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บทคัดย่อ 
 ผลไดมี้เทนจากน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนท่ีปริมาณสารอินทรีย ์11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คิด
เป็นกรดไขมนัระเหยได้เร่ิมตน้ 0.9 1.8 3.6 และ 4.7 g/l ตามล าดบั) เท่ากบั 510 467 428 และ 401 ml CH4/g VS พ้ืนผิว
ตอบสนอง (response surface methodology) ถูกน ามาใชใ้นการออกแบบการทดลอง เพื่อศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยไดใ้น
น ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนต่อการผลิตมีเทนและโครงสร้างชุมชนจุลินทรียภ์ายใตส้ภาวะอุณหภูมิสูง ผลการศึกษา
พบว่ากรดอะซิติกและกรดบิวทีริกท่ีความเขม้ขน้สูง (8 g/l) ยบัย ั้งกระบวนการผลิตมีเทน และเกิดการยบัย ั้งการผลิตมีเทน
อยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 90% (P<0.1) เม่ือมีการเติมกรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก สภาวะเหมาะสมส าหรับ
การผลิตมีเทน คือ กรดแลคติก 2.88 g/l กรดอะซิติก 5.01 g/l กรดบิวทีริก 0.44 g/l และกรดโพรพิโอนิก 5.55 g/l โดยให้ผลได้
มีเทนสูงสุดท่ี 447 ml CH4/gVS ความเขม้ขน้ของกรดอินทรียร์ะเหยไดสุ้งกวา่ 10 g/l ส่งผลกระทบต่อประชากรอาร์เคียแต่ไป
ส่งผลกระทบต่อแบคทีเรีย และพบประชากรอาร์เคียกลุ่มเด่น คือ Methanoculleus thermophiles 

ค าส าคญั : การผลิตมีเทนท่ีอุณหภูมิสูง กรดไขมนัระเหยได ้พ้ืนผิวตอบสนอง น ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

Abstract 
Methane yield from POME hydrogenic effluent at VS loading of 11.8, 17.7, 23.6 and 29.5 gVS/l corresponding 

to initial volatile fatty acid loading of 0.9, 1.8, 3.6 and 4.7 g/l, respectively was 510, 467, 428 and 401 ml CH4/g VS. 
Response surface methodology was employed to studies the individual effect and interactive effect of lactic, acetic, butyric 
and propionic acid containing in POME hydrogenic effluent on methane production and microbial community under 
thermophilic condition. Acetic and butyric acid at high concentration (8 g/l) was found to significantly inhibit methane 
production process and was more significantly when presented of lactic and propionic acid. An optimization analysis 
showed that lactic, acetic, butyric and propionic acid at concentrations of 2.88, 5.01, 0.44 and 5.55 g/l, respectively, led to 
the methane yield of 447 ml CH4/gVS. The VFA concentration more than 10 g/l has effect on archaea but not effect on 
bacteria. The abundant archaeal species could be identified as Methanoculleus thermophiles. 

Keywords : Thermophilic Methane Production, Volatile fatty acids, Response surface methodology,  Hydrogenic effluent. 
1 นิสิตปริญญาเอก สาขาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัทกัษิณ พทัลุง 93210 
2 ศ.ดร., ภาควิชาเทคโนโลยชีีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ สงขลา 90112 
3 อ.ดร., ภาควิชาวิทยาศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวิทยาลยัสงขลานครินทร์ ปัตตานี 94000 
4 ผศ.ดร., สาขาวิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัทกัษิณ พทัลุง 93210 
Corresponding author: e-mail: sompong.o@gmail.com Tel. 074-693992 



บทน า 
ความท้าทายของการผลิตไบโอไฮโดรเจน คือ การผลิตให้มีความคุม้ค่าทางเศษฐศาสตร์ ความท้าทายแรก คือ 

ประสิทธิภาพการเปล่ียนไปของวตัถุดิบท่ีต ่า ซ่ึงในการผลิตไฮโดรเจนแบบดั้งเดิมนั้นจุลินทรียส์ามารถเปล่ียนวตัถุดิบให้เป็น
พลงังาน (ไฮโดรเจน) ไดเ้พียงร้อยละ 7.5-15 ของพลงังานทั้งหมดท่ีมีในของของเสียอินทรีย ์ส่วนพลงังานท่ีเหลือ (ประมาณ
ร้อยละ 65) ท่ีไม่ถูกเปล่ียนไปเป็นไฮโดรเจนจะอยูใ่นรูปของกรดไขมนัระเหยได ้(volatile fatty acids; VFA) [1] ซ่ึงมี
องคป์ระกอบหลกัเป็นกรดบิวทีริก (butyric acid) กรดอะซิติก (acetic acid) กรดแลคติก (lactic acid) และกรดโพรไพโอนิก 
(propionic acid) VFA สามารถเปล่ียนไปเป็นพลงังานมีเทนได ้ผ่านกระบวนการเมทาโนจีนีซิส (methanogenesis) โดย
จุลินทรียก์ลุ่มเมทาโนเจน (methanogens) ภายใตส้ภาวะการยอ่ยสลายแบบไร้อากาศ [2] ผลิตภณัฑจ์ากการผลิตไฮโดรเจนมีพี
เอชต ่าและมีปริมาณกรดอินทรียร์ะเหยไดสู้ง ส่งผลต่อภาระบรรทุกสารอินทรียเ์ขา้ระบบและความเสถียรของระบบใน
ขั้นตอนเมทาโนจีนีซีส อัตราการเปล่ียนจากกรดบิวทีริก และโพรพิโอนิกเป็นกรดอะซิติกส่งผลต่อคุณภาพของ 
methanogenic archaea และมีผลต่ออตัราการย่อยสลายของกรดอะซิติกและผลไดมี้เทน (methane yield) กรดแลคติกมี
ศกัยภาพในการเปล่ียนไปเป็นกรดโพรพิโอนิกซ่ึงเป็นผลิตภณัณ์ท่ีเป็นพิษต่อ methanogenic archaea ดงันั้นการสะสมของ
กรดโพรพิโอนิกจึงส่งผลใหก้ระบวนการเมทาโนจีนีซิสลม้เหลว เน่ืองจากกรดโพรพิโอนิกยบัย ั้งการเจริญของ methanogenic 
archaea [3] จากงานวจิยัท่ีผา่นมาไดมี้การศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยไดต้่อการผลิตมีเทน แต่อยา่งไรก็ตามการศึกษาท่ีผ่าน
มาเป็นการศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยไดเ้พียงชนิดเดียว แต่ในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนประกอบไปดว้ยกรด
ไขมนัระเหยไดห้ลายชนิด ดงันั้นวตัถุประสงคข์องงานวจิยัน้ี คือ ศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยได ้ในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนต่อการผลิตมีเทนและโครงสร้างประชากรจุลินทรียท่ี์อุณหภูมิสูง เพ่ือระบุชนิดและความเขม้ขน้ของกรด
ไขมนัระเหยไดท่ี้เหมาะสมต่อกระบวนการเมทาโนจีนีซิส โดยออกแบบการทดลองดว้ยผิวตอบสนอง (response surface 
methodology) ศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสร้างประชากรจุลินทรีย ์ดว้ยเทคนิค denaturing gradient gel electrophoresis 
(DGGE) 
 

วธีิการวจัิย 
วเิคราะห์องค์ประกอบของน า้ทิง้จากกระบวนการผลติไฮโดรเจน 

น ้าท้ิงจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนในงานวจิยัน้ีน ามาจากระบบการผลิตไฮโดรเจนจากน ้ าท้ิงโรงงานสกดัน ้ ามนั
ปาลม์ภายใตอุ้ณหภูมิสูง ของภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพอุตสาหกรรม คณะอุตสาหกรรมเกษตร มหาวทิยาลยัสงขลานครินทร์ 
วทิยาเขตหาดใหญ่ วเิคราะห์องคป์ระกอบน ้ าท้ิง ไดแ้ก่ ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด ปริมาณของเเข็งทั้งหมด ปริมาณของเเข็ง
สารอินทรียร์ะเหยได ้ไขมนั ค่าความเป็นด่าง พีเอช  และกรดไขมนัระเหยได ้[4] 
การทดสอบแนวโน้มในการผลติมเีทนจากน า้ทิง้จากกระบวนการผลติไฮโดรเจน 

น ้าท้ิงจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนมีองคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็นกรดไขมนัระเหยได ้เช่น กรดอะซิติก กรดบิวทิ
ริก กรดโพพิโอนิก ซ่ึงเป็นซบัสเตรตท่ีส าคญัส าหรับการผลิตมีเทน โดยการทดลองในขวดน ้ าเกลือขนาด 500 ml เช้ือเร่ิมตน้ 
(non-defined mix culture) ท่ีอตัราส่วน S:I 4:1 แปรผนัปริมาณน ้ าท้ิงจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 11.8 17.7 23.6 และ 
29.5 gVS/l  ปรับ pH ให้เท่ากบั 7 ดว้ย 1 M NaOH ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 45 วนั [5] เปรียบผลผลิตก๊าซท่ี
เกิดข้ึนเทียบกบัชุดการทดลองเติมน ้ ากลัน่แทนน ้ าท้ิงจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจน ชุดควบคุมบวก (positive controls) เติม



เซลลูโลส 20 g/l เติมกรดอะซิติก และกรดบิวทีริก 5 g/l วดัปริมาตรการผลิตก๊าซชีวภาพโดยการแทนท่ีน ้ าทุกวนั และ
วเิคราะห์องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพดว้ยเคร่ืองก๊าซโครมาโตกราฟี ทุกสองวนั  
ผลของกรดไขมนัระเหยได้ (VFA) ในน า้ทิง้จากการผลติไฮโดรเจนต่อการผลติมเีทน 

กระบวนการหมกัแบบกะ ด าเนินการทดลองในขวดซีร่ัมขนาด 500 mL น าน ้ าหมกัท่ีเหลือจากกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนเป็นแหล่งคาร์บอนมาเติมกรดแลกติก (A) กรดอะซิติก (B) กรดบิวทีริก (C) และกรดโพรพิโอนิก (D) ท่ีความ
เขม้ขน้ต่างๆ ดงัแสดงในตารางท่ี 1 จากนั้นเติมหัวเช้ือไร้อากาศ160 ml ปรับ pH ให้เท่ากบั 7 ดว้ย 1 M  NaOH  ท าให้เกิด
สภาวะไร้อากาศดว้ยก๊าซไนโตรเจนผสมกบัก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในอตัราส่วน 80:20 โดยการประยกุต์ใชว้ิธีทางสถิติ 
Response Surface Method (RSM) ร่วมกบั Central Composite Design (CCD) ในการออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาผลของ
กรดไขมนัระเหยไดต้่อการผลิตมีเทน ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 60 °C เป็นเวลา 45 วนัระหวา่งการทดลองท าการเก็บตวัอยา่ง
ทุกๆวนั และท าการวเิคราะห์พารามิเตอร์ระหวา่งการทดลอง คือ ปริมาณและชนิดกรดไขมนัระเหยง่าย ดว้ยเคร่ือง HPLC วดั
ปริมาตรก๊าซ วิเคราะห์ชนิดและเปอร์เซ็นต์ของก๊าซท่ีเกิดข้ึนท่ีเกิดข้ึน (โดยใช ้GC-TCD) วิเคราะห์ค่า COD ของน ้ าหมกั 
จนกระทัง่ไดป้ริมาณมีเทนสะสมคงท่ีจึงหยดุการทดลอง ศึกษาโครงสร้างประชากรจุลินทรียก์ลุ่มแบคทีเรียและอาเคียร์ ดว้ย
เทคนิค denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE)  
การศึกษาโครงสร้างประชากรจุลนิทรีย์ โดยวธีิ Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE) 
 สกดั total genomic DNA จากตวัอยา่งตะกอนจุลินทรียใ์นชุดการผลิตมีเทน หลงัจากนั้นน าตวัอยา่งดีเอ็นท่ีสกดั
ไดม้าท าการเพ่ิมปริมาณโดยเทคนิค PCR ส าหรับการท า PCR คร้ังแรก total genomic DNA ถูกใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบร่วมกบั
ไพรเมอร์ Arch21f (5' TTCCGGTTGATCCYGCCGGA 3') และ Arch958r (5' YCCGGCGTTGAMTCCAATT 3') (ส าหรับ
ศึกษาประชากรอาเคียร์) 1492r (5' GAAAGGAGGTGATCCAGCC 3') และ 27f (5' GAGTTTGATCCTTGGCTCAG 3') 
(ส าหรับศึกษาประชากรแบคทีเรีย) น า PCR Product คร้ังแรกใชใ้นการท า PCR คร้ังท่ีสองส าหรับอาเคียร์ใชไ้พรเมอร์ 
Arch519r (5' TTACCGCGGCKGCTG 3' with 40 bp GC clamp) และ Arch340f (5' CCTACGGGGYGCASCAG 3' with 40 
bp GC clamp) ส าหรับแบคทีเรียใชไ้พรเมอร์ 518r (5' ATTACCGAGCTGCTGG 3' with 40 bp GC clamp) และ 357f (5' 
CCTACGGGAGGCAGCAG 3' with 40 bp GC clamp) น า PCR products คร้ังท่ีสอง วเิคราะห์บน 8% (v/v) polyacrylamide 
gels, denaturant gradient ท่ีร้อยละ 40–70, electrophoresis ท่ี 70 โวลต ์นาน 16 ชัว่โมง ใน 0.5x TAE buffer ท่ี 60 องศา
เซลเซียส ตดัแถบแบนดีเอ็นเอเด่นจากเจล DGGE แลว้ส่งไปวิเคราะห์ล าดบัเบสนิวคลีโอไทด์ ผลท่ีไดน้ าไปเปรียบเทียบกบั
ล าดบัเบสของจุลินทรียอ์า้งอิง ในฐานขอ้มูล NCBI web interface (http://www.ncbi.nlm.nih-.gov) [6] 
 

ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 
ศักยภาพการผลติมเีทนจากน า้ทิง้หลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน 
 น ้ าท้ิงจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนมีองคป์ระกอบของกรดไขมนัระเหยไดสู้ง 9.4 g/l มีปริมาณไขมนั 8.1 g/l 
ปริมาณของแข็งทั้ งหมด 68 g/l และมีพีเอชต ่า (4.3) กรดไขมนัระเหยได้ท่ีพบในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน
ประกอบดว้ย กรดบิวทีริก กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดแลคติก และเอทานอลท่ีความเขม้ขน้ 3.95 2.13  0.25  1.5 และ 
0.99 g/l, ตามล าดบั การศึกษาศกัยภาพการผลิตมีเทนจากน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน ท าการทดลองท่ีปริมาณ
สารอินทรีย ์11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คิดเป็นกรดไขมนัระเหยไดเ้ร่ิมตน้ 0.9 1.8 3.6 และ 4.7 g/l ตามล าดบั) โดยให้
มีเทนสะสม เท่ากบั 367 673 925 และ 1155 ml CH4ตามล าดบั คิดเป็นผลไดมี้เทน เท่ากบั 510 467 428 และ 401 ml CH4/g 



VS ตามล าดบั มีเทนสะสมจากกรดอะซิติกและกรดบิวทีริก คือ 742 และ 671 ml CH4 (คิดเป็นผลไดมี้เทน 371 และ 335 ml 
CH4/g VS) แสดงให้เห็นถึงคุณภาพท่ีดีของหัวเช้ือในการผลิตมีเทน ท่ีปริมาณสารอินทรีย ์11.8 และ 17.7 gVS/l  ก๊าซมีมี
มากกวา่ร้อยละ 90 ของการผลิตมีเทนทั้งหมดเกิดข้ึน ภายใน 7 วนัและเขา้สู่ stationary phase ส่งผลให้ผลไดมี้เทนสูงกว่า
ผลไดมี้เทนท่ีปริมาณสารอินทรีย ์23.6 และ 29.5 gVS/l โดยกรดไขมนัระเหยไดแ้ละกรดแลคติกแมว้า่จะเป็นสารตั้งตน้ท่ีดี
ส าหรับการผลิตมีเทนแต่กรดอะซิติก กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก ท่ีความเขม้ข้นสูงจะส่งผลยบัย ั้งกระบวนการ 
methanogenesis เม่ือส้ินสุดการยอ่ยสลายท่ี 45 วนั น ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนสามารถยอ่ยสลายไดง่้ายและเกิด
มีเทนไดเ้ร็ว แต่ในน ้ าท้ิงท่ีความเขม้ขน้กรดไขมนัระเหยไดสู้ง (23.6 และ 29.5 gVS/l) เกิดการย่อยสลายทางชีวภาพไม่ดี
เน่ืองจากปริมาณกรดไขมนัระเหยได้ท่ีสูงส่งผลให้พีเอชในระบบต ่าสารอินทรียท์ั้ งหมดในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนจะถูกยอ่ยสลายและเปล่ียนไปเป็นมีเทนอยู่ท่ีร้อยละ 76–89 ของผลไดมี้เทนทางทฤษฎีท่ีปริมาณสารอินทรียสู์ง 
(17.7-29.5gVS/l) ในขณะท่ีปริมาณสารอินทรียต์  ่า (11.8 gVS/l) อยูท่ี่ร้อยละ 97 -v'ผลไดมี้เทนทางทฤษฎี 
 

 
ภาพที ่1 แสดงมีเทนสะสม (a) และผลไดมี้เทน (b) จากน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

 
ผลของกรดไขมนัระเหยได้ต่อการผลติมเีทน 
 เม่ือความเขม้ขน้ของกรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก เท่ากบั 3 8 8 และ 3 g/l จะเกิดการ
ยบัย ั้งกิจกรรมของ methanogenic archaea อยา่งมีนยัส าคญั ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายกรดแลคติกและกรดไขมนัระเหยได้
ในทุกชุดการทดลองสูงกวา่ 80% ยกเวน้ในชุดการทดลอง R5 R7 R9 R12 และ R19 ซ่ึงมีประสิทธิภาพการยอ่ยสลายอยูท่ี่ 75 
78 65 78 และ 68% ตามล าดบั (ภาพท่ี 2) อยา่งไรก็ตามมีการสะสมของกรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิกสูงในชุดการทดลอง 
R9 และ R19 จากผลการทดลองพบวา่ความเขม้ขน้กรดอะซิติก และกรดบิวทีริกท่ีสูงถึง 8 g/l ส่งผลต่อการผลิตมีเทน ความ
เขม้ขน้กรดบิวทีริกสูงข้ึนถึง 8 g/l และผสมกบักรดชนิดอ่ืนส่งผลยงัย ั้งการผลิตมีเทนอยา่งมีนยัส าคญั ส่งผลให้จ านวนและ
ความหลากหลายของแบคทีเรียและอาเคียร์ลดลง ผลของการสะสมกรดบิวทีริกและกรดบิวทีริก ส่งผลใหผ้ลไดมี้เทนทั้งหมด
และประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพลดต ่าลง (302-308 ml CH4/gVS และ 65-68%) (ตารางท่ี 1) กรดอะซิติกเด่ียวๆ ท่ี
ความเขม้ขน้ 3-8 g/l ไม่ยบัย ั้งกระบวนการ methananogenesis ในขณะท่ีหากมีอยูใ่นสภาวะท่ีมีกรดอะซิติกและกรดโพรพิโอ
นิก กรดอะซิติก จะเกิดการยบัย ั้งการผลิตมีเทนและประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.01) กรดบิว
ทีริกเด่ียวๆ ท่ีความเขม้ขน้ 3-8 g/l ย ั้บย ั้งกระบวนการ methananogenesis อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.01) เช่นเดียวกบัสภาวะท่ีมี
กรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิก ก่อนการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์พ่ือเปล่ียนไปเป็นมีเทน กรดไขมนัระเหยไดท้ั้งหมดจะถูก

(a) (b) 



เปล่ียนไปเป็นกรดอะซิติก ส าหรับอตัราการยอ่ยสลายของกรดไขมนัระเหยไดไ้ปเป็นมีเทน เร่ิมจาก กรดอะซิติก > เอทานอล 
> กรดบิวทีริก  > กรดโพรพิโอนิก [7] ส่งผลให้เกิดการสะสมกรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิกในกระบวนการ จากผล
การศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยไดต้่อการผลิตมีเทนภายใตอุ้ณหภูมิสูงโดย RSM พบวา่กรดแลคติกและกรดบิวทีริกอยา่ง
เด่ียวส่งผลกระทบเชิงบวก ในขณะท่ีกรดโพรพิโอนิกอยา่งเด่ียวส่งผลเชิงลบต่อกระบวนการ methanogenesis เม่ือผสมกรด
แลคติกและกรดอะซิติก กรดอะซิติกและกรดบิวทีริก กรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก ส่งผลกระทบเชิงบวก แต่ในกรณีการ
ผสมกนัระหวา่งกรดแลคติกและกรดบิวทีริก กรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิก กรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิก ส่งผลเชิงลบ
ต่อกระบวนการ methanogenesis กรดอะซิติกและกรดบิวทีริกท่ีความเขม้ขน้สูง (8 g/l) ยบัย ั้งกระบวนการผลิตมีเทนอยา่งมี
นยัส าคญัเม่ือเติมกรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก โดยกรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิกเป็นสารตั้งตน้หลกัท่ีส่งผลต่อการ
ยอ่ยสลายของกรดไขมนัระเหยได ้สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีกรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก ท่ีความ
เขม้ขน้ 2.88, 5.01,0.44 และ 5.55 g/l ตามล าดบั ใหมี้เทนสะสมสูงสุดท่ี 1194 ml และผลไดมี้เทน 447 ml CH4/gVS 
 
ตารางที ่1 การออกแบบการทดลองโดย RSM 

Run 

Parameter (g/L)  Response 

Lactic 
acid (A) 

Acetic 
acid (B) 

Butyric 
acid (C) 

Propionic 
acid (D) 

Methane 
(mL CH4) 

Methane yield 
(mL CH4/gVS) 

Biodegradability 
(%) 

1 1.5 5.5 4.25 1.5 963 364 85 
2 3 8 3 0 943 374 83 
3 1.5 5.5 5.5 1.5 1080 389 93 
4 1.5 5.5 5.5 1.5 1069 385 91 
5 1.5 5.5 6.75 1.5 1019 339 75 
6 1.5 4.25 5.5 1.5 1008 381 88 
7 1.5 5.5 5.5 2.25 1008 349 78 
8 0 8 3 3 1016 383 89 
9 3 8 8 0 1038 302 65 
10 0 3 8 0 1014 394 92 
11 3 3 3 3 1008 413 99 
12 3 3 8 3 1133 338 78 
13 0.75 5.5 5.5 1.5 1056 392 93 
14 1.5 5.5 5.5 1.5 1080 389 93 
15 1.5 5.5 5.5 1.5 1069 385 91 
16 1.5 6.75 5.5 1.5 1070 368 85 
17 0 3 3 0 744 446 100 
18 1.5 5.5 5.5 0.75 1016 381 88 
19 0 8 8 3 1098 308 68 
20 2.25 5.5 5.5 1.5 1104 387 92 
21 1.5 5.5 5.5 1.5 1116 402 98 
H2 effluent   0 0 0 0 380 475 98 



ตารางที ่2 ค่าทางสถิติของผลของกรดไขมนัระเหยไดต้่อการผลิตมีเทน 

Factor 

Methane accumulation Methane yield Biodegradation efficiency 

Coefficient 
estimate 

Probability 
Coefficient 

estimate 
Probability 

Coefficient 
estimate 

Probability 

Intercept 1053.5 - 378.4182 - 88.75592 - 

A-Lactic acid 48 0.4138 -5 0.8238 -1 0.9072 
B-Acetic acid 62 0.3001 -13 0.5674 -3 0.7279 
C-Butyric acid 70.58824 0.0018* -33.7059 0.0006* -8.58824 0.0051* 
D-Propionic acid -8 0.8885 -32 0.1871 -10 0.2699 
A2  -72.5 0.2457 -22.75 0.3441 -9.25 0.3173 
B2 -16.5 0.2728 -2.5 0.6581 -1.25 0.5657 
C2 37.5 0.5305 15 0.5236 5 0.5770 
D2 -27.25 0.0933 -2.5 0.6581 -1.25 0.5657 
AB  16.75 0.7763 8 0.7304 2 0.8214 
AC -19.75 0.1986 -3.25 0.5674 -2 0.3685 
AD 184.1323 0.0201* 75.21232 0.0100* 26.82723 0.0910* 

BC 20.13225 0.8389 15.21232 0.6973 2.827229 0.8495 
BD  -171.868 0.0980* -76.7877 0.0850* -23.1728 0.0155* 
CD -87.8677 0.0898* -22.7877 0.0633* -11.1728 0.0463* 

*significant at 90% level 
 

 
ภาพที ่2 ความเขม้ขน้ของกรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก ในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการหมกัมีเทน  

(a) ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพ (b) 
 
ผลของกรดไขมนัระเหยได้ต่อโครงสร้างประชากรจุลนิทรีย์  
 จากภาพท่ี 3 ความหลากหลายและปริมาณ methanogenic bacteria มีความเหมือนกนัในทุกชุดการทดลองยกเวน้ใน
ชุดการทดลอง R1, R3, R4, R14, R15, R2, R9 และ R19 โดยในชุดการทดลอง R1, R3, R4, R14, R15 และ R2 มีโครงสร้าง

(a) (b) 



ประชากรจุลินทรียแ์ตกต่างกบัชุดการทดลองทั้งหมดแต่มีเทนสะสมและประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพแตกต่างกนั
เล็กนอ้ยกบัชุดการทดลองทั้งหมด เน่ืองจาก methanogenic bacteria มีการเปล่ียนแปลงแต่สามารถปรับตวัไดเ้ร็วในระหวา่ง
การทดลอง ในขณะท่ีชุดการทดลอง R9 และ R19 methanogenic bacteria ไม่สามารถปรับตวัไดเ้น่ืองจากปริมาณความ
เขม้ขน้ของกรดไขมนัระเหยไดสู้งจึงไปยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียส่งผลใหไ้ดมี้เทนสะสมต ่า ปริมาณกรดอะซิติกและกรด
แลคติกท่ีสูงส่งผลใหเ้กิดการสร้างมีเทนสูงข้ึน แต่ความเขม้ขน้ของกรดอ่ืนๆ (กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก) ท่ีสูง จะไป
ยบัย ั้งกระบวนการสร้างมีเทน DGGE profile แสดง thermophilic bacteria คือ Anaerobacter sp. Acetivibrio sp. Clostridium 
sp. Ruminococcus sp. Lactobacillus sp. Bacillus sp. Geobacillus sp. Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
Thermoanaerobacterium sp. และ Clostridium sp โดยแบคทีเรียสปีชีส์ Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
และ Thermoanaerobacterium sp. เป็นประชากรกลุ่มเด่นในสภาวะปกติและไม่ปรากฎในสภาวะท่ีมีการยบัย ั้งกระบวนการ
ผลิตมีเทน (ภาพท่ี 4a) Methanoculleus thermophilus Methanothermobacter delfuvii และ Methanosarcina mazei เป็น
ประชากรอาเคียร์เด่นในการผลิตมีเทน ซ่ึง Methanoculleus thermophiles เป็นประชากรกลุ่มเด่นในสภาวะปกติและไม่
ปรากฎในสภาวะท่ีมีการยบัย ั้งกระบวนการผลิตมีเทน (ภาพท่ี 3b) จ านวนและความหลากหลายของ Methanogenic archaea มี
ความหลายคลึงกนัในทุกชุดการทดลองยกเวน้ในชุดการทดลอง R1 R6 R9 R11 R17 R19 และ R20 โดยในชุดการทดลอง 
R1, R6, R9, R11, และ R17 มีโครงสร้างประชากรจุลินทรียแ์ตกต่างกนัเลก็นอ้ยกบัชุดการทดลองทั้งหมด แต่มีเทนสะสมและ
ประสิทธิภาพการยอ่ยสลายทางชีวภาพไม่แตกต่างกบัชุดการทดลองทั้งหมด ในขณะท่ีประชากรเด่นมีปริมาณต ่าในชุดการ
ทดลอง R9 และ R19 สอดคลอ้งกบัการผลิตมีเทนต ่าเช่นเดียวกนัเน่ืองจากประสิทธิภาพการยอ่ยสลายกรดไขมนัระเหยไดต้ ่า 
เน่ืองจากปริมาณกรดไขมนัระเหยไดป้ริมาณสูง ปริมาณกรดอะซิติกและกรดแลคติกท่ีสูงส่งผลให้เกิดการสร้างมีเทนสูงข้ึน 
แต่ความเขม้ขน้ของกรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิกท่ีสูง จะไปยบัย ั้งกระบวนการสร้างมีเทน โดยกรดอะซิติกและกรดบิวที
ริกท่ีความเขม้ขน้สูง (8 g/l) ส่งผลยบัย ั้งการเจริญของ methanogenic archaea อยา่งมีนยัส าคญั  
 

 
ภาพที ่3 DGGE profiles ของแบคทีเรีย (a) และอาเคียร์ (B) จากการผลิตมีเทนจากน ้ าท้ิงหลงัการผลิตไฮโดรเจนท่ีมีการเติม 

กรดไขมนัระเหย (กรดอะซิติก กรดแลคติก กรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทีริก) ไดท่ี้ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 
 

สรุปผลการวจัิย 
 กรดแลคติก กรดบิวทีริก และกรดโพรพิโอนิก เป็นผลิตภณัทห์ลกัในน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนท่ีความ
เขม้ขน้ 3.95, 2.13, 0.25, 1.5 และ 0.99 g/l ผลไดมี้เทนจากน ้ าท้ิงหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนท่ีปริมาณสารอินทรีย ์11.8 

(a) (b) 



17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คิดเป็นกรดไขมนัระเหยไดเ้ร่ิมตน้ 0.9 1.8 3.6 และ 4.7 g/l ตามล าดบั) เท่ากบั 510 467 428 และ 
401 ml CH4/g VS ผลไดมี้เทนต ่าเน่ืองจากปริมาณสารอินทรียสู์งส่งผลต่อกระบวนการผลิตมีเทน กรดแลคติก กรดอะซิติก 
และกรดบิวทีริก เด่ียวๆ ส่งผลกระทบเชิงบวก ในขณะท่ีกรดโพรพิโอนิกเด่ียวๆ ส่งผลกระทบเชิงลบต่อกระบวนการ 
methanogenesis การผสมกนัระหวา่งกรดแลคติกและกรดอะซิติก กรดอะซิติกและกรดบิวทีริก และกรดแลคติกและกรดโพ
รพิโอนิก ส่งผลกระทบเชิงบวกต่อกระบวนการ methanogenesis อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.1) ส่วนการผสมกนัระหวา่งกรดแล
คติกและกรดบิวทีริก กรดอะซิติกและกรดโพรพิโอนิก และกรดบิวทีริกและกรดโพรพิโอนิก ส่งผลกระทบเชิงลบต่อ
กระบวนการ methanogenesis อย่างมีนัยส าคัญ (P<0.1) กรดอะซิติกและกรดบิวทีริกท่ีความเขม้ข้นสูง (8 g/l) ยบัย ั้ง
กระบวนการผลิตมีเทน และเกิดการยบัย ั้งการผลิตมีเทนอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.1) เม่ือเติมกรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก 
สภาวะเหมาะสมส าหรับการผลิตมีเทน คือ กรดแลคติก 2.88 g/l กรดอะซิติก 5.01 g/l กรดบิวทีริก 0.44 g/l และกรดโพรพิโอ
นิก 5.55 g/l โดยใหผ้ลไดมี้เทนสูงสุดท่ี 447 ml CH4/gVS การศึกษาการเปล่ียนแปลงโครงสร้างประชากรจุลินทรียโ์ดยเทคนิค
ทางชีวโมเลกุล (DGGE) พบวา่คุณภาพของ methanogenic bacteria และ methanogenic archaea สอดคลอ้งกบัผลไดมี้เทน 
โดย Methanoculleus thermophiles และ Methanosarcina mazei เป็นแระชากรอาเคียร์เด่น ซ่ึง Methanoculleus thermophiles 
เป็นประชากรเด่นในสภาวะปกติและไม่ปรากฎในสภาวะท่ีเกิดการยบัย ั้งการผลิตมีเทน 
 

ค าขอบคุณ 
 งานวจิยัน้ีไดรั้บเงินสนบัสนุนจากกองทุนวจิยัมหาวิทยาลยัทกัษิณ ประจ าปีงบประมาณ 2557 ประเภททุนวิจยัร่วม
บณัฑิตศึกษา  
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