2 ประเภท  คือ การไฮโดรไลซิสด้วยเอมไซม์ก่อนการหมัก                  
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(pre-enzymolysis) และ การย่อยด้วยเอนไซม์พร้อมกับการหมัก (simultaneous saccharification and 
fermentation) พบว่าการหมักแบบ Pre-enzymolysis ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าเล็กน้อย แต่ระยะ 
lag-stage ยาวและอัตราการเกิดไฮโดรเจนจ าเพาะน้อยกว่าและช้ากว่า  

 
 Holtzapple et al. (1991) ใช้แอมโมเนียที่อุณหภูมิสูงให้ความดันสูงระยะหนึ่ง แล้วท า

การลดความดันลง 1-2 กรัม แอมโมเนียต่อกรัม น้ าหนักแห้งที่ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
สูญเสียไซแลนน้อยกว่าการระเบิดด้วยกรดไม่มีการสร้างสารยับย้ัง 

 
5.3  การปรับสภาพโดยกระบวนการทางเคมี (chemical pretreatment) เช่น การใช้กรด 

(acid hydrolysis) การใช้ด่าง (alkaline hydrolysis) การใช้สารละลายอินทรีย์ (organosolve) เป็นต้น 
การปรับสภาพด้วยกรดนั้นเพื่อให้ได้น้ าตาลปริมาณสูงจากวัสดุชีวมวล สามารถใช้ได้ทั้งกรดเข้มข้น
และเจือจางเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายของกระบวนการไฮโดรไลซิส (Palmqvist et 
al.,1996)  

 
 Lu et al. (2007) ปรับสภาพข้าวโพดด้วยกรดซัลฟิวริก (H2SO4) เข้มข้นร้อยละ 2 4 

และ 6 ที่ 80 100 และ 120 องศาเซลเซียส พบว่าสภาวะที่เหมาะสมอยู่ที่ความเข้มขน้ของกรด
ซัลฟิวริกร้อยละ 2 ที่เวลา 43 นาที อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส ให้ผลผลิตไซโลสสูงถึงร้อยละ 77 
ในขณะที่ให้ผลผลิตน้ าตาลกลูโคสเพียงร้อยละ 8.4     

 
การปรับสภาพฟางข้าวด้วยกรดที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 และอุณหภูม ิ100 องศา-

เซลเซียส ได้น้ าตาลรีดิวซิ่งสูงถึง 3.419 กรัมต่อลติรของสารละลายกรด จากผลการทดลองสามารถ
คาดการณ์ว่า หากใช้อุณหภูมิที่สูงขึ้นในการไฮโดรไลซีสจะท าให้ได้ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซิ่ง
สูงขึ้น (Karimi et al., 2006) 

 
ส าหรับการปรับสภาพด้วยด่าง กลไกการท างานของด่างจะไปเพิ่มการพองตัวภายใน

โมเลกุลภายในต่อสายพันธะภายในของไซแลนในเฮมิเซลลูโลส ความพรุนของวัสดุจะเพิ่มขึ้นได้
เมื่อท าการก าจัดสายโซ่ที่เช่ือมต่อภายใน การใช้ด่างเจือจางในวัสดุลิกโนเซลลูโลสมีผลท าให้เกิด
การบวมภายในเป็นการเพิ่มพื้นที่ผิวสัมผัสในการท าปฏิกิริยา ท าให้วัสดุมีความพรุนเพิ่มขึ้นได้ ลด
ความเป็นโครงสร้างผลึกของเซลลูโลส  (McMillan, 1994)  
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Kim and Holtzapple (2005) ท าการปรับสภาพต้นข้าวโพดด้วยแคลเซียมไฮดรอกไซด์ 
ที่อัตรา 0.5 กรัมแคลเซียมไฮดรอกไซด์ต่อกรัมมวลชีวภาพสด ในสภาวะที่ไม่ออกซิเดช่ันและ    
ออกซิเดช่ันที่อุณหภูมิ 25 35 45 และ 55 องศาเซลเซียส พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ การปรับสภาพ
ที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 4 สัปดาห์ พร้อมด้วยการเติมอากาศ ท าให้กลูแคนร้อยละ 91.3 
และไซแลนร้อยละ 51.8 ถูกเปลี่ยนไปเป็นน้ าตาลกลูโคสและไซไลส ตามล าดับ เมื่อไฮโดรไลซ์ต้น
ข้าวโพดที่ปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 15 เอฟพียูต่อกรัมเซลลูโลส ลิกนินเร่ิมต้นประมาณ ร้อยละ 87.5 
รวมถึงกลุ่มอะซิติลเกือบทั้งหมดก็ถูกก าจัดไปด้วย 

 
5.4  การปรับสภาพโดยกระบวนการทางชีวภาพ (biological pretreatment) โดยการใช้

เช้ือจุลินทรีย์จ าพวกรา เช่น ราขาว ราน้ าตาล เป็นต้น เป็นการใช้เอนไซม์จากจุลินทรีย์ เพื่อเปลี่ยน
โครงสร้างที่ซับซ้อนของเซลลูโลสให้อยู่ในรูปโซ่ตรงและช่วยลดความเป็นผลึก (Costa et al., 
2002) 

 
กระบวนการปรับสภาพจึงเป็นขั้นตอนส าคัญในการปรับปรุงหรือเปลี่ยนแปลงโครง 

สร้างของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสให้มีความเหมาะสมต่อกระบวนการย่อย กระบวนการ
ปรับสภาพมีหลายกระบวนการ ซึ่งแต่ละกระบวนการนั้นก็จะส่งผลต่อโครงสร้างของวัตถุดิบ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสแตกต่างกัน ดังนั้นการเลอืกกระบวนการปรับสภาพมาใช้ในการปรับปรุง
หรือเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของวัตถุดิบนั้นจ าเป็นต้องทราบถึงชนิดของวัตถุดิบ โครงสร้างทางเคมี 
และองค์ประกอบอืน่ๆ ของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสแต่ละชนิดเสียก่อน แล้วจึงท าการเลือก
กระบวนการปรับสภาพให้เหมาะสมทั้งนี้เพื่อประสิทธิภาพในการย่อยเซลลูโลส นอกจากนี้ยังต้อง
ค านึงถึงค่าใช้จ่ายที่ใช้ในการด าเนินการประกอบกับการตัดสินใจในการเลือกใช้วิธีการปรับสภาพ
เพื่อให้ประหยัดและเหมาะสมที่สุด (ภูมิหทัย และประมุข, 2554)  

 
6.  การไฮโดรไลซิส 
 

กระบวนการไฮโดรไลซิส (hydrolysis process) เป็นขั้นตอนที่จ าเป็นส าหรับการเปลี่ยน 
แปลงเซลลูโลสเป็นน้ าตาล ปกติสามารถท าได้โดยการใช้กรดหรือเอนไซม์ แต่ปัจจุบันกระบวน 
การไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เป็นกระบวนการทีไ่ด้รับความนิยม เพราะเมื่อเทียบกันแล้วการ
ไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์มีความเฉพาะเจาะจงมากกว่าและรุนแรงน้อยกว่า จึงไม่ท าให้น้ าตาลทีไ่ด้
จากกระบวนการลดนอ้ยลง (Sun and Cheng, 2005) ในปัจจุบันมีเทคโนโลยี 2 แบบที่ได้รับการ
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พัฒนาคือ การใช้เอนไซม์และวิธีการเปลี่ยนจุลินทรีย์โดยตรงการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ของวัสดุ
ประเภทลิกโนเซลลูโลสจะเป็นขั้นตอนที่ช้ามากเพราะจะถูกขัดขวางโดย ลิกนิน เฮมิเซลลูโลส และ
ผลึกของเซลลูโลส จึงต้องมีการปรับสภาพชีวมวลด้วยวิธีที่เหมาะสมก่อนเพื่อก าจัดเฮมิเซลลูโลส 
ลิกนินและลดผลกึของเซลลูโลส นอกจากนี้ยังเป็นการเพิ่มความสามารถในการเข้าถึงของเอนไซม์ 
(Pan et al., 2004) 

 
การย่อยเซลลูโลสขั้นต้นเกิดจากการที่โมเลกุลของเซลลูโลสถูกไฮโดรไลซ์ด้วยเอนไซม์

เซลลูเลส เอนไซม์ซึ่งจะท าหน้าที่ย่อยเซลลูโลสที่ไม่ละลายน้ าให้อยู่ในรูปที่ละลายน้ าได้แต่ข้อ 
จ ากัดในการท างานของเอนไซม์เกิดจากการที่สับสเตรทละลายน้ าได้น้อย เมื่อย่อยได้ก็จะถกูย่อย 
ต่อจะได้น้ าตาลโมเลกลุเดี่ยวหรือน้ าตาลโมเลกุลคู่ 

 

กลไกการสลายเซลลูโลสโดยเอนไซม์เซลลูเลสประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรก 
เป็น prohydrolytic step คือสายโซ่ anhydroglucose จะถูกท าให้บวมขึ้น ขั้นที่สอง เกิด hydrolytic 
cleavage ของสายโพลีเมอร์ กลไกการท างานเร่ิมจากเซลลูโลสจะเกิดบวมตัว (swelling) พร้อมกับมี
การสลายพันธะไฮโดรเจน ซึ่งเกิดจากการท างานร่วมกันของ endoglucanase และ exoglucanase จะ
ย่อยสลายเซลลูโลสได้ปลายอิสระ ส่วน exoglucanase จะดึงโมเลกุลของ cellobiose ออกจากปลาย
ซึ่งถูกย่อยสลายต่อไปโดย ß-glucosidase จนได้น้ าตาลกลูโคสอิสระ (Fan et al., 1987) 

 
กระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซมม์ีการท างานอยู่ 3 ขั้นตอนคือ ขั้นตอนแรกการดูด

ซับเอนไซม์เซลลูเลสบนพื้นผิวของเซลลูโลส ขั้นสองเกิดการย่อยสลายทางชีววิทยาเพื่อให้เกิดการ
หมักของน้ าตาลและสุดท้ายการดูดซับของเซลลูเลสเกิดขึ้นจนกว่าจะไม่สามารถท างานได้อกี การ
ท างานของเซลลูเลสจะลดลงระหว่างที่เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิส  

 
6.1  เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุม่ของเอนไซม์ 3 ชนิด ที่ท างานร่วมกันแบบ 

“synergisticaction” ได้แก่  
 
6.1.1  เอ็นโดกลูคาเนส (endoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายโอลิโกแซคคาไรด์และยัง

ย่อยสลายเซลลูโลสให้เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส โดยจะย่อยสลายจากทางด้านปลายรีดิวซิ่ง 
(reducing end) ของสายโซ่เซลลูโลส 
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6.1.2  เอ็กโซกลูคาเนส (exoglucanase) ท าหน้าที่ย่อยสลายโอลิโกแซคคาไรด์และ
เซลลูโลสให้เปลี่ยนเป็นเซลโลไบโอส ต าแหน่งที่ท างานเป็นแบบสุ่ม (random) 

 
        6.1.3  เบต้า-กลูโคสิเดส (ß-glucosidase) ท าหน้าที่ย่อยสลายเซลโลไบโอสให้

เปลี่ยนเป็นกลูโคส 
 
การท างานของเอนไซม์เซลลูเลสจะถกูยับย้ังด้วยปริมาณของสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นดังนี้ 

เบต้า-กลูโคสิเดสจะถูกยับย้ังด้วยปริมาณกลูโคสที่เพิ่มขึ้นซึ่งจะมีผลยับย้ังต่อเนื่อง คือท าให้มีการ
สะสมของเซลโลไบโอสเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะเป็นตัวยับย้ังการท างานของเอนไซม์เอน็โดกลูคาเนส 
และเอ็กโซกลูคาเนส ท าให้ปฏิกิริยาช้าลงและยุติในที่สุด (Selby and Maitland, 1967)  

 
6.2  ปัจจัยที่มีผลต่อการท างานของเอนไซม์ 

 
6.2.1 ความเข้มข้นของเอนไซม์และสารเร่ิมต้น  การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์จะต้องมี

การรวมตัวกันของเอนไซม-์สารเร่ิมต้น อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะขึ้นอยู่กับจ านวนการชนกันของ
โมเลกุลทั้งสองถ้ามีสารเร่ิมต้นพอเพียง เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของเอนไซม์เป็นสองเท่าจะท าให้
อัตราเร็วเพิ่มขึ้นไปเป็น 2 เท่าด้วย แต่เมื่อมีการเพิ่มปริมาณเอนไซม์ต่อไปเร่ือย ๆอัตราการเกิด 
ปฏิกิริยาเป็นแนวระนาบเพราะสารเร่ิมต้นเร่ิมหมดไป ท าให้เป็นตัวจ ากัดการเกิดปฏิกิริยาได้อัตรา 
เร็วของการเกิดปฏิกิริยาขึ้นอยู่กับการชนกันของโมเลกุล ซ่ึงจะชนกันมากขึ้นเมื่อปริมาณเอนไซม์
หรือสารเร่ิมต้นมากขึ้น 

 

                             อัตราการเกิดปฏิกิริยาดังกล่าวข้างต้นนั้น  ถ้าให้เอนไซม์เป็นตัวคงที่และเพิ่ม
ปริมาณสารเร่ิมต้นขึ้นเร่ือยๆ นั้น  ปฏิกิริยาได้เป็น 3 ระยะ คือ 
 

                            ระยะที่ 1  อัตราเร็วของปฏิกิริยาเป็นสัดส่วนโดยตรงต่อความเข้มข้นของ
สารเร่ิมต้น 
 

ระยะที่ 2  อัตราเร็วของปฏิกิริยาเร่ิมลดลงเนื่องจากปริมาณของเอนไซม์
เร่ิมเป็นตัวจ ากัด 
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ระยะที่ 3  อัตราเร็วถึงจุดอิ่มตัว 
 

6.2.2  ความเป็นกรดด่าง (pH) ของสารละลายจะมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์
ในหลายด้าน ตามปกติเอนไซม์แตล่ะชนิดจะมีคา่ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมในการท างาน ซ่ึง
การท างานของเอนไซม์จะลดลงเมื่อค่าความเป็นกรด่างสูงหรือต่ ากว่าจุดที่เหมาะสม ค่าความเป็น
กรดด่างที่เหมาะสมของเอนไซม์ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 6-8 การที่มีค่าความเป็นกรดด่างสูงหรือต่ า
มาก จะท าให้เอนไซม์เสื่อมสภาพ 

 

6.2.3  อุณหภูม ิการเพิ่มอุณหภูมิจะท าให้พลังงานจลน์เพิ่มขึ้น ซ่ึงจะส่งผลให้ปฏิกิริยา
เพิ่มขึ้นด้วย อัตราการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซม์จะมีค่าเพิ่มขึ้นเป็นสองเท่าในทุกๆอุณหภูมิที่เพิ่มขึน้ 
10 องศาเซลเซียส อัตราการเกิดปฏิกิริยามีค่าสูงสุดที่อุณหภูมิหนึ่ง เรียกว่า ค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมใน
การท างาน (optimum temperature) เมื่ออุณหภูมสิูงหรือต่ ากว่าจุดนี้ อัตราการเกิดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์จะช้าลง เพราะเอนไซม์เกิดการเสียสภาพ (denaturation) หรืออยู่ในสภาวะที่ไม่เหมาะสม
ในการเกิดปฏิกิริยาโดยเอนไซม์เซลลูเลสจะเกิดการเสียสภาพที่อุณหภูมิประมาณ 80 องศาเซลเซียส 

  
6.2.4  ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น (reaction product)  อัตราการเกิดปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็น

ตัวเร่งปฏิกิริยานั้น  สามารถวัดได้จากอัตราการหายไปของสารเร่ิมต้นหรืออาจจะวัดจากการปรากฏ
ขึ้นของผลิตภัณฑ์ หรือท าทั้ง 2 วิธีพร้อมกัน แต่ไม่ว่าจะวัดโดยวิธีใด  จะพบว่าอัตราเร็วของปฏิกิริยา
จะช้าลงเมื่อเวลาผ่านไป  อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่เกิดช้าลงนี้  เป็นเพราะเกิดการเสื่อมสภาพของ
เอนไซม์  นอกจากนั้นยังเกิดเพราะมีการลดลงของสารเร่ิมต้น และผลิตภัณฑ์เพิ่มมากขึ้น เมื่อความ
เข้มข้นของผลิตภัณฑม์ากขึน้จนถึงความเข้มข้นหนึ่ง อาจจะท าให้เกิดปฏิกิริยาผันกลับ 
(reversibility)  โมเลกุลของผลิตภัณฑ์จะรวมกับเอนไซม์แทนสารเร่ิมต้นท าให้ปฏิกิริยาถูกจ ากัดได้ 

 
6.2.5  สารระงับการท างานของเอนไซม์ (inhibitors) มีสารหลายชนิดที่สามารถระงับ

การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ได้ สารเหล่านี้อาจจะเป็นสารอนินทรีย์ เช่นโลหะหนักต่าง ๆ หรือ
อาจจะเป็นสารอินทรีย์ เช่น สารประกอบฟีโนลิค (phenolic) หรือโปรตีน แต่อย่างไรก็ตามสาร
เหล่านี้แบ่งเป็นกลุ่มใหญ่ ๆ ได้ดังนี ้

 

ก.  competitive inhibitor   เป็นสารยับย้ังการท างานของเอนไซม์ที่มีโครงสร้าง
คล้ายคลึงกับสารเร่ิมต้นมาก และเข้าแย่งท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ทีบ่ริเวณเร่ง (active  site) ของ
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เอนไซม ์เมื่อเกิดการรวมกันเป็นเอนไซม์-สารยับย้ัง (enzyme-inhibitor) จะท าให้ปริมาณของ
เอนไซม์ลดลง ท าให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาลดลงสารชะงักเหล่านี้อาจจะเปลี่ยนหรือไม่เปลี่ยนไปก็
ได้ การเพิ่มปริมาณของสารเร่ิมต้นให้มากขึ้นจะลดผลของสารยับย้ังการท างานของเอนไซม์
ได้  ตัวอย่างของสารยับย้ัง คือ การที่มาโลเนท (malonate) แย่งท าปฏิกิริยากับซัคซิเนทดีไฮโดรจีเนส 
(succinate dehydrogenase) ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้ปกติจะท าปฏิกิริยากับ ซัคซิเนท (succinate) ได้ฟู
มาเรท (fumarate) ซึ่งปรากฏในการหายใจ ซึ่งเมื่อมาโลเนท (malonate) รวมกับเอนไซม์แล้วท าให้
การหายใจเกิดไม่ได ้ 

 

ข.  non competitive inhibitor สารยับย้ังการท างานของเอนไซม์ชนิดนี้จะเข้า
รวมกับเอนไซม์แต่จะไม่รวมที่บริเวณเร่ง (active site) สารพวกนี้มีลักษณะต่างจากสารเร่ิมต้น    
การเพิ่มปริมาณของสารเร่ิมต้นจะไม่สามารถลบล้างผลของสารเหล่านี้ได้โลหะที่เป็นพิษทั้งหลาย 
และสารที่รวมหรือท าลายกลุ่มซัลฟไ์ฮดริลมักจะเป็นสารในกลุ่มนี้  เช่น การที่มีออกซิเจนมากจะท า
ให้ -SH ถูกออกซิไดซ์ เกิดไดซัลไฟด์บริดจ์ขึ้นมา ซึ่งท าให้โครงสร้างของเอนไซม์เปลี่ยนไปท าให้ 
บริเวณเร่งรวมกับสารเร่ิมต้นไม่ได้  ส่วนโลหะ เช่น Hg+2 และ Ag+ จะเข้าแทนที่ไฮโดรเจนอะตอม
ของกลุม่ซัลฟ์ไฮดริลเกิดเป็นเมอแคบไทด์ (mercaptides) ซึ่งไม่ละลายน้ า 

 

ค.  uncompetitive inhibitor สารยับย้ังการท างานของเอนไซม์ชนิดนีไ้ม่รวมกับ
เอนไซม์อิสระไมม่ีผลกระทบต่อปฏกิิริยาของเอนไซม์และสารเร่ิมต้น แต่จะเข้ารวมกับเอนไซม์สาร
เร่ิมต้น ท าให้ไม่สามารถเกิดปฏิกิริยาต่อไปไดก้ารชะงักการท างานของเอนไซม์จะเพิ่มขึ้นเมื่อมีสาร
เร่ิมต้นมากขึ้น สารชะงักชนิดนี้มักจะพบในปฏิกิริยาซึ่งมีสารเร่ิมต้นสองชนิด (ดนัย, 2539) 

 
7.  น้ าตาลรีดิวซิ่ง (Reducing sugar) 
 

น้ าตาลรีดิวซิ่ง คือ ส่วนของหมู่อัลดไีฮด/์คีโตของน้ าตาลโมเลกลุเดี่ยว นอกจากจะสามารถ
รับอิเลคตรอน (หรือที่เรียกว่าถูกรีดิวซ์) กลายเปน็น้ าตาลอัลกอฮอลล์แล้วหมู่ฟังชันนัลทั้งสอง (ซึ่ง
หมายถึง หมู่อัลดีไฮด/์คีโตที่ต าแหน่ง C-1/ C-2 ของสูตรโครงสร้างแบบเส้นตรงของน้ าตาลอัลโดส/
คีโตสและต าแหน่ง C-1/ C-2 ที่เป็น anomeric carbon atom ที่อยู่ในรปูเฮมิอะซิทาลและเฮมิคีทาล 
ของสูตรโครงสร้างแบบวงแหวนของน้ าตาลอัลโดส/คีโตส) ยังสามารถให้อิเลคตรอนเพื่อไปรีดิวซ์
สารอื่นได ้จึงมักเรียกน้ าตาลใดๆ ที่มีฤทธ์ิดังกล่าวว่า น้ าตาลรีดิวซิ่ง (reducing sugar) หมายถึงว่า
น้ าตาลชนิดนั้นสามารถไปรีดิวซ์สารอื่นได้ ดังนั้นถ้าพิจารณาจากสูตรโครงสร้างถ้าหากหมู่ฟัง-
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ชันนัลทั้งสองยังคงไม่ได้ถกูแทนที่ด้วยสารอื่นอยู่ น้ าตาลนั้นก็ยังคงมีคุณสมบัติในการรีดิวซ์อยู่ นั่น
หมายถึง น้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวทุกชนิด น้ าตาลโมเลกุลคู่เกอืบทุกชนิด ยกเว้นซูโครส (sucrose)

 
จัด 

เป็นน้ าตาลรีดิวซิ่งทั้งส้ิน ดังแสดงในภาพที่ 9 
 
ในปัจจุบันมีการน าคุณสมบัตินี้มาใช้เป็นแบบทดสอบว่าในสารละลายตัวอย่างใดๆ ไม่ว่า

เป็นน้ าเหลืองหรือปัสสาวะของผู้ป่วยมีน้ าตาลอยู่หรือไม่ โดยการน ามาท าปฏิกิริยากับสารเคมี
จ าเพาะ เช่น สารละลายเบเนดิกต์ (Benedicts solution) ซึ่งมักจะมีคอปเปอร์ออิอน (Cu2+) เป็นองค์ 
ประกอบ ถ้าพบว่ามกีารรีดิวซ์ Cu2+ ให้เป็น Cu2- นั่นก็แสดงว่ามีน้ าตาลอยู่ในสารละลายตัวอย่าง
นั้นๆ (ปนัดดา, 2553)  
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ภาพที่ 9  ลักษณะของน้ าตาลรีดิวซิ่ง (reducing sugar) ของน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวและน้ าตาลโมเลกุลคู่ 

พร้อมแสดงให้เห็นถึงหมู่ที่ท าหน้าที่รีดิวซ์ รวมทั้งช้ีให้เห็นถึงลักษณะโครงสร้างของ
ซูโครสซึ่งจัดเป็นน้ าตาลนอนรีดิวซิ่ง (nonreducing sugar) 
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8.  เชื้อจุลินทรีย์และการปรับสภาพ 

 
8.1  เช้ือจุลินทรีย์ 
 
       8.1.1  เช้ือจุลินทรีย์บริสุทธ์ิ (pure culture) มีเป็นจ านวนมากที่ถกูใช้ในการผลิต

ไฮโดรเจน เช่น Clostridium Enterobacter Escherichia Pseudomonas Thermoanaerobacterium 
Thermotoga และ Citrobacter เป็นต้น โดย Clostridium และ Enterobacter เป็นเช้ือที่ถูกใช้อย่าง
แพร่หลายมากที่สุด ซึ่งในงานวิจัยส่วนใหญ่จะใช้เช้ือจุลินทรีย์บริสุทธ์ิส าหรับการผลิตไฮโดรเจน 
โดยใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นสารตั้งต้น แต่ความต้องการในการใช้เช้ือจุลินทรีย์บริสุทธ์ิกับสารตั้งต้นที่
เป็นของเสียอินทรีย์ก็มีขึ้นอย่างต่อเนื่อง เพราะมีความเป็นไปไดอ้ย่างมากที่จะน าไปใช้ได้จริงกับ
ภาคอุตสาหกรรมที่มีเป้าหมายที่จะลดของเสียและน าไปใช้เพื่อการผลิตพลังงาน (Wang and Wan, 
2009) 

 
       8.1.2  เช้ือจุลินทรีย์ผสม (mixed cultures) ทีส่ามารถผลิตไฮโดรเจนได้ มีอยู่อย่าง

กว้างขวางในสภาพแวดล้อมทางธรรมชาติ เช่น ดิน น้ าเสียกากตะกอน ปุ๋ยหมักและอื่น ๆ ดังนั้น
วัสดุเหล่านี้สามารถน ามาใช้เป็นหัวเช้ือส าหรับการผลิตไฮโดรเจน ปจัจุบันเช้ือผสมของจุลินทรีย์
จากกากตะกอนแบบไร้อากาศ กากตะกอนน้ าเสียในเขตเทศบาลเมือง ปุ๋ยหมักและดินได้รับการ
ยอมรับอย่างกว้างขวางใช้เป็นหัวเช้ือส าหรับการผลิตไฮโดรเจน (Li and Fang, 2007) 

 
แต่อย่างไรก็ตามในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน โดยใช้เช้ือผสมไฮโดรเจนที่

ถูกผลิตขึ้นโดยเช้ือจุลินทรีย์ที่ผลิตไฮโดรเจน (hydrogen-producing) อาจจะถูกบริโภคโดยแบคทีเรีย
ที่บริโภคไฮโดรเจน (hydrogen-consuming) ดังนั้นเพื่อที่จะใช้ประโยชน์ไฮโดรเจนจากกระบวน 
การหมัก จึงควรท าการปรับสภาพเช้ือผสมโดยวิธีการบางอย่างก่อนเพื่อเป็นการยับย้ังกิจกรรมของ
เช้ือจุลินทรีย์บริโภคไฮโดรเจนในขณะเดียวกันก็ส่งเสริมกิจกรรมของเช้ือจุลินทรีย์ที่ผลิตไฮโดรเจน
ด้วย 

 
8.2  การปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์ 
 

  นอกจากปรับสภาพซับสเตรท (ขี้เลื่อย) แล้วยังต้องท าการปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์หรือ

กากตะกอนที่ใช้ในกระบวนการหมักด้วย เพื่อเตรียมเช้ือให้มีความพร้อมในการผลิตไฮโดรเจนและ
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ยับย้ังการท างานของจุลินทรีย์กลุ่มที่ผลิตมีเทน (methanogen) ส่งผลให้ประสิทธิภาพในการผลิต

ไฮโดรเจนสูงขึ้นด้วยวิธีการต่างๆ เช่น การปรับสภาพด้วยกรด การปรับสภาพด้วยด่าง และการปรับ

สภาพด้วยความร้อน เป็นต้น 

 
  งานวิจัยของ Ren et al. (2008) ได้ท าการศึกษาวิธีการปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์จากโรง

บ าบัดน้ าเสียชุมชน และกลุ่มจุลินทรีย์ที่เปลี่ยนแปลงหลังจากการปรับสภาพ เพื่อการผลิตไฮโดรเจน 

โดยใช้วิธีในการปรับสภาพทั้งหมด 5 วิธี คือ การปรับสภาพด้วยวามร้อน กรด เบส และการเติม

อากาศ พบว่าการปรับสภาพด้วยวิธีการเตมิอากาศเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน

มากที่สุด ผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้เท่ากับ 1.96 โมลต่อโมลกลูโคส 

 
  ส าหรับงานวิจัยของ Wang and Wan (2008) เปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพเช้ือ 

จุลินทรีย์ทั้งหมด 5 วิธี ได้แก่ การปรับสภาพด้วยกรด เบส ความร้อน การเติมอากาศ และคลอโร- 

ฟอร์ม ผลคือการปรับสภาพด้วยความร้อนเป็นวิธีที่ดีที่สุด โดยอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 

221.5 มิลลลิิตรต่อกรัมกลูโคส 

 
จากการศึกษาผลกระทบของการปรับสภาพกากตะกอนจากน้ าเสียซึ่งส่วนใหญ่เป็น

พวกคาร์โบไฮเดรตและโปรตีนด้วยวิธีต่างๆ ที่มีผลไฮโดรเจนที่เกิดขึ้น พบว่าการปรับสภาพด้วย
กรด ด่าง ความร้อน และอลัตราโซนิก สามารถเพิ่มค่าซีโอดีที่ละลายได ้(soluble chemical oxygen 
demand) ของตะกอนและผลผลิตไฮโดรเจนได้อย่างมีนัยส าคัญทั้ง 4 วิธี โดยการปรับสภาพด้วยด่าง
ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 11.68 มิลลลิิตรไฮโดรเจนต่อกรัมของแข็งระเหย ซึ่งการปรับ
สภาพกากตะกอนด้วยด่างและความร้อนสามารถยับย้ังการกิจกรรมของจุลินทรีย์ที่ผลิตมีเทนได้
อย่างสมบูรณ์ในขณะที่การปรับสภาพด้วยกรดและอลัตราโซนิกท าไมไ่ด้ (Yi and Xin, 2009) 

 
ส าหรับการศึกษาการปรับสภาพเช้ือที่ผลิตมีเทนเพื่อท าการหมักไฮโดรเจนของ       

Hu and Chen (2007) โดยวิธีการใช้ความร้อน 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง กรดไฮโดรคลอริก
ที่ความเข้มข้น 0.1 นอร์มอล และคลอโรฟอร์มที่ความเข้มข้น 6 ระดับ ดังนี้ ร้อยละ 5 2.5 1 0.5 0.25 
และ 0.05 ปรากฏว่าการใช้คลอโรฟอร์มที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.05 มีประสิทธิภาพการปรับสภาพ
มากกว่าการปรับสภาพด้วยกรดและความร้อน เพราะคลอโรฟอร์มสามารถก าจัดจุลินทรีย์ที่ผลิต
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มีเทนได้สมบูรณ์ แต่ไมม่ีผลต่อการเกิดกิจกรรมในการผลิตไฮโดรเจนและยืดกิจกรรมของโฮโม-   
อะซีโตเจน (homoacetogens) ออกไปอีก 
 
9.  ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

9.1  อุณหภูมิ (temperature) 
 
 การย่อยสลายสารอินทรีย์ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนมีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู่ 2 ช่วง 
คือ อุณหภูมิระหว่าง 30-40 องศาเซลเซียส จุลินทรีย์ที่ท างานในช่วงนี้เรียกว่า mesophilic bacteria 
และอุณหภูมิระหว่าง 50-60 องศาเซลเซียส จุลินทรีย์ที่ท างานในช่วงนี้เรียกว่า thermophilic bacteria 
อุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นส่งผลให้กิจกรรมการผลิตไฮโดรเจนเกิดได้ดีขึ้นด้วย นอกจากนี้ยังท าให้ความ
เข้มข้นของกรดอะซิติกเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่มอุณหภูมิจาก 20 องศาเซลเซียส เป็น 35 องศาเซลเซียส แต่มี
แนวโน้มลดลงเมื่อเพิ่มอณุหภูมิจาก 35 องศาเซลเซียส เป็น 55 องศาเซลเซียส นอกจากนี้ความ
เข้มข้นของกรดบิวทิริกและโพรไพโอนิกจะมีการเปลี่ยนแปลงมากเมื่อเพิ่มอุณหภูมิจาก 35 องศา-
เซลเซียส เป็น 55 องศาเซลเซียส (Wang and Wan, 2008) แต่การหมักอุณหภูมิที่สูงมีข้อเสียคือ 
thermophilic bacteria ทนต่อการเปลี่ยนแปลงอณุหภูมิได้ไม่ดีเท่า mesophilic bacteria (มงคล, 
2547)  

 
9.2  ความเป็นกรดด่าง (pH) 

 
ค่าความเป็นกรดด่างเป็นอีกหนึ่งปัจจัยส าคัญที่มีผลต่อกิจกรรมของเช้ือแบคทีเรียที่ผลิต

ก๊าซไฮโดรเจน เพราะจะส่งผลต่อกิจกรรมไฮโดรจีเนสตลอดจนกระบวนการเมทาบอลิซึม โดยค่า
ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสมส าหรับการผลิตไฮโดรเจนอาจมีค่าต่างกันได้ เนื่องจากการแตกต่าง
กันของเช้ือจุลินทรีย์ สารต้ังต้นที่ใช้ รวมไปถึงช่วงความเป็นกรดด่างที่ท าการศึกษา (Wang and 
Wan, 2009) 

  
Khanal et al. (2004) ความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม คือ 4.5 ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

(346 มิลลลิิตรต่อกรัมแป้ง) โดยใช้ rice slurry เป็นซับสเตรทหมักกับกากตะกอนบ่อหมกัแบบไร้
อากาศ ช่วงความเป็นกรดด่างที่ศึกษาอยู่ระหว่าง 4.0-7.0 
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งานวิจัยของ Mu et al. (2006) ใช้เช้ือผสมในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน มีซูโครสเป็น
ซับสเตรท ช่วงความเป็นกรดด่างที่ท าการศึกษา คือ 3.4-6.3 พบว่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม
เท่ากับ 4.2 ส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 1.61 โมลต่อโมลกลูโคส 

 
การหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนด้วยกากตะกอนแบบไร้อากาศ มีซูโครสเป็นซับสเตรท 

ช่วงความเป็นกรดด่างที่ศึกษาอยู่ระหว่าง 4.5-6.5 พบว่าค่าความเป็นกรดด่างที่เหมาะสม คือ 5.5 ให้
ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 252 มิลลิลิตรต่อกรัมซูโครส (Mu et al., 2006) 

 
9.3  กรดไขมันระเหยง่าย (volatile fatty acid: VFAs) 

 
การเกิดกรดไขมันระเหยง่ายจากกระบวนการหมักจะส่งผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้

ตามชนิดของกรดที่เกิดขึ้น โดยการหมักที่เกิดกรดอะซิติก และ กรดบิวทาริก จะท าให้เกิด
ไฮโดรเจนขึ้นจากกระบวนการผลิตกรด แต่หากเกิดกรดโพรไพโอนิกจะท าให้ไฮโดรเจนในระบบ
ลดลง นอกจากนี้ถ้ามีกรดไขมันระเหยง่ายสะสมอยู่มากจะท าให้สภาวะในการหมักเป็นกรด ท าให้
กิจกรรมและการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์เปลี่ยนไปตามสภาวะของความเป็นกรดด่างในขณะนัน้ 
ส่งผลท าให้การเกิดก๊าซไฮโดรเจนเปลี่ยนแปลงไปด้วย (Ruggeri et al., 2009) 

 
9.4  สารอาหาร (nutrients) 

 
สารอาหารแบ่งออกเป็น 2 ชนิด คือสารอาหารหลัก เช่น คาร์บอน ไนโตรเจน และ

ฟอสฟอรัส เป็นต้น และสารอาหารรอง เช่น เหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม และสังกะส ีเป็นต้น ถ้า
หากมีอัตราส่วน C:N และ C:P ที่เหมาะสมก็จะสง่ผลดีต่อการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากเป็นสาร 
อาหารที่ส าคัญและจ าเป็นส าหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ผลิตก๊าซไฮโดรเจน (Bisaillon et 
al., 2006) ส าหรับสารอาหารรองก็มีความส าคัญ เช่น เหล็ก ถ้ามากเกินไปก็จะยับย้ังการท างานของ
จุลินทรีย์ แต่ก็เป็นสิ่งจ าเป็นส าหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน (Li and Fang, 2007) 

 
9.5  ระยะเวลาในการกักเก็บในระบบ (hydraulic retention time: HRT) 

 
ระยะเวลาในการกักเก็บเป็นปัจจัยหนึ่งที่ควบคุมประสิทธิภาพของระบบการย่อยสลาย

สารอินทรีย์ภายใต้สภาวะที่ไร้ออกซิเจน อัตราการย่อยสลายจะเพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาการกักเกบ็ 
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ส่งผลให้มีปริมาณก๊าซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นจนถึงจุดหนึ่งแล้วการลดลง เนื่องจากเกิดจากจุลินทรีย์กลุ่ม
ผลิตก๊าซมีเทนที่ใช้ไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นในการเจริญท าให้ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนลดลง (มงคล, 2547) 

 
10.  เทคนิคระดับโมเลกุล (Polymerase Chain Reaction: PCR) และ เทคนิคการแยกความแตกต่าง

ของโปรตีนด้วยกระแสไฟฟา้โดยอาศัยตัวกลางเป็นเจล (Denaturing Gradient Gel 
Electrophoresis: DGGE) 

 
10.1  เทคนิคระดับโมเลกุล (PCR) คือ ปฏิกิริยาที่มีการสร้างสาย nucleotide ต่อเนื่องไป

เร่ือยๆ ถือได้ว่าเป็นเทคนิค ที่มีผลกระทบอย่างมากต่องานทางโมเลกลุ ตั้งแต่ปี 1985 ที่ Kary Mullis 
คิดค้นขึ้นมา เพราะท าให้เราสามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ ได้มหาศาลจากจ านวนเร่ิมต้นเพียงเล็กน้อย
ภายในเวลาไม่นาน ด้วยหลักการง่ายๆ 
 

          10.1.1  ส่วนประกอบของพีซีอาร ์
 

      ก.  template คือ ต้นฉบับของ ดีเอ็นเอ ที่เราต้องการจะเพิ่มจ านวน  
 
ข. primers คือ สายดีเอ็นเอที่เป็น single strand ที่จับคู่ได้กับปลายของเทม

เพลท (template) ทั้งสองด้าน โดยจะมีด้าน 3’ เป็นกลุ่มไฮดรอกซิล (hydroxyl group) ที่จะสามารถ
ต่อกับ nucleotides อื่นได ้ 

 
ค.  polymerase คือ เอนไซม์ที่จะใช้เพื่อการต่อสายของ ดีเอ็นเอ  

 
ง.  nucleotides ทั้ง 4 ตัว (A-adenine, C-cytosine, G- guanine, T-thymine) ที่

เอาไว้ต่อกันเป็นดีเอ็นเอสายใหม ่ 
 
จ.  PCR machine คือ เครื่องมือที่ใช้ส าหรับปรับเปลี่ยนอุณหภูมิไปมา  
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 10.1.2  ขั้นตอนพื้นฐานของพีซีอาร ์ 
 

ปฏิกิริยาประกอบด้วย 3 ขั้นตอนหลักของการปรับเปลี่ยนอุณหภูมิที่วนไปวน
มา 30 ถึง 40 รอบ ในเครื่อง thermocylcer คือ  

 
ก.  denaturation: ที่อุณหภูม ิ95 องศาเซลเซียส เป็นการท าลายพันธะระหว่าง

นิวคลีโอไทด ์ท าให้สายดีเอ็นเอที่ม้วนเกลียวอยู่เป็นคู่แยกออกจากกันเป็นเส้นตรง 2 เส้น และที่
อุณหภูมินี้ปฏิกิริยาต่างๆจากเอนไซม์ในรอบก่อนหน้านั้นจะหยุดลงหมด  

 
ข.  annealing: ที่อุณหภูมิประมาณ 50 องศาเซลเซียส ถึง 60 องศาเซลเซียส 

เพื่อให้ไพรเมอร์ไปเกาะติดกับเทมเพลท เพื่อเตรียมตัวตั้งต้นต่อสายคู่ของเทมเพลท 
 
ค. extension: ที่อุณหภูม ิ72 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อ

การท างานของเอนไซม์โพลีเมอร์เรส (polymerase) ท าให้มีการน าเบสต่างๆมาต่อทางด้าน 3’ ของ 
ไพรเมอร์ โดยต่อให้ complementary กับซีเควนซ์ (sequence) บนเทมเพลทที่ไพรเมอร์มาเกาะไว้
แล้วท าให้เกิดการสร้างดีเอ็นเอต่อเนื่องได้มากเพราะเป็นการสร้างแบบเพิ่มจ านวนทวีคูณ คือถ้าเร่ิม
จากดีเอ็นเอเทมเพลทสายคู่สายเดียว เมื่อถึงวงจรที่สองจะมีจ านวนผลิตภัณฑ์พีซีอาร ์(PCR product) 
เพิ่มขึ้นเป็น 2 คู่ ซึ่งแต่ละคู่เมื่อผ่านขั้นตอนของพีซีอารใ์นรอบที่สามจะได้ผลิตภัณฑ์พีซีอารอ์อกมา

เป็น 2
3 
คู่ การเพิ่มจะเป็นแบบเอ็กโพเนนเซียล (exponential) ได้ผลิตภัณฑ์ใน n cycle เป็น 2

n 
คู ่นั่น

คือในรอบที่ 30 จะมีจ านวนดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นเป็นจ านวนทั้งหมดถึง 2
30 
เท่ากับ 1,073,741,764 คู่ 

(อโณทัย, 2549) 
   
 10.2  เทคนิคการแยกความแตกต่างของโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าโดยอาศัยตัวกลางเป็นเจล
(DGGE) เป็นเทคนิคในการแยกโมเลกุลของดีเอน็เอที่มีล าดับเบสต่างกันได้แม้ว่าขนาดความยาว
ของดีเอ็นเอจะเท่ากัน ซึ่งจะอาศัยความแตกต่างของความเข้มข้นของสารที่มีคุณสมบัติในการแยก
สายดีเอ็นเอ (denaturant) ที่มีสัดส่วนความเข้มขน้ของสาร (gradient) จากส่วนบนของเจลที่มีความ
เข้มข้นน้อยไปสู่ส่วนล่างของเจลที่มีความเข้มข้นมาก รวมไปถึงการใช้อุณหภูมิสูงในการท าลาย
พันธะระหว่างคู่เบส G-C ซึ่งเป็นการจับกันโดยใช้พันธะที่เหนียวแน่น ซึ่งความเข้มข้นหรือปริมาณ
ของคู่เบส G-C ที่มีในดีเอ็นเอแต่ละคู่ที่แตกต่างกนันี้ท าให้การเคลื่อนที่ในตัวกลางดังที่กลา่วมาข้าง 
ต้นแตกต่างกันจึงสามารถมองเห็นรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏบนเจลต่างกัน ดังนั้นดีจีจีอีจึง
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เป็นเป็นเทคนิคหนึ่งที่สามารถแยกชนิดของส่ิงมีชีวิตที่สนใจได้ แม้สิ่งมีชีวิตดังกล่าวจะมีล าดับเบส
ต่างกันเพียงหนึ่งต าแหน่งก็ตาม นอกจากนี้ยังสามารถตัดแถบดีเอ็นเอที่สนใจไปท าการวิเคราะห์หา
ล าดับเบสเพื่อใช้ศึกษาในระดับที่ลึกลงไปได้ 
 
 ในการวิเคราะห์ตัวอย่างโดยใช้เทคนิคดีจีจีอีจะต้องได้ปริมาณดีเอน็เอที่บริสุทธ์ิ 
จากนั้นจึงน ามาเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ที่จ าเพาะ เมื่อได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์แล้วจึงน าไป
วิเคราะห์รูปแบบการเคลื่อนที่ของแถบดีเอน็เอบนเจลอะครีลาไมด ์(acrylamide) โดยอาศัยปริมาณคู่
เบส G-C ที่แตกต่างกันบนสายดีเอ็นเอเป็นตัวก าหนดการเคลื่อนที่ในความเข้มขน้ของสาร 
denaturant ที่ต่างกัน ทั้งนี้เนื่องจากอุณหภูมิการหลอมหรือการแยก (melting temperature) จะแตก 
ต่างกันไปตามล าดับและชนิดของเบส นั่นคือสายดีเอ็นเอของส่ิงมีชีวิตที่แตกต่างกันจะเคลื่อนที่บน
เจลต่างกัน (ดังภาพที่ 10) กล่าวคือ การเพิ่มเบส GC ประมาณ 30-50 นิวคลีโอไทด์ (nucleotide) 
(Muyzer et al., 1993) เรียกว่า GC clamp ที่ปลายสาย 5’ ของไพรเมอร์ ที่ใช้ในการเพิ่มจ านวนชิ้น   
ดีเอ็นเอเพื่อท าหน้าที่เป็น high melting domain บนสายดีเอ็นเอท าให้ไม่แยกจากกันเป็นสายเดี่ยวเมื่อ
เคลื่อนที่บนดีจีจีอีเจล (จิตราพรรณ, 2551) 
 

การตรวจสอบชนิดของจุลินทรีย์ท าได้โดยการแยกช้ินดีเอ็นเอจากเจลอิเล็คโทรโฟรี
ซิส ไปวิเคราะห์หาล าดับเบส จากนั้นตรวจสอบและหาความคล้ายคลึงกันของล าดับเบสที่ไดก้ับ
ฐานข้อมลูสากล การเลือกล าดับสายดีเอ็นเอเพื่อน ามาศึกษาถึงความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกมักจะ
มุ่งเน้นไปที่ยีนที่อนุรักษ์ไว้ (conserved gene) ในระดับที่เหมาะสม (Page and Holmes, 1998) การ 
ศึกษาความหลากหลายทางด้านอณูชีววิทยาส่วนใหญ่ นิยมใช้วิธีการเปรียบเทียบด้วยการอ่านล าดบั
เบสของดีเอ็นเอมากที่สุด เนื่องจากเป็นวิธีที่ให้ข้อมูลความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการได้โดยตรง       
ข้อส าคัญในการศึกษาโดยใช้ลักษณะระดับอณูชีววิทยาคือ ต้องเลือกยีนหรือโมเลกุลเครื่องหมาย 
(molecular marker) ที่จะใช้ให้มีอัตราการวิวัฒนาการเหมาะสมกับกลุ่มของส่ิงมีชีวิตที่จะศึกษา 
(เจษฎา, 2547) 
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ภาพที่ 10  การเคลื่อนที่บนโพลอีคริลาไมด์เจลของแถบดีเอ็นเอจากตัวอย่างเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอ
จากเช้ือมาตรฐานในการท าดีจีจีอี 

 
ที่มา: Ward and Bora (2004) 
 

10.3  แผนภูมิต้นไม้ทางไฟโลเจเนติก (phylogenetic tree) การจัดจ าแนกกลุ่มของส่ิงมีชีวิต
จะอาศัยลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ปัจจุบันข้อมูลจากลกัษณะทางสรีรวิทยา การ
วิเคราะห์ทางเคมีและความรู้ทางอณูชีววิทยาถูกน าเข้ามาช่วยปรับปรุงการจัดจ าแนกแบบดั้งเดิม  
จากการใช้ข้อมูลของ ดีเอ็นเอ อาร์เอ็นเอ และโปรตีน มาใช้ศึกษาความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกที่
ออกมาในรูปแผนภูมิ (topology) มีลักษณะแตกเป็นกิ่งก้าน เพื่อแสดงให้เห็นถึงแนวทางวิวัฒนาการ
ของส่ิงมีชีวิตต่างๆ ซึ่งการใช้แนวความคิดนี้มีส่วนสอดคลอ้งกับการจัดจ าแนกสิ่งมีชีวิตตามหลัก
อนุกรมวิธานแบบดั้งเดิม โดยพิจารณาการจัดกลุ่มของส่ิงมีชีวิตที่มีลักษณะคล้ายกันไว้เป็นกลุ่ม
เดียวกัน เนื่องมาจากว่าสิ่งมีชีวิตนั้นได้มีวิวัฒนาการสืบทอดมาจากบรรพบุรุษร่วมเดียวกัน       
(Page and Holmes, 1998) 
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เทคนิคดีจีจีอีเป็นหนึ่งวิธีในการวิเคราะห์ส่วนของ 16s rRNA ที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย
ในการการแยกกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความซับซ้อน และใช้ก าหนดวิวัฒนาการของจ านวนจุลินทรีย์ที่มี
อยู่ในกลุ่ม (Ferris, 1996)  

  
งานวิจัยของ Sekiguchi et al. (2001) ท าการวิเคราะห์หาสายพันธุ์ของกลุ่มจุลินทรีย์จาก

แม่น้ า โดยใช้ 357f และ 518r เป็นไพรเมอร์ส าหรับการวิเคราะห์ แสดงให้เห็นว่าลายพิมพ์ดีเอ็นเอ
หนึ่งลายพิมพ์ที่ปรากฏอยู่ในการท าดีจีจีอี (single DGGE band) อาจไม่ได้เป็นตัวแทนของสายพันธ์
แบคทีเรียเพียงหนึ่งสายพันธ์ุ 

 
Baghchehsaraee et al. (2008) ศึกษาผลกระทบของอุณหภูมิในการปรับสภาพเช้ือผสม

ส าหรับการผลิตไฮโดรเจน โดยใช้ไพรเมอร์ในการวิเคราะห์ดีจีจีอี คือ 349fGC และ 518r พบว่าเช้ือ
สายพันธ์ุ C. butyricum เป็นสายพันธุ์ที่พบมากที่สุด นอกจากนี้เป็นเช้ือ C. acetobutyricum และ     
B. thuringiensis 

 
งานวิจัยของ O-Thong et al. (2011) วิเคราะห์เช้ือผสมชนิดเทอร์โมฟิลิกที่ใช้ผลิต

ไฮโดรเจนจากน้ าเสียโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง พบว่าเช้ือที่โดดเด่นคือ T. saccharolyticum,   
T. thermosaccharolyticum, Anoxybacillus sp., Geobacillus sp. และ Clostridium sp.โดย 
Thermoanaerobacterium sp. เป็นแบคทีเรียหลักในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะเทอร์โมฟิลิก 
(45-65 องศาเซลเซียส) pH 4.0-6.5 

 
Karadag and Puhakka (2010) ศึกษาผลกระทบของการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิต่อการผลิต

ไฮโดรเจนและกลุ่มจุลินทรีย์ โดยศึกษาที่อุณหภูมิ 37-65 องศาเซลเซียส ใช้ซับสเตรทเป็นกลูโคส 
พบว่า ที่อุณหภูมิ 37-45 องศาเซลเซียส สายพันธ์ุที่โดดเด่นที่สุดคือ C. Clostridium ในขณะที่
อุณหภูมิ 50-55 และ 60 องศาเซลเซียส สายพันธ์ุที่โดดเด่นได้แก่ Bacillus coagulans และ 
Thermoanaerobacterium 
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11.  แผนการทดลองแบบแพล็คเก็ตต็-เบอร์แมน (Plackett and Burman design) 
 
การทดลองที่มีตัวแปรหรือปัจจัยหลายปัจจัยที่ต้องการศึกษา จะมีอุปสรรคเกี่ยวกับสิ่ง 

ทดลอง (treatment) เป็นจ านวนมาก เช่น ถ้าจัดส่ิงทดลองแบบ 2n  พบว่า ถ้ามีปัจจัย 7  ปัจจัยจะ 
มีสิ่งทดลองทั้งหมด 128 สิ่งทดลอง เป็นต้น จึงเป็นการยากที่จะท าการทดลองทั้ง 128 สิ่งทดลอง 
ดังนั้น Plackett and Burman Design จะใช้ส าหรับการศึกษาเพื่อคัดเลือก (screening) ปัจจัยที่มี 
ความส าคัญหรือมอีิทธิพลต่อการทดลองที่จะศึกษา กล่าวคือจากแผนการทดลองนี้จะท าให้สามารถ 
วิเคราะห์ถึงผลกระทบหลักของปัจจัยที่ศึกษาเท่านั้น ซึ่งการทดลองแบบนี้เป็นส่วนหนึ่งของการจัด 
สิ่งทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial experiment) หรืออาจจัดให้เป็นแฟคทอเรียลบางส่วน 
(fractional factorial) ที่มีการจัดให้เป็นอิสระต่อกัน (orthogonal) เพื่อคัดเลือกปัจจัยที่มีอยู่หลาย 
ปัจจัยจากการทดสอบเบื้องต้นให้เหลือ 1 ถึง 4 ปัจจัย โดยที่ไม่ต้องท าการทดลองขนาดใหญ่และ
สามารถลดจ านวนการทดลองได้ แต่มีขอ้เสีย คือไม่สามารถศึกษาถึงผลของปฏิสัมพันธ์ 
(interaction) ต่างๆ ที่มีในการทดลองได้ การจัดการทดลองจะใช้ 2k factorial arrangement เป็น
พื้นฐานโดยจะมีแบบแผนมาตรฐาน (ตารางที ่1) เป็นแถวแรกของการเร่ิมต้นในการสร้างสิ่งทดลอง 
 
ตารางที ่1  แผนมาตรฐานส าหรับเมตริกแถวแรกในการทดลองที่คัดเลือก N-1 ปัจจัยในการทดลอง 

    N ครั้ง 
 

N 
ปัจจัยที่ต้องการกลั่นกรอง, k=N-1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
8 + + + - + - -         
12 + + - + + + + - - + +     
16 + + + + - + + + + - - + - - - 

 
หมายเหตุ  + หมายถึง ระดับของปัจจัยที่ท าการศึกษาที่มีระดับสูง ซึ่งมีค่าเท่ากับ +1 

    -  หมายถึง ระดับของปัจจัยที่ท าการศึกษาที่มีระดับต่ า ซึ่งมีค่าเท่ากับ -1 
    N หมายถึง จ านวนสิ่งทดลอง (treatment) 
    K หมายถึง จ านวนปัจจัยที่ต้องการกลั่นกรอง 

 
ที่มา: Plackett and Burman (1946) 



39 

ดังนั้นการวางแผนการทดลองให้เลือกจ านวนสิ่งทดลอง (N) ที่มากกว่าจ านวนปัจจัยที่
ต้องการ ศึกษาเพื่อสร้าง dummy effect ส าหรับใช้ค านวณหาค่าความแปรปรวนของ standard error 
(SE) ซึ่งต้องใช้ในการค านวณค่า t ต่อไป ถ้าจ านวน dummy variables มากส่งผลท าให้การประมาณ
ค่า SE ถูกต้องมากย่ิงขึ้น อย่างน้อยควรมีค่า dummy variables 2 ตัว เช่น ต้องการคัดเลือกปัจจัย 4 ถึง 
5 ปัจจัย ให้เลือก N เท่ากับ 8 ต้องการคัดเลือกปัจจัย 6 ถึง 9 ปัจจัย ให้เลือก N เท่ากับ 12 และต้องการ
คัดเลือกปัจจัย 10 ถึง 13 ปัจจัย ให้เลือก N เท่ากับ 16 เป็นต้น 
 

การใช้ Plackett and Burman design ต้องก าหนดสิ่งทดลองแรกเป็นดังเมตริกแถวแรก 
จากนั้นสิ่งทดลองต่อไป ก าหนดในลักษณะโครงสร้างวน (cyclic construction) กล่าวคอื น ารหัส
สุดท้ายของ initial block ขึ้นมาล าดับหน้าสุด และวนไปจนครบ N-1 รอบ ส่วนสิ่งทดลองสุดท้าย
เป็น added block คือ ใช้ระดับต่ าสุดทุกปัจจัย อย่างไรก็ตามในการวนอาจน ารหัสหน้าสุดมาต่อทา้ย
และวนไปจนครบ N-1 รอบได้เช่นกัน เพียงแต่ในการทดลองให้ใช้ระดับสูงหรือต่ าให้ถูกต้องตาม
แผนที่ก าหนดหรือวางไว้เป็นส าคัญ (ตารางที่ 2) ปจัจัยที่ต้องการกลั่นกรอง เท่ากับ 7 ซึ่งมีค่า N 
เท่ากับ 12 จะเห็นว่าเคร่ืองหมายในแถวต่อมาในเมตริกจะถูกสร้างขึ้นจากการเลือ่นไปทางซ้ายมอื 
N-2 ครั้ง โดยแถวสุดท้ายของเมตริกจะเป็นเครื่องหมายลบทั้งหมด (อิศรพงษ์, 2550) 
 

ตัวอย่างสิ่งทดลองที่ 1 จะท าการทดลองที่ปัจจัย A มีระดับสูง (เครื่องหมาย +) ปัจจัย B มี 
ระดับสูง (เครื่องหมาย +) ปัจจัย C มีระดับต่ า (เครื่องหมาย -) ปัจจัย D มีระดับสูง (เครื่องหมาย +) 
ปัจจัย E มีระดับสูง (เครื่องหมาย +) ปัจจัย F มีระดับสูง (เครื่องหมาย +) และปัจจัย G มีระดับต่ า 
(เครื่องหมาย -) โดยที่ไม่ต้องสนใจระดับของ dummy variables (H-K) 
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ตารางที ่2  ตารางเมตริกของแผนการทดลองแบบ Plackett and Burman ที่มีปัจจัยต้องกลั่นกรอง 
    จ านวน 7 ปัจจัย โดยมีจ านวนสิ่งทดลอง (N) ทั้งหมด 12 การทดลอง และมีจ านวน 
   dummy variables 4 ตัว 

 

treatment 
factor 

A B C D E F G H I J K 
1 + + - + + + - - - + - 
2 + - + + + - - - + - + 
3 - + + + - - - + - + + 
4 + + + - - - + - + + - 
5 + + - - - + - + + - + 
6 + - - - + - + + - + + 
7 - - - + - + + - + + + 
8 - - + - + + - + + + - 
9 - + - + + - + + + - - 

10 + - + + - + + + - - - 
11 - + + - + + + - - - + 
12 - - - - - - - - - - - 

 
หมายเหตุ  A-G หมายถึง ปัจจัยที่ต้องการกลั่นกรอง 

    H-K หมายถึง dummy variables 
 
ที่มา: Plackett and Burman (1946) 
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การค านวณผลจากปัจจัยโดยใช้สูตร ดังนี้ 
 

ค่าเฉลี่ยของผลปัจจัยหลัก (average main effect; Ex) 
 

= [ΣY (+, สิ่งทดลองที่เป็นระดับสูง) - ΣY (-, สิ่งทดลองที่เป็นระดับต่ า)] /n 
 

ค่าเฉลี่ยของผล dummy variables (average dummy variables; Ed) 
 

= [ΣY (+, สิ่งทดลองที่เป็นระดับสูง) - ΣY (-, สิ่งทดลองที่เป็นระดับต่ า)] /n 
 

เมื่อ n = จ านวนของข้อมูลที่ประกอบเป็นผลรวม 
 

 
                                                               t  =     Ex/SE 

 
การทดสอบนัยส าคัญของปัจจัยหลัก (main effect) โดยการเปรียบเทียบระหว่างค่า t ที่ได ้

จากการค านวณ และค่า t จากตาราง ที่ degree of freedom (df) = n ถ้าค่า t ที่ได้จากการค านวณมีคา่ 
มากกว่าคา่ t จากตาราง แสดงว่าปัจจัยดังกล่าวเป็นปัจจัยหลัก โดยระดับนัยส าคัญที่มักใช้ คือ 0.05 
ถึง 0.3 (70 ถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ความเช่ือมั่น) (อนุวตัร, 2549) 
 
12.  แผนการทดลองแบบทากูชิ (Taguchi design) 

 
เทคนิคการออกแบบการทดลองแบบทากูชิพัฒนา โดย Genichi Taguchi วิศวกรรมชาว

ญี่ปุ่นที่เช่ียวชาญทางด้านวิศวกรรมคุณภาพ นิยมใช้หาค่าที่เหมาะสมของปัจจัยหลักที่มี 3 ระดับขึ้น
ไปหรือการออกแบบเพื่อหาค่าประมาณของปัจจัยที่มีผลกระทบต่อกันในลกัษณะเป็นเส้นโค้ง (non-
linear) มากกว่าคา่จริง เป็นการออกแบบเชิงแฟคทอเรียล 3k คือการออกแบบเชิงแฟคทอเรียลที่แต่
ละปัจจัยประกอบด้วย 3 ระดับ และระดับทั้ง 3 แต่ละปัจจัยมีค่าเป็นต่ า ปานกลาง และสูง ดังนั้นถา้
หากสนใจศึกษาผลของปัจจัย 3 ปัจจัย จะมีจ านวนเงื่อนไขการทดลองทั้งสิ้น 27 การทดลอง (33, k = 
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3 ปัจจัย) นอกจากนี้การออกแบบการทดลองสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับเงื่อนไขทีม่ีจ านวนปัจจัย
และระดับของปัจจัยที่เพิ่มขึ้นได้อีกด้วย (ตารางที ่3) 

 
ตารางที ่3  แสดงความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนเงื่อนไขการทดลอง จ านวนปัจจัยที่สนใจศึกษา 

    และจ านวนระดับของปัจจัย 

 
จ านวนปัจจัย 

ที่ศึกษา 
จ านวนระดับของปัจจัย=2 จ านวนระดับของปัจจัย=3 จ านวนระดับของปัจจัย=4 

2 22 = 4 32 = 9 42 = 16 
3 23 = 8 33 = 27 43 = 64 
4 24 = 16 34 = 81 44 = 256 
: : : : 
k 2k 3k 4k 

 
หมายเหตุ  ตัวอย่างของระดับของปัจจัยในการทดลองมี 2 ระดับ คือ ต่ า (-) และสูง (+) 

ตัวอย่างของระดับของปัจจัยในการทดลองมี 3 ระดับ คือ ต่ า (-) กลาง (0) และ   สูง (+) 
 

จากตารางแสดงความสัมพันธ์ข้างต้น จะเห็นว่าถ้าจ านวนระดับของปัจจัยที่ศึกษาเพิ่มขึ้น 
จ านวนเงื่อนไขการทดลองจะเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว เช่น กรณีสนใจศึกษาผลของปัจจัย 5 ปัจจัย ถ้า
จ านวนระดับของแต่ละปัจจัยเพิ่มจาก 2 ระดับเป็น 4 ระดับ จ านวนเงื่อนไขการทดลองจะเพิ่มขึ้น
จาก 32 การทดลองเป็น 1,024 การทดลอง ดังนั้นเบื้องต้นอาจเลือกการออกแบบการทดลองโดยใช้
จ านวนระดับของปัจจัยแค่ 2 ระดับ ซึ่งอาจให้ข้อมูลน้อยกว่าออกแบบการทดลองที่ใช้จ านวนระดับ
มากกว่าคอื 4 ระดับ โดยเฉพาะกรณีความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยและผลตอบไม่ใช่ความสัมพันธ์
แบบเส้นตรง (Nonlinear) แต่จุดประสงค์เบื้องต้นหรือส าหรับการทดลองเพื่อหาข้อมูลเพื่อประกอบ 
การตัดสินใจเบื้องต้นว่าควรออกแบบอย่างไรต่อไป 
 

การก าหนดระดับของปัจจัยการออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาผลของปัจจัยเร่ิมต้นจะต้อง
ก าหนดระดับสูง (+) และระดับต่ า (-) ของแต่ละปัจจัย การก าหนดระดับของปัจจัยมีผลมากต่อผล
การวิเคราะห์และผลสรุปการก าหนดระดับของปจัจัย โดยพิจารณาระดับปกติหรือค่ากลางของแต่
ละปัจจัย หลังจากก าหนดค่ากลางแล้วเพิ่มและลดระดับของปัจจัยจากค่ากลาง เพื่อหาช่วงของปัจจัย
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ที่เป็นไปได ้หรือสามารถท าการทดลองได้จากช่วงที่เป็นไปได้ของปัจจัย เลือกระดับสูงต่ าให้
เหมาะสมกับข้อจ ากัดในการท าการทดลอง (ปารเมศ, 2545) 
 
13.  แผนการทดลองแบบพื้นที่ผิวตอบสนอง (Respond surface method; RSM) 
 

การทดลองแบบพื้นที่ผิวตอบสนองเป็นเทคนิคทางสถิติอย่างหนึ่งที่ใช้แผนภาพ surface 
plot ที่สร้างเป็นแผนภาพ 3 มิติ ในการตรวจสอบความสัมพันธ์ของตัวแปรต่างๆ ที่เป็นที่สนใจของ
นักวิจัย ซึ่งประกอบด้วยตัวแปรร่วมการทดลองหลายปัจจัย การตอบสนองที่เหมาะสมสามารถ
พิจารณาได้ใน 2 ลักษณะ คือการตอบสนองที่มากที่สุด (maximum) หรือการตอบสนองที่ต่ าสุด 
(minimum) ขึ้นอยู่กับธรรมชาติการทดลอง ซึ่งเป็นการแสดงหรือตัวแทนทางเรขาคณิตที่ได้รับเมื่อ
ผลตอบสนองของตัวแปร (response) ถูก plot เป็นฟังก์ชันของตัวแปรเหล่านั้นจากความสัมพันธ์
ระหว่างตัวแปรดังกล่าวท าให้สามารถพิจารณาผลตอบสนองของ ตัวแปรและปัจจัยที่สนใจเหล่านั้น
พร้อมๆกัน โดยความรู้พื้นฐานที่ต้องใช้ คือการวางแผนการทดลอง(experimental design) การ
วิเคราะห์สมการถดถอย (regression analysis) และความรู้ในการใช้โปรแกรมที่สร้างแผนภาพ 
surface plot 
 

แบบจ าลองทั่วไป; 
 

Y = ƒ(X1 + X2 +…Xn) + ε 
 

โดย  Y   คือ ค่าตอบสนอง (response); dependent variable 
 
X1 + X2 +…Xn   คือ ตัวแปรที่สนใจ; independent variable 
 
ε    คือ เทอมของค่าคลาดเคลื่อนสุ่ม 

 
แม้ว่ารูปแบบความเที่ยงตรงของฟังก์ชันการตอบสนอง ƒ มักจะไม่ทราบเสมอ แต่ประสบ- 

การณ์มักแสดงให้เห็นว่าโดยทั่วไปสามารถประมาณได้โดยฟังก์ชันเชิงเส้นตรงหรือเส้นโค้งของตัว
แปรเชิงปริมาณ 
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ความสัมพันธ์ของสมการถดถอยเชิงเส้นตรง (linear regression relationship) เป็นดังนี้ 
 

Y = ß0 + ß1X1 + ß1X2 +…+ ßnXn + ε 
 

ความสัมพันธ์ หรือฟังก์ชันของตัวแปรเหล่านี้มักใช้สมการล าดับที่หนึ่ง (first order) ซึ่งเป็น
แบบจ าลองโพลีโนเมียล (polynormial model) หรือสมการล าดับที่สอง (second order) ส าหรับ
ความ สัมพันธ์ของสมการถดถอยเชิงเส้นโค้ง (quadratic regression relationship) เป็นตัวอธิบาย 

 
                                                 Y = ß0 + ßiX1 + ßiX2 +…+ ßnXn 
                     + ßiiX1

2 +…+ ßnnXn
2 

                 + ßijX1X2 +…+ ßn-1, nXn-1Xn+ ε 
 
โดย  ß0 = จุดตัด (intercept) บนแกน y 
 
   ßi = เป็นผลเชิงเส้นตรง (linear effect) ของ Xi เมื่อ i = 1, …, n 
 
       ßii = เป็นผลเชิงเส้นตรง (quadratic effect) ของ Xi เมื่อ i = 1, ..., n 
 
        ßij  = เป็นผลของปฏิกิริยาสัมพันธ์ (interaction effect) ของ Xi และ Xj 

 
 เมื่อ i < j; i = 1 ,… , n-1 และ j = 1, ..., n 
 
ในเทอมของความคลาดเคลื่อนโดยปกติจะถูกก าหนดให้มีการกระจายตัวเทียบกับค่าเฉลี่ย 

เป็นศูนย์ และมีคา่ความแปรปรวนเป็น σ2 ความแปรปรวนในเชิงปริมาณ σ2 ในการกระจายตัวของ 
ค่าตอบสนองเกิดขึ้น เนื่องจากความแตกต่างระหว่างจุดต่างๆ ที่ออกแบบกับความคลาดเคลื่อนใน 
การทดลองที่ไม่สามารถควบคุมได ้ความแปรปรวนเนื่องจากความแตกต่างระหว่างจุดต่างๆ ที ่
ออกแบบสามารถอธิบายได้โดยฟังก์ชันของการตอบสนอง ถ้าทราบความแปรปรวนดังกล่าว โดย 
ปกติฟังก์ชันของการตอบสนองที่เป็นจริงไม่ค่อยทราบมาก่อน ดังนั้นจึงมักต้องประมาณการค่า 
ดังกล่าว เป็นผลให้การกระจายตัวของความแปรปรวนของความคลาดเคลือ่นไม่เฉพาะแต่เกิดจาก 
ความคลาดเคลือ่นจากการทดลองเพียงอย่างเดียว แต่เกิดเนื่องจากการขาดความสอดคลอ้งของ 
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สมการที่ประมาณการขึ้นเรียกว่า “ lack of fit of estimated model ”  ถ้าสมการที่ประมาณการขึ้นมา 
มีความสอดคล้องในการตอบสนองที่ก าลังคาดคะเนแล้ว ผลรวมก าลังสอง (sum of square; SS) 
ของความคลาดเคลื่อนจะเกิดเนือ่งจากความคลาดเคลื่อนในการทดลองเพื่อประเมินความเหมาะ สม
ของสมการ 
 

วิธีการทางสถิติที่ใช้ คือ วิธีก าลังสองน้อยที่สุด (the least square method) เพื่อประมาณค่า 
พารามิเตอร์ต่างๆฟังก์ชันที่ใช้เรียกว่า ฟังก์ชันของการตอบสนองที่เหมาะสม (fitted response 
function) โดยถูกน ามาใช้ในการประมาณค่าพารามิเตอร์ของฟังก์ชันการตอบสนองของสมการ 
ถดถอยที่ตั้งสมมติฐานขึน้ เมื่อพารามิเตอร์ของฟังก์ชันการตอบสนองที่ถกูตั้งสมมติฐานขึ้นถูกแทน 
ด้วยค่าประมาณผลลัพธ์คือ ฟังก์ช่ันการตอบสนองจะถูกท าให้สอดคล้องขึ้น ดังนี้ 

 
Y = b0 + b1X1 + …………. + bnXn 

 

สมการดังกล่าวเป็นฟังก์ชันการตอบสนองเชิงเส้นตรงที่ถูกท าให้สอดคล้อง ซึ่งสามารถ 
น าไปใช้ในการคาดคะเนการตอบสนองที่ต้องการของตัวแปรอิสระ (independent variables) เมื่อ 
ฟังก์ชันการตอบสนองที่ถูกท าให้สอดคล้อง ได้น ามาสร้างกราฟในลักษณะเป็นฟังก์ชันตัวแปรเชิง 
ปริมาณ ผลลัพธ์ที่ได้จากการสร้างกราฟนี ้เรียกว่า response surface plot หรือ contour maps 
(ไพโรจน์, 2544) 
 
ขั้นตอนการท า RSM 
 

1. เลือกแผนการทดลองที่เหมาะสมที่สามารถให้ข้อมูลเพียงพอในการสร้างแผนภาพ 
surface plot คือ factorial in completely randomized design (CRD) หรือ randomized block design 
(RBD), fractional factorial in CRD หรือ RBD, rotatable design, CCD, Box-Behnken design และ 
mixture design เป็นต้น 

 
2. สร้างสมการ regression ที่ดีที่สุด สร้าง surface plot จากสมการที่หามาได ้
 
3. ตรวจสอบ optimization 
 

^ 
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4. Verification โดยท า independent run ภายใต้ขอบเขตของตัวแปรแต่ละตัว 
 
5. ถ้าแบบจ าลองไม่เหมาะสม (invalid) ให้สร้างแบบจ าลองใหม่ (อนุวัตร, 2549) 
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อุปกรณ์และวิธีการ 
 

1. อุปกรณ์ 
 

1.1  เครื่องก๊าซโครมาโทรกราฟฟี (Shimadzu GC 2014) 

1.2  เครื่องยูวีวิสิเบิลสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (GB 932)  

1.3  เครื่อง PCR (Biorad iCycler) 

1.4  เครื่อง Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE-1001) 

1.5  ชุดสกัดดีเอ็นเอ (QIAamp DNA mini kit) 

1.6  ชุดท าดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ (Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit) 

1.7  เครื่องช่ังอย่างละเอียด (balances) 

1.8  เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 

1.9  ตู้อบแห้ง (dry oven) 

1.10  อ่างน้ าควบคุมอุณหภูม ิ(water bath) 

1.11 เครื่องหมุนเหว่ียง (centrifuge) 

1.12 ขวดรูปชมพู่ (erlenmeyer flask) 

1.13  ขวดวัดปริมาตร (volumetric flask) 

1.14  บีกเกอร์ (beaker) 

1.15  กระบอกตวง (cylinder) 

1.16  ปิเปตต์ (pipette) 

1.17  ขวดหมัก (bottle) 

1.18  กรวยกรอง (funnel) 

1.19  เข็มฉีดยา (syringe) 

1.20  หลอดทดลอง (test tube) 

1.21  ตะแกรงร่อน (sieve) 
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2. สารเคม ี
 

2.1 สารเคมีทั่วไป 
 
2.1.1 สารละลายกรดซัลฟิวริก (H2SO4) 

2.1.2 สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

2.1.3 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 

2.1.4 กรดซิตริก (C3H4(OH)(COOH)3) 

2.1.5 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 

2.1.6  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 

2.1.7 สารละลายไดไนโตรซาลิไซคลกิ (C7H4N2O7) 

2.1.8 ยีสต์สกัด (yeast extract) 

2.1.9 เอนไซม์เซลลูเลส (cellulase enzyme) 

2.1.10 โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 

 
2.2 สารเคมีที่ใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ 

 
2.2.1  ไฮโดรคลอริกบัฟเฟอร์ (1M Tris-HCl buffer) 
2.2.2  ซีทีเอบี แอ็คแทร็กช่ัน บัฟเฟอร์ (CTAB extraction buffer) 

 2.2.3  โซเดียมอะซิเตต (3M sodium acetate) 
 2.2.4  ฟีนอล (phenol) 

2.2.5  คลอโรฟอร์ม (chloroform) 
2.2.6  ไอโซเอมิลแอลกอฮอล์ (isoamyl alcohol) 
2.2.7  อีดีทีเอ (0.5M ethylenediaminetetra acetic acid; EDTA) 
2.2.8  เอทานอล (absolute ethanol) 
2.2.9  ทีอีบัฟเฟอร์ (TE buffer) 
2.2.10  โซเดียมคลอไรด ์(5M sodium chloride) 
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2.3 สารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์และดีจีจีอี 
 

2.3.1 ทีเออีบัฟเฟอร์ (TAE buffer) 
2.3.2   พีซีอาร์บัฟเฟอร์ (10xPCR buffer) 
2.3.3 น้ าดีไอ (distilled water) 
2.3.4  แทคดีเอ็นอีโพลีเมอเรสต์ (Taq DNA polymerase ) 
2.3.5  ดีเอ็นทีพี (deoxyribonucleotide triphosphate; dNTPs)  
2.3.6  ไพรเมอร์ (primers: pA pH 357f และ 518r) 
2.3.7  เอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 
2.3.8  สีย้อม (loading dye)  
2.3.9  สีย้อมไซเบอร์โกลด์ (SYBR gold) 
2.3.10 อะกาโรส (agarose) 
2.3.11 มาร์คเกอร์ (marker: gene ruler DNA ladder mix) 

  
3. วิธีการ 

 
3.1 วิเคราะห์คุณสมบัติเบื้องต้นของขี้เลื่อย 

 
        วิเคราะห์องค์ประกอบของขี้เลื่อย ได้แก่ ปริมาณคาร์บอน ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณ
ฟอสฟอรัส ความช้ืน และเถ้า 
 

3.2   ศึกษาการปรับสภาพขี้เลื่อย เพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจน       
 
3.2.1  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 

 
  การปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก ตามแผนการทดลองแพลค็
เก็ตต์-เบอร์แมน (Plackett-Burman) ปัจจัยที่ศึกษา คือ ความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริก 
ระยะเวลาในการปรับสภาพ อุณหภูมิในการปรับสภาพ ปริมาณขี้เลื่อยที่ใช้ในการปรับสภาพ 
ปริมาณเอนไซม์ในการไฮโดรไลซิส ปริมาณขี้เลือ่ยในการไฮโดรไลซิส และระยะเวลาในการ
ไฮโดรไลซิส โดยปรับสภาพขี้เลื่อย (ร้อยละ 10 และ 30) ในสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (ร้อยละ 
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0.5 และ 6) ที่อุณหภูมิ  (30 และ 60 องศาเซลเซียส) เป็นเวลานาน (3 และ 10 ช่ัวโมง) หลังจากนั้น
ล้างขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าให้มีสภาพเป็นกลาง แล้วไฮโดรไลซ์ขี้เลือ่ย (ร้อยละ 5 และ 
10) ไปไฮโดรไลซิส โดยการเติมเอนไซม์เซลลูเลสที่ได้รับจากบริษัทอี๊สต์ เอเชียติ๊ก (ประเทศไทย) 
จ ากัด (มหาชน) (5 และ 40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา (5 
และ 15 ช่ัวโมง) จากนั้นหมักร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยใช้กากตะกอน 10 กรัมกากตะกอนแห้ง ปรับค่าความเป็นกรด
ด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง 80 มิลลลิิตร 
ในขวดหมักขนาด 120 มิลลลิิตร จากนั้นปิดด้วยจุกยางและฝาครอบอะลูมิเนียม เติมก๊าซอาร์กอน
เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ขวดหมักมีสภาพไร้อากาศ ท าการหมักที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 
   ในกระบวนการหมักนอกจากการปรับสภาพขี้เลื่อยตามแผนการทดลองทีไ่ด้
กล่าวมาขา้งต้น มีการปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์ด้วยการใช้ความร้อน โดยต้มเช้ือจุลินทรีย์ที่อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง ท าการหมักด้วยค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 ที่อุณหภูมิ 
55 องศาเซลเซียส เติมสารสกัดจากยีสต์เป็นแหล่งไนโตรเจนและโพแทสเซียมไดไฮโดรเจน
ฟอสเฟตเป็นแหล่งฟอสฟอรัสในอัตราส่วน C:N:P เท่ากับ 100:5:1 
 
 3.2.2 จากการศึกษาสภาวะการปรับสภาพขี้เลื่อยตามแผนการทดลองแพล็คเก็ตต์-
เบอร์แมน (ข้อ 3.2.1) ศึกษาการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารเคมีร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าด้วย
แผนการทดลองทากูชิ 2 แผนการทดลอง คือ แผนการทดลองแรกปรับสภาพขี้เลื่อยร้อยละ 10 ใน
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น (ร้อยละ 0.25 0.75 และ 1.25) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 3 ช่ัวโมง จากนั้นล้างขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าให้มีสภาพเป็นกลาง น าไประเบิดดว้ย
ไอน้ าทีค่วามดัน (5 10 และ 15 บาร)์ เป็นเวลา 10 นาที ไฮโดรไลซข์ี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส (0 10 และ 20 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง) ) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
ช่ัวโมง จากนั้นหมักร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยใช้กากตะกอน 10 กรัมกากตะกอนแห้ง ปรับค่าความเป็นกรดด่าง
เร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง 80 มิลลลิิตร ใน
ขวดหมักขนาด 120 มิลลลิิตร จากนั้นปิดด้วยจุกยางและฝาครอบอะลูมิเนียม เติมก๊าซอาร์กอนเปน็
เวลา 5 นาที เพื่อให้ขวดหมักมีสภาพไร้อากาศ ท าการหมักที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ส่วน
แผนการทดลองที่สองปรับสภาพขี้เลื่อยร้อยละ 10  ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มข้น (ร้อย
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ละ 0 หมายถึง ใช้น้ าแทนสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 3 และ 6 ) ขั้นตอนต่อจากนี้ท า
เช่นเดียวกันกับแผนการทดลองที่ปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
 
 3.2.3 จากผลการศึกษาสภาวะการปรับสภาพขี้เลื่อยตามแผนการทดลองทากูชิ (ข้อ
3.2.2) ศึกษาการประเมินจุดที่เหมาะสมในการผลติไฮโดรเจนโดยวิธีการตอบสนอง ที่พื้นที่ผิว 
(response surface methodology; RSM) โดยปรับสภาพขี้เลื่อยทีร้่อยละ10 ในสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้น (ร้อยละ 0.07 0.75 1.75 2.75 และ 3.43) ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 
ช่ัวโมง จากนั้นล้างขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าให้มีสภาพเป็นกลาง น าไประเบิดด้วยไอน้ าที่
ความดัน (1.59 5 10 15 และ 18.41 บาร)์ เป็นเวลา 10 นาที แล้วไฮโดรไลซ์ขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส (1.59 5 10 15 และ 18.41 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 15 ช่ัวโมง จากนั้นหมักร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อนที่อุณหภูม ิ
100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง โดยใช้กากตะกอน 10 กรัมกากตะกอนแห้ง ปรับค่าความเป็น
กรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง 80 
มิลลลิิตร ในขวดหมักขนาด 120 มิลลิลิตร จากนัน้ปิดด้วยจุกยางและฝาครอบอะลูมิเนียม เติมก๊าซ
อาร์กอนเป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้ขวดหมักมีสภาพไร้อากาศ ท าการหมักที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 
 
  3.3  ศึกษาการปรับสภาพกากตะกอนเช้ือจุลินทรีย์ 
 
 เช้ือจุลินทรีย์ที่ใช้เป็นกากตะกอนจุลินทรีย์ที่ได้จากบ่อบ าบัดน้ าเสียของบริษัท มาลี
สามพราน จ ากัด ศึกษาการปรับสภาพกากตะกอนเช้ือจุลินทรีย์ด้วยสารละลายกรดและด่างร่วมกบั
ความร้อน ตามแผนการทดลองทากูชิ โดยน ากากตะกอนมาปรับสภาพที่ความค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ (2 และ12) จากนั้นน าไปต้มทีอุ่ณหภูมิ (50 และ 100 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา (1 และ 2 
ช่ัวโมง) และหมักร่วมกับขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพที่เหมาะสมจากแผนการทดลอง RSM (ข้อ 
3.2.3) โดยใช้กากตะกอน 10 กรัมกากตะกอนแห้ง ปรับค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 
อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 20 ใช้ปริมาตรตัวอย่าง 80 มิลลลิิตร ในขวดหมักขนาด 120 
มิลลลิิตร จากนั้นปิดด้วยจุกยางและฝาครอบอะลมูิเนียม เติมก๊าซอาร์กอนเป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้
ขวดหมักมีสภาพไร้อากาศ ท าการหมักทีอุ่ณหภูม ิ55 องศาเซลเซียส 
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 3.4  การวิเคราะห์หาชนิดเช้ือจุลินทรีย์โดยเทคนิคพีซีอาร์และดีจีจีอี  
 
 ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกลุม่จุลินทรีย์ระหว่างกระบวนการหมัก โดยการน ากาก
ตะกอนเช้ือจุลินทรีย์ก่อนและหลังกระบวนการหมักตรวจสอบด้วยเทคนิคระดับโมเลกุล 
(Polymerase Chain Reaction: PCR) และเทคนิคการแยกความแตกต่างของโปรตีนด้วยกระแส 
ไฟฟ้าโดยอาศัยตัวกลางเป็นเจล (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis: DGGE) เพื่อตรวจสอบ
หาสายพันธุ์ของเช้ือจุลินทรีย์ โดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ (QIAamp DNA mini kit) แล้วเพิ่มปริมาณดี
เอ็นเอด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) เร่ิมต้นด้วยการแอมพลไิฟล์ 16s โดยใช้ไพรเมอร์ pA 
(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) และ pH (AAGGAGGTGATCCAGCCGCA) ต่อด้วยการน าดี
เอ็นเอจากขั้นตอนการท า 16s มาแอมพลิไฟล์ V3 ด้วยไพรเมอร์ 357f 
(CTCCTACGGGAGGCAGCAG) และ 518r (ATTACCGCGGCTGCTGG)  
 
 เมื่อได้ดีเอ็นเอจากกระบวนการพีซีอาร์ (จากขั้นตอนการท า V3) แล้วน าผลิตภัณฑ์   
พีซีอาร์ที่ได้มาท าดีจีจีอีต่อ ส าหรับการเตรียมเจลใช้วิธีการของ Muyzer et al. (1993) โดยการใช้
เปอร์เซ็นต์เจลในการท าดีจีจีอีเท่ากับ 30-60% ส าหรับเปอร์เซ็นต์อะคริลาไมด์ใช้เท่ากับ 8% (เตรียม
จาก 0% และ 100% Denaturing) เร่ิมต้นเดินระบบใช้กระแสไฟฟ้าที่ 20 โวลต์ 20 นาที หลังจากนั้น
ใช้ 100 โวลต์นาน 16 ช่ัวโมง น าผลผลิตที่ได้จากกระบวนการดีจีจีอีไปตรวจสอบ โดยการน า
เจลอะคริลาไมด์ไปย้อมด้วย SYBR gold ส่งดูด้วยเครื่อง UV transluminator 
 
  3.4.1  การท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ให้บริสุทธ์ิ 
 
  ก่อนส่งตัวอย่างไปวิเคราะห์หาล าดับเบส ต้องน าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้มาท าให้
บริสุทธ์ิก่อนโดยใช้ Gel/PCR DNA Fragments Extraction Kit ตาม PCR Clean up Protocol  
 
 3.4.2  การวิเคราะห์หาล าดับเบสของดีเอ็นเอ 
 
       ส่งตัวอย่างช้ินส่วนดีเอ็นเอที่คัดเลือกไปหาล าดับเบส โดยส่งวิเคราะห์ที่บริษัท 
First BASE Laboratories Sendirian Berhad ประเทศมาเลเซีย 
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 3.4.3  การเปรียบเทียบล าดับเบส 
   
       น าล าดับเบสที่ได้ท าการ BLAST search ในฐานข้อมลูของ NCBI GenBank 
เพื่อเปรียบเทียบล าดับเบสที่ได้กับล าดับเบสที่มีอยู่ในฐานข้อมูล ว่าชิ้นส่วนดีเอนเอดังกล่าวคลา้ยกับ
ยีนใด  
 
       การท า multiple alignment ท าโดยโปรแกรม ChromasPro เพื่อเปรียบเทียบ
ล าดับเบสที่ได้จากการ Blast กับล าดับเบสที่มีอยู่ในฐานข้อมูลของ NCBI ให้ตรงกันในแต่ละ
ต าแหน่งของล าดับนิวคลีโอไทด ์
 
       ส าหรับการสร้างแผนภูมิต้นไม้เพื่อแสดงความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติก ท า
โดยใช้โปรแกรม Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA) version 5.0 ด้วยวิธี 
Neighbor-Joining 
 

3.5 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการหมักขี้เลื่อยเพื่อผลิตไฮโดรเจน 
 
 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการปรับสภาพขี้เลื่อยตามแผนการทดลอง

ตอบสนองที่พ้ืนผิว (ข้อ 3.2.3) และการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในปรับสภาพกากตะกอน
เช้ือจุลินทรีย์ (ข้อ 3.3) น ามาหมักร่วมกนัและเติมสารอาหารทึ่ต้องการศึกษาผลกระทบต่อการผลิต
ไฮโดรเจน ได้แก่ เหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม สังกะสี และอัตราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน โดย
ท าการหมักแบบไร้อากาศที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 

 
 3.6  การเก็บตัวอย่าง 

 
 เก็บตัวอย่างก๊าซที่เกิดขึ้นจากกระบวนการหมักตามระยะเวลาที่ก าหนด พร้อมทั้งวัด
ปริมาตรก๊าซที่เกิดขึ้นด้วยหลอดฉีดยาแก้ว (syringe) รวมถึงเก็บตัวอย่างของเหลวปริมาตร 5 
มิลลลิิตร เพื่อน าไปวิเคราะห์หาน้ าตาลรีดิวซิ่ง กรดอินทรีย์ระเหยง่าย และแอลกอฮอล์ ตามช่ัวโมงที่
ท าการเก็บตัวอย่าง 
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 3.7  วิธีการวิเคราะห์ 
 
 3.7.1  การวิเคราะห์ปริมาณคาร์บอน ไนโตรเจนรวม ฟอสฟอรัส เถ้า และความช้ืน
ของขี้เลื่อย 
 
  วิเคราะห์ปริมาณคาร์บอน ไนโตรเจนรวม (total kjeldahl nitrogen, TKN) และ
ปริมาณฟอสฟอรัสตามวิธีมาตรฐาน (APHA, 1992) ส าหรับปริมาณเถ้าวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐาน 
ASTM D 3174 และความช้ืนวิเคราะห์ตามวิธีมาตรฐาน ASTM  D 3173 (ASTM, 1998) 
 
 3.7.2  การวิเคราะห์องค์ประกอบก๊าซชีวภาพ 
 
  น าตัวอย่างก๊าซที่เก็บวิเคราะห์หาองค์ประกอบของก๊าซด้วยเครื่องก๊าซโครมา
โทรกราฟฟีด้วยหัววัด Thermal Conductivity Detector (TCD) คอลัมน์ที่ใช้คือ gas activated carbon 
และ porapak Q column โดยใช้อาร์กอนเป็นก๊าซตัวพา ใช้อุณหภูมิคอลัมน์ หัวฉีดตัวอย่าง และ
หัววัด เท่ากับ 60 90 และ 100 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ส าหรับอัตราการไหลของก๊าซตัวพาเท่ากบั 
40 มิลลลิิตรต่อนาที ซ่ึงก๊าซที่วิเคราะห์ ได้แก่ ก๊าซไฮโดรเจน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซ
ไนโตรเจน และก๊าซมีเทน 
 
 3.7.3  การวิเคราะห์กรดอินทรีย์ระเหยง่ายและแอลกอฮอล ์
 
       น าตัวอย่างของเหลวที่เก็บได้มาท าการวิเคราะห์หากรดอินทรีย์ระเหยง่าย 
(VFAs) ได้แก่ กรดอะซิติก กรดบิวทิริก และกรดโพรไพโอนิก รวมทั้งเอทานอล โดยน าตัวอย่างมา
ปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 3,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที แล้วแยกส่วนที่ใสไปวิเคราะห์ ซึ่ง
วิเคราะห์โดยเครื่องก๊าซโครมาโทรกราฟฟีด้วยหัววัด Flame-Ionization Detector (FID) คอลัมน์ทีใ่ช้ 
คือ unisole F-200 30/60 mesh ใช้ไนโตรเจนเป็นก๊าซตัวพา และอุณหภูมิของคอลัมน์ หัวฉีดตัวอย่าง 
และหัววัดเท่ากับ 140 250 และ 250 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
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 3.7.4  การวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซิ่ง 
 
       ปริมาณน้ าตาลรีดิวซิ่งท าการวิเคราะห์ด้วยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) 
โดยการใส่ตัวอย่างของเหลวที่ต้องการวิเคราะห์ 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง หลังจากนั้นเติม
สารละลาย DNS ความเข้มข้น 0.1% ปริมาตร 1 มิลลลิิตร น าสารละลายในหลอดทดลองไปตม้ใน
น้ าเดือดนาน 10 นาที แล้วท าให้เย็นลงทันที ตามด้วยการเติมน้ ากลั่น 6 มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืน
แสงด้วยเครื่องยูวีวิสิเบิลสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 470 นาโนเมตร (Ghose, 1987) 
 
  3.8  สรุปและอภิปรายผลการทดลอง  
 
            น าข้อมูลที่ได้จากการทดลอง ผลที่ได้จากการวิเคราะห์มาท าการสรุปและอภิปรายผล
การทดลอง 
 

สถานที่และระยะเวลาท าการวิจัย 
 
1. สถานทีท่ าการวิจัย 

 
ห้องปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีและการจัดการส่ิงแวดล้อม คณะสิ่งแวล้อม มหาวิทยาลัย 

เกษตรศาสตร์ 
 
ห้องปฏิบัติการวิจัย Fungal Biotechnology เขตวิจัยและโรงงานต้นแบบ มหาวิทยาลัย

เทคโนโลยีพระจอมเกล้าธนบุรี วิทยาเขตบางขุนเทียน 
 
คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยยามากูจิ (Yamaguchi University) ประเทศญี่ปุ่น 
 

2. ระยะเวลาการวิจัย 
 
 ระยะเวลาการท างานวิจัย 18 เดือน เร่ิมตั้งแต่เดือนกันยายน พ.ศ. 2553 ถึง เดือนกุมภาพันธ์ 
พ.ศ. 2555 
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ผลและวิจารณ์ 
 

1. คุณสมบัติของขี้เลื่อย 
 

ขี้เลื่อยที่ใช้ในการศึกษานี้น ามาจากกระบวนการตกแต่งช้ินงานของโรงงานผลิตไฟเบอร์
บอร์ด ลักษณะของขี้เลื่อยค่อนข้างละเอียด คุณสมบัติเบื้องต้นของขี้เลื่อย ได้แก่ ความเข้มข้นของ
คาร์บอน ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ปริมาณความช้ืน และปริมาณเถ้า (ตารางที่ 4) โดยพบว่าขี้เลื่อยมี
ปริมาณของคาร์บอนสูงสุด เมื่อเทียบกับองค์ประกอบอื่น นอกจากนี้ขี้เลื่อยเป็นชีวมวลประเภทลิก
โนเซลลูโลสซ่ึงมีเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลกินิน เป็นองค์ประกอบ (ร้อยละ 47.06 20.00 และ 
32.95 ตามล าดับ) (จีรศักดิ์, 2553) โดยเซลลูโลสประกอบด้วยน้ าตาลกลูโคสเช่ือมต่อกันด้วยพันธะ 
เบต้า-1, 4 ไกลโคซิดิก (ß-1, 4 glycosidic) (Martin, 2011) เซลลูโลสจะถูกย่อยเป็นน้ าตาลกลูโคส
โดยกระบวนการไฮโดรไลซิส ซ่ึงจุลินทรีย์สามารถใช้เป็นซับสเตรทเพื่อผลิตไฮโดรเจน ดังนั้นก่อน
ขี้เลื่อยเข้าสู่กระบวนการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนจึงต้องมีการปรับสภาพก่อน เพื่อเปลี่ยนแปลงโครง 
สร้างของวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส ลดโครงสร้างที่มีลักษณะเป็นผลึกของเซลลูโลสและช่วย
เพิ่มพื้นที่ผิวในการท าปฏิกิริยา (Krishna and Chowdary, 2000) ให้เหมาะสมต่อการย่อยสลายด้วย
เอนไซม์ในขั้นต่อไป (ภูมิหทัย และประมขุ, 2554)   
 
ตารางที่ 4  คุณสมบัติของตัวอย่างขี้เลื่อยที่ใช้ในการศึกษา  

 
พารามิเตอร ์ ร้อยละ 

คาร์บอน 53.54 
ไนโตรเจน 0.12 
ฟอสฟอรัส 0.008 
ความช้ืน 5.60 
เถ้า 1.78 
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2. การปรับสภาพขี้เลื่อยเพื่อผลิตไฮโดรเจน 
 
 การปรับสภาพชีวมวลลิกโนเซลลูโลสที่ประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
เพื่อให้เซลลูโลสเรียงตัวอย่างหลวมและง่ายต่อการย่อยสลายโดยเอนไซม์และเช้ือจุลินทรีย์  มีวิธี 
การปรับสภาพหลายวิธี ได้แก่ การปรับสภาพด้วยกรด การปรับสภาพด้วยด่าง การปรับสภาพด้วย
การระเบิดด้วยไอน้ า เป็นต้น การศึกษานี้ใช้วิธีการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับความร้อน การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเป็นวิธีที่ใช้ในการศึกษากันอย่าง
กว้างขวาง มปีระสิทธิภาพในการละลายเฮมิเซลลโูลสและสามารถท าลายโครงสร้างผลึกของ
เซลลูโลสได้ (Zhou et al., 2012) เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลลูโลสให้ง่ายต่อการเข้าถึงของ
เอนไซม์ในการเปลี่ยนโพลิเมอร์ประเภทคาร์โบไฮเดรเป็นน้ าตาล รวมถึงก าจัดลิกนินและ              
เฮมิเซลลูโลส ลดผลึกของเซลลูโลสและเพิ่มความพรุนให้แก่วัสดุ (Mosier et al., 2005) นอกจากนี้
การปรับสภาพเบื้องต้นด้วยกรดช่วยเพิ่มน้ าตาลและเพิ่มความสามารถในการย่อยสลายชีวมวลได้ 
(Nguyen, 2000) ส่วนการปรับสภาพโดยใช้ความร้อนมีผลท าให้สามารถละลายเฮมิเซลลูโลสได้ดี
ที่สุด (Talebnia et al., 2010) 
 

2.1  การปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 
 
ปัจจัยที่ศึกษาในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกแบ่งเป็น 2 ส่วน คือ 

ส่วนแรกการปรับสภาพขี้เลื่อย ได้แก่ ระยะเวลา (time pretreatment) อุณหภูมิ (temperature 
pretreatment) ความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริก (acid concentration) และปริมาณขี้เลือ่ย 
(solid pretreatment) ส าหรับส่วนที่สองการไฮโดรไลซิส ได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ (enzyme activity)
ระยะเวลา (time hydrolysis) และปริมาณขี้เลือ่ย (solid hydrolysis)โดยออกแบบแผนการทดลองการ
ปรับสภาพขี้เลื่อยดังกล่าวด้วยวิธีแพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน (Plackett-Burman) (ตารางที่ 5) พบว่า การ
ปรับสภาพขี้เลื่อยนาน 3 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น
ร้อยละ 0.5 โดยใช้ปริมาณขี้เลื่อยร้อยละ 30 หลังจากนั้นไฮโดรไลซิสขี้เลือ่ยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 
40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง นาน 15 ช่ัวโมง โดยใช้ขี้เลื่อยร้อยละ 5 ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
เท่ากับ 282.85 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย มากกว่าขี้เลื่อยที่ไม่ผ่านการปรับสภาพที่ให้ผลผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเพียง 5.87 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย 
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ตารางที่ 5  ผลผลิตไฮโดรเจนและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพ
ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีแพล็ค
เก็ตต-์เบอร์แมน 

 

สภาวะ
การ

ทดลอง 

กระบวนการปรับสภาพ กระบวนการไฮโดรไลซิส  
ความ 
เข้มข้น 
น้ าตาล 
รีดิวซิ่ง 
เริ่มต้น 
 (กรัมต่อ 
ลิตร) 

 

ระยะ 
เวลา 

 (ช่ัวโมง) 

อุณหภูมิ 
(องศา
เซล 
เซียส) 

ความ 
เข้มข้น

สารละลาย
กรด

ซัลฟิวริก 
(ร้อยละ) 

ปริมาณ 
ขี้เลื่อย 
(ร้อย 
ละ) 

ปริมาณ
เอนไซม์ 
(เอฟพียู
ต่อกรัม  
ขี้เลื่อย
แห้ง) 

   ระยะ  
   เวลา 
 (ช่ัวโมง) 

ปริมาณ 
ขี้เลื่อย 
(ร้อย 
ละ) 

ผลผลิต 
ไฮโดรเจน 
สะสม  

(มิลลิลิตร 
ต่อกรัม 
ขี้เลื่อย) 

1 3 30 0.5 30 5 5 10 1.36±0.00 84.12±9.64 
2 3 30 6 10 40 15 10 2.96±0.00 241.10±20.14 
3 3 30 6 10 5 15 5 1.40±0.00 117.99±6.73 
4 3 60 0.5 30 40 15 5 3.15±0.00 282.85±31.27 
5 3 60 0.5 10 40 5 10 3.04±0.00 253.15±4.63 
6 3 60 6 30 5 5 5 0.48±0.00 55.08±13.30 
7 10 30 0.5 10 40 5 5 2.95±0.00 243.79±5.49 
8 10 30 0.5 30 5 15 10 1.16±0.01 59.11±10.80 
9 10 30 6 30 40 5 5 1.53±0.01 179.79±42.57 
10 10 60 0.5 10 5 15 5 1.27±0.01 87.78±10.91 
11 10 60 6 10 5 5 10 1.42±0.01 144.46±25.76 
12 10 60 6 30 40 15 10 3.12±0.01 256.31±7.96 
ชุด

ควบคุม 
- - - - - - - 0.17±0.00 5.87±0.40 

 
การปรับสภาพทางกายภาพและการปรับสภาพทางกายภาพเคมีขั้นต้นมีจุดประสงค์

เพื่อการสลายโครงสร้างเซลลูโลสและท าให้ผลึกของเซลลูโลสลดลง เพื่อให้ง่ายต่อการย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์ในขั้นตอนต่อไป เอนไซม์เซลลูเลสท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลสให้เปลี่ยนเป็นน้ าตาล
กลูโคสเป็นหลัก แต่มีน้ าตาลเพนโตสบางส่วนที่เกิดจากการย่อยสลายของเฮมิเซลลูโลส น้ าตาล
เหล่านี้จะใช้เป็นซับสเตรทในการผลิตไฮโดรเจนผ่านกิจกรรมของจุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก  
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(ที่สามารถใช้น้ าตาลทีไ่ด้จากการปรับสภาพและกระบวนการไฮโดรไลซิสชีวมวลประเภทลิกโน-
เซลลูโลส) (Lynd, 1996) 
 

การศึกษาปัจจัยในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่มีผลตอ่การ
ผลิตไฮโดรเจน ตามแผนการทดลองแพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน โดยแต่ละปัจจัยศึกษา 2 ระดับ คือ ระดับ
ต่ า และระดับสูง พบว่ามีผลกระทบต่อผลผลิตไฮโดรเจน 2 กรณี คือ ผลกระทบเชิงบวก หมายถึง 
เมื่อค่าของปัจจัยดังกล่าวเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้ผลผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น ได้แก่ อุณหภูมิในการปรับ
สภาพ ปริมาณเอนไซม์ในการไฮโดรไลซิส ระยะเวลาในการไฮโดรไลซิส และปริมาณขี้เลื่อยใน
การไฮโดรไลซิส ส่วนผลบกระทบเชิงลบ หมายถึง ค่าของปัจจัยดังกล่าวหากเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้
ผลผลิตไฮโดรเจนลดลง ได้แก่ ระยะเวลาในการปรับสภาพ ความเข้มข้นของสารละลายกรด
ซัลฟิวริกในการปรับสภาพ และปริมาณขี้เลื่อยในการปรับสภาพ (ดูจากค่า coefficient estimate) 
ปัจจัยที่มีผลกระทบอย่างมีนัยส าคัญ ได้แก่ ปริมาณเอนไซม์ในการไฮโดรไลซิส (ตารางที่ 6) 

 
ตารางที่ 6  การวิเคราะห์ทางสถิติผลของปัจจัยในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 
                                              coefficient          sum of            mean                F        p-value 
 source                                     estimate           squares           square         value    Prob > F 

 time pretreatment (hr)                 -52.55   33134.73            33134.73 0.22 0.6639 
 temperature pretretament (๐C) +128.10   1.97E+005         1.97E+005 1.30 0.3172 
 acid concentration (%)                -13.38   2148.82              2148.82 0.01 0.9108 
 solid pretreatment (%)              -142.52 2.44E+005          2.44E+005 1.61 0.2728 
 enzyme activity (FPU/g)         +757.04 6.88E+006          6.88E+006         45.54         0.0025*    
 time hydrolysis (hr)                   +70.61 59834.73             59834.73 0.40   0.5632 
 solid hydrolysis (%)                  +59.15 41982.01             41982.01 0.28 0.6259 

 
หมายเหตุ  ถ้าค่า "Prob > F" น้อยกว่า 0.05 ช้ีให้เห็นว่าปัจจัยนั้นมีนัยส าคัญ   

    เครื่องหมาย (-, +) หน้าค่า coefficient estimate คือ ผลกระทบเชิงลบและบวก ตามล าดับ 
 
การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดสามารถก าจัดลิกนิน เฮมิเซลลูโลส ลดผลึกของ      

เซลลูโลสและเพิ่มความพรุนให้กับวัสดุ (Sun and Cheng, 2005) มีประสิทธิภาพในการเปลี่ยน       
เฮมิเซลลูโลสที่ละลายได้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยว (Lu et al., 2007) ให้อยู่ในสภาพที่เหมาะสมต่อ
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การไฮโดรไลซิส โดยในงานวิจัยของ Mosier et al. (2005) พบว่าการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
เจือจางที่ความเข้มข้นน้อยกว่าร้อยละ 2 อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส ช่วยท าลายโครงสร้างของ
ลิกนินและเพิ่มพื้นที่ผิวในการท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับเซลลูโลส ดังนั้นการปรับสภาพขี้เลื่อย
ด้วยสารละลายกรดร่วมกับความร้อนจึงส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าขี้เลื่อยที่ไม่ผ่านการ
ปรับสภาพ  

 
จากผลวิเคราะห์ทางสถิติของแต่ละปัจจัยในการปรับสภาพขี้เลื่อยทีมีผลต่อการผลิต

ไฮโดรเจน (ตารางที่ 6) แสดงว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่
ความเข้มข้นร้อยละ 0.5  ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง หลังจากนั้น
ล้างขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าเพื่อให้มีสภาพเป็นกลาง น าขี้เลื่อยร้อยละ 10 ไฮโดรไลซิส
ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง นาน 15 ช่ัวโมง ร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง มีแนวโน้มให้ผลผลิต
ไฮโดรเจนมากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่ความเข้มข้น 
ร้อยละ 6 ที่อุณหภูมิในการปรับสภาพ 30 องศาเซลเซียส นาน 10 ช่ัวโมง หลังจากนั้นล้างขี้เลื่อยที่
ผ่านการปรับสภาพด้วยน้ าเพื่อให้มีสภาพเป็นกลาง น าขี้เลื่อยร้อยละ 5 ไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส 5 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง นาน 5 ช่ัวโมง สามารถสรุปความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยที่มี
ผลต่อการผลิตไฮโดรเจนได้ดังนี้ 

 
2.1.1  ผลของความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่มี

ต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

การหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 
0.5 มีแนวโน้มให้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นระหว่าง 1.16-3.15 กรัมต่อลิตร และผลผลิตไฮโดรเจนสะสม
ระหว่าง 59.11-282.85 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย มากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 6 ให้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นและผลผลิตไฮโดรเจนอยู่ในช่วง
0.48-3.12 กรัมต่อลิตร และ 55.08-241.10 มิลลิลติรต่อกรัมขี้เลื่อย ตามล าดับ อาจเกิดจากสารยับย้ังที่
เกิดขึ้นจากกระบวนการปรับสภาพ เพราะความเข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริกที่ใช้ในการปรับ
สภาพมีมากกอ่ให้เกิดตัวยับย้ังมากขึ้น (Weiqi et al., 2012) จึงส่งผลท าให้ผลผลิตไฮโดรเจนที่
เกิดขึ้นได้น้อยตามไปด้วย ดังงานวิจัยของนันทิกา และคณะ (2554) กล่าวว่าเมื่อความเข้มข้นของ
สารละลายกรดซัลฟิวริกที่มากเกินจะท าลายโครงสร้างของน้ าตาลรีดิวซิ่งเกิดเป็นสารประกอบ เช่น 
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ฟูแรน เฟอร์ฟิวรอล 5-ไฮดรอกซิเมทธิลลเฟอร์ฟวิรอล และสารประกอบฟีโนลิกซึ่งเป็น
สารประกอบที่เป็นพิษ (Palmqvist and Hahn-Hagerdal, 2000) ซึ่งดึงโมเลกุลของไฮโดรเจนและ
ออกซิเจนออกจากโมเลกลุของน้ าตาล ท าให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวซิ่งลดลง (ดุษฎ,ี 2550) 

 
2.1.2  ผลของระยะเวลาในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 
การหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ โดยใช้ระยะเวลาการปรับสภาพแตกต่าง

กัน คือ 3 และ 10 ช่ัวโมง พบว่าการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพขี้เลื่อยเป็นระยะเวลานาน 3 ช่ัวโมง 
ส่งผลให้ได้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น (1.36-3.15 กรัมต่อลิตร) และผลผลิตไฮโดรเจนสะสม (84.12-
282.85 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย) มากกว่าการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพขี้เลื่อยเป็นระยะเวลานาน 10 
ช่ัวโมง ให้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นและผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 1.16-3.12 กรัมต่อลิตร และ 
59.11-256.31 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย ตามล าดับ ดังงานวิจัยของ Sindhu et al. (2011) การปรับ
สภาพฟางข้าวเป็นระยะเวลานาน 90 นาที ให้ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่ง 0.458 กรัมต่อกรัม เมื่อเพิ่ม
ระยะเวลาการปรับสภาพฟางข้าวนาน 120 นาที ส่งผลให้ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งลดลงเท่ากับ 
0.440 กรัมต่อกรัม ซ่ึงน้ าตาลรีดิวซิ่งถือเป็นสารอาหารส าคัญส าหรับจุลินทรีย์ใช้ผลิตไฮโดรเจน 
หากน้ าตาลรีดิวซิ่งมีปริมาณลดลงท าให้ไฮโดรเจนที่ผลิตได้เกิดขึ้นนอ้ยเช่นกัน 

 
2.1.3  ผลของอุณหภูมิในการปรับสภาพขี้เลื่อยทีม่ีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 
อุณหภูมิในการปรับสภาพขี้เลื่อยของการศึกษานีแ้บ่งเป็น 2 ระดับ คือ 30 และ 

60 องศาเซลเซียส การหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีแนวโน้มให้
น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น (0.48-3.15 กรัมต่อลิตร) และผลผลิตไฮโดรเจนสะสม (55.08-282.85 
มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย) มากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ได้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นและผลผลิตไฮโดรเจนสะสมอยู่ระหว่าง 1.16-2.96 กรัมต่อลิตร และ59.11-
243.79 ตามล าดับ เนื่องจากอุณหภูมิในการปรับสภาพสูงมีผลท าให้สารละลายกรดซัลฟิวริก
สามารถแพร่เข้าไปในโครงสร้างของขี้เลื่อยได้เร็วขึ้น การเกิดปฏิกิริยาและการบวมตัวเกิดได้รวด 
เร็วสามารถละลายเฮมิเซลลูโลสออกมาไดม้ากขึน้ (Soto et al., 1994; Wu et al., 2011) และการปรับ
สภาพชีวมวลที่อุณหภูมิสูงขึ้น ท าให้ผลผลิตน้ าตาลรีดิวซิ่งที่ได้จากการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์
เพิ่มขึ้น (Zhao et al., 2009)  
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2.1.4  ผลของปริมาณของแข็งในการปรับสภาพที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

ปริมาณขี้เลื่อยที่ใช้ในการปรับสภาพ คือ ร้อยละ 10 และ 30 พบว่าการหมัก     
ขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพโดยใช้ขี้เลื่อยร้อยละ 10 ส่วนใหญ่ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมอยู่ใน  
ช่วงประมาณ 80-250 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย มากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพโดยใช้         
ขี้เลื่อยร้อยละ 30 ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมอยู่ระหว่าง 50-280 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย เนื่องจาก
การปรับสภาพขี้เลื่อยที่ปริมาณของแข็งสูงอาจมผีลท าให้สารละลายกรดซัลฟิวริกที่ใช้ในการปรับ
สภาพสัมผัสกับขี้เลื่อยได้ไม่ทั่วถึง ประสิทธิภาพในการท าลายหรือก าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลสจึง
น้อยลง ผลการทดลองนี้สอดคลอ้งกับการศึกษาของ Yang et al. (2010) ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
เมื่อปริมาณของแข็งอยู่ระหว่างร้อยละ 4-6.7 และผลผลิตไฮโดรเจนลดลงเมื่อปริมาณของแข็งเพิ่ม
สูงถึงร้อยละ 20  

 
2.1.5  ผลของปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสในการไฮโดรไลซิสที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 
การไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสที่ใช้ในแผนการทดลองนี้มีการ

แปรผัน 2 ค่า คือ 5 และ 40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง พบว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ
ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก จากนั้นน าขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพเข้าสู่กระบวนการไฮโดรไลซสิ
ด้วยเอนไซม์เซลลูเลสเท่ากับ 40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง มีแนวโน้มให้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นและ
ผลผลิตไฮโดรเจนอยู่ระหว่าง 1.53-3.15 กรัมต่อลิตร และ 179.79-282.85 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย 
ตามล าดับ ซึ่งมากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก หลังจากนั้น
น าขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพเข้าสู่กระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลูเลสปริมาณ 5 เอฟพี
ยูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง ให้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นและผลผลิตไฮโดรเจนอยู่ระหว่าง 0.48-1.42 กรัมต่อ
ลิตร และ 55.08-144.46 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย ตามล าดับ จากผลการทดลองพบว่าปริมาณเอนไซม์
ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสมีความแตกต่างกันอย่างมีนัย ส าคัญ เนื่องจากการใช้ปริมาณเอนไซม์ใน
การไฮโดรไลซิสสูงจะท าให้ประสิทธิภาพการย่อยสลายเซลลูโลสให้เปลี่ยนเป็นน้ าตาลมีเพิ่มขึ้น 
เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์และระยะเวลาการไฮโดรไลซิส (Shen and Agblevor, 2008) ส่งผลให้
จุลินทรีย์มีอาหารในการผลิตไฮโดรเจนได้สูงขึ้น  
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2.1.6  ผลของปริมาณของแข็งในการไฮโดรไลซสิที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

การไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยโดยใช้ปริมาณขี้เลื่อยร้อยละ 5 และ 10 ด้วยเอนไซม์
เซลลูเลส พบว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพและการไฮโดรไลซิสโดยใช้ปริมาณขี้เลื่อยร้อย
ละ 10 มีแนวโน้มให้ผลผลิตไฮโดรเจนมากกว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพและการ
ไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยร้อยละ 5 (253.15 และ 179.79 มิลลิลิตรต่อรกรัมขี้เลือ่ย ตามล าดับ) และในกรณี
ของความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นก็เช่นเดียวกัน เมื่อไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยร้อยละ 10 ให้ความ
เข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 3.04 กรัมต่อลิตร มากกว่าการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยร้อยละ 5 (1.53 
กรัมต่อลิตร) อาจมีสาเหตุมาจากการใช้ขี้เลื่อยในการไฮโดรไลซิสในปริมาณที่สูงจะส่งผลให้น้ าตาล
ที่ได้จากการไฮโดรไลซิสมีมากขึ้นตามไปด้วย งานวิจัยของ Cara et al.( 2007) ศึกษาอิทธิพลของ
ปริมาณของแข็งที่มีผลตอ่ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสผสมกับเบต้า-กลูโคซเดส โดยใช้ปริมาณ
ของแข็งร้อยละ 2-30 พบว่าเมื่อท าการไฮโดรไลซิสกิ่งโอลีฟมากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 20 ส่งผลให้
ได้ผลผลิตน้ าตาลกลูโคสมากกว่า 50 กรัมต่อลิตร ท าให้ปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตได้สูงขึ้น 

 
2.1.7  ผลของระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสที่มีตอ่การผลิตไฮโดรเจน 
 

เมื่อไฮโดรไลซิสขี้เลือ่ยในช่วงเวลาระหว่าง 5 และ 15 ช่ัวโมง ปรากฏว่าเมื่อ
ไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยนาน 15 ช่ัวโมง ก่อให้เกิดผลผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าที่ 5 ช่ัวโมง (282.85 และ 
253.25 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย ตามล าดับ) เพราะเมื่อระยะเวลาในการไฮโดรไลซิสนานขึน้ ท าให้
เอนไซม์สามารถย่อยสลายและเข้าท าปฏิกิริยาระหว่างเอนไซม์กับขี้เลื่อยได้นานและทั่วถึง แต่หาก
เวลาในการไฮโดรไลซิสนานเกินไปอาจจะส่งผลให้ไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นลดลงได้ จากงานวิจัยของ 
Wang et al. (2010) พบว่า เมื่อเพิ่มระยะ เวลาการไฮโดรไลซิส 48 ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สูงสุดเท่ากับ 95.78 มิลลลิิตรต่อกรัม หากเพิ่มระยะเวลาการไฮโดรไลซิสนานกว่านี้ผลผลิต
ไฮโดรเจนจะลดลง  

 
จากผลการประเมินผลผลิตไฮโดรเจนสะสมที่ได้ด้วยแผนการทดลองแพล็คเก็ตต-์เบอร์

แมน ท าให้ทราบว่าอุณหภูมิในการปรับสภาพขี้เลื่อย กิจกรรมของเอนไซม์ และเวลาการไฮโดรไล-
ซิสเป็นสภาวะที่มีผลกระทบเชิงบวกต่อการผลิตไฮโดรเจน (ดังตารางที่ 6) 
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นอกจากนีก้ารปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลสด้วยวิธีทางกายภาพ เช่น การบด
หรือการตัดเพื่อท าให้วัตถุดิบมีขนาดเล็กลง ส่งเสริมการเกิดปฏิกิริยาเคมีในขั้นตอนการปรับสภาพ
ทางเคมีที่ส่วนใหญ่ใช้กรดอ่อนหรือด่างสารเคมีที่นิยมใช้มากที่สุด ได้แก่ สารละลายกรดซัลฟิวริก
และสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ กระบวนการย่อยสลายวัตถุดิบด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าเป็นอกี
เทคนิคหนึ่งที่สามารถน ามาใช้ปรับสภาพร่วมกับการปรับสภาพทางเคมีได้ เนื่องจากการใช้ไอน้ าที่
มีอุณหภูมิและความดันสูงเพื่อเปลี่ยนโครงสร้างของชีวมวล โดยการท าลายเฮมิเซลลูโลสที่มีโครง 
สร้างเช่ือมต่อระหว่างเซลลูโลสและลิกนินในระยะเวลาสั้น (เกียรติพงษ์ และคณะ, 2554) ดังนั้น 
การปรับสภาพด้วยกรดหรือร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าจะช่วยเร่งปฎิกิริยาการย่อยสลายเซลลูโลส 
(Saha and Cotta, 2006; Zhang et al., 2007)  

 
2.2  การปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารเคมีร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า 

 
การทดลองการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกจากแผนการทดลอง

แพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลส เป็นปัจจัยที่มีนัยส าคัญและส่งผลกระทบเชิงบวก
ต่อผลผลิตไฮโดรเจน คือ ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (ปริมาณเอนไซม์เซลลู
เลสที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสเพิ่มขึ้นผลผลิตไฮโดรเจนสะสมจากการหมักเพิ่มขึ้น) แต่เนื่องจาก
ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสส่งผลตอ่ค่าใช้จ่ายในการผลิตไฮโดรเจนจึงศึกษาการปรับ
สภาพขี้เลื่อยเพื่อลดปริมาณเอนไซม์ โดยการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยกระบวนการระเบิดด้วยไอน้ า
หลังจากปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก รวมทั้งศึกษาการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า ปัจจัยที่ศึกษาในการปรับสภาพขี้เลื่อยนอกจาก
ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลส มีการศึกษาความดันและระยะเวลาในการระเบิดด้วยไอน้ ารวมทั้งความ
เข้มข้นของสารละลายกรดหรือสารละลายด่าง โดยออกแบบแผนการทดลองการปรับสภาพขี้เลื่อย
ดังกล่าวด้วยวิธีทากูชิ (Taguchi) ดังแสดงในตารางที่ 7 และ 8 ตามล าดับ 
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ตารางที่ 7  ผลผลิตไฮโดรเจนและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพ
ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆที่ออกแบบตาม
แผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะ 
การ 

ทดลอง 

ความดัน 
(บาร์) 

ระยะ 
เวลาการ  
ระเบิดด้วย 
ไอน้ า 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
ของ 

สารละลาย 
กรด 

ซัลฟิวริก 
(ร้อยละ) 

ปริมาณ 
เอนไซม์ 
เซลลูเลส 
(เอฟพียู 
ต่อกรัม 

ขี้เลื่อยแห้ง) 

ความ 
เข้มข้นน้ าตาล 

 รีดิวซิ่ง 
เริ่มต้น  
(กรัมต่อ 
ลิตร) 

ผลผลิต 
ไฮโดรเจน 
สะสม 

(มิลลิลิตร 
ต่อกรัม 

ขี้เลื่อยแห้ง) 

1 5 2 0.25 0 0.16 ± 0.00 43.02 ± 5.80 

2 5 6 0.75 10 1.42 ± 0.13 70.99 ± 5.84 

3 5 10 1.25 20 2.49 ± 0.00 179.87 ± 26.61 

4 10 2 0.75 20 2.59 ± 0.00 161.67 ± 3.90 

5 10 6 1.25 0 0.62 ± 0.00 51.48 ± 4.53 

6 10 10 0.25 10 2.64 ± 0.13 225.92 ± 33.06 

7 15 2 1.25 10 2.69 ± 0.00 189.76 ± 20.42 

8 15 6 0.25 20 2.48 ± 0.01 149.78 ± 29.56 

9 15 10 0.75 0 2.41 ± 0.01 101.82 ± 10.25 

ชุดควบคุม - - - - 0.17 ± 0.00 5.26 ± 0.99 
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ตารางที ่8  ผลผลิตไฮโดรเจนและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพ
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆที่
ออกแบบตามแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะ 
การ 

ทดลอง 

ความดัน 
 (บาร์) 

ระยะ 
เวลาการ
ระเบิด

ด้วยไอน้ า 
(นาที) 

ความเข้มข้น 
ของ 

สารละลาย
โซเดียม           

ไฮดรอกไซด ์
(ร้อยละ) 

ปริมาณ 
เอนไซม ์
เซลลูเลส 
(เอฟพียู 
ต่อกรัม 

ขี้เลื่อยแห้ง) 

ความฃ 
เข้มข้นน้ าตาล

รีดิวซิ่ง 
เริ่มต้น 
 (กรัมต่อ 
ลิตร) 

ผลผลิต
ไฮโดรเจน 
สะสม 

(มิลลิลิตร 
ต่อกรัม                

ขี้เลื่อยแห้ง) 

1 5 2 0 0 0.43 ± 0.01 20.42 ± 0.91 

2 5 6 3 10 1.25 ± 0.02 112.50 ± 4.87 

3 5 10 6 20 1.49 ± 0.01 102.72 ± 6.90 

4 10 2 3 20 1.52 ± 0.01 120.05 ± 6.62 

5 10 6 6 0 1.40 ± 0.01 34.95 ± 1.79 

6 10 10 0 10 2.88 ± 0.01 237.87 ± 4.29 

7 15 2 6 10 1.94 ± 0.02 166.76 ± 7.45 

8 15 6 0 20 1.98 ± 0.04 146.56 ± 18.42 

9 15 10 3 0 1.62 ± 0.00 23.38 ± 3.06 

ชุดควบคุม - - - - 0.42 ± 0.01 15.17 ± 0.43 

 
2.2.1  ผลของความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกและสารละลายโซเดียมไฮ -   

ดรอกไซด์ในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

 จากแผนการทดลองทากูชิความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกและสาร 
ละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ใช้ในการปรับสภาพขี้เลื่อยมี 3 ระดับ คือ 
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นที่ร้อยละ 0.25 0.75 และ 1.25 (หมายถึง การเตรียมสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้น 0.25 0.75 และ 1.25 จากสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น หลังจากนั้นใส่ขี้เลื่อยแห้ง 
10 กรัม แล้วเติมสารละลายกรดซัลฟิวริกปรับปริมาตรให้ได้ 100 มิลลลิิตร) ส าหรับความเข้มข้น
ของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ร้อยละ 0 3 และ 6 (สารละลายด่างเตรียมเช่นเดียวกับ
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สารละลายกรด) พบว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น  
ร้อยละ 0.25 ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าให้ผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 43.02-225.92 มิลลิลิตรต่อ
กรัมขี้เลื่อย มากกว่าผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.75 (70.99-161.67 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย) และร้อยละ 1.25 (51.48-
189.76 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย) และการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.25 ให้ความเข้มข้นของน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 0.16-2.64 กรัมต่อลติร
ใกล้เคียงกับความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.25 เท่ากับ 0.62-2.69 กรัมต่อลิตร และมากกว่าความเขม้ข้นน้ าตาลรีดิวซิ่ง
จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.75 (1.42-2.59 
กรัมต่อลิตร) อาจมีสาเหตุมาจากน้ าตาลรีดิวซิ่งจะสูงขึ้นเมื่อความเข้มข้นของสารละลายกรดที่ใช้
ปรับสภาพมากขึ้นแต่น้ าตาลบางส่วนอาจเปลี่ยนไปเป็นสารประกอบที่เป็นพิษ ได้แก่ อนุพันธ์ของ 
ฟูแรนระหว่างกระบวนการปรับสภาพ ส่งผลให้ความเข้มข้นของน้ าตาลทีไ่ด้มีคา่ต่างกันเพียงเล็ก 
น้อยแม้ความเข้มข้นของสารละลายกรดที่ใช้ปรับสภาพจะต่างกัน (นันทิกา และคณะ, 2554) และ
เมื่อเปรียบเทียบอัตราเร็วในการเกิดไฮโดรเจนการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
เกิดขึ้นได้เร็วกว่าการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ดังนั้นการหมักขี้เลื่อย  
ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่เข้มข้นร้อยละ 0.25 จึงเป็นสภาวะเหมาะสม
ส าหรับการศึกษานี้  

 
 ส าหรับการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยการต้มร่วมกับน้ าที่อณุหภูมิ  
60 องศาเซลเซียส (สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเข้มข้นร้อยละ 0) ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สะสมและปริมาณน้ าตาลรีดิซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 20.42-237.87 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย และ 0.43-2.88 
กรัมต่อลิตร ตามล าดับ มากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียม-       
ไฮดรอกไซด์เข้มข้นร้อยละ 3 และ 6 ที่ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 23.38-120.05  และ 
34.95-166.76 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย ตามล าดับ และความเข้มขน้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 1.25-
1.62 และ 1.40-1.94 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ ทั้งนีอ้าจเป็นเพราะว่าการใช้สารละลายโซเดียมไฮ-      
ดรอกไซด์ที่ความเข้มขน้สูงอาจก่อให้เกิดการตกค้างของโซเดียมไอออนในเส้นใยขี้เลื่อยซึ่งมีผล
ยับย้ังการเติบโตและกิจกรรมของจุลินทรีย์ (Xiaolong et al., 2006) และส่งผลให้สูญเสียซับสเตรท
ในรูปของคาร์บอนมีผลท าให้ผลผลิตไฮโดรเจนและน้ าตาลรีดิวซิ่งลดลง (Laser et al., 2002) ดังนั้น
การใช้สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ที่ความเขม้ข้นสูงเกินไป จึงท าให้ผลิตผลไฮโดรเจนที่เกิดขึ้น
มีน้อยลง (Pakarinen et al., 2009) ดังงานวิจัยของ Zheng et al. (2009) ศึกษาการปรับสภาพข้าวโพด
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แห้ง โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร้อยละ 2 4 และ 6 ท าการปรับสภาพที่
อุณหภูมิห้อง นาน 3 วัน พบว่าเมื่อปรับสภาพข้าวโพดด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข้มขน้
ร้อยละ 2 ให้ผลผลิตมีเทนสูงสุดรวมทั้งสามารถลดปริมาณเฮมิเซลลูโลสและลิกนนิลงได้จากร้อยละ 
30 และ 8.4 เป็นร้อยละ 25.1 และ 7.5 ตามล าดับ  
 

2.2.2  ผลของความดันในการระเบิดด้วยไอน้ าทีม่ีต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 

ความดันที่ใช้ในการระเบิดด้วยไอน้ าตามแผนการทดลองทากูชิ ทั้งการปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ 5 10 และ 15 บาร ์โดยน าขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย
กรดซัลฟิวริกหรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์แล้วมาเข้าสู่กระบวนการระเบิดด้วยไอน้ าตาม
ความดันที่ได้ก าหนดในข้างต้น พบว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 บาร ์ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 51.48-225.92  
มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย เมื่อเทียบกับการใช้ความดันในการระเบิดด้วยไอน้ าที่ 5 และ 15 บาร์ ให้
ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 43.02-179.87 และ 101.82-189.76 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย 
ตามล าดับ เช่นเดียวกับการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน10 บาร์ให้ผลผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้นสูงสุดเท่ากับ  
34.95-237.87 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย มากกว่าการปรับสภาพขี้เลื่อยโดยใช้ความดันในการระเบิด
ด้วยไอน้ าที่ 5 และ 15 บาร์ (20.42-102.72 และ 23.38-166.76 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย ตามล าดับ) 
ส าหรับการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิด
ด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 บาร ์เกิดความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 0.62-2.64 กรัมต่อลิตร
ใกล้เคียงกับการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการ
ระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 15 บาร์ (2.41-2.69 กรัมต่อลิตร) ซึ่งมากกว่าการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความ
ดัน 5 บาร์ (0.16-2.49 กรัมต่อลิตร) เช่นเดียวกับการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 บาร ์เกิดความเข้มข้น
น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 1.40-2.88 กรัมต่อลติร มากกว่าการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดนั 5 บาร์ 
และ 15 บาร์ (0.43-1.49 และ 1.62-1.98 กรัมต่อลติร ตามล าดับ) อาจเป็นเพราะถ้าความรุนแรงใน
การปรับสภาพน้อยเกินไปจะไม่สามารถย่อยสลายพวกเฮมิเซลลูโลสได้ แต่หากใช้ความรุนแรงใน
การปรับสภาพสูงขึ้น (ความดันและอุณหภูมิในการระเบิดด้วยไอน้ าสูง) จะส่งผลท าให้เกิดตัวยับย้ัง 
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เช่น เฟอรูฟูรอล และฟูแรนเพิ่มสูงขึ้นด้วย (Hsu et al., 2010) ส่งผลเสียต่อกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน 
 

2.2.3  ผลของระยะเวลาในการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าที่มีตอ่การผลิต
ไฮโดรเจน 

 
การศึกษานี้ใช้ระยะเวลาในการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วยไอน้ าเป็น 3 ค่า 

ได้แก่ 2 6 และ 10 นาที ผลคือการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 10 นาที ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
เท่ากับ 101.82-225.92 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย มากกว่าการใช้ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 2 
และ 6 นาที ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 43.02-189.76 และ 51.48-149.78 มิลลลิิตรต่อลิตร   
ขี้เลื่อย ตามล าดับ สอดคล้องกับการหมักขี้เลื่อยทีผ่่านการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 10 นาที ให้
ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 23.38-237.87 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย มากกว่าการใช้ระยะเวลาการระเบิด
ด้วยไอน้ านาน 2 และ 6 นาที ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 20.42-166.76 และ 34.95-146.56 
มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย ตามล าดับ) เนือ่งจากการปรับสภาพวัตถุดิบโดยการระเบิดด้วยไอน้ าเป็น
ระยะเวลานานและใช้ความรุนแรงมากอาจส่งผลให้เกิดสารประกอบยับย้ังกิจกรรมของจุลินทรีย์ 
เช่น เฟอร์ฟูรอล เอชเอฟเอ็ม และพวกฟีนอล เป็นต้น (Datar et al., 2007) ส าหรับความเข้มข้น
น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเมื่อหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 10 นาที ให้ความเข้มข้นน้ าตาล 
รีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ และ 2.41-2.64 กรัมต่อลิตร ใกล้เคียงกับการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ 
ขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ า
นาน 2 นาที (0.16-2.69 กรัมต่อลิตร) และมากกว่าการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 6 นาที 
(0.62-2.48 กรัมต่อลิตร) และเมื่อหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายโซเดียม- 
ไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิดด้วยไอน้ านาน 10 นาที ให้ความ
เข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นเท่ากับ 1.49-2.88 กรัมต่อลิตร มากกว่าการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับ
สภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดร่์วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ระยะเวลาการระเบิด
ด้วยไอน้ านาน 2 และ 6 นาที (0.43-1.94 และ 1.25-1.98 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ) สอดคลอ้งกับ
ระยะเวลาการปรับสภาพช้ินไม้ Salix ในการศึกษาของ Horn et al. ( 2011) ท าการทดลองปรับ
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สภาพช้ินไม้ที่อุณหภูมิ 170-230 องศาเซลเซียส นาน 5-15 นาที พบว่าการระเบิดด้วยไอน้ าที่
อุณหภูมิ 210 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที คือสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อย  

 
2.2.4  ผลของปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 
ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการทดลองตามแผนการทดลองทากูชิของการปรับ

สภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกและสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิด
ด้วยไอน้ า (0-20 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง) ลดลงจากปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในแผนการทดลอง 
แพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน (5-40 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง) การหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าโดยการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ 10 เอฟพียู
ต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง ให้ผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 70.99-225.92 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย มากกกว่า
ผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้จากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการ
ระเบิดด้วยไอน้ าและไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 20 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง 
(149.78-179.87 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย) ส าหรับการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า หลังจากนั้นไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 112.50-237.87 
มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย ซ่ึงมากกว่าผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ
ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า โดยการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส 20 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง (102.72-146.56 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย) กรณีของ
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นที่เกิดขึ้นหลังกระบวนการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า พบว่าเมื่อไม่มกีารเติมเอนไซม์ 
เซลลูเลสในการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อย (ปริมาณเอนไซม ์0 เอฟพียูต่อกรัม) เกิดความเข้มข้นน้ าตาล   
รีดิวซิ่งน้อยที่สุด (0.16 กรัมต่อลิตร) แต่เมื่อไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย
กรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัม เกิดความเข้มข้น
น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นสูงสุดเท่ากับ 1.42-2.69 กรัมต่อลิตร มากกว่าความเข้มขน้น้ าตาลเร่ิมต้นที่ได้
จากการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 20 เอฟพียูต่อกรัม (2.48-2.59 กรัมต่อลิตร) ใน
ส่วนของการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับ
การระเบิดด้วยไอน้ าด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัม ได้ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น
สูงสุดเท่ากับ 1.25-2.88 กรัมต่อลิตร มากกว่าความเข้มข้นน้ าตาลเร่ิมต้นที่ได้จากการไฮโดรไลซิส   
ขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสปริมาณ 20 เอฟพียูต่อกรัม (1.49-1.98 กรัมต่อลิตร) แสดงให้เห็นได้ว่า
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การปรับสภาพโดยใช้สารเคมีร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าสามารถช่วยลดปริมาณการใช้เอนไซม์
เซลลูเลสได้ เนื่องจากการระเบิดด้วยไอน้ าจะช่วยให้เอนไซม์เซลลูเลสมีความสามารถในการย่อย
สลายเซลลูโลสได้มากขึ้น (Hahn et al., 2006; Mosier et al., 2005) 

 
 การเปรียบเทียบสภาวะของการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการ

ระเบิดด้วยไอน้ าและการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิด
ด้วยไอน้ าที่ส่งผลให้เกิดผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดจากการทดลองซ้ าเพื่อยืนยันผลการทดลอง
ตามแผนการทดลองทากูชิ (ตารางที่ 9) พบว่าการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าและการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับ
การระเบิดด้วยไอน้ าให้ผลผลิตไฮโดรเจนใกล้เคียงกัน (238.32 และ 237.87 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย 
ตามล าดับ) ซึ่งมีค่าสูงกว่าผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้จากชุดควบคุม แสดงให้เห็นว่าการปรับสภาพ       
ขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกหรือสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วย     
ไอน้ ามีส่วนช่วยท าให้ปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตได้สูงขึ้น โดยปัจจัยในการปรับสภาพทั้ง 2 วิธีนี้      
มี 2 ปัจจัยที่ส่งผลให้ได้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเหมือนกันได้แก่ ความดัน (ที่ 10 บาร)์     
และระยะเวลาในการระเบิดด้วยไอน้ า (นาน 10 นาที) แต่เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาปรับตัว (lag 
time) และอัตราการผลิตไฮโดรเจน (rate) ที่ได้จากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
ซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ ามีค่าเท่ากับ 6 ช่ัวโมง และ 40.67 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง 
ตามล าดับ ซึ่งเร็วและมากกว่าระยะเวลาปรับตัว (lag time) และอัตราการผลิตไฮโดรเจน (rate) ที่ได้
จากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับสภาพด้วยสารละลายกรดโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วย   
ไอน้ ามีค่าเท่ากับ 12 ช่ัวโมง และ 18.59 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง ตามล าดับ ดังนั้นการศึกษาถดัไป  
คือการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยวิธีตอบสนองที่พ้ืนผิว (RSM) จึงเลือกวิธีการปรับสภาพขี้เลื่อยโดยใช้
สารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า 
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ตารางที่ 9  ผลผลิตไฮโดรเจนและอัตราการเกิดไฮโดรเจนจากแผนการทดลองทากูชิที่ได้จาก 
สภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกและสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าจากการท าซ้ าเพื่อยืนยันผล 

 

สภาวะ 
การทดลอง 

ความ
ดัน 

 (บาร์) 

ระยะ 
เวลา 

การระเบิด 
ด้วยไอน้ า 

(นาที) 

ความเข้มข้น 
ของ 

สารละลายกรด
ซัลฟิวริก/สารละลาย 
โซเดียมไฮดรอกไซด ์

(ร้อยละ) 

ปริมาณ
เอนไซม์ 
เซลลูเลส 

(เอฟพียูต่อ 
กรัมขี้เลื่อย

แห้ง) 

ผลผลิต 
ไฮโดรเจน
สูงสุด 

(มิลลิลิตร
ต่อกรัม 

ขี้เลื่อยแห้ง) 

อัตรา     
การเกิด

ไฮโดรเจน 
(มิลลิลิตร
ต่อลิตรต่อ
ช่ัวโมง) 

การปรับสภาพ      
ขี้เลื่อยด้วย

สารละลายกรด
ซัลฟิวริกร่วมกับ
การระเบิดด้วย    

ไอน้ า 

10 10 1.25 10 238.32 40.67 

การปรับสภาพ      
ขี้เลื่อยด้วย
สารละลาย

โซเดียมไฮดรอก
ไซด์ร่วมกับการ
ระเบิดด้วยไอน้ า 

10 10 0 10 237.87 18.59 

 
การศึกษาตามแผนการทดลองต่อไป คอื วิธีการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยวิธีการตอบสนองที่

พื้นผิว เลือกการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าเป็น
วิธีการปรับสภาพขี้เลื่อย เนื่องจากการปรับสภาพด้วยกรดซัลฟิวริกเป็นที่นิยมมาก เพราะสามารถ
ย่อยสลายเซลลูโลสได้ดี นอกจากนี้น้ าตาลส่วนใหญ่ที่ละลายน้ าได้จากการปรับสภาพด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเป็นโมโนเมอร์ จุลินทรีย์สามารถน าไปใช้ได้ง่าย (Asghari et al., 1996; 
Ingram and Doran, 1995) ส่วนการปรับสภาพด้วยน้ าร้อนหรือไอน้ าสามารถลดค่าสารเคมีและเกิด
ของเสียน้อยลงแต่บางส่วนของลิกนินจะแตกออกหรือถูกย่อยไม่สมบูรณ์ (Alvira et al., 2010) 
ในขณะที่การก าจัดเฮมิเซลลูโลสและการแตกตัวของเซลลูโลสจะมีขีดจ ากัด (Liu and Wyman, 
2004) ส่งผลให้ผลตอบแทนที่ได้มีขีดจ ากัด (Shen and Wyman, 2011) 
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2.3  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก
ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า 

 
การประเมินจากแผนการทดลองทากูชิท าให้ทราบช่วงที่เหมาะสมของความเขม้ข้น

ของสารละลายกรดซัลฟิวริก ความดันในการระเบิดด้วยไอน้ า และปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการ
ไฮโดรไลซิสที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน จึงศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาจุดที่เหมาะสมของปัจจัยดังกล่าวใน
การผลิตไฮโดรเจนด้วยวิธีการตอบสนองที่พ้ืนผิว (Response surface methodology; RSM) 

 
การศึกษานี้ปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยกรดซัลฟิวริกก่อนการปรับสภาพด้วยการระเบิดด้วย

ไอน้ าหลังจากนั้นไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลเูลสและหมักแบบไร้อากาศที่อุณหภูมิ 55 องศา-
เซลเซียส ร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษานี้มี 3 ปัจจัยคือ ความเข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริก ความ
ดันในการระเบิดด้วยไอน้ า และปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส (ดังตารางที ่10) 
โดยอุณหภูมิที่ใช้ในการปรับสภาพขี้เลื่อยด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริก 60 องศาเซลเซียส นาน 3 
ช่ัวโมง ปริมาณขี้เลื่อยที่ใช้ในการปรับสภาพร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก ระยะเวลาในการไฮโดรไลซสิ 
15 ช่ัวโมง ระยะเวลาในการระเบิดด้วยไอน้ า 10 นาที และปริมาณขี้เลื่อยที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส
ด้วยเอนไซม์เซลลูเลสร้อยละ 10 โดยน้ าหนัก (ใช้ตามแผนการทดลองกอ่นหน้านี้)  
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ตารางที ่10  ผลผลิตไฮโดรเจนและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าและการไฮโดรไลซิสที่
สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีการตอบสนองที่พ้ืนผิว 

 

สภาวะ 
การ 

ทดลอง 

ความ
เข้มข้น

สารละลาย 
กรด

ซัลฟิวริก 
(ร้อยละ) 

ความดัน 
(บาร์) 

 
ปริมาณเอนไซม์ 

เซลลูเลส 
(เอฟพียูต่อ 

กรัมขี้เลื่อยแห้ง) 
 

ความเข้มข้น 
น้ าตาล 

รีดิวซิ่งเริ่มต้น 
(กรัมต่อลิตร) 

ผลผลิต 
ไฮโดรเจนสะสม 
(มิลลิลิตรต่อ 

กรัมขี้เลื่อยแห้ง) 

1 0.07 10 10 2.78±0.01 137.50±8.61 
2 0.75 5 5 1.43±0.01 53.50±16.49 
3 0.75 5 15 2.41±0.01 107.14±0.90 
4 0.75 15 5 1.50±0.00 84.94±16.38 
5 0.75 15 15 2.83±0.01 124.80±5.71 
6 1.75 1.59 10 1.41±0.01 81.64±9.88 
7 1.75 10 1.59 2.79±0.01 78.42±2.72 
8 1.75 10 10 3.09±0.01 215.77±0.72 
9 1.75 10 18.41 2.80±0.01 124.52±11.58 
10 1.75 18.41 10 2.32±0.01 43.84±22.51 
11 2.75 5 5 1.38±0.13 63.92±1.75 
12 2.75 5 15 2.73±0.01 96.80±2.05 
13 2.75 15 5 1.36±0.01 72.62±26.30 
14 2.75 15 15 2.73±0.01 121.90±2.93 
15 3.43 10 10 2.80±0.01 136.61±2.85 

ชุดควบคุม - - - 0.83±0.01 14.02±0.15 

 
2.3.1  ผลของความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่มี

ต่อการผลิตไฮโดรเจน 
  

ความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่ใช้ในการปรับสภาพขี้เลื่อยตาม
แผนการทดลองด้วยวิธีการตอบสนองที่พ้ืนผิวมีทั้งหมด 5 ความเข้มข้น คือ สารละลายกรดซัลฟิว- 
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ริกเข้มข้นร้อยละ 0.07 0.75 1.75 2.75 และ 3.43 โดยปริมาตร ผลจากการทดลองพบว่าการปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.75 โดยปริมาตร ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสม
เท่ากับ 43.84-215.77 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย มากกว่าผลผลิตไฮโดรเจนสะสมของการหมักขี้เลื่อยที่
ผ่านการปรับสภาพด้วยลารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.07 3.43 0.75 และ 2.75 ตามล าดบั 
เช่นเดียวกันความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นที่ได้จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.75 โดยปริมาตร ให้ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น
ระหว่าง 1.41-3.09 กรัมต่อลิตร มากกว่าหมกัขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยลารละลายกรด
ซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 3.43 0.75 0.77 และ 2.75 ตามล าดับ เนื่องจากหากปรับสภาพด้วยสารละลาย
กรดที่มีความเข้มข้นน้อยเกินไปท าให้เซลลูโลสถูกย่อยสลายได้ไม่ดีหรือบางส่วนที่ย่อยได้กลาย 
เป็นน้ าตาลที่อยู่ในรูปโอลิโกเมอร์มากกว่าโมโนเมอร์ (Zhang et al., 2011) ซึ่งยากต่อการที่จุลินทรีย์
น าไปใช้เป็นสับเสตรทและปริมาณน้ าตาลจะเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของสารละลายกรดที่ใช้ปรับ
สภาพ แต่หากเพิ่มความเข้มข้นของสารละลายกรดจนเกินจุดเหมาะสมปริมาณน้ าตาลทีไ่ด้จะลดลง 
เนื่องจากน้ าตาลบางส่วนอาจถูกย่อยสลายไปเป็นตัวยับย้ัง ได้แก่ ไฮดรอกซีเมทิลเฟอร์ฟุรอลและ
เฟอร์ฟูรอล  

 
2.3.2  ผลของความดันในการระเบิดด้วยไอน้ าทีม่ีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

    
แผนการทดลองนี้แปรผันความดันในการระเบิดด้วยไอน้ า 5 ระดับ ได้แก่ 1.59 

5 10 15 และ 18.41 บาร์ เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นการใช้ความดันในการระเบิด
ด้วยไอน้ าเท่ากับ 10 บาร์ เป็นค่าความดันในการปรับสภาพขี้เลื่อยที่ส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจน
สูงที่สุด 215.77 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย เนื่องจากความดันในการระเบิดด้วยไอน้ าจะแปรผันตาม
อุณหภูมิการระเบิดด้วยไอน้ าเมื่อความดันหรืออณุหภูมิสูงขึ้นปริมาณของสารยับย้ัง เช่น 
สารประกอบฟูแรนจะเพิ่มขึ้นด้วย เนื่องจากสารยับย้ังดังกล่าวถูกสร้างขึ้นโดยการสลายตัวของ
น้ าตาลที่ผลิตในระหว่างกระบวนการย่อยสลาย (Zhang et al., 2011; Ruiz et al., 2008) จึงท าให้
ปริมาณน้ าตาลทีไ่ด้ลดลง โดยเมื่อใช้ความดันในการปรับสภาพขี้เลื่อยตั้งแต่ 1.59-10 บาร์ แนวโน้ม
ในของความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเพิ่มขึ้นจาก 1.41-3.09 กรัมต่อลิตร แต่เมื่อเพิ่มความดันในการ
ปรับสภาพขี้เลื่อยจาก 10-18.41 บาร ์ส่งผลให้ปริมาณน้ าตาลรีดิวฺซิ่งเร่ิมต้นลดลงจาก 3.09 เหลือ 
2.32 กรัมต่อลิตร (ตารางที่ 10) 
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2.3.3  ผลของปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจน 
   

ปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยในแผนการทดลองนี้
แปรผันปริมาณเอนไซม์เป็น 5 ค่า ดังนี้ 1.59 5 10 15 และ 18.41 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง พบว่า
การหมักขี้เลื้อยที่ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปริมาณ 10 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง ให้ผลผลิต
ไฮโดรเจนสะสมประมาณ 43-215 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย และความเข้มขน้น้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น
เท่ากับ 1.41-3.09 กรัมต่อลิตร มากกว่าการหมักขีเ้ลื้อยที่ผ่านการไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์ปริมาณ 
1.59 5 15 และ 18.41 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อยแห้ง โดยผลผลิตไฮโดรเจนที่ได้จากการหมักจะเพิ่มขึ้น
เมื่อปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการไฮโดรไลซิสขี้เลือ่ยเพิ่มขึ้นแต่เมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์ในการ
ไฮโดรไลซิสมากเกนิไปเอนไซม์เซลลูเลสจะกระจายและถูกดูดซับลงบนพื้นผิวของเซลลูโลสเกิด
เป็นสารตัวกลางที่ซับซ้อนจึงไม่สามารถท าหน้าที่ย่อยสลายเซลลูโลสได้ (Ran et al., 2012) หรือ
อาจมีสาเหตุมาจากเมื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์ขึน้อตัราการเกิดปฏิกิริยาในการย่อยสลายเซลลูโลสจะ
เร่ิมลดลง เพราะสารตั้งต้นเร่ิมหมดไปเกิดเป็นผลิตภัณฑ์เพิ่มขึ้นซึ่งผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นอาจรวมกับ
เอนไซม์แทนสารตั้งต้นปฏิกิริยาในการย่อยสลายเซลลูโลสจึงถูกจ ากัด  

 
  ส าหรับความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยทั้ง 3 ของการปรับสภาพขี้เลื่อยก่อนการหมัก (ความดัน 
ความเข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริก และปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่ใช้ในการไฮโดรไลซิส) ทีส่่ง 
ผลให้ได้ปริมาณไฮโดรเจนสูงสุด ความสัมพันธ์ระหว่างความดันที่ 10 บาร์ และความเข้มข้นของ
สารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1.75 (ภาพที่ 11) ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 
เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อย และความเข้มขน้ของสารละลายกรดซัลฟิวริกร้อยละ 1.75 (ภาพที่ 12) และ
ความสัมพันธ์ของความดันและปริมาณเอนไซม์เท่ากับ 10 บาร์ และ 10 เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อย (ภาพ
ที่ 13) ส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 215.77 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย และจาก
การท านายด้วยแบบจ าลองทางสถิติ พบว่าการหมักขี้เลื่อยโดยปรับสภาพขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วย
สารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.69 ที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ร่วมกับ
การระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 9.81 บาร์ นาน 10 นาที จากนั้นไฮโดรไลซ์ขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซล- 
ลูเลสที่ 11.15 เอฟพียูต่อกรัม นาน 15 ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 217.80 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย 
ซึ่งความสมัพันธ์ของปัจจัยความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริก ความดันในการระเบิดด้วยไอ
น้ า และปริมาณเอนไซม์ในการไฮโดรไลซิสที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนแสดงเป็นสมการได้ดังนี้ 
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Y = -12.18 A + 14.16B + 185.39C - 19.13AB - 14.17AC + 3.27BC - 284.05A2 - 546.79B2     
       -409.86C2 

 
  จากสมการ Y คือ ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด (มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย) 
  A คือ ความเข้มข้นสารละลายกรดซัลฟิวริก (ร้อยละ) 
                  B คือ ความดันในการะเบิดด้วยไอน้ า (บาร)์ 
                                C คือ ปริมาณเอนไซม์ (เอฟพียูต่อกรัมขี้เลื่อย) 
 
  จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพขี้เลื่อยตามแผนการทดลองตอบสนองที่
พื้นผิว คือ การหมักขี้เลื่อยโดยปรับสภาพขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้น
ร้อยละ 1.75 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 
บาร์ นาน 10 นาที หลังจากนั้นไฮโดรไลซ์ขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัม นาน 15 
ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 215.77 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย ขณะที่ตารางเปรียบเทียบการศึกษา
สภาวะที่เหมาะสมของวิธีการปรับสภาพวัตถุดิบต่อการผลิตไฮโดรเจนแสดงดังตารางที่ 11 
 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

ภาพที่ 11  ความดันและความเข้มข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจน
สะสม 
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ภาพที่ 12  ปริมาณเอนไซม์และความเขม้ข้นของสารละลายกรดซัลฟิวริกที่มีผลต่อปริมาณ

ไฮโดรเจนสะสม  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 13  ผลของความดันและปริมาณเอนไซม์เซลลูเลสที่มีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 
 
 
 
 
 

0

500

1000

1500

2000

2500

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
2.5

3.0

0
24

681012141618

C
u
m

u
la

ti
v
e
 h

y
d
ro

g
e
n
 (

m
l/

L
)

C
on

ce
nt

ra
tio

n 
of

 H 2
SO

4
 (%

)

Activity enzyme (FPU)

0

500

1000

1500

2000

2500

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0
2.5

3.0

0
24

681012141618

C
u
m

u
la

ti
v
e
 h

y
d
ro

g
e
n
 (

m
l/

L
)

A
ct
iv

ity
 e
nz

ym
e 
(F

PU
)

Pressure (bar)

(ค) 

(ข) 



79 

ตารางที่ 11  ผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักชีวมวลที่ปรับสภาพโดยวิธีต่างๆ  

 

เช้ือ           ซับเสตรท วิธีการปรับสภาพ 
อุณหภูมิ 
(องศา 

เซลเซียส) 

ผลผลิต
ไฮโดรเจน 
(มิลลิลิตร
ต่อกรัม) 

อ้างอิง 

mix culture wheat straw HCl 36 62.8 Fan et al.,  (2006) 
mix culture corn stalk 0.5%NaOH at 36°C 36 57 Zhang et al., (2007) 
mix culture corncob 1%HCl at 100 °C  

 30 min 
36 107.9 Pan et al., (2009) 

C. butyricum corn straw 1.5 MPa, 10 min 35 68 Li and Chen (2007) 
C. saccharolyticus maize leaves 130°C, 30 min 70 42 Ivanova et al., 

(2009) 
C. saccharolyticus Sweet 

sorghum 
plant 

130°C, 30 min 70 32.4 Ivanova et al., 
(2009) 

C. saccharolyticus sugarcane 
bagasse 

130°C, 30 min 70 19.6 Ivanova et al.,  
(2009) 

C. saccharolyticus siphium 
trifoliatum 
leaves 

130°C, 30 min 70 10.3 Ivanova et al., 
(2009) 

C. saccharolyticus wheat straw 130°C, 30 min 70 49 Ivanova et al.  
(2009) 

mix culture corn stover 220°C, 3 min 35 49 Datar et al., (2007) 
mix culture corn stover 1.2% HCl at 200°C 

 1 min 
35 66 Datar et al., (2007) 

mix culture wheat straw 2% H2SO4 at 120°C 
 90 min 

36 41.9 Nasirian (2012) 

mix culture wheat straw 2% H2SO4 at 120°C 
90 min 

36 141 Nasirian (2012) 

mix culture sawdust 2.2%NaOH at 100°C 
447 min + enzyme 5 
FPU/g 

35 351.53 จีรศักดิ์ (2553) 
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ตารางที่ 11  (ต่อ) 
 

เช้ือ ซับเสตรท วิธีการปรับสภาพ 
อุณหภูมิ 
(องศา 

เซลเซียส) 

ผลผลิต
ไฮโดรเจน 
(มิลลิลิตร
ต่อกรัม) 

อ้างอิง 

mix culture sawdust 0.5%H2SO4 at 60°C 
120 min + enzyme 40 FPU/g 

55      282.85 งานศึกษานี้ 

mix culture sawdust 1.25%H2SO4 at 60°C 
120 min  + 10 bar, 10 min 
 + enzyme 10 FPU/g 

55     238.32 งานศึกษานี้ 

mix culture sawdust boiled at 60°C, 120 min  
+10 bar, 10 min + enzyme 
 10 FPU/g 

55     237.87 งานศึกษานี้ 

mix culture sawdust 1.75%H2SO4 at 60°C 
 120 min +10 bar, 10 min 
 + enzyme 10 FPU/g 

55     215.77 งานศึกษานี้ 

 

3. การปรับสภาพเชื้อจุลินทรีย ์
 
เช้ือจุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นเช้ือจุลินทรีย์ผสม ในกากตะกอนจากระบบบ าบัดน้ า

เสียแบบไร้อากาศ เช้ือจุลินทรีย์ผสมอาจมีประโยชน์ในการช่วยในการเผาผลาญของกระบวนการ   
เมทาบอลิซึมส าหรับวัตถุดิบที่มีความซับซ้อนท าให้การย่อยสลายมีประสิทธิภาพมากขึ้นกว่าการ  
ใช้เช้ือจุลินทรีย์บริสุทธ์ิ แต่อย่างไรก็ตามในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน โดยใช้เช้ือผสมไฮโดรเจน
ที่ถูกผลิตขึ้นแบคทีเรียที่ผลิตไฮโดรเจน (hydrogen-producing bacteria) อาจจะถูกบริโภคโดย     
แบคทีเรียที่บริโภคไฮโดรเจน (hydrogen-consuming bacteria) ดังนั้นจ าเป็นต้องมีการปรับสภาพ
เช้ือจุลินทรีย์ก่อนเพื่อก าจัดเช้ือที่ผลิตมีเทนและส่งเสริมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน เช่น การ
ปรับสภาพด้วยความร้อน การปรับสภาพด้วยกรด การปรับสภาพเช้ือจุลินทรีย์ก่อน เช่น การปรับ
สภาพด้วยความร้อน การปรับสภาพด้วยกรด และด่าง เป็นต้น (Ren et al., 2008) โดยท าการปรับ
สภาพเช้ือจุลินทรีย์ตามแผนการทดลองทากูชิ (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 12  ผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพร่วมกับกากตะกอนที่ปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดและด่างร่วมกับความร้อนที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการ
ทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
 

สภาวะ 
การทดลอง 

การปรับสภาพกากตะกอน ผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
(มิลลิลิตรต่อ 

กรัมขี้เลื่อยแห้ง) 
ความเป็น 
กรด-ด่าง 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลา 
(ช่ัวโมง) 

1 2 50 1 191.03±2.70 
2 2 50 2 228.77±15.46 
3 2 100 1 264.68±0.25 
4 2 100 2 184.39±13.60 
5 12 50 1 123.84±4.26 
6 12 50 2 93.23±7.81 
7 12 100 1 191.06±8.58 
8 12 100 2 103.49±20.04 

ชุดควบคุม - - - 72.77±4.24 

 
3.1  ผลของความเป็นกรดด่างในการปรับสภาพกากตะกอนที่มีตอ่ผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 

การปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกและสารละลายโซเดียม-
ไฮดอรกไซด์ให้มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 และ 12 ตามล าดับ พบว่ากากตะกอนถูกปรับสภาพ
ให้มีค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 264.68 มิลลลิิตรต่อกรัม
ขี้เลื่อย (ดังตารางที่ 12) ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 มีแนวโน้มที่ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมมากกว่า
ที่ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 12 (ดังภาพที่ 14) อาจเพราะสภาวะการปรับสภาพขี้เลื่อยอยู่ในสภาวะที่
เป็นกรด จุลินทรีย์ในกระบวนการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนจึงมีความทนต่อสภาวะที่ค่าความเป็น
กรดด่างเท่ากับ 2 ได้มากกว่าสภาวะที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 12 และการปรับสภาพกากตะกอน
ในสภาวะที่เป็นกรดจะเพิ่มความสามารถในการอยู่รอดของเช้ือที่ผลิตไฮโดรเจนและช่วยย้ับย้ังเช้ือที่
ไม่ผลิตไฮโดรเจนได้  ดังนั้นจึงท าให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นและลดการสูญเสียไฮโดรเจน 
(Liu et al., 2009) เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Chang et al. (2011) ได้ท าการปรับสภาพกากตะกอนจาก
ถังตกตะกอนน้ าเสียชุมชนด้วยด้วยกรด ด่าง ความร้อนคลอโรฟอร์ม การเติมอากาศ และสาร 2-โบร
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โมอีเทนซัลโฟร์เนต พบว่าเมื่อปรับสภาพกากตะกอนด้วยกรดส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 
1.51 โมลต่อโมลกลูโคส  

 

 
 
ภาพที่ 14  ความเป็นกรดด่างที่ใช้ในการปรับสภาพกากตะกอนทีม่ีผลต่อปริมาณไฮโดรเจนสะสม 
 

3.2 ผลของอุณหภูมิในการปรับสภาพกากตะกอนต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
อุณหภูมิที่ใช้ในการปรับสภาพกากตะกอน คอื 50 และ 100 องศาเซลเซียส ซึ่งการใช้

อุณหภูมิหรือความร้อนในปรับสภาพกากตะกอนนั้น เป็นวิธีที่พบมากที่สุดส าหรับการคัดเลือกเช้ือ 
จุลินทรีย์ที่ผลิตไฮโดรเจน เพราะความร้อนจะช่วยก าจัดเช้ือที่ไม่สร้างสปอร์ เช่น จุลินทรีย์ที่ผลิต
มีเทน (Hawkes et al., 2007; Duangmanee et al., 2007) การปรับสภาพกากตะกอนที่อุณหภูมิ 100 
องศาเซลเซียส มีแนวโน้มให้ผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 264.68 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย มากกว่าการ
ปรับสภาพที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส (228.77 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย) (ดังภาพที่ 15) อาจเป็น
เพราะการปรับสภาพกากตะกอนทีอุ่ณหภูมิสูงมปีระสิทธิภาพในการก าจัดเช้ือที่ผลิตมีเทนหรือเช้ือที่
บริโภคไฮโดรเจนได้ดีกว่าการปรับสภาพกากตะกอนที่อณุหภูมิต่ า 
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ภาพที่ 15  อุณหภูมิที่ใช้ในการปรับสภาพกากตะกอนที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 

 
3.3 ระยะเวลาในการปรับสภาพกากตะกอนตอ่ปริมาณไฮโดรเจนสะสม 

 
การปรับสภาพกากตะกอนในแผนการทดลองนีม้ีระยะเวลาในการปรับสภาพ คือ 1 

และ 2 ช่ัวโมง จากผลการทดลองปรากฏว่า ระยะเวลาในการปรับสภาพกากตะกอนนาน 1 ช่ัวโมง 
เป็นเวลาที่ดีที่สุดที่ส่งผลให้ได้ผลผลิตไฮโดรเจนสูง คือ 264.68 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย (ดังภาพที่ 
16) คล้ายคลึงกับงานวิจัยของ Vasconcelos et al. (2011) ได้ท าการปรับสภาพกากตะกอนด้วยความ
ร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง เพื่อยับย้ังการท างานของกลุม่จุลินทรีย์ที่ผลิต
มีเทนและเพิ่มผลผลิตไฮโดรเจนและหากใช้ความร้อนในการปรับสภาพนานเกินไปความร้อนจะไป
ท าลายหรือลดจ านวนกลุม่จุลินทรีย์ลง (Zhu and Beland, 2006) บางกรณีสามารถท าลายเช้ือที่ผลิต
ไฮโดรเจนที่ไม่สามารถสร้างสปอร์ได้ เช่น Enterobacter sp. (Watanabe et al., 1997) 
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ภาพที่ 16  ระยะเวลาในการปรับสภาพกากตะกอนที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
 ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสมในการปรับสภาพกากตะกอนในงานวิจัยนี้ คือ การปรับสภาพกาก
ตะกอนความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นศึกษา
ความเข้มข้นกรดอนิทรีย์ระเหยง่ายในสารละลายที่ได้หลังจากการหมักขี้เลือ่ย 168 ช่ัวโมง 
 
4. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในกระบวนการหมักขี้เลือ่ยเพือ่ผลิตไฮโดรเจน 

 
 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมักขี้เลื่อย ปัจจัยที่ท าการศึกษาได้แก่ ความเข้มข้นของ
เหล็ก (Fe2+) ความเข้มข้นของแคลเซียม (Ca2+) ความเข้มข้นของแมกนีเซียม (Mg2+) ความเข้มข้น
ของสังกะสี (Zn2+) และอัตราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจน (C:N ratio) ท าการแปรผันแต่ละปัจจัยตาม
แผนการทดลองทากูชิ (ดังตารางที่ 13) ปัจจัยดังกล่าวข้างต้นเป็นสารอาหารที่จุลินทรีย์ต้องการใช้
ส าหรับการเจริญเติบโตและกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์ (Lin and Lay, 2004) ส่งเสริม
ประสิทธิภาพของจุลินทรีย์ในกิจกรรมการย่อยสลายสารอินทรีย์ละลายน้ าให้เป็นไฮโดรเจน       
(Lin and Lay, 2005) ถ้าได้รับมากหรือนอ้ยเกินไปอาจส่งผลต่อการเจริญเติบโตและกิจกรรมต่างๆ
ในการย่อยสลายซับสเตรทหรือวัตถุดิบเร่ิมต้นได้ ดังนั้นจุลินทรีย์ควรจะได้รับสารอาหารในปริมาณ
ที่เหมาะสม 
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ตารางที่ 13  ผลของความเข้มขน้ของเหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม สังะกะสี และอัตราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนตามแผนการทดลองทากูชิ 

 

สภาวะ 
การทดลอง 

ปัจจัยท่ีท าการศึกษา   

ความเข้มข้น 
ของ Fe2+ 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

ความเข้มข้น
ของ Ca2+ 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

ความเข้มข้น
ของ Mg2+ 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

ความเข้มข้น
ของ Zn2+ 

(มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

 
อัตรา
ส่วน  
C:N 

 

ผลผลิต
ไฮโดรเจน
สะสม 

(มิลลิลิตร     
ต่อกรัม) 

 

1 100 150 50 0.25 15 223.32±8.99  
2 100 400 100 0.50 30 257.67±10.51  
3 100 650 150 0.75 45 193.88±4.52  
4 100 900 200 1.00 60 111.36±23.76  
5 200 150 100 0.75 60 275.77±3.70  
6 200 400 50 1.00 45 230.42±0.25  
7 200 650 200 0.25 30 216.36±1.91  
8 200 900 150 0.50 15 204.18±8.14  
9 300 150 150 1.00 30 213.79±9.26  
10 300 400 200 0.75 15 214.85±1.94  
11 300 650 50 0.50 60 211.59±12.15  
12 300 900 100 0.25 45 161.49±1.84  
13 400 150 200 0.50 45 190.45±0.76  
14 400 400 150 0.25 60 177.83±1.91  
15 400 650 100 1.00 15 190.33±1.95  
16 400 900 50 0.75 30 151.34±3.11  

ชุดควบคุม - - - - 20 159.69±1.14  

  
 4.1  ผลของความเข้มข้นเหล็กที่มีตอ่ผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
        เหล็กเป็นองค์ประกอบจ าเป็นที่มีอยู่ในเอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการ
ผลิตไฮโดรเจนของจุลินทรีย์แบบไร้อากาศ (Lin and Lay, 2005) ในการทดลองนี้ศกึษาความเข้มขน้
ของเหล็ก 4 ค่า 100 200 300 และ 400 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าความเข้มข้นของเหล็กเท่ากับ 200 
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มิลลกิรัมต่อลิตร มีแนวโน้มให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด 275.77 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลือ่ย (ดงั
ภาพที่ 17) ใกล้เคียงกับงานวิจัยของจีรศักดิ์ (2553) ศึกษาปริมาณเหล็ก (Fe2+) ที่เหมาะสมในการ
ผลิตไฮโดรเจน ในช่วงความเข้มข้นของเหล็กระหว่าง 58.58 – 341.42 พบว่าความเข้มข้นของเหลก็
เท่ากับ 209.03 ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 394.94 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัม อาจเป็นเพราะหาก
จุลินทรีย์ได้รับเหล็กมากเกินไปก็จะท าให้เป็นพิษต่อจุลินทรีย์ (Yang and Shen, 2006) ในท านอง
เดียวกันหากได้รับน้อยเกินไปก็จะท าให้จุลินทรีย์ท างานได้ไม่เต็มที่หรืออ่อนแอลง (Zhang and 
Shen, 2006) ถึงแม้เหล็กจะเป็นเพียงธาตุอาหารรองแต่ก็เป็นสิ่งจ าเป็นต่อกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน (Li and Fang, 2007) 

 

 
 

ภาพที ่17  ความเข้มข้นของเหล็กที่มีผลต่อผลผลติไฮโดรเจนสะสม 
 

4.2 ผลของความเข้มขน้แคลเซียมที่มีต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
แคลเซียมไอออนเป็นธาตุอาหารที่จุลินทรีย์ต้องการใช้ในการเจริญเติบโต จากผล

การทดลองความเข้มข้นของแคลเซียมทั้ง 4 ระดับ ได้แก่ 150 400 650 และ 900 มิลลิกรัมต่อลิตร 
พบว่าความเข้มข้นของแคลเซียมเท่ากับ 150 มิลลกิรัมต่อลิตร มีแนวโน้มในการให้ผลผลิต
ไฮโดรเจนสะสมมากที่สุด 275.77 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย เมื่อเทียบกับความเข้มข้นทั้งหมด     
(ดังภาพที่ 18) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chang and Lin (2006) พบว่าเมื่อความเข้มข้นของ
แคลเซียมไอออนอยู่ระหว่าง 75-150 มิลลกิรัมต่อลิตร สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต
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ไฮโดรเจนให้สูงขึ้นแต่เมื่อความเข้มข้นของแคลเซียมสูงมากเกินไป (300 มิลลิกรัมตอ่ลิตร)  
ส่งผลให้ผลผลิตไฮโดรเจนน้อยลงและที่ความเขม้ข้นของแคลเซียมเท่ากับ 150 มิลลิกรัมต่อลิตร 
ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (807 มิลลิโมลไฮโดรเจนต่อลิตรต่อวัน) 

 

 
 

ภาพที ่18  ความเข้มข้นของแคลเซียมที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 

4.3 ผลของความเข้มขน้แมกนีเซียมที่มีต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
แมกนีเซียมเป็นธาตุตัวหนึ่งที่มีความสัมพันธ์กับเอนไซม์โคแฟกเตอร์ กระบวนการ

การขนส่งและเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Lin and Lay, 2005) และยังเป็นที่ต้องการของจุลินทรีย์เพื่อใช้
ในการเจริญเติบโตเช่นเดียวกันกับแคลเซียม ความเข้มข้นของแมกนีเซียมที่ศึกษาในการทดลองนีม้ี 
4 ระดับ ได้แก่ 50 100 150 และ 200 มิลลิกรัมตอ่ลิตร พบว่าความเข้มข้นแมกนีเซียม 100 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 275.77 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย (ดังภาพที ่19) 
ใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Lin and Lay (2005) เมื่อความเข้มข้นของแมกนีเซียมในกระบวนการหมัก
แบบไร้อากาศเท่ากับ 120 มิลลิกรัมต่อลิตร ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 3.52 โมลไฮโดรเจน
ต่อโมลกลูโคส ถ้าหากเพิ่มความเข้มขน้ของแมกนีเซียมสูงหรือต่ ากว่านี้จะส่งผลให้ผลผลิต
ไฮโดรเจนลดลง เนื่องจากแมกนีเซียมไม่ได้เป็นเพียงโคแฟคเตอร์ส าหรับเอนไซม์ต่างๆเท่านั้นแต่ยัง
เป็นส่วนประกอบของผนังเซลล์และเย่ือหุ้มเซลลด์้วย หากปริมาณแมกนีเซียมมีไม่เพียงพอก็อาจมี
ผลต่อกระบวนการไกลโคไลซิสและความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนได้ (Wang et al., 2007)  
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ภาพที่ 19  ความเข้มข้นของแมกนีเซียมที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 

4.4 ผลของความเข้มขน้สังกะสีที่มีต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 
สังกะสีถือเป็นสารอาหารที่มีความส าคัญส าหรับการผลิตไฮโดรเจนโดยจุลินทรีย์

แบบไม่ใช้ออกซิเจน จากความเข้มข้นของสังกะสีทั้ง 4 ระดับ 0.25 0.50 0.75 และ 1.00 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ช้ีให้เห็นว่าผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 275.77 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย ที่ความ
เข้มข้นของสังกะสีเท่ากับ 0.50 มิลลิกรัมต่อลิตร (ดังภาพที่ 20) เนื่องจากว่าหากความเข้มขน้ของ
สังกะสีมีมากจะยับย้ังกระบวนการสร้างกรด (acidogenesis) (Yu and Fang, 2001) ส่งผลกระทบต่อ
การผลิตไฮโดรเจน เช่นเดียวกับงานวิจัยของ Lin and Lay (2005) พบว่าไฮโดรเจนมีมากสุด 3.43 
โมลไฮโดรเจนต่อโมลซูโครส เมื่อความเข้มข้นของสังกะสีเท่ากับ 0.5 มิลลกิรัมต่อลิตร 
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ภาพที่ 20  ความเข้มข้นของสังกะสีที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 

 
4.5 ผลของอัตราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนที่มีต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 

 
การผลิตไฮโดรเจนมีหลายปัจจัยที่เกี่ยวข้อง เช่น อุณหภูมิ ความเป็นกรดด่าง รวมถึง

ธาตุอาหารต่างๆ ไม่ว่าจะเป็นธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส เป็นต้น) หรือธาตุอาหารรอง 
(เหล็ก แคลเซียม สังกะสี และแมกนีเซียม เป็นต้น) ในบรรดาธาตุอาหารดังกล่าวไนโตรเจนเป็นสิ่ง
ที่ต้องการมากที่สุดส าหรับจุลินทรีย์ และกระบวนการเมทาบอลิซมึอาจเกิดการเปลี่ยนแปลงได้หาก
ได้รับธาตุดังกล่าวมากหรือนอ้ยเกินไป (Peixoto, 2008) เนื่องด้วยไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบที่
ส าคัญของโปรตีนกรดนิวคลิอิกและเอนไซม์ซึ่งมีความส าคัญตอ่การเจริญเติบโตของเช้ือแบคทีเรียที่
ผลิตไฮโดรเจน ถ้าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนอยู่ในระดับที่เหมาะสมจะมีส่วนช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน (Argun et al., 2008; Chuang et al., 2012)  ส าหรับอัตราส่วน
คาร์บอนต่อไนโตรเจนที่ศึกษามีทั้งหมด 4 ระดับ (15 30 45 และ 60) ปรากฏว่าอัตราส่วนคาร์บอน
ต่อไนโตรเจนเท่ากับ 60 มีแนวโน้มให้ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด คือ 275.77 มิลลลิิตรต่อกรัม 
ขี้เลื่อย (ดังภาพที่ 21) เพราะอัตราส่วนคาร์บอนตอ่ไนโตรเจนที่ต่ าจะมีส่วนยับย้ังการผลิตไฮโดรเจน 
ส าหรับกระบวนการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนค่าอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่เหมาะสมอยู่
ในช่วง 10-90 ส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 30 (Kayhanian and Tchobanglous, 1992; Yen and Brune, 
2007) ทั้งนี้ความแตกต่างของอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่แตกต่างกันจะขึ้นอยู่กับประเภท
ของวัตถุดิบและชนิดของจุลินทรีย์ (Sreela-or et al,. 2011) 
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ภาพที่ 21  อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนที่มีผลต่อผลผลิตไฮโดรเจนสะสม 
 

ผลการศึกษาสภาวะการหมักขี้เลื่อยตามแผนการทดลองทากูชิสามารถสรุปปัจจัยที่เหมาะ 
สมได้ดังนี้ ความเข้มข้นของเหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม สังกะสี และอัตราส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนเท่ากับ 200 150 100 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร และ 60 ตามล าดับ  

 
5. ความเข้มข้นของกรดอินทรียร์ะเหยง่ายจากกระบวนการหมักขี้เลื่อยรว่มกับเชื้อจุลินทรยี์ที่ผ่าน

การปรับสภาพในสภาวะต่างๆ 
 
กระบวนการสร้างกรดอินทรีย์ระเหยง่ายเกิดจากการหมักกลูโคสด้วยจุลินทรีย์แบบไม่ใช้

อากาศ โดยจุลินทีย์จะใช้กลูโคสเป็นแหล่งอาหาร เมื่อกลูโคสได้รับพลังงาน ATP จะถูกเปลี่ยนเป็น 
glyceraldehyde-3-phosphate (G3P) และจะถกู G3P dehydrogenase ย่อยเพื่อผลิต NADH และไพรู
เวตถูกออกซิไดซ์โดย pyruvate: Fd oxidoreductase (PFOR) เปลี่ยนเป็น acetyl-CoA ท าหน้าที่ขน
ถ่ายอิเล็กตรอนเพื่อสร้างเฟอร์รีดอกซิน (Fd) และ acetyl-CoA จะถูกเปลี่ยนเป็นกรดอินทรีย์ระเหย
ง่าย (Kraemer and Bagley, 2007) จ านวนคาร์บอนไม่เกิน 5 อะตอม เช่น กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก เป็นต้น (Yuan et al., 2011; กรมควบคุมมลพิษ, 2546) 

 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกรดอินทรีย์ระเหยง่ายใช้ตัวอย่างหลังจากการหมักขี้เลื่อย

ตามแผนการทดลองที่แสดงในตารางที่ 12 ความเข้มข้นของกรดอินทรีย์ระเหยง่ายตอนเร่ิมต้นการ
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ทดลอง พบว่ามีเพียงกรดอะซิติกเพียงชนิดเดียวที่เกิดขึ้นเพียงเล็กน้อย และความเข้มข้นของกรด
อินทรีย์ระเหยง่ายหลังจากการหมักช่ัวโมงที่ 168 ชนิดของกรดอินทรีย์ระเหยง่ายที่เกิดขึ้นมี 2 ชนิด 
คือ กรดอะซิติกและกรดบิวทิริก ส าหรับกรดโพรไพโอนิกไม่มกีารตรวจพบ ในสภาวะการทดลอง
ที่ 3 (การปรับสภาพกากตะกอนที่ความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 
ช่ัวโมง) เกิดความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกเท่ากับ 99.05 และ 452.58 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร ตามล าดับ เป็นสภาวะการทดลองที่ให้ความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกรวมกัน
มากที่สุดสอดคล้องกับผลผลิตไฮโดรเจนสะสมที่เกิดขึ้นเท่ากับ 264.68 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย    
ซึ่งมีปริมาณมากที่สุดเช่นเดียวกันเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะการทดลองอื่น (ภาพที่ 22) ส าหรับการ
เกิดกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกมากนั้นส่งผลดีตอ่การเกิดไฮโดรเจน เนื่องจากว่าการหมักกลูโคส  
1 โมล เมื่อผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นเป็นกรดอะซิติกและกรดบิวทิริกส่งผลให้ได้ไฮโดรเจน 4 โมล และ   
2 โมล ตามล าดับ (Guo et al., 2008; Ruggeri et al., 2009) และสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wijekoon 
et al. (2011) พบว่ากรดอะซิติกและกรดบิวทิริกเป็นกรดสองตัวในกรดอินทรีย์ระเหยง่ายที่เด่นที่สุด
ที่เกิดจากกระบวนการหมักแบบไร้อากาศภายใต้สภาวะเทอร์โมฟิลิก ส าหรับงานวิจัยของ 
Komemoto et al. (2009) พบว่ากรดอะซิติกนั้นถกูผลิตขึ้นตั้งแต่เร่ิมต้นการทดลองเป็นต้นไป ในทาง
ตรงกันข้ามกรดบิวทิริกจะเกิดขึ้นช้ากว่า ในขณะที่กรดโพรไพโอนิกมีปริมาณนอ้ยมากใกล้เคียงกบั
การศึกษานี้อาจมีสาเหตุมาจากขั้นตอนการปรับสภาพขี้เลื่อยอยู่ในสภาวะที่เป็นกรด จุลินทรีย์ใน
กระบวนการหมักจึงมีความทนตอ่สภาวะที่เป็นกรดได้มากกว่าสภาวะที่เป็นด่าง 

 

 
 
ภาพที ่22  ความสัมพันธ์ระหว่างกรดอินทรีย์ระเหยง่ายในสารละลายหลังจากการหมักขี้เลื่อยที่ปรับ

สภาพกากตะกอน (ช่ัวโมงที่ 168) กับผลผลิตไฮโดรเจนสะสมตามแผนการทดลองทากูชิ 
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6. ความสัมพนัธ์ระหวา่งปริมาณไฮโดรเจนสะสมและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่ง 
 
การศึกษาการเปลี่ยนแปลงน้ าตาลรีดิวซิ่งใช้ตัวอย่างหลังการหมักขี้เลื่อยตามแผนการ

ทดลองที่แสดงในตารางที่ 12 โดยเลือกสภาวะการทดลองที่ 3 (การปรับสภาพกากตะกอนที่ความ
เป็นกรดด่างเท่ากับ 2 อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง) เป็นตัวแทนในการแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณไฮโดรเจนสะสมและความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่ง น้ าตาลรีดิวซิ่งใน
กระบวนการหมักขี้เลื่อยแบบไร้อากาศเกิดจากขัน้ตอนการไฮโดรไลซิสขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลู
เลส (ภาพที่ 23) พบว่าตอนเร่ิมต้นการทดลองน้ าตาลรีดิวซิ่งมีความเข้มข้นมาก เมื่อเวลาผ่านไป
น้ าตาลรีดิวซิ่งมีจ านวนน้อยลง (ลดลงอย่างรวดเร็วในชั่วโมงที่ 24-72) ในทางตรงกันข้ามปริมาณ
ไฮโดรเจนมีเพิ่มขึ้น โดยเพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็วในชั่วโมงที่ 24-96 และปริมาณไฮโดรเจนเกิดขึ้นช้าลง
ตามความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งที่มีลดลงตามล าดบั เนื่องจากจุลินทรีย์ใช้น้ าตาลรีดิวซิ่งที่ได้จาก
กระบวนการไฮโดรไลซิสไปเป็นสารตั้งต้นเพื่อผลิตผลิตภัณฑ์ขึ้นมาในกรณีนี้คือไฮโดรเจน หาก
สารอาหารที่ต้องการมีลดลงปริมาณผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจะลดลงด้วย  

 

 
 

ภาพที่ 23  ความสัมพันธ์ปริมาณไฮโดรเจนสะสมและความเขม้ข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งจากการหมัก        
ขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ า   
กับกากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด-ด่าง ท าการหมักที่อุณหภูมิ      
55 องศาเซลเซียส 
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7. การตรวจสอบเชื้อจุลินทรยี์ก่อนและหลังกระบวนการหมกัด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (PCR) และ
เทคนิคดีจีจีอี (DGGE) 

   
  การสกัดดีเอ็นเอจากกากตะกอนกอ่นและหลังการปรับสภาพในสภาวะต่างกันและกาก
ตะกอนหลังการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจน ซึ่งสัญลักษณ์ก ากับบนแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างกาก
ตะกอนที่ศึกษาแสดงในตารางที่ 14 โดยขั้นแรกใช้เทคนิคพีซีอาร์เพื่อเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของยีน 
16s RNA จากนั้นน ามาเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์จ าเพาะ คือ 357f และ 518r (Muyzer et 
al., 1993) และเมื่อได้ผลิตภัณฑ์พีซีอาร์แล้วน าไปวิเคราะห์รูปแบบการเคลื่อนที่ของแถบดีเอน็เอบน
เจลอะครีลาไมด์โดยใช้เทคนิคดีจีจีอี (ดังภาพที่ 24 และภาพที่ 25) 

 

 
 
ภาพที ่24  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคดีจีจีอีของกากตะกอนก่อนและหลังการหมักที่

สภาวะการทดลองที่ 1-5 ของการปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลายกรดและด่างตาม
แผนการทดลองทากูชิ (AF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอก่อนการหมัก BF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอหลังการ
หมัก) 
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ภาพที ่25  ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิคดีจีจีอีของกากตะกอนก่อนและหลังการหมักที่

สภาวะการทดลองที่ 6-8 และชุดควบคุมของการปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลาย
กรดและด่างตามแผนการทดลองทากูชิ (AF; ลายพิมพ์ดีเอ็นเอก่อนการหมัก BF; ลาย
พิมพ์ดีเอ็นเอหลังการหมัก) 

 
ผลการวิเคราะห์ล าดับเบสที่ได้มาจากการซีเควนซ์ในตารางที่ 15 พบว่า ตัวอย่างของ

เช้ือจุลินทรีย์จากกากตะกอนก่อนกระบวนการหมัก (G1_1_2 G1_3_4 G1_5_6 G1_7_8 G1_9 
G1_10 G1_15 G1_17 G1_18 G1_19 G1_20 G2_5 G2_6-1 G2_6-2 G2_8 G2_12 G2_13-1  
G2_13-2 G2_14 G2_17 G2_18 G2_20 G2_21 G2_22 G2_23 G2_24 และ G2_25) มีเช้ือจุลินทรีย์
อยู่ทั้งหมด 9 จีนัส ได้แก่ Uncultured Clostridium Bacterium Bacillus Lactococcus 
Thermoanaerobacterium Verrucomicrobia Bacteroidetes และ Acinetobacter (ดังภาพที่ 26 )
ส าหรับกากตะกอนหลังกระบวนการหมักเพื่อผลติไฮโดรเจน (G1_5_6 G1_7_8 G1_15 G1_17 
G1_18 G1_19 G1_20 G2_8 G2_12 G2_16 G2_18 G2_20 G2_21 G2_22 G2_23 G2_24 G2_25 
และ G2_26) (ดังภาพที่ 27)  พบตัวอย่างของเช้ือจุลินทรีย์มีทั้งหมด 5 จีนัส (ตารางที่ 16) ได้แก่ 
Thermoanaerobacterium Bacillus Acinetobacter Clostridium และ Uncultured ซึ่งกากตะกอนทั้ง
ก่อนและหลังกระบวนการหมักมีเช้ือจุลินทรีย์ในจีนัส Thermoanaerobacterium มากที่สุด ส าหรับ
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอที่ไม่พบก่อนการปรับสภาพแต่พบหลังการปรับสภาพ คือ G1_1_2 และ G1_3_4 
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ G1_9 ที่พบเพียงหลังการปรับสภาพ และ G2_16 ที่พบแต่หลังการหมัก เนื่องจาก
ลายพิมพ์ดีเอ็นเอดังกล่าวปรากฏขึน้จางมากจึงไมถู่กเลือกมาตรวจสอบ 
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ตารางที่ 14  สัญลักษณ์ก ากับบนแถบดีเอ็นเอของตัวอย่างกากตะกอนที่ศึกษา 

 
สัญลักษณ์ก ากับบนแถบดีเอ็นเอ สภาวะการทดลอง  

AF1  และ BF1 3 
AF2  และ BF2 5 
AF3  และ BF3 6 
AF4  และ BF4 2 
AF5  และ BF5 8 
AF6  และ BF6 4 
AF7  และ BF7 1 
AF8  และ BF8 7 
AFC  และ BFC ชุดควบคุม 

 
หมายเหตุ  สภาวะการทดลองที่ถกูอ้างอิงในตารางที่ 14 คือ สภาวะการทดลองการปรับสภาพกาก   

ตะกอนด้วยสารละลายกรดและด่างร่วมกับความร้อน (แสดงในตารางที่ 13) 
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ตารางที่ 15  รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอของกากตะกอนก่อนและหลังการปรับสภาพ และหลังการหมัก 

 
ล าดับ
ท่ี 

รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

ก่อนการปรับสภาพ หลังการปรับสภาพ หลังการหมัก กลุ่มเช้ือจุลินทรีย์ 
1 - G1_1_2 - Verrucomicrobia 
2 - G1_3_4 - Bacterium 
3 G2_6_2 G1_5_6, G2_6_2 G1_5_6 Acinetobacter 
4 G2_22 G1_7_8, G2_22 G1_7_8, G2_22 Thermoanaerobacterium 
5 - G1_9 - Bacillus 
6 G2_14 G1_10, G2_14  Lactococcus 
7 G2_18, G2_20, 

G2_21, G2_23, 
G2_24 

G1_15, G1_17,  
G1_18, G1_19, G1_20, 
G2_18, G2_21, G2_20, 

G2_23, G2_24 

G1_15, G1_17, 
 G1_18, G1_19, G1_20, 
G2_18, G2_21, G2_20, 

G2_23, G2_24 

Thermoanaerobacterium 

8 G2_5 G2_5 - Lactococcus 
9 G2_6_1 G2_6_1 - Acinetobacter 
10 G2_8 G2_8 G2_8 Uncultured 
11 G2_12 G2_12 G2_12 Bacillus 
12 G2_13_1 G2_13_1 - Bacteroidetes 
13 G2_13_2 G2_13_2 - Uncultured 
14 - - G2_16 Bacillus 
15 G2_17 G2_17 - Clostridium 
16 G2_25 G2_25 G2_25 Clostridium 

17 G2_26 G2_26 G2_26 Clostridium 

 
หมายเหตุ  รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอ G1_15 G1_17 G1_18 G1_19 G1_20 G2_18 G2_21 G2_20 

G2_23 G2_24 เป็นเช้ือกลุ่มเดียวกัน 
     รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอ G1_5_6 G2_6_2 เป็นเช้ือกลุม่เดียวกัน 

 รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอ G1_7_8 G2_22 เป็นเช้ือกลุ่มเดียวกัน 
 รหัสลายพิมพ์ดีเอ็นเอ G1_10 G2_14 เป็นเช้ือกลุ่มเดียวกัน 
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 G2_8

 Uncultured_organism_clone_ELU0045-T454-S-NIPCRAMgANb_000524_(HQ760239.1)

 Bacterium_enrichment_culture_clone_Ecwsrb041_(GQ503878.1)

 Uncultured_bacterium_clone_nby277f08c1_(HM814271.1)

 Uncultured_bacterium_clone_E416QYJ01EL2CT_(HQ306468.1)

 G2_13_2

 G2_17

 Uncultured_bacterium_clone_L2B_072_(EF551865.1)

 Clostridium_aminovalericum_strain:_JCM_11016_(AB573069.1)

 G2_25

 Uncultured_bacterium_clone_15C-R8-50C-B4-24_(HQ267042.1)

 Clostridium_sp._r53_(AB470961.1)

 Uncultured_Clostridium_sp._clone_T3_(DQ168180.1)

 G2_26

 Clostridium_botulinum_strain_5562_(HQ328064.1)

 Clostridium_sp._URNW_(HM801879.1)

 Uncultured_bacterium_isolate_BAH33_(HE775607.1)

 Leuconostoc_holzapfelii_strain_ljubL3ap_(JN167935.1)

 Uncultured_bacterium_isolate_btn_66_(AM113940.1)

 Bacterium_enrichment_culture_clone_AVCTGRB5A_(HM346193.1)

 G1_3_4

 G2_12

 Bacillus_sp._CCBAU_05776_(GU434676.1)

 Uncultured_bacterium_clone_185888-25_(JN857448.1)

 G1_9

 Lactococcus_raffinolactis_strain:_NBRC_100932_(AB681294.1)

 Uncultured_bacterium_clone_134_OIs2-A4_(JN884757.1)

 G2_14

 G2_5

 Lactococcus_lactis_subsp._lactis_strain_CICC6015_(DQ171716.1)

 G1_10

 Uncultured_bacterium_clone_ncd2699e04c1_(JF221726.1)

 G1_7_8

 G2_24

 G2_21

 Thermoanaerobacterium_sp._Rx1_(AB544080.2)

 Uncultured_bacterium_clone_TKW-HPB-6_(GQ505063.1)

 Thermoanaerobacterium_thermosaccharolyticum_strain_D120-70_(AF247003.1)

 G2_23

 Thermoanaerobacterium_sp._K162C_(HQ840649.2)

 G1_20

 G2_18

 G2_20

 G2_22

 Uncultured_bacterium_clone_C22_(EU234237.1)

 Thermoanaerobacterium_thermosaccharolyticum_strain_W16_(EU563362.1)

 Thermohydrogenium_kirishiense_strain_DSM_11055T_clone_2_(FR749964.1)

 Thermoanaerobacterium_thermosaccharolyticum_strain_KKU-ED1_(JN049814.1)

 G1_15

 G1_17

 G1_18

 G1_19

 G1_1_2

 Uncultured_bacterium_clone_Er-MS-80_(EU542450.1)

 Verrucomicrobia_bacterium_YJF2-48_(FJ405888.1)

 Bacterium_Oil-Tsu-11_(AB081544.1)

 Uncultured_Bacteroidetes_bacterium_clone_RII-AN097_(JQ580476.1)

 G2_13_1

 G1_5_6

 G2_6_1

 G2_6_2

 Acinetobacter_sp._PP-2_(GQ174293.1)

 Acinetobacter_baumannii_strain_AIMST_Aie16_(JQ312021.1)

 Uncultured_bacterium_clone_ncd2661f09c1_(JF231646.1)

 Acinetobacter_sp._R4-413_(JQ659707.1)

 Methanosaeta_pelagica_(AB679167.1)

 
 
ภาพที่ 26  แผนภูมิความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของเช้ือจุลินทรีย์ที่ได้ก่อนกระบวนการหมัก โดย

การวิเคราะห์ด้วยวิธี Neibghbor-Joining 
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 G2_21

 Thermoanaerobacterium_thermosaccharolyticum_strain_D120-70_(AF247003.1)

 Uncultured_bacterium_clone_TKW-HPB-6_(GQ505063.1)

 G2_23

 Thermoanaerobacterium_sp._Rx1_(AB544080.2)

 Thermoanaerobacterium_saccharolyticum_strain_NTOU1_(JF923654.1)

 G1_20

 G2_22

 Thermoanaerobacterium_sp._K162C_(HQ840649.2)

 Thermohydrogenium_kirishiense_strain_DSM_11055Tclone_2_(FR749964.1)

 Uncultured_Thermoanaerobacterium_sp._clone_TRFC-K_(EU345956.1)

 G1_15

 G1_17

 G1_18

 G1_19

 G2_18

 G2_20

 Uncultured_bacterium_clone_C22_(EU234237.1)

 Thermoanaerobacterium_thermosaccharolyticum_strain_KKU-ED1_(JN049814.1)

 Uncultured_bacterium_clone_VKW-TB-1.3_(GQ849515.1)

 G2_24

 G1_7_8

 G2_16

 Bacillus_ginsengihumi_strain:_NTUIOB_YUN3_(AB696801.1)

 Uncultured_bacterium_clone_SSD120_D09_(JQ358511.1)

 G2_12

 G2_8

 G2_25

 Uncultured_bacterium_clone_15C-R8-50C-B4-24_(HQ267042.1)

 Uncultured_Clostridium_sp._clone_T3_(DQ168180.1)

 Clostridium_sp._r53_(AB470961.1)

 G2_26

 Uncultured_bacterium_isolate_BAH33_(HE775607.1)

 Clostridium_sp._URNW_(HM801879.1)

 G1_5_6

 Acinetobacter_baumannii_strain_AIMST_Aie16_(JQ312021.1)

 Uncultured_bacterium_clone_ncd2661f09c1_(JF231646.1)

 Methanosaeta_pelagica_(AB679167.1)  
 

ภาพที่ 27  แผนภูมิความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของเช้ือจุลินทรีย์ที่ได้หลังกระบวนการหมัก โดย  
การวิเคราะห์ด้วยวิธี Neibghbor-Joining 
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ตารางที่ 16  เปรียบเทียบจีนัสของเช้ือจุลินทรีย์ที่ตรวจพบก่อนและหลังการปรับสภาพ และหลัง
กระบวนการหมัก 

 
ชื่อสกุล  ก่อนการปรับสภาพ หลังการปรับสภาพ หลังกระบวนการหมัก 
Uncultured        
Clostridium        
Bacterium      - 
Bacillus        
Lactococcus      - 
Thermoanaerobacterium        
Verrucomicrobia     -   - 
Bacteroidetes      - 
Acinetobacter        

 

เมื่อเปรียบเทียบจีนัสของเช้ือจุลินทรีย์ก่อนการหมักมีทั้งหมด 9 จีนัส มีความหลากหลาย
ของเช้ือจุลินทรีย์มากกว่ากว่าเช้ือจุลินทรีย์ที่ตรวจพบหลังการหมักมีทั้งหมด 5 จีนัส (ดังตารางที่ 17-
18) การตรวจสอบเช้ือจุลินทรีย์ก่อนกระบวนการหมักเช้ือจุลินทรีย์ในจีนัส 
Thermoanaerobacterium เป็นกลุ่มที่พบมากที่สดุ รองลงมาคือเช้ือจุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium 
ส าหรับเช้ือจุลินทรีย์ที่พบมากที่สุดหลังกระบวนการหมัก ได้แก่ จีนัส Thermoanaerobacterium 
เช่นเดียวกับเช้ือจุลินทรีย์ที่ถูกตรวจพบก่อนกระบวนการหมักและตรวจพบเช้ือจุลินทรีย์สายพันธ์ุ 
Bacillus ginsengihumi strain: NTUIOB YUN3 (G2_16) เป็นสายพันธุ์ที่เกิดขึ้นหลังจากกระบวน 
การหมัก สังเกตได้ว่าเช้ือจุลินทรีย์หลังกระบวนการหมักมีจ านวนจีนัสลดนอ้ยลงอาจเป็นเพราะ
สภาวะแวดล้อมเปลี่ยนแปลงจุลินทรีย์ที่คงอยู่หรือมีชีวิตอยู่ได้จึงเป็นจุลินทรีย์ที่มีความสามารถทน
หรือชอบสภาวะแวดล้อมในการหมัก ส่วนจุลินทรีย์กลุ่มที่ทนไมไ่ด้จะคอ่ยๆลดลงในที่สุดและเหตุ
ที่จุลินทรีย์ในจีนัส Thermoanaerobacterium มีอยู่มากที่สุด เนื่องจากจุลินทรีย์ในจีนัส 
Thermoannerobacteriales มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนในระบบการหมักแบบไม่ใช้แสงภายใต้
สภาวะอุณหภูมิสูง (Basile et al., 2010) สภาวะเหมาะสมในการเจริญเติบโตอยู่ที่อุณหภูมิ 55-70 
องศาเซลเซียส ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 5.2-7.8 (Zhang et al., 2003) ซึ่งสอดคล้องกับสภาวะในการ
ทดลองในงานวิจัยนี้ (อุณหภูมิที่ใช้ในการหมักเท่ากับ 55 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 



100 

5.5) และใกล้เคียงกับงานวิจัยของ Yossan et al. (2012) พบว่าที่สภาวะการหมักที่ 55 องศาเซลเซียส
ให้ไฮโดรเจนสูงสุด แต่บางคร้ังกลุ่มของแบคทีเรียที่มีลักษณะหรือองค์ประกอบเหมือนกันกลับให้
อัตราผลผลิตไฮโดรเจนที่แตกต่างกัน อาจบ่งช้ีได้ว่ากระบวนการผลิตนั้นไม่ได้ตอบสนองต่อการ
เปลี่ยนแปลงของกลุ่มจุลนิทรีย์ แต่เนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลงวิถีการเผาผลาญที่ตอบสนองต่อ
สภาพแวดล้อม (Hawkes et al., 2002) ส าหรับจุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium ถือเป็นหนึ่งใน
จุลินทรีย์ที่มีความโดดเด่นในการผลิตไฮโดรเจน (Wu et al., 2006; Levin et al., 2004) และสามารถ
เปลี่ยนน้ าตาลกลูโคสไปเป็น กรดบิวทิริก กรดอะซิติก คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน 
(Andreesen et al., 1989) งานวิจัยของ Lin et al. (2007) ทดลองโดยใช้จุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium 
ทั้ง 4 สายพันธ์ุ (C. acetobutylicum M121 C. butyricum ATCC19398 C. tyrobutyricum FYa102 
และ C. beijerinckii L9) พบว่าจากการหมักน้ าตาลกลูโคสสามารถผลิตกรดบิวทิริกได้เป็นส่วนใหญ่ 
(0.37-0.67 มิลลิโมลตอ่มลิลิโมลกลูโคส) กรดอะซิติก (0.34-0.42 มิลลิโมลตอ่มลิลิโมลกลูโคส) 
และ C. beijerinckii L9 เป็นสายพันธุ์ที่ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 2.81 มิลลิโมลต่อโมลกลูโคส 
สายพันธ์ุจุลินทรีย์จ านวนมากที่อยู่จีนัส Enterobacter Clostridium และ Bacillus มักจะมีความ 
สามารถในการผลิตไฮโดรเจน (Nandi and Sengupta, 1998) กลุ่มจุลนิทรีย์ที่โดดเด่นการปรับสภาพ
ด้วยกรด ได้แก่ จุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium sp. และ Bacillus sp. แต่อย่างไรก็ตามหลังจากการ
ปรับสภาพด้วยความร้อนจุลินทรีย์ที่โดดเด่น ได้แก่ จีนัส Clostridium sp. และ Enterococcus sp. 
ในทางตรงกันข้ามกลุม่จุลินทรีย์ที่โดดเด่นหลังจากการถูกปรับสภาพด้วยด่างหรือการแช่แข็ง ได้แก่ 
จีนัส Clostridium sp. และ Lactobacillus sp. สังเกตุได้ว่าจุลินทรีย์ในจีนัส Clostridium จะถูกพบทุก
สภาวะการปรับสภาพ เช่น ความร้อน กรด ด่าง การแช่แข็งและการท าให้ละลาย (Liu et al., 2009) 
ส่วนเช้ือจุลินทรีย์ในจีนัส Acinetobacter ในงานวิจัยหนึ่งได้ท าการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากน้ าทิ้ง
โรงงานเส้นท าขนมจีน 4 แห่งในจังหวัดอุบลราชธานี พบว่าเช้ือหนึ่งในจ านวน 65 ไอโซเลต มี 12 
ไอโซเลตที่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ ซ่ึงเช้ือ BKC3 มีล าดับเบสใกล้เคียงกับเช้ือ Acinetobacter 
baumannii ถึง 97% (สังวาลย์ และสุพัชรี, 2548) ส าหรับเช้ือ Lactococcus lactis เป็นกลุ่มที่สร้าง
กรดแลคติกสูงมาก (ทองยศ, 2527) เช้ือจุลินทรีย์ที่เป็นจีนัสหลักในการผลิตกรดแลคติก คือ 
Lactobacillus รองลงมา คือ Leuconostoc Lactococcus เป็นต้น (สุพรรณิการ์ และคณะ, 2555)  และ 
Lactococcus เป็นหนึ่งในจีนัสที่สามารถสลายน้ าตาลกลูโคสไปเป็นกรดแลคตกิเท่านั้น (Axelsson, 
1993) เช้ือจุลินทรีย์ที่อยู่ในกลุ่มของ Verrucomicrobia จัดเป็นชนิดที่มีการบริโภคมีเทนเป็นอาหาร 
(Methanotrophic bacteria) แถมยังมีความสามารถในการทนความร้อนได้ดีที่สุด (hardiest 
“methanotrophic” bacterium) (Dunfiele et al., 2007) ส าหรับ Bacteroides spp. ถือเป็นหนึ่งใน
จุลินทรีย์ที่ใช้ในกระบวนการหมัก ท าหน้าที่ในการย่อยสลายพอลิแซคคาไรด์ไปเป็นน้ าตาล โปรตีน
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ถูกสลายเป็นกรดอะมิโนและไขมันถูกสลายเป็นกรดไขมันและกลีเซอรอล จากนั้นน้ าตาลและ
กรดอะมิโนจะถกูสลายเป็นอะซิแตตและโพรพิแนตด้วยจุลินทรีย์หมักกรด (คู่มือสารชีวมวลเอเชีย, 
2551) งานวิจัยของ Yasin et al. (2011) ตรวจพบไฟลัม Bacteroidetes ในตัวอย่างหลังจากที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยความร้อนแต่ไม่พบระหว่างกระบวนการหมัก สอดคลอ้งกับการศึกษานี้ที่พบเช้ือ 
จุลินทรีย์ในจีนัส Bacteroidetes หลังจากการปรับสภาพแต่ไม่พบในกระบวนการหมัก  

 
 จากแผนภูมิแสดงความสัมพันธ์ทางไฟโลเจเนติกของกากตะกอนก่อนกระบวนการหมัก 
และหลังกระบวนการหมัก ได้ท าการแยกออกเป็นตารางตามกลุม่จุลินทรีย์ที่อยู่ในจีนัสเดียวกัน 
พร้อมทั้งแสดงเปอร์เซ็นต์ความเหมือนรวมถึง accession number ที่ได้จากฐานข้อมูลของ NCBI 
โดยเปอร์เซ็นต์ความเหมือนจะมีตั้งแต่ 95-99% ส าหรับเช้ือจุลินทรีย์ที่อยู่ในจีนัส
Thermoanaerobacterium  ส่วนใหญ่ถือว่ามีเปอร์เซ็นต์ความเหมือนสูง (97-99%) (ดังตารางที่ 17-
18) และเป็นจีนัสที่พบมากที่สุด 
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ตารางที่ 17  กลุ่มของเช้ือจุลินทรีย์และค่าความเหมือนจากการเปรียบเทียบล าดับเบสของกาก
ตะกอนก่อนกระบวนการหมักกับข้อมลูใน NCBI 

 

จีนัส ตัวอย่าง เช้ือจุลินทรีย์ 
ความ
เหมือน 

accession 
number 

Uncultured 

G2_8 Uncultured organism clone ELU0045 T454-s-
NIPCRAMgANb 000524 
Uncultured bacterium clone nby277f08c1 
Bacterium enrichment culture clone Ecwsrb040 

92 
 

92 
92 

HQ760239.1 
 

HM814271.1 
GQ503877.1 

G2_13-2 Uncultured bacterium clone E416QYJ01EL2CT 91 HQ306468.1 

Clostridium 

G2_17 Uncultured bacterium clone L2B 072 
Clostridium aminovalericum strain JCM 11016 

97 
96 

EF551865.1 
AB573069.1 

G2_25 
 

Uncultured bacterium clone 15C-R8-50C-B4-24 
Clostridium sp. R53 

97 
92 

HQ267042.1 
AB470961.1 

G1_26 Clostridium botulinum strain 5562 
Clostridium sp. URNW 
Uncultured bacterium isolate BAH33 

95 
95 
95 

HQ328064.1 
HM801879.1 
HE775607.1 

Bacterium 

G1_3,4 Bacterium enrichment culture clone 
AVCTGRB5A 
Uncultured bacterium isolate btn 66 
Leuconostoc holzapfelii strain ljubL3ap 

97 
 

97 
97 

HM346193.1 
 

AM113940.1 
JN167935.1 

Bacillus 
G2_12 Bacillus substilis strain rif200879 88 FJ527657.1 
G1_9 Uncultured bacterium clone 185888-25 

Bacillus sp. CCBAU 05776 
98 
97 

JN857448.1 
GU434676.1 

Lactococcus 

G2_5 Uncultured bacterium clone 134 Ols2-A4 
Lactococcus raffinolactis strain NBRC 100932 

93 
93 

JN884757.1 
AB681294.1 

G2_14 Lactococcus lactis subsp. Lactis strain 
CICC6015 

95 DQ171716.1 

G1_10 Uncultured bacterium clone ncd2699e04c1 96 JF221726.1 
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ตารางที ่17  (ต่อ) 
 

จีนัส ตัวอย่าง เช้ือจุลินทรีย์ 
ความ 
เหมือน 

Accession 
number 

Thermoanaerobacterium 

G1_7,8 Uncultured bacterium clone C22 95% EU234237.1 
G2_24 Thermoanaerobacterium sp. K162C 

Thermoanaerobacterium Kirishiense 
 strain DSM 11055T 

95% 
95% 

HQ840649.2 
FR749964.1 

G2_21 Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain D120-70 
Uncultured bacterium clone TKW-HPB-6 

  97% 
 

  97% 

AF247003.1 
 

GQ505063.1 
G2_23 Thermoanaerobacterium sp. Rx1 98% AB544080.2 
G1_20 Thermoanaerobacterium sp. K162C 

Thermohydrogenium kirishiense  
strain DSM 11055T 

99% 
98% 

HQ840649.2 
FR749964.1 

G2_18 Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 

97% JN049814.1 

G2_20 Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 
Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain W16 

99% 
 

99% 

JN049814.1 
 

EU563362.1 

G2_22 Thermohydrogenium kirishiense  
strain DSM 11055T 
Thermoanaerobacterium sp. Rx1 

98% 
 

98% 

FR749964.1 
 

AB544080.2 
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ตารางที่ 17  (ต่อ) 
 

จีนัส ตัวอย่าง เช้ือจุลินทรีย์ 
ความ
เหมือน 

Accession 
number 

Thermoanaerobacterium 

G1_15 Thermoanaerobacterium 
 thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 
Thermohydrogenium kirishiense 
 strain DSM 11055T 

98% 
 

98% 

JN049814.1 
 

FR749964.1 

G1_17 Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 
Thermohydrogenium kirishiense  
strain DSM 11055T 

97% 
 

97% 

JN049814.1 
 

FR749964.1 

G1_18 Thermohydrogenium kirishiense  
strain DSM 11055T 
Thermoanaerobacterium sp. Rx1 

98% 
 

98% 

FR749964.1 
 

AB544080.2 
G1_19 Uncultured bacterium clone C22 

Thermohydrogenium kirishiense  
strain DSM 11055T 

96% 
96% 

EU234237.1 
FR749964.1 

 

Verrucomicrobia 
G1_1,2 Uncultured bacterium clone Er-MS-80 

Verrucomicrobia bacterium YJF2-48 
94% 
90% 

EU542450.1 
FJ405888.1 

Bacteroidetes 
G2_13-

1 
Bacterium Oil-Tsu-11 
Uncultured Bacteroidetes bacterium  
clone RII-AN097 

91% 
88% 

AB081544.1 
JQ580476.1 

Acinetobacter 

G1_5,6 Uncultured bacterium clone ncd2661f09c1 
Acinetobacter baumannii  
strain AIMST Aie16 

92% 
92% 

JF231646.1 
JQ312021.1 

G2_6-1 Acinetobacter sp. R4-413 96% JQ659707.1 
G2_6-2 Acinetobacter baumannii 

 strain AIMST Aie16 
Aeinetobacter sp. PP-2 

93% 
 

93% 

JQ312021.1 
 

GQ174293.1 
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ตารางที่ 18  กลุ่มของเช้ือจุลินทรีย์และค่าความเหมือนจากการเปรียบเทียบล าดับเบสของกาก
ตะกอนหลังกระบวนการหมักกับขอ้มลูใน NCBI  
 

จีนัส ตัวอย่าง เช้ือจุลินทรีย์ 
 ความ    
เหมือน 

accession 
number 

Thermoannerobacterium 

G2_21 Thermoanaerobacterium  
thermosaccharolyticum strain  D120-7 
Uncultured bacterium  
clone TKW-HPB-6 

   97% 
 
   97% 

AF247003.1 
 

GQ505063.1 

G2_23 Thermoanaerobacterium sp. Rx1 
Thermoanaerobacterium  
saccharolyticum strain NTOU1 

   98% 
   98% 

AB544080.2 
JF923654.1 

G1_20 Thermoanaerobacterium sp. K162C    99% HQ840649.2 
G2_22 

 
Thermohydrogenium kirishiense  
strain DMS 11055T clone 2 

   98% FR749964.1 

G1_7,8 Thermohydrogenium kirishiense  
strain DMS 11055T clone 2 
Uncultured bacterium clone C22 

   94% 
 
   95% 

FR749964.1 
 

EU234237.1 
G2_24 Thermoanaerobacterium sp. K162C 

Thermohydrogenium kirishiense  
strain DMS 11055T clone 2 

   95% 
   95% 

HQ840649.2 
FR749964.1 

 
G1_18 Thermohydrogenium kirishiense  

strain DMS 11055T clone 2 
Thermoanaerobacterium sp. K162C 

   98% 
 
   98% 

FR749964.1 
 

HQ840649.2 
G1_19 Thermohydrogenium kirishiense  

strain DMS 11055T clone 2 
Uncultured bacterium clone C22 

   96% 
 
   96% 

FR749964.1 
 

EU234237.1 
G2_18 Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum 
 strain KKU-ED1 

   97% JN049814.1 
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ตารางที่ 18  (ต่อ) 

 

จีนัส ตัวอย่าง เช้ือจุลินทรีย์ 
ความ
เหมือน 

Accession 
number 

Thermoanaerobacterium 

G2_20 Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 
Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum strain W16 

 99% 
 

 99% 

JN049814.1 
 

EU563362.1 
 

G1_15 Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 

98% JN049814.1 
 

G1_17 Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 

97% JN049814.1 
 

Bacillus 

G2_16 Bacillus ginengihumi  
strain NTUIOB YUN3 

97% AB696801.1 

G2_12 Uncultured bacterium  
clone SSD12 D09 
Bacillus subtilis strain rif200879 

88% 
 

88% 

JQ358511.1 
 

FJ527657.1 

Acenitobacter 

G1_5,6 Unclutured bacterium  
clone ncd2661f09c1 
Acinetobacter baumannii  
strain AIMST Aie16 

92% 
 

92% 

JF231646.1 
 

JQ312021.1 

Uncultured 
G2_8 Uncultured organism clone ELU0045-

T454-S-NIPCRAMgANb 000524 
Uncultured bacterium clone nby277f08c1 

92% 
 

92% 

HQ760239.1 
 

HM814271.1 

Clostridium 

G2_25 Uncultured bacterium  
clone 15C-R8-50C-B4-24 
Uncultured Clostridium sp. Clone T3 
Clostridium sp. R53 

97% 
 

93% 
92% 

HQ267042.1 
 

DQ168180.1 
AB470961.1 

G2_26 Clostridium sp. URNW 
Clostridium botulinum strain 5562 

95% 
95% 

HM801879.1 
HQ328064.1 
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จากผลการศึกษาการพบว่ามีจุลินทรีย์หลายกลุ่มหลายสายพันธ์ุที่มีความสามารถในการ
ผลิตไฮโดรเจนได้ แต่ส าหรับการศึกษานี้กลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความโดดเด่นและเหมาะสมกับสภาวะ
แวดล้อมในกระบวนการหมักที่สุดคอื จีนัส Thermoanaerobacterium และสายพันธ์ุที่พบมากที่สุด 
ได้แก ่Thermoanaerobacterium Kirishiense strain DSM 11055T และ Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum strain KKU-ED1 ซึ่งทั้งสองสายพันธ์ุนี้เป็นสายพันธุ์ที่พบทั้งในกรณีที่ปรับ
สภาพเช้ือจุลินทรีย์ก่อนกระบวนการหมักและเช้ือจุลินทรีย์ที่ผ่านกระบวนการหมักแล้ว  
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

 การผลิตไฮโดรเจนด้วยการหมักแบบไร้อากาศ โดยใช้ขี้เลื่อยเป็นวัตถุดิบจ าเป็นต้องปรับ
สภาพขี้เลื่อยที่ประกอบด้วยลิกนิน เฮมิเซลลูโลสและเซลลูโลส เพื่อให้เอนไซม์เซลลูเลสย่อยสลาย 
ขี้เลื่อยได้ง่ายขึ้น นอกจากนี้การปรับสภาพกากตะกอนเป็นสิ่งส าคัญเพื่อยับย้ังการท างานของ
จุลินทรีย์ที่ผลิตมีเทนและเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน จากการศึกษาการปรับสภาพขี้เลื่อย
ตามแผนการทดลองแพล็คเก็ตต-์เบอร์แมน ปัจจัยที่มีนัยส าคัญ คือ ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในการ
ไฮโดรไลซิส สภาวะที่เหมาะสมตามแผนการทดลองทากูชิ คือ การหมักขี้เลื่อยโดยปรับสภาพ        
ขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 0.25 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
นาน 3 ช่ัวโมง ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 บาร์ นาน 10 นาที จากนั้นไฮโดรไลซ์      
ขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัม นาน 15 ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 
238.63 มิลลิลิตรต่อกรัมขี้เลื่อย สภาวะที่เหมาะสมตามแผนการทดลองตอบสนองที่พ้ืนผิว คือ การ
หมักขี้เลื่อยโดยปรับสภาพขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 1.75 ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 10 บาร์ นาน 10 
นาที หลังจากนั้นไฮโดรไลซ์ขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส 10 เอฟพียูต่อกรัม นาน 15 ช่ัวโมง ให้
ผลผลิตไฮโดรเจน 215.77 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย และจากการท านายด้วยแบบจ าลองทางสถิติ 
พบว่า การหมักขี้เลื่อยโดยปรับสภาพขี้เลื่อยที่ร้อยละ 10 ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกเข้มข้นร้อยละ 
1.69 ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 3 ช่ัวโมง ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่ความดัน 9.81 บาร์ 
นาน 10 นาที จากนั้นไฮโดรไลซ์ขี้เลื่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลสที่ 11.15 เอฟพียูต่อกรัม นาน 15 
ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 217.80 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย นอกจากนีไ้ด้ศึกษาสภาวะที่เหมาะสม
ในการปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลายกรดและด่างร่วมกับความร้อนด้วยแผนการทดลอง   
ทากูชิ โดยการปรับสภาพกากตะกอนที่ค่าความเป็นกรดด่างเท่ากับ 2 ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
นาน 1 ช่ัวโมง ให้ผลผลิตไฮโดรเจน 264.68 มิลลลิิตรต่อกรัมขี้เลื่อย ส าหรับการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมในการหมักของขี้เลือ่ยที่ปรับสภาพร่วมกับกากตะกอนที่ปรับสภาพที่เหมาะสม ดังที่กลา่ว
มาข้างต้น เมื่อท าการหมักขี้เลือ่ยที่อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนเท่ากับ 60 ความเข้มข้นของ
เหล็ก แคลเซียม แมกนีเซียม และสังกะสี เท่ากับ 200 150 100 และ 0.5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั 
ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 275.77 มิลลิลติรต่อกรัมขี้เลื่อย โดยเช้ือจุลินทรีย์กลุ่ม 
Thermoanaerobacterium มีความโดดเด่นทั้งก่อนและหลังกระบวนการหมัก 
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ข้อเสนอแนะ 
 

 การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ในการน าขี้เลื่อยมาเป็นวัตถุดิบในกระบวนการ
หมักเพื่อผลิตไฮโดรเจน และการน าวิธีการระเบิดด้วยไอน้ ามาใช้ร่วมกับสารเคมีในการปรับสภาพ 
ขี้เลื่อยสามารถลดปริมาณการใช้เอนไซม์เซลลูเลสในการไฮโดรไลซิสลงได้ในระดับทีน่าพอใจ 
หากมีการศึกษาเพิ่มเติมควรศึกษาในระดับที่ใหญ่ขึ้น เพื่อพัฒนาไปสูก่ารผลิตพลังงานใช้เองภายใน
โรงงาน  
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1. การวิเคราะห์ปริมาณคาร์บอน 
 
1.1 เผาถ้วยอบในเตาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากนั้นน าออกไป

ใสไว้ในเดสสิเคเตอร์จนเย็น น าไปช่ังและบันทึกน้ าหนัก 
1.2 ช่ังตัวอย่างพร้อมถ้วยอบ น าไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง  
1.3 เมื่อครบเวลาให้น าถ้วยอบไปไว้ในเดสสิเคเตอร์ รอจนเย็น น าไปช่ีงเพื่อบันทึกน้ าหนัก 

 
วิธีการค านวณหาปริมาณเถ้า 
 
       %ash = (W1-W2)/W×100 
 
 %ash = ปริมาณเถ้า (%) 
 W1   = น้ าหนักถ้วยอบและตัวอย่างก่อนเผา (กรัม) 
 W2   = น้ าหนักถ้วยอบและตัวอย่างก่อนเผา (กรัม) 
 W = น้ าหนักของตัวอย่าง (กรัม) 
 
การค านวณหาปริมาณคาร์บอน 
 
 %C = (100 - %ash)/1.8 
  
 %C = ปริมาณคาร์บอน (%) 
  
2. การวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจน 
  
 วิเคราะห์โดยวิธี kjeldahl และ titration สามารถหาปริมาณรวมของ ammonia และ nitrogen 
ในรูปสารอินทรีย์โดยเรียกรวมตามวิธีการวิเคราะห์ว่า kjeldahl nitrogen ปริมาณไนโตรเจนที่หาได้
โดยวิธี kjeldahl นี้ไม่รวมถึง azide azine azo Hydrazone nitrate nitrite nitro nitroso oxime และ 
semi-carbazone 
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2.1 สารเคมี 
 
- สารละลาย NaOH เข้มข้น 40 % เตรียมโดยละลาย NaOH 400 กรัม ในน้ ากลั่น 10 

ลิตร 
 

 - สารละลาย bromocresol green เตรียมโดยละลาย bromocresol green 0.2 กรัมใน 
ethyl alcohol 95% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 
 - สารละลาย methy red โดยละลาย methy red 0.1 กรัมใน ethyl alcohol 95% ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร 
 
 - สารละลาย boric acid เข้มข้น 4 % ละลาย boric acid 400 กรัมในน้ ากลัน่ 6 ลิตร แล้ว
น าไปตั้งบน hot plate จนละลายหมด จากนั้นปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นได้ปริมาตร 9 ลิตร ทิ้งไว้ให้
เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติมสารละลาย bromocresol green และสารละลาย methy red ที่ได้เตรียมไว้ 
ปริมาตร 100 และ 70 มิลลิลิตร ตามล าดับ ปรับปริมาตรให้เป็น 10 ลิตร ด้วยน้ ากลั่นและเขย่าให้
ละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
 
 - เตรียมสารละลาย HCl 0.02 โมล โดยดูดสารละลาย HCl เข้มข้นปริมาตร 1.64 
มิลลลิิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 
 

2.2 วิธีวิเคราะห์ 
 
- การย่อยตัวอย่าง น าตัวอย่าง 2 กรัม ใส่ใน digestion tube เติม K2SO4 2 กรัม 

CuSO4.5H2O 0.8 กรัม และ ซัลฟูริกเข้มข้น 12 มลิลิลิตร ย่อยนาน 60 นาที หลังจากนั้นปล่อยให้เย็น 
ประมาณ 15 นาที 
 

- การกลั่น เติมน้ า 70 มิลลิตรใน digestion tube ที่ได้จากการย่อย เติม 40 % NaOH 
ปริมาตร 60 มิลลิลิตร (จากเครื่อง) และเติม 4 % boric acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู
ขนาดปริมาตร 250 มิลลิตร (erlenmeyer flask) กลั่นนาน 4 นาท ีและไตเตรทด้วยสารละลายHCl 
0.02 โมล 
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การค านวณหาปริมาณไนโตรเจน 
 
Total Kjeldahl Nitrogen (TKN) (%) = (T-B) X 14.007 X [HCl] X 1,000 

         น้ าหนักตัวอย่างแห้ง(มิลลิกรัม) 
 

 T = ปริมาตรสารละลายที่ใช้ในการไตเตรทตัวอย่าง (มิลลิลิตร) 
 B = ปริมาตรสารละลายที่ใช้ในการไตเตรทแบลงค์ (มิลลิลิตร) 
 
3. การวิเคราะห์หากิจกรรมเอนไซม์เซลลูเลส 

 
-  น า crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
 
-  เติม 0.05 sodium citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และกระดาษกรอง Whatman 

No.1 ขนาด 1.0x6.0 เซนติเมตร (50 มิลลิกรัม) เขย่าให้เข้ากัน 
 
-  น าไปบ่มใน water bath ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส นาน 1 ช่ัวโมง 
 
-  เติมสารละลาย dinitrosalicylic acid (DNS) regent ปริมาตร 3 มิลลลิิตร เขย่าให้เข้ากัน 

น าไปต้มในน้ าเดือด นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
 
-  เติมน้ ากลั่นหลอดละ 40 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ความยาว

คลื่นแสง 540 นาโนเมตร โดยใช้ 0.05 M sodium citrate buffer เป็นแบลงค์ จากนั้นน าค่าการดูด 
กลืนแสงที่ได้ไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ าตาลกลูโคสจากกราฟมาตรฐานเพื่อน าไปใช้ค านวณหาค่า
กิจกรรมของเอนไซม์เซลลูเลสจากสูตรมาตรฐานการค านวณยูนิตของเอนไซม์เซลลูโลส 
 

1 หน่วยของเอนไซม์ = 1µM ของสารต้ังต้นที่ถูกย่อยใน 1 นาที 
     = (มิลลิกรัมกลูโคส) x (0.093) 
              มิลลิลิตรของเอนไซม์ 
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4. การตรวจสอบสภาพดีเอ็นเอ ด้วยวิธ ีAgarose gel electrophoresis 
 
 4.1  ขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ 
 

- เติม buffer coat 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 
มิลลลิิตร และเติม Protinase K 20 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้ ไมโครปิเปตดูดขึ้นลงหลาย ๆ 
ครั้ง 

- เติม RNase (100 มิลลิกรัมต่อมลิลิตร) 4 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการดูด
ขึ้นลงหลาย ๆ ครั้ง 

 
- เติม buffer AL 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยใช้เครื่องวอเทคเขย่านาน 15 

วินาที เพื่อให้เซลล์เกิดการแตกตัวอย่างสมบูรณ์และให้ตัวอย่างกับ buffer AL ผสมเป็นเนื้อเดียว กนั 
 

- น าไปบม่ที่อุณหภูม ิ56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที สารละลายในหลอดจะ
หนืดขึ้น น าไปปั่นเหว่ียงเล็กน้อยให้หยดน้ าที่ฝาหลอดตกลงมา 
 

- เติมเอทานอล (96-100%) 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการวอเทค เป็น
เวลา 15 วินาที 
 

- ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงใน QIAamp spin column ที่ซ้อนอยู่ในหลอดเก็บ
ตัวอย่างขนาด 2 มิลลิลิตร ปิดฝาคอลมัน์เพื่อป้องกันละอองต่างๆ แล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 
6000xg เป็นเวลา 1 นาท ี

 
- น าคอลัมน์ใส่ลงในหลอดเก็บตัวอย่างใหม่ เติม buffer AW1 500 ไมโครลิตร ลง

ในคอลัมน์ น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000xg เป็นเวลา 1 นาท ี
 

- น าคอลัมน์ใส่ลงในหลอดเก็บตัวอย่างใหม่ เติม buffer AW2 500 ไมโครลิตร ลง
ในหลอดเก็บตัวอย่างน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วสูงสุด 20,000xg เป็นเวลา 3 นาที 
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- น าคอลัมน์ใส่ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ ขนาด 1.5 มิลิลิลตร เติม buffer AE 
200 ไมโครลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาท ีแล้วน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 6000xg เป็นเวลา 
1 นาท ีจะได้สารละลายดีเอ็นเอ เก็บรักษาตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
  องค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อรีเอคชั่นส าหรับ 16s   
            
    Primer1 (pA) (ไมโครลิตร)  0.4   
    Primer2 (pH) (ไมโครลิตร)  0.4   
    dNTP (ไมโครลิตร)     1       
    Tag polymerase  (ไมโครลิตร)  0.2  
    Tag buffer (ไมโครลิตร)    1   
    Deionize water (ไมโครลิตร)   6   
    DNA template (ไมโครลิตร)   1   
    Total volume (ไมโครลิตร)  10 
 
 องค์ประกอบของปฏิกิริยาพีซีอาร์ต่อรีเอคชั่นส าหรับ V3 
 
    Primer 1 (357f) (ไมโครลิตร)  0.5 
    Primer 2 (518r) (ไมโครลิตร)  0.5 
    Buffer + Mg2+ (10x) (ไมโครลิตร)    5 

    MgCl2 (ไมโครลิตร)    2 
    i-Tag DNA polymeraer (ไมโครลิตร) 0.2 
    dNTP (ไมโครลิตร) (10mM)   5 
      Deionize water (ไมโครลิตร)           34.8 
    DNA template (ไมโครลิตร)   2 
    Total volume (ไมโครลิตร)   50  
 
  เงื่อนไขของปฏิกิริยาพีซีอาร์ 
 
    Initial PCR activation 94 องศาเซลเซียส 3 นาที 
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    3 step cycling 
     Denaturing 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที 
     Annealing 57 องศาเซลเซียส 1 นาที 
     Extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 
    Number of cycle  30 
    Final extension  72 องศาเซลเซียส 10 นาที 
    Cooling    5 องศาเซลเซียส 
 
  น าผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยาพีซีอาร ์(จ านวนเบสเท่ากับ 200 คู่เบส) ไป
ตรวจสอบโดยวิธี agarose gel electrophoresis และย้อมด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 
ส่งดูด้วยเครื่อง UV ransluminator 
 
  เมื่อได้ดีเอ็นเอจากกระบวนการพีซีอาร์ (จากขั้นตอนการท า V3) แล้วน าผลิต- 
ภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้มาท าดีจีจีอีต่อ ส าหรับการเตรียมเจลใช้วิธีการของ Muyzer et al. (1993) โดยการ
ใช้เปอร์เซ็นต์เจลในการท าดีจีจีอีเท่ากับ 30-60% ส าหรับเปอร์เซ็นต์อะคริลาไมด์ใช้เท่ากับ 8% 
เร่ิมต้นด้วยจากการเตรียม 0% และ 100% Denaturing  
 
  การเตรียม 0% และ 100% Denaturing 
 
        0%  100% 

    40% Acrylamide/Bis  20    20 
    50xTAE buffer     2      2 
    Formamide (deionized)  78    40 
    Urea    -    42 
    dH2O             100  100 
    
  ส าหรับ 30% และ 60% Denaturant (เปอร์เซ็นต์เจลส าหรับท าดีจีจีอี) เตรียมจาก 
0% และ 100% Denaturing ดังนี้ 
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    % Denuturant   0%  100% 
             30                         8.4              3.6 
            60               4.8                     7.2 
                                           Total volume             12                      12 
    
  เมื่อเร่ิมต้นเดินระบบใช้กระแสไฟฟ้าที่ 20 โวลต์ 20 นาที หลังจากนั้นใช้ 100 
โวลต์นาน 16 ช่ัวโมง น าผลผลิตที่ได้จากกระบวนการดีจีจีอีไปตรวจสอบ โดยการน าเจลอะคริลา
ไมด์ไปย้อมด้วย SYBR Gold ส่งดูด้วยเคร่ือง UV transluminator 

 
4.2  การเตรียมเจล (Agarose gel) 

 
-  เตรียมถาดส าหรับเทเจล ประกอบด้วยแผ่นรองเจลและหวี  

 
-  เตรียมสารละลาย 1X TAE buffer จาก stock solution 50X  

 
-  ละลาย 1% agarose ด้วย 1X TAE buffer น าไปหลอมจนละลายเข้ากันดี พร้อมทั้ง

หยดเอทิเลียมโบรไมด์ลงไปในเจลอะกาโรส เทใส่ถาดที่เตรียมไว้หนาประมาณครึ่งหนึ่งของหวี
หรือแล้วแต่ความต้องการ ทิ้งเจลประมาณ 30 นาท ีหรือรอจนกว่าเจลจะแข็งตัว 

 
-  ดึงหวีออกจากถาดเทเจลอย่างระมัดระวัง อย่าให้เจลแตก สามารถน าเจลไปใช้ตรวจ 

สอบได้หรืออาจเก็บไว้ใช้ในคร้ังต่อไป โดยการแช่ในเท 1X TAE buffer หากเจลที่เตรียมไว้เหลือ 
 

4.3 การท า Electrophoresis 
 
-  ผสมตัวอย่างดีเอ็นเอกับ loading dye ในอัตราส่วน 2:3  

 
-  หยด size marker ลงในหลุมแรก ควรระมัดระวังอย่าให้ฟุ้งกระจาย เพราะอาจเกิด

การปนเปื้อนไปยังตัวอย่างอื่นได ้
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-  น าตัวอย่างที่ผสมกับ loading dye ในอัตราส่วน 2:3 แล้วหยดตัวอย่างลงในหลุม
ถัดไป 

 
-  ปิดฝาครอบและตรวจสอบให้แน่ใจว่าขั้วบวกอยู่ในทิศทางตรงกันข้ามกับทิศทาง

ของหลุมตัวอย่าง ตั้งค่าความต่างศักย์ที่ 100 โวลต์ 20 นาที เปิดเครื่องจ่ายกระแสไฟฟ้า ควรเห็น
ฟองอากาศผุดขึ้นมาจากลวดน าไฟฟ้า ที่ขั้วไฟฟ้าทั้งสองข้าง 

 
-  สังเกตทิศทางการเคลื่อนที่ของ loading dye หากเคลื่อนที่ผิดทาง แสดงว่าการต่อ

ขั้วไฟฟ้าผิดข้าง ควรปิดเครื่องและเปลี่ยนขั้วไฟฟ้าให้ถูกต้อง เมื่อครบก าหนดเวลา ปิดเคร่ือง 
 
 4.4  การท าผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ที่ได้ให้บริสุทธ์ิมีทั้งหมด 4 ขั้นตอน ดังนี ้
 
 ขั้นที่ 1 การเตรียมความพร้อมของตัวอย่าง ตัวอย่างดีเอ็นเอต่อ SD buffer ในอัตราส่วน 
1:5 ลงในหลอดไมโครเซนติฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลลิิตร แล้วผสมให้เข้ากันด้วยการวอเทค 
 
 ขั้นที่ 2 การท าให้ดีเอ็นเอจับกับคอลัมน์ (DNA binding) SD column จากขั้นตอนที่ 1 
ใส่ลงไปในหลอดเก็บตัวอย่างขนาด 2 มิลลิลิตร แล้วน าไปเซนตริฟิวก์ที่ความเร็วรอบ 14-16,000 xg 
นาน 30 วินาที เทของเหลวออกแล้วน า SD column ใส่กลับลงไปในหลอดเก็บตัวอย่างขนาด 2 
มิลลลิิตร ตามเดิม 
 
 ขั้นที่ 3 การล้างท าความสะอาดสิ่งสกปรก เติม Wash Buffer (ที่เติมเอทานอล) ลงไป
ตรงกึ่งกลางของ SD column ตั้งทิ้งไว้นาน 1 นาที แล้วน าไปเซนตริฟิวก์ด้วยความเร็วรอบ 14-
16,000 xg นาน 30 วินาที เทของเหลวออกแล้วน า SD column ใส่กลับลงไปในหลอดเก็บตัวอย่าง
ขนาด 2 มิลลิลิตร ตามเดิม หลังจากนั้นน้ าไปเซนตริฟิวก์อีกครั้งด้วยความเร็วรอบ 14-16,000 xg 
นาน 3 นาที เพื่อท าให้คอลัมน์แห้ง 
  
 ขั้นที่ 4 การได้ดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ (DNA elution) น า SD column ที่แห้งแล้วใส่ลงไปใน
หลอดไมโครเซนตริฟิวก์ขนาด 1.5 มิลลลิิตรอันใหม่ เติมTE ซึ่งท าหน้าที่ Elution Buffer 20-50 
ไมโครลิตร หรือ TE ลงไปตรงกลางคอลัมน์ ตั้งทิ้งไว้นาน 2 นาที หรือจนกระทั่ง Elution Buffer 
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หรือ TE ถูกดูดซับไปในคอลัมนไ์ด้อย่างสมบูรณ์ หลังจากนั้นน าไปเซนตริฟิวก์ด้วยความเร็วรอบ 
14-16,000 xg นาน 2 นาที ได้ดีเอ็นเอที่บริสุทธ์ิออกมา 
 

4.5  การอ่านผล 
 

น าเจลที่ผ่านการท า Electrophoresisไปส่องดูด้วยเครื่อง Transilluminator ซึ่งเป็น
อุปกรณ์ที่ผลิตขึ้นมาเพื่อความสะดวกในการตรวจสอบเจล โดยส่วนใหญ่ติดตั้งหลอด UV ไว้ใต้
แท่นวางเจล โดยท าความสะอาดแทนวางเจลด้วยน้ ากลั่นก่อน เพื่อก าจัดสิ่งสกปรกที่ติดอยู่ออกให้
หมด ปรับแสงตามและขนาดตามตอ้งการท าการบันทึกผลการท า electrophoresis ที่ได้ไว้เป็นข้อมูล  

 
ตารางผนวกที ่ก1  สัดส่วนและปริมาณสารเคมีส าหรับเตรียม 0% Denaturing solution 

 
Reagent           6% gel     8% gel          10% gel          12% gel 

40% acrylamide/Bis (ml.)          15          20     25                30   
50X TAE buffer (ml.)                2           2          2     2   
Distilled water (ml.)            83         78      73               68   

 
ที่มา:  Ward and Bora, 2004 
 
ตารางผนวกที ่ก2  สัดส่วนและปริมาณสารเคมีส าหรับเตรียม 100% Denaturing solution 

 
Reagent            6% gel       8% gel  10% gel  12% gel 

40% acrylamide/Bis (ml.)  15         20          25         30  
50X TAE buffer (ml.)    2           2                       2                       2  
Formamide (ml.)  40         40         40        40  
Urea (g)    42         42         42        42 
Distilled water (ml.)         to 100    to 100   to 100   to 100  

 
ที่มา:  Ward and Bora, 2004 
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5. เครื่องระเบิดด้วยไอน้ า 
 

เทคนิคการระเบิดด้วยไอน้ าใช้แยกองค์ประกอบของวัสดุจ าพวกไม้และวัสดุเศษเหลือทิ้ง
ทางการเกษตร เครื่องระเบิดด้วยไอน้ าสามารถท างานได้ทั้งในรูปของกระบวนการท างานเป็นคร้ัง
(batch) และการท างานอย่างต่อเนื่อง (continuous) 

 
 ส่วนประกอบและหลักการท างานของเครื่องระเบิดด้วยไอน้ า (ภาพผนวกที่ ก1) 
 
  หมายเลข 1 ถังเก็บน้ า (water tank) ท าหน้าที่เก็บน้ าเพื่อส่งไปยังถังหมายเลข 2 
 
  หมายเลข 2 ถังให้ความร้อน (heater tank) ท าหน้าที่ให้ความร้อนกับน้ าในถังที่มา
จากถังเก็บน้ า 
 
  หมายเลข 3 วาล์ว (valve) ท าหน้าที่ควบคุมความดันของไอน้ าที่ปลอ่ยเข้าถัง
หมายเลข 4 
 
  หมายเลข 4 ถังท าปฏิกิริยา (reactor) ท าหน้าที่ให้ไอน้ าเข้าไปท าปฏิกิริยากับ
ตัวอย่าง 
 
  หมายเลข 5 ถังรองรับ (receiver) ท าหน้าที่รองรับตัวอย่างน้ าและเย่ือหลังจากการ
ระเบิดด้วยไอน้ า 
 
  หมายเลข 6 วาล์วปิดเปิด (close-open valve) ท าหน้าที่เปิดให้ตัวอย่างที่ถูกระเบิด
ด้วยไอน้ าไหลไปสู่ถังรองรับ 
 
  หมายเลข 7 ท่อปล่อยระบายความดัน ท าหนา้ที่ปล่อยความดันออกสู่ภายนอก
หลังจากท าการระเบิดด้วยไอน้ าเสร็จแล้ว 
 
  หมายเลข 8 เครื่องวัดความดัน (ball valve) ท าหน้าที่วัดความดันภายในถังรองรับ 
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ภาพผนวกที่ ก1  ส่วนประกอบของเครื่องระเบิดด้วยไอน้ า 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ข1  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย
กรดซัลฟิวริกที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีแพล็คเก็ตต์-
เบอร์แมน 

 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 6 7 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 160.30 500.38 352.85 631.46 465.70 174.79 499.27 
16 235.81 908.03 561.67 1,019.22 903.71 293.48 800.35 
34 362.13 1,189.86 689.45 1,317.46 1,172.59 316.71 1,089.89 
60 496.23 1,409.43 843.66 1,600.18 1,337.98 417.34 1,405.76 
95 577.43 1,835.32 987.22 2,135.21 1,913.28 459.44 1,894.44 

113 643.46 2,140.93 1,085.24 2,478.27 2,271.00 504.46 2,181.30 
137 702.65 2,411.02 1,179.90 2,828.45 2,531.47 550.77 2,437.88 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 8 9 10 11 12 ชุดควบคุม 
0 182.58 349.81 294.42 439.64 553.63 0.00 
12 308.07 709.16 484.32 670.12 1,004.61 7.52 
16 403.65 970.76 577.07 855.50 1,333.26 23.27 
34 476.50 1,300.78 671.28 1,040.95 1,523.95 47.12 
60 539.29 1,555.76 759.45 1,205.28 2,058.10 67.93 
95 563.96 1,684.99 818.23 1,317.56 2,422.25 71.83 

113 591.06 1,797.90 877.76 1,444.62 2,672.94 83.39 
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ตารางผนวกที ่ข2  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย  
กรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการ
ทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 34.14 167.53 232.34 202.68 111.73 

12 83.75 212.29 299.13 294.10 161.44 
24 128.87 412.83 820.90 710.21 275.02 
48 257.74 588.62 1,115.74 905.58 387.81 
72 340.10 643.27 1,379.67 1,216.83 435.49 
96 395.07 695.64 1,644.37 1,491.75 492.31 
132 430.21 709.94 1,798.66 1,616.71 514.83 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 6 7 8 9 ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 287.96 176.56 147.95 5.99 244.03 

12 448.52 264.24 232.47 10.48 333.10 
24 921.20 608.08 447.98 33.26 815.30 
48 1,261.15 960.40 577.68 37.61 1,339.80 
72 1,560.07 1,204.48 774.25 41.96 1,738.54 
96 1,795.04 1,403.39 913.39 50.23 2,054.43 
132 1,897.62 1,497.81 1,018.15 52.59 2,259.16 
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ตารางผนวกที ่ข3  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผน 
การทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 28.69 50.50 125.68 163.95 44.04 
24 91.65 167.75 288.85 409.04 154.07 
48 121.48 497.38 591.13 720.52 264.77 
72 169.57 792.13 773.50 925.02 345.09 
96 170.04 938.00 886.17 1,044.05 345.09 
132 184.57 1,030.13 1,016.40 1,147.90 347.27 
168 204.25 1,125.00 1,027.20 1,200.53 349.46 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 6 7 8 9 ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 27.72 111.08 17.84 33.39 36.70 
24 93.83 300.79 30.13 84.54 51.72 
48 600.15 758.20 235.78 218.25 90.25 
72 1,256.45 1,111.12 812.01 283.82 102.35 
96 1,784.35 1,397.65 1,254.02 283.82 114.45 
132 2,142.17 1,591.16 1,274.75 283.82 133.09 
168 2,378.66 1,667.58 1,465.63 283.82 151.74 
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ตารางผนวกที ่ข4  ปริมาณไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรด
ซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลอง
ด้วยวิธีการตอบสนองต่อพื้นผิว  

 
ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 4.71 43.79 38.38 3.82 2.44 50.24 44.29 1.11 
24 9.97 174.28 365.98 24.07 2.44 260.07 242.50 11.86 
48 456.17 303.86 583.63 302.35 139.48 442.72 446.73 592.27 
72 796.38 413.67 790.44 504.14 597.93 618.22 593.58 1,238.06 
96 1,069.64 495.58 957.72 702.08 1,019.67 742.58 724.12 1,817.33 
132 1,374.97 535.00 1,071.36 849.45 1,248.00 816.39 784.16 2,157.70 

ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

9 10 11 12 13 14 15 ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 16.13 2.42 38.73 35.98 2.41 2.46 9.40 44.07 
24 63.58 2.42 180.59 247.82 2.41 2.46 20.17 53.42 
48 508.28 2.33 324.13 480.82 2.55 52.90 462.11 93.31 
72 791.13 20.77 464.26 698.69 113.61 476.84 816.23 108.83 
96 1,023.53 224.81 574.43 881.91 464.10 939.21 1,087.81 124.36 
132 1,245.23 438.41 639.19 967.96 726.20 1,218.97 1,366.11 140.22 
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ตารางผนวกที ่ข5  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับกากตะกอนที่ผ่านการปรับ
สภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลอง
ด้วยวิธีทากูชิ 

 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 
ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 12.55 11.66 11.12 11.54 141.03 
24 357.13 326.22 74.41 66.62 488.06 
48 970.01 987.50 833.26 558.59 750.71 
72 1,524.55 1,508.85 1,575.94 1,156.78 955.40 
96 1,727.65 1,886.23 2,060.26 1,489.32 1,093.20 
132 1,922.79 2,196.16 2,462.22 1,791.62 1,194.81 
168 1,910.26 2,287.74 2,646.76 1,843.88 1,238.36 

ระยะเวลา (ชั่วโมง) 6 7 8 ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 
117.86 
367.25 
638.53 
758.95 
751.83 
743.10 
727.73 

12 156.86 129.25 113.52 
24 516.35 655.76 312.47 
48 685.62 1,189.62 609.13 
72 778.77 1,463.65 811.45 
96 866.76 1,679.91 931.65 
132 919.12 1,829.79 1,026.22 
168 932.25 1,910.61 1,034.88 
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ตารางผนวกที ่ข6  ปริมาณไฮโดรเจนจากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับกากตะกอนที่สภาวะต่างๆ ที่
ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

ปริมาณไฮโดรเจน (มิลลิลิตรต่อลิตร) 

1 2 3 4 5 6 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 4.61 6.00 25.46 7.25 2.64 4.28 
24 199.33 189.73 265.60 7.25 206.82 211.07 
48 906.94 1,053.73 847.21 464.07 1,093.79 929.85 
72 1,585.47 1,692.38 1,338.57 759.26 1,778.50 1,519.01 
96 2,049.09 2,272.91 1,783.51 1,077.56 2,439.60 2,042.48 

132 2,233.19 2,576.75 1,938.85 1,113.61 2,757.70 2,304.16 
ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

7 8 9 10 11 12 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
12 9.08 10.35 8.40 14.10 3.92 6.88 
24 9.08 10.35 267.58 263.00 239.02 6.88 
48 839.98 794.99 866.24 885.12 826.28 603.97 
72 1,387.82 1,288.04 1,369.96 1,402.14 1,387.93 1,168.42 
96 1,903.63 1,838.18 1,894.80 1,908.69 1,939.81 1,547.30 

132 2,163.62 2,041.82 2,137.94 2,148.51 2,115.90 1,614.85 
ระยะเวลา 
(ชั่วโมง) 

13 14 15 16 ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
11.90 
62.81 
527.66 

1,025.12 
1,477.18 
1,596.86 

12 1.73 0.60 55.60 1.86 
24 84.44 31.20 258.49 105.68 
48 618.99 619.38 739.43 630.75 
72 1,192.15 1,096.35 1,269.27 1,017.73 
96 1,729.42 1,580.93 1,753.40 1,403.78 

132 1,904.52 1,778.28 1,903.29 1,513.43 
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ตารางผนวกที ่ข7  ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย   
สารละลายกรดซัลฟิวริกที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธี 

                               แพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน 
 
 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น  

(กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 1.35 1.36 1.35 1.36±0.00 
2 2.95 2.96 2.95 2.95±0.00 
3 1.40 1.40 1.41 1.40±0.00 
4 3.14 3.15 3.15 3.15±0.00 
5 3.04 3.04 3.05 3.04±0.00 
6 0.48 0.48 0.48 0.48±0.00 
7 2.96 2.95 2.95 2.96±0.00 
8 1.16 1.17 1.16 1.16±0.00 
9 1.53 1.53 1.53 1.53±0.00 
10 1.26 1.26 1.28 1.27±0.01 
11 1.42 1.41 1.43 1.42±0.01 
12 3.12 3.12 3.11 3.12±0.00 

ชุดควบคุม 0.17 0.17 0.17 0.17±0.00 
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ตารางผนวกที ่ข8   ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพ 
                ด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่                 

ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น  

(กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 0.16 0.16 0.17 0.16±0.00 
2 1.50 1.50 1.26 1.42±0.13 
3 2.49 2.49 2.49 2.49±0.00 
4 2.59 2.59 2.59 2.59±0.00 
5 0.62 0.62 0.62 0.62±0.00 
6 2.71 2.49 2.71 2.64±0.13 
7 2.69 2.69 2.69 2.69±0.00 
8 2.49 2.47 2.49 2.48±0.01 
9 2.41 2.42 2.40 2.41±0.01 

ชุดควบคุม 0.17 0.16 0.17 0.17±0.00 
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ตารางผนวกที ่ข9  ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการปรับสภาพ 
                             ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ  

ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น 

 (กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 0.43 0.42 0.43 0.43±0.01 
2 1.25 1.23 1.27 1.25±0.02 
3 1.50 1.49 1.49 1.49±0.01 
4 1.52 1.53 1.52 1.52±0.01 
5 1.40 1.40 1.41 1.40±0.01 
6 2.88 2.90 2.88 2.88±0.01 
7 1.92 1.95 1.94 1.94±0.02 
8 2.02 1.94 1.98 1.98±0.04 
9 1.63 1.62 1.62 1.62±0.00 

ชุดควบคุม 0.42 0.41 0.42 0.42±0.01 
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ตารางผนวกที ่ข10  ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลือ่ยที่ผ่านการปรับสภาพด้วย    
สารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบ
แผนการทดลองด้วยวิธีการตอบสนองต่อพื้นผิว  

 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น 

 (กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 2.78 2.80 2.77 2.78±0.01 
2 1.43 1.44 1.43 1.43±0.01 
3 2.40 2.42 2.40 2.41±0.01 
4 1.50 1.50 1.50 1.50±0.00 
5 2.84 2.84 2.83 2.83±0.01 
6 1.41 1.41 1.42 1.41±0.01 
7 2.79 2.78 2.80 2.79±0.01 
8 3.09 3.10 3.10 3.09±0.01 
9 2.80 2.81 2.80 2.80±0.01 

10 2.32 2.31 2.33 2.32±0.01 
11 1.46 1.46 1.23 1.38±0.13 
12 2.73 2.72 2.74 1.36±0.01 
13 1.36 1.35 1.37 1.36±0.01 
14 2.73 2.72 2.74 2.73±0.01 
15 2.80 2.80 2.79 2.80±0.01 

ชุดควบคุม 0.84 0.82 0.83 0.83±0.01 
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ตารางผนวกที ่ข11  ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลือ่ยร่วมกับกากตะกอนที่ผ่าน
การปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ ที่ออกแบบแผนการ
ทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น  

(กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 1.58 1.58 1.58 1.58±0.00 
2 3.08 3.05 3.04 3.05±0.01 
3 3.13 3.12 3.10 3.12±0.01 
4 1.55 1.56 1.55 1.55±0.01 
5 1.44 1.45 1.45 1.45±0.01 
6 1.35 1.36 1.35 1.35±0.01 
7 1.52 1.52 1.53 1.52±0.01 
8 1.42 1.42 1.43 1.43±0.00 

ชุดควบคุม 1.28 1.29 1.28 1.28±0.00 
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ตารางผนวกทิ่ ข12  ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้นจากการหมักขี้เลือ่ยร่วมกับกากตะกอนที่
สภาวะต่างๆ ตามแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 

สภาวะการทดลอง 
ความเข้มข้นน้ าตาลรีดิวซิ่งเร่ิมต้น 

 (กรัมต่อลิตร) ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
ซ้ า1 ซ้ า2 ซ้ า3 

1 2.82 2.83 2.81 2.82±0.01 
2 2.99 2.96 2.96 2.97±0.01 
3 2.30 2.31 2.29 2.30±0.01 
4 1.13 1.12 1.12 1.12±0.00 
5 3.16 3.15 3.16 3.16±0.01 
6 2.83 2.84 2.82 2.83±0.01 
7 2.66 2.65 2.67 2.66±0.01 
8 2.58 2.59 2.57 2.58±0.01 
9 2.65 2.63 2.64 2.64±0.01 

10 2.68 2.74 2.73 2.72±0.03 
11 2.73 2.72 2.75 2.73±0.01 
12 1.41 1.42 1.42 1.42±0.00 
13 1.91 1.92 1.91 1.91±0.00 
14 1.88 1.88 1.89 1.88±0.01 
15 1.91 1.89 1.91 1.91±0.01 
16 1.63 1.61 1.62 1.62±0.01 

ชุดควบคุม 1.54 1.55 1.55 1.55±0.01 
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ตารางผนวกที ่ข13  ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่าย ประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกที่สภาวะการทดลองที่ 4 6 และชุด
ควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีแพล็คเก็ตต์-เบอร์แมน 

 
สภาวะการทดลอง ระยะเวลา กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทิริก 

4 

0 0.00 0.00 0.00 
12 224.86 0.00 7.69 
16 543.19 0.00 137.24 
34 806.65 0.00 174.10 
60 1,385.29 0.00 300.49 
95 1,966.92 0.00 467.28 
113 2,317.77 0.00 551.83 
137 2,558.08 0.00 679.28 

6 

0 0.00 0.00 0.00 
12 33.19 0.00 141.68 
16 77.53 0.00 244.49 
34 102.69 0.00 306.89 
60 152.88 0.00 399.37 
95 230.45 0.00 527.57 
113 304.9 0.00 533.05 
137 431.81 0.00 590.17 

ชุดควบคุม 

0 0.12 0.00 0.00 
12 177.04 55.43 63.53 
16 177.04 55.43 63.53 
34 332.23 73.68 110.66 
60 332.34 83.46 134.55 
95 332.46 93.24 152.61 
113 332.46 93.24 152.61 
137 332.46 93.24 152.61 
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ตารางผนวกที ่ข14  ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก  กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยสารละลายกรดซัลฟิวริกร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่สภาวะ
การทดลองที่ 1 6 และชุดควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
สภาวะการทดลอง ระยะเวลา กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทิริก 

1 

0 0.00 0.00 0.00 
6 105.11 58.67 108.34 
12 193.81 107.56 198.62 
24 276.47 156.46 288.90 
36 338.27 166.24 306.96 
72 393.36 176.01 325.01 
96 449.60 185.79 343.07 

132 473.58 195.57 361.13 

6 

0 0.00 0.00 0.00 
6 160.75 58.67 151.01 
12 553.47 156.46 598.96 
24 819.78 254.24 888.15 
36 1,114.94 352.03 1,244.86 
72 1,525.28 449.82 1,687.92 
96 1,665.89 498.71 1,885.62 

132 1,731.51 517.61 1,903.67 

ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 
6 162.24 33.87 55.88 
12 162.24 33.87 55.88 
24 351.99 61.06 96.12 
36 374.92 70.84 119.51 
72 374.92 70.84 119.51 
96 374.92 70.84 119.51 

132 374.92 70.84 119.51 
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ตารางผนวกที ่ข15  ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยที่ผ่านการ
ปรับสภาพด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ร่วมกับการระเบิดด้วยไอน้ าที่
สภาวะการทดลองที่ 1 6 และชุดควบคุม ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธี   
ทากูชิ 

 
สภาวะการทดลอง ระยะเวลา (ชั่วโมง) กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทิริก 

1 

0 0.00 0.00 0.00 
12 37.21 0.00 17.55 
24 20.53 0.00 17.55 
48 156.65 19.37 25.94 
72 323.80 27.01 25.94 
96 323.80 27.01 25.94 

132 323.80 27.01 25.94 
168 323.80 27.01 25.94 

6 

0 0.00 0.00 0.90 
12 108.66 0.00 0.90 
24 184.74 0.00 0.90 
48 307.50 0.00 107.02 
72 545.29 0.00 472.16 
96 743.05 0.00 958.99 

132 1,231.96 0.00 1,584.91 
168 1,593.65 0.00 2,086.11 

ชุดควบคุม 

0 0.00 0.00 0.00 
12 90.56 0.00 7.49 
24 90.56 0.00 7.49 
48 306.68 5.31 16.67 
72 306.68 5.31 16.67 
96 306.68 5.31 16.67 

132 306.68 5.31 16.67 
168 306.68 5.31 16.67 
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ตารางผนวกที ่ข16  ผลของปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่ายประกอบด้วย กรดอะซิติก กรดบิวทิริก 
และกรดโพรไพโอนิก ในหน่วยมิลลิกรัมต่อลิตร จากการหมักขี้เลื่อยร่วมกับ
กากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพด้วยสารละลายกรดและด่างที่สภาวะต่างๆ   
ในชั่วโมงเร่ิมต้นและช่ัวโมงสุดท้าย ที่ออกแบบแผนการทดลองด้วยวิธีทากูชิ 

 
ระยะเวลา (ชั่วโมง) สภาวะการทดลอง กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก  กรดบิวทิริก 

0 

1 1.10 0.00 0.00 
2 0.00 0.00 0.00 
3 0.00 0.00 0.00 
4 0.00 0.00 0.00 
5 0.00 0.00 0.00 
6 0.00 0.00 0.00 
7 0.00 0.00 0.00 
8 0.00 0.00 0.00 

ชุดควบคุม 0.00 0.00 0.00 

168 

1 0.00 0.00 243.77 
2 0.00 0.00 326.34 
3 99.05 0.00 452.58 
4 0.00 0.00 144.84 
5 96.96 0.00 175.15 
6 89.30 0.00 174.21 
7 79.51 0.00 170.78 
8 66.69 0.00 150.91 

ชุดควบคุม 69.79 0.00 97.77 
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ประวัติการศึกษา และการท างาน 
 
ชื่อ –นามสกุล นางสาวปภังกร  แก้วพงศธร 
วัน เดือน ปี ที่เกิด 8 กุมภาพันธ์ 2531 
สถานที่เกิด  จ.นครปฐม 
ประวัติการศึกษา วท.บ. วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคโนโลยีสิ่งแวดล้อม) 

มหาวิทยาเทคโนโลยีพระจอมเกล้าพระนครเหนือ 
ต าแหน่งหน้าที่การงานปัจจุบัน - 
สถานทีท่ างานปัจจุบัน - 
ผลงานดีเด่นและรางวัลทางวิชาการ  - 
ทุนการศึกษาที่ได้รับ งานวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนเงินทุนตามโครงการความ

ร่วมมือในการผลิตนักวิจัยและพัฒนาด้านวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี ส านักงานปลัดกระทรวงวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี โดยผ่านส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ 

 
 




