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บทที� 1  

บทนํา 
 
1.1 ที�มาและความสาํคญัของปัญหา 

ปัจจุบันการพัฒนาเชื�อเพลิงชีวภาพทดแทนเชื�อเพลิงจากฟอสซิลโดยกระบวนการทาง
ชีวภาพ มีการศึกษากนัอย่างแพร่หลายมากขึ�น ในการพัฒนาที*ผ่านมา การผลิตไฮโดรเจนมี
แนวโน้มที*จะเป็นพลงังานที*มปีระสทิธิภาพในอนาคต เนื*องจากมีประสทิธภิาพการเปลี*ยนไปเป็น
พลงังานไดส้งู ไม่ก่อมลพษิ (Hallenback and Ghosh, 2009) มเีทคโนโลยทีี*หลากหลายสําหรบัการ
ผลติไฮโดรเจนทางชวีภาพ การผลติไฮโดรเจนโดยจลุนิทรยีจ์ากของเสยีอนิทรยี์กาํลงัไดร้บัการสนใจ 
เนื* องจากเป็นกระบวนการที*เป็นมิตรต่อสิ*งแวดล้อมและให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงภายใน
หอ้งปฏบิตักิาร (Angenent et al., 2004) นอกจากนี�ขอ้ดขีองวธิกีารนี� คอื จุลนิทรยี์มอีตัราการเจรญิ
สูง ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนค่อนข้างสงู การดําเนินการไม่จําเป็นต้องใช้แสง และไม่มี
ปัญหาข้อจํากดัออกซิเจน รวมทั �งต้นทุนในการผลิตตํ*าในโรงงานขนาดเล็ก (100-1,000 m3H2/h) 
(Hawkes et al., 2002; Levin et al., 2004) กระบวนการผลติโดยจุลนิทรยี์สามารถใชว้ตัถุดบิเป็น
ของเสียอินทรยี์ ที*มีองค์ประกอบเป็นเซลลูโลสและแป้ง ซึ*งพบได้ในของเสียจากการเกษตรและ
อุตสาหกรรมอาหาร เช่น นํ�าเสยีจากอุตสาหกรรมเนย อุตสาหกรรมนํ�ามนัมะกอก อุตสาหกรรม
นํ�ามนัปาลม์ และอุตสาหกรรมขนมปัง ในการผลติก๊าซไฮโดรเจนได ้(Kapdan and Kargi, 2006) 

ผลผลติไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมกัของจุลนิทรยี์จากของเสยีอินทรยี์ เช่น นํ�าเสยีจาก
กระบวนการผลติแอปเปิ�ล นํ�าเสยีจากกระบวนการผลติมนัฝรั *ง ของเสยีจากอุตสาหกรรมอาหาร นํ�า
เสยีจากอุตสาหกรรมแป้ง และนํ�าเสยีจากกระบวนการสกดันํ�ามนัปาล์ม คอื 92 128 57 92 และ 115 
ml H2/gCOD (Van Ginkel et al., 2008; Zhang et al., 2003; O-Thong et al., 2007) นํ� า ทิ� ง
โรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม (Palm oil mill effluent; POME) เป็นวตัถุดบิที*เหมาะสมสําหรบัการผลิต
ไฮโดรเจนและมปีรมิาณมากในประเทศไทย มาเลเซียและอินโดนีเซีย ในการผลตินํ�ามนัปาล์มดบิ 
(crude palm oil; CPO) 18.8 ล้านตัน ทุกๆ หนึ*งตันของนํ� ามันปาล์มดิบจะก่อให้เกิดนํ� าทิ�งจาก
กระบวนการผลติ 5-7.5 ตนั หรอืประมาณ 94 ล้านตนัต่อปี (Gobi and Vadivelu, 2013) Hoanh et 
al. (2010) ประสบความสําเร็จในการผลิตไฮโดรเจนจากนํ� าทิ�งโรงงานสกัดนํ� าม ันปาล์มโดยใช้
จุลินทรีย์ผสมในการผลิตภายใต้สภาวะที*มีอุณหภูมิสูง (55°C) ที*อ ัตราการผลิตไฮโดรเจน 
(biohydrogen production rate; HPR) 2.64 m3H2/m3d ภายในถงัปฏิกรณ์แบบ CSTR ที*ระยะเวลา
กกัเกบ็ (hydraulic retention time; HRT) 4 วนั Prasertsan et al. (2009) ศกึษาการผลติไฮโดรเจน
จากนํ� าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามันปาล์ม (POME) แบบต่อเนื*อง โดย Thermoanaero-bacterium-rich 
sludge ภายใตส้ภาวะที*อุณหภูมสิงู (60°C) ที*สภาวะที*เหมาะสม คอื HRT 2 วนั และ OLR (organic 
loading rate) 60 gCOD/l.d ในถงัปฎิกรณ์แบบ ASBR ให้อตัราการผลิตไฮโดรเจนที* 9.1 l H2/l.d 
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(16.9 mmol H2/l.h) ความก้าวหน้าของลักษณะของจุลินทรีย์ชอบร้อน (thermophilic micro-
organisms) ที*มีศกัยภาพในการผลิตไฮโดรเจนใหม่ๆ ที*ผ่านมาก มีจํานวนมากขึ�น และให้ผลได ้
(hydrogen yields)  ไ ฮ โด ร เจ น สู ง ขึ� น ใน ส ภ า ว ะที* มี อุ ณ ห ภู มิ สู ง  (Willquist et al., 2012) 
Thermoanaerobacterium thermo-saccharolyticum (Tbm. thermosaccharolyticum) เป็นหนึ*งในจุ
ลทิรยี์ผลิตไฮโดรเจน สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ประมาณ 2-3 molH2 ต่อ mole glucose จากของ
เสยีอินทรยี์ ซึ*งค่าผลได้ไฮโดรสูงสุดเจนทางทฤษฎี คอื 4 mol H2 ต่อ mole glucose (O-Thong et 
al., 2008) Tbm. Thermosaccharolyticum หลายสายพันธ์ุ ที*สามารถคัดแยกได้ เช่น สายพันธุ ์
PSU-2 (O-Thong et al., 2008) สายพันธุ์ GD17 (Liu et al., 2008) สายพันธุ์ W16 (Cao et al., 
2010) สายพันธุ์ KKU19 (Khamtib and Reungsang, 2012) สายพันธุ์ IIT BT-ST1 (Roy et al., 
2014) นอกจากนี� Tbm. Thermosaccharolyticum ยงัสามารถเจรญิไดใ้นของเสยีอนิทรยี์หลายชนิด
รวมทั �งของเสยีประเภทเฮมเิซลลโูลสและลกิโนเซลลูโลส (Liu et al., 2008; Mamimin et al., 2012)  

อย่างไรกต็ามความท้าทายของการผลิตไบโอไฮโดรเจน คอื การผลติให้มคีวามคุ้มค่าทาง
เศษฐศาสตร์ ความท้าทายแรก คือ ประสทิธิภาพการเปลี*ยนไปของวตัถุดบิที*ตํ*า ซึ*งในการผลิต
ไฮโดรเจนแบบดั �งเดมินั �นจุลนิทรยี์สามารถเปลี*ยนวตัถุดบิใหเ้ป็นพลงังาน (ไฮโดรเจน) ไดเ้พยีงรอ้ย
ละ 7.5-15 ของพลงังานที*มใีนของของเสยีอนิทรยี ์ส่วนพลงังานที*เหลอื (ประมาณรอ้ยละ 65) ที*ไม่
ถูกเปลี*ยนไปเป็นไฮโดรเจนจะอยู่ ในรูปของกรดไขมันระเหยได้ (volatile fatty acids; VFA) 
(Hallenback and Ghosh, 2009) ซึ*งมอีงคป์ระกอบหลกัเป็นกรดบวิทรีกิ (butyric acid) กรดอะซติิก 
(acetic acid) กรดแลคแตก (lactic acid) และกรดโพรไพโอนิก (propionic acid) ดงันั �น VFA จึง
สามารถเปลี*ยนไปเป็นพลงังานอย่างเช่น มเีทน ผ่านกระบวนการเมทาโนจนีีซิส methanogenesis) 
โดยจุลนิทรยี์กลุ่มเมทาโนเจน (methanogens) ภายใต้สภาวะการย่อยสลายแบบไรอ้ากาศ (Liu et 
al., 2013) การเปลี*ยน VFA ไปเป็นมีเทนผ่านกระบวนการย่อยสลายแบบไร้อากาศ (anaerobic 
digestion; AD) สามารถเปลี*ยนไดอ้ย่างอย่างรวดเรว็และง่ายกว่าการเปลี*ยน VFA เป็นไฮโดรเจน
โดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง (photo-fermentation) และกระบวนการทางชีวไฟฟ้าเคม ี
(microbial-electrolysis process) (Hallenback and Ghosh, 2009) นอกจากนี�ยังแสดงให้เห็นถึง
การเป็นกลยุทธ์ที*มีประสิทธิภาพในการผลิตไบโอไฮเทน (biohythane) ซึ* งเป็นส่วนผสมของ
ไฮโดรเจนและมีเทน (Kongjan et al., 2011; Luo et al., 2011) ซึ*งนําไปใช้ในทางเคมีหรอืใช้เป็น
พลงังานในเครื*องยนต์ ไบโอไฮเทนสามารถผลิตได้ผ่านการหมกัแบบสองขั �นตอนของจุลินทรีย ์
(two-stage microbial fermentation) โดยในขั �นตอนแรก วตัถุดบิจะถูกเปลี*ยนไปเป็นไฮโดรเจนและ 
VFA หลงัจากนั �น VFA จะถกูเปลี*ยนไปเป็นมเีทนในขั �นตอนที*สอง (Liu et al., 2013) ผลติภณัฑจ์าก
การผลติไฮโดรเจนมคีวามสําคญัมากสําหรบัการจดัการระบบไบโอไฮเทน เนื*องจากผลติภณัฑ์ดงั
กว่าวส่งผลต่อการภาระบรรทุกที*มปีระสทิธิภาพและความเสถียรของระบบในระยะเมทาโนจีนีซีส 
(Wang and Zhao, 2009) อัตราการเปลี*ยนจาก VFA เป็นกรดอะซิติกจะส่งผลต่อคุณภาพของ 
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methanogenic archaea และมผีลต่ออตัราการย่อยสลายของกรดอะซติกิและผลไดม้เีทน (methane 
yield) 

ดงันั �นวตัถุประสงคข์องงานวจิยันี� คอื พฒันากระบวนการหมกัแบบสองขั �นตอน สําหรบัการ
ผลิตไบโอไฮเทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์ม ปัจจยัที*ส่งผลต่อความเสถียรของระบบผลิต
ไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มแบบต่อเนื*อง ผลของกรดไขมนัระเหยได ้(VFA) ในนํ�า
ทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนต่อการผลติมเีทนและโครงสรา้งประชากรจุลนิทรยี์ที*อุณหภูมสิูง 
และสุดท้ายการผลิตมีเทนจากนํ� าทิ�งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนในถงัปฏิกรณ์แบบ UASB 
นอกจากนี�แนวคดิ bio-refinery ใหม่ ในอุตสาหกรรมปาล์มนํ� ามนัยงัช่วยพฒันาการผลิตเชื�อเพลิง
ชวีภาพ (ไฮโดรเจนและมเีทน) เพื*อปรบัปรงุประสทิธภิาพของกระบวนการทั �งหมด 
 
1.2 วตัถปุระสงคข์องโครงการวิจยั 

1.2.1 ศกึษาศกัยภาพการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์โดยกระบวนการ
หมกัแบบไรแ้สงที*อุณหภูมสิงู 

1.2.2 ศกึษาศกัยภาพการผลติมเีทนจากนํ�าหมกัหลงัการผลติไฮโดรเจนโดยกลุ่มจุลนิทรยี์
แบบไรอ้ากาศที*อุณหภูมสิงู 

1.2.3 ศึกษาผลของกรดไขมนัระเหยได้ (VFA) ต่อการผลติมเีทนและโครงสรา้งประชากร
จุลนิทรยีใ์นการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนที*อุณหภูมสิงู 

1.2.4 ศกึษาการผลติก๊าซไฮโดรเจน (ในถงัปฏกิรณ์แบบ ASBR) และมเีทน (ในถงัปฏิกรณ์
แบบ UASB) จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มดว้ยระบบการย่อยสลายแบบไรอ้ากาศสองขั �นตอน
ภายใตส้ภาวะอุณหภูมสิงู 
 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจยั 
 ในงานวจิยันี� ทาํการศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มที*อุณหภูมิ
สูง ศึกษาศกัยภาพการผลิตมีเทนจากนํ� าหมกัหลงัการผลิตไฮโดรเจนโดยกลุ่มจุลินทรยี์แบบไร้
อากาศที*อุณหภูมสิงู และทําการศกึษาผลของกรดไขมนัระเหยง่ายที*เป็นองค์ประกอบหลกัในนํ�าทิ�ง
จากกระบวนการผลติไฮโดรเจนต่อการผลติมเีทน และโครงสรา้งประชารกรจลุนิทรยีผ์ลติมเีทนที*อุณ
ภูมสิงู นอกจากนี�งานวจิยันี�ยงัทําการผลติก๊าซไฮโดรเจน (ในถงัปฏกิรณ์แบบ ASBR) และมเีทน (ใน
ถงัปฏกิรณ์แบบ UASB) จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มดว้ยระบบการย่อยสลายแบบไรอ้ากาศ
สองขั �นตอน 
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1.4 ทฤษฎี สมมุติฐาน (ถ้าม ี) และกรอบแนวความคิดของโครงการวิจยั  

 นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ (Palm oil mill effluent; POME) ประกอบดว้ยสารอนิทรยี์
ปรมิาณสูง (COD อยู่ในช่วง 58-100 g COD/l) หากปล่อยออกสู่แวดล้อมจะก่อใหเ้กดิมลพษิได ้จงึ
จําเป็นต้องมีการบําบดันํ� าทิ�งจากโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์มก่อนปล่อยออกสู่สิ*งแวดล้อม จุลนิทรยี์ไร้
อากาศสามาระหมกัสารอนิทีย์ใน POME สําหรบัการผลติไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมกัแบบไร้
แสง (dark fermentation) แต่อย่างไรกต็ามยงัคงเหลอืพลงังานรอ้ยละ 65 ในนํ�าทิ�งหลงักระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจน ในรูปของกรดไขมันระเหยได้ (volatile fatty acid; VFAs) ซึ* ง VFA สามารถ
เปลี*ยนไปเป็นมเีทนไดโ้ดยจุลนิทรยี์เมทาโนเจนภายใตส้ภาวะการย่อยสลายแบบไรอ้ากาศ ส่วนผสม
ของไฮโดรเจนและมเีทนเป็นพลงังานที*มปีระสทิธภิาพซึ*งรูจ้กักนัในนามไบโอไฮเทน ไบโอไฮเทน
สามารถใชเ้ป็นสารเคมหีรอืเชื�อเพลงิในเครื*องยนต ์
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



5 

บทที� 2  

เอกสารและงานวิจยัที�เกี�ยวข้อง 

 
2.1 ปาลม์นํ/ามนั 

 ปาล์มนํ� ามนัเป็นพืชเศรษฐกิจที*สําคญัของประเทศไทย ในปี 2553 ประเทศไทยมีพื�นที*
เพาะปลูกปาล์มนํ�ามนัมากกว่า 3,900,000 ไร่ (624,000 เฮกเตอร)์ ใน 25 จงัหวดั และพบมากใน
บรเิวณภาคใต้ (จงัหวดักระบี* สุราษฎร์ธานี ชุมพร สตูล และตรงั) (Department of Commercial 
Economics. 2010) โดยรวมแลว้อุตสาหกรรมปาล์มนํ�ามนัมคีวามสําคญัต่ออตัราการแลกเปลี*ยนผล
กาํไรและการเพิ*มขึ�นของมาตรฐานชวีติโดยรวมของไทย (Wu et al., 2009) 

2.1.1 นํ/าทิ/งจากกระบวนการสกดันํ/ามนัปาลม์ 

 การสกดันํ� ามันปาล์มแบบมาตรฐาน มีการใช้นํ� าในการผลิตมากและก่อให้เกิดนํ� าทิ�งใน
ขั �นตอนการแยกนํ�ามนั เมื*อนํ�ามนัถูกลําเลยีงเขา้ถงัพกัหรอืถงัลอย ส่วนของนํ�ามนัซึ*งเบากว่านํ�าจะ
ลอยตวัอยู่ดา้นบน และถูกแยกออกไป ส่วนดา้นล่างจะเป็นของผสมลกัษณะเหลวขน้ เรยีกว่า นํ� า
สลดัจ์ ถูกส่งเข้าถงัตกจม (settling tank) และผ่านเข้าเครื*องแยกกรวดทราย ก่อนจะนําเข้าไปใน
เครื*องแยกนํ�ามนัโดยใช ้separator หรอื decanter ต่อไป สาํหรบั decanter เมื*อใช้งานไประยะหนึ*ง
ตอ้งมกีารลา้งทาํความสะอาดในขั �นตอนนี�จะมนํี�าทิ�งออกมา 200-250 ลติรต่อครั �ง จากกระบวนการ
สกดันํ�ามนัปาล์มแบบมาตรฐานจะมนํี�าทิ�งออกมามาก สว่นใหญ่มาจากขั �นตอนการอบทะลายปาล์ม
ในรูปนํ� าทิ�งจากหม้อฆ่าเชื�อ (sterilizer condensate) และนํ� าทิ�งจากเครื*องดแีคนเตอร์ (decanter 
effluent) นํ� าทิ�งจากหม้อฆ่าเชื�อมีประมาณ 200 ลิตรต่อ 10 ตันทะลายปาล์ม (Wu et al., 2009) 
ลกัษณะของนํ�าทิ�งแตกต่างกนัขึ�นอยู่กบัแหล่งที*มาของนํ�าทิ�งและกระบวนการสกดัที*ใช้ ไดแ้ก่ นํ�าทิ�ง
จากบ่อรวมนํ�าเสยี นํ�าทิ�งจากหมอ้ฆ่าเชื�อ และนํ�าทิ�งจากเครื*องดแีคนเตอร ์นํ�าทิ�งจากบ่อรวมนํ�าเสยี
ของโรงงานมีค่า BOD สูง (20,000-60,000 mg/l) และ COD อยู่ในปริมาณสูง (40,000-120,000 
mg/l) (Yusof et al., 2000) รวมทั �งค่ากรดไขมนั ปรมิาณของแขง็ทั �งในรูปสารที*ระเหยได ้และสาร
แขวนลอย นํ�าทิ�งจากหม้อนึ*งมปีรมิาณสารแขวนลอยตํ*า (เฉลี*ย 10.30 g/l) และมนํี�ามนัค่อนขา้งสงู 
(เฉลี*ย 14.57 g/l) ส่วนนํ�าทิ�งจาก separator ยงัคงมนํี�ามนัเหลอือยู่ 12.87 g/l ในขณะที*นํ�ามนัจากดี
แคนเตอรม์นํี�ามนัอยู่ 15.21 g/l ส่วนนํ�าทิ�งจากบ่อบําบดันํ�าทิ�งรวมมนํี�ามนั 9.45 g/l นอกจากนี�ยงัมี
รายงานองคป์ระกอบของ นํ�าทิ�ง และแรธ่าตุต่างๆ ที*สาํคญั ซึ*งแรธ่าตุที*มมีากที*สุด คอื โพแทสเซียม 
(K) ซึ*งมสีงูถงึ 3475 mg/l รองลงมาคอื แมกนีเซยีม (Mg) และแคลเซียม (Ca) ในปรมิาณ 212 และ 
185 mg/l ตามลาํดบั (Wu et al., 2009) 
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ตารางที� 2.1 ลกัษณะนํ�าทิ�งจากกระบวนการสกดันํ�ามนัปาลม์ 

องคป์ระกอบ 

อ้างอิง 

Zinatizadeh, 
et al., 2006 

Bhatia, 
et al., 2007 

Ahmad, 
et al., 2007 

Vijayaraghavan, 
et al., 2007 

BOD* (mg/l) 22,700 – 25,000 25,545 
pH 4.0 4.5 4.7 3.5 
SS* (mg/l) – 17,927 18,000 18,479 
Total solids (mg/l) 19,780 39,470 40,500 – 
COD* (mg/l) 44,300 40,200 40,200 55,775 
Nitrogen (mg/l) 780 (TKN) 800 (TKN) 35 (NH3-N) 711 
Phosphorus (mg/l) – – 180 – 

* BOD = Biochemical oxygen demand, SS = Suspended solids, COD = Chemical oxygen demand 
 
2.2 โฮโดรเจน 
 ไฮโดรเจนถอืไดว้า่เป็นพลงังานเชื�อเพลงิอนาคต (Lee et al., 2010) เป็นมติรต่อสิ*งแวดลอ้ม 
เนื*องจากการเผาไหมข้องไฮโดรเจนใหค่้าพลงังานสงูไดผ้ลติภณัฑเ์ป็นนํ�าแตกต่างจากเชื�อเพลงิอื*นๆ 
ที*ให้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลพลอยได้ซึ*งเป็นก๊าซเรอืนกระจก ไฮโดรเจนจงึเป็นพลงังาน
เชื�อเพลงิสะอาดที*สามารถผลติไดจ้ากซบัสเตรตหมุนเวยีน (O-Thong et al., 2011) ก๊าซไฮโดรเจน
สามารถผลติไดโ้ดยกระบวนการหมกัสารอนิทรยี์ เช่น คารโ์บไฮเดรต โดยอาศยัแบคทเีรยีที*ไม่ใช้
ออกซิเจน เช่น กลุ่มของ Enterobacter, Bacillus และ Clostridium (Khanal, 2008) ปริมาณของ
ก๊าซไฮโดรเจนที*ผลติไดจ้ากการหมกันี�ขึ�นอยู่กบัสารตั �งต้น วธิขีองกระบวนการหมกัและผลติภณัฑ์
สุดท้าย เช่น หากใช้สารตั �งต้นเป็นนํ�าตาลกลูโคส และ pathway ของการหมกัทําใหไ้ดก้รดอะซิติก
เป็นผลิตภัณฑ์ สุดท้ายจะผลิตไฮโดรเจนได้ 4 mol/mol glucose (สมการที*  1) ในขณะที* เมื*อ
ผลติภณัฑส์ดุทา้ย เป็นกรดบวิทรีกิจะผลติไฮโดรเจนไดเ้พยีง 2 mol/mol glucose (สมการที* 2) 
 

22326126 CO2H4COOHCH2OH2OHC ++→+      (1) 

226326126 CO2H2COOHHCOH2OHC ++→+      (2)  
 
 โดยทางทฤษฎีนั �น pathway ของการหมักที*จะให้ปริมาณ  H2 มากที*สุด คือ acetate 
pathway ในทางปฏิบตัิการหมกัที*ได้ end products เป็น acetate และ butyrate ให้ผลผลิต H2 สูง 
แต่ถ้า end products เป็น propionate และ reduced end products อื*นๆ เช่น แอลกอฮอล์ และ 
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lactic acid จะให้ผลผลิต H2 ที*ตํ*ากว่า ดงันั �นสิ*งแวดล้อมในการหมกัจึงควรสนับสนุนให้การหมกั
ก่อให้เกิดกรดไขมนัระเหย (volatile fatty acid ,VFA) ซึ*งเทคโนโลยีด้านนี�ได้มีการพฒันาไปมาก
แล้วในด้านการจดัการนํ�าเสยี จากแบคทีเรยีที*ไม่ใช้ออกซิเจนในกลุ่มของ Enterobacter, Bacillus 
และ Clostridium พบวา่ Clostridium pasterianum, C. butyricum และ C. beijerinkii เป็นแบคทเีรยี
ที*ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูง ในขณะที* C. propionicum ให้ผลผลิตไฮโดรเจนตํ*า ปัจจยัสิ*งแวดล้อม
หลายประการที*มผีลต่อการเจรญิของจุลนิทรยี์กลุ่มนี� มผีลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนดว้ย เช่น pH, 
hydraulic retention time (HRT) และ partial pressure ของก๊าซ H2 
 
ตารางที� 2.2 กระบวนการผลติไฮโดรเจน 

กระบวนการ ปฏิกิริยา จุลินทรียท์ี�เกี�ยวขอ้ง 

1. Direct biophotolysis 2H2O + light          2H2 + O2 Microalgae 
2. Photo fermentations CH3COOH + 2H2O + light          2H2 + O2 Purple bacteria, Microalage 
3. Indirect biophotolysis a 6CO2 + 6H2O + light          C6H12O6 + 6O2 Microalgae 
 b C6H12O6 + 2H2O      4H2 + 2 CH3COOH + 2CO2 Microalgae 
 C 2 CH3COOH + 4H2O + light      8H2 + 4CO2 Cyanobacteria 
4. Water gas shift reaction CO + H2O            CO2 + H2 Fermentative bacteria 

Photosynthetic bacteria 
5. Two-phase H2 + CH4 
fermentation 

a C6H12O6 + 2H2O     4H2 + 2 CH3COOH + 2CO2 

b 2 CH3COOH + 6H2O          2CH4 + 2CO2 
Fermentative bacteria + 
Methanogenic bacteria 

6. High yield dark 
fermentations 

C6H12O6 + 6H2O         12H2 + 6CO2 Fermentative bacteria 

ที*มา : Reith et al. (2003) 
 
 2.2.1 ปัจจยัที�ม ีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 
 การผลติไฮโดรเจนโดยแบคทเีรยีขึ�นอยู่กบัปัจจยัหลายอย่าง เช่น ชนิดของสบัสเตรต ความ
เป็นกรด-ด่าง และระยะเวลาการกักเก็บ ซึ*งสภาวะเหล่านี�มีผลกระทบต่อความสมดุลของระบบ 
เมตาบอลซิมึ ดงันั �นผลติภณัฑส์ดุทา้ยที*ไดจ้ากกระบวนการหมกัจงึขึ�นอยู่กบัสภาวะของสิ*งแวดลอ้ม
ที*แบคทีเรยีเจรญิอยู่ และผลิตภัณฑ์สุดท้ายจากระบบการหมัก เช่น เอทานอล บิวทานอล และ 
แลคเตท รวมทั �งจะมไีฮโดรเจนเป็นองคป์ระกอบอยู่ดว้ยเพยีงแต่ไมถู่กปลดปล่อยออกมาในรปูก๊าซ  
  1) ปรมิาณของสบัสเตรต  
  ชนิดและปรมิาณของสบัสเตรตมคีวามสาํคญัต่อกระบวนการทางชวีภาพ ส่วนใหญ่
มกัจะเป็นคาร์โบไฮเดรตประเภทนํ�าตาลชนิดต่างๆ ซึ*งเป็นที*ทราบกนัดวี่าเป็นแหล่งพลงังานของ
สิ*งมีชีวิต (Kapdan and Kargi, 2006) ดังนั �น จุลินทรีย์ต้องการสับสเตรตช่วยในกระบวนการ 
เมตาบอลซิึม แต่ปรมิาณสบัสเตรตต้องเหมาะสมจงึจะสามารถส่งเสรมิการเจรญิของจุลินทรยี์และ
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เกดิผลผลติไดส้งู จากรายงานของ Chen et al. (2005) ศกึษาการผลติไฮโดรเจนจาก C. butyricum 
โดยใช้นํ�าตาลซูโครสเป็นสบัสเตรต พบว่า ปรมิาณซูโครสเริ*มต้นที*เหมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน 
คือ 20 gCOD/l หรอื 17.8 g/l สามารถให้ผลได้ไฮโดรเจนเท่ากบั 2.91 mol H2/mol Sucrose ถ้า
เพิ*มปรมิาณซูโครสสูงถึง 30 gCOD/l ทําให้อตัราการผลติไฮโดรเจนลดลง โดยมผีลได้ไฮโดรเจน
เท่ากบั 1.73 mol H2/mol Sucrose แสดงให้เห็นถึงการยบัยั �งการผลติไฮโดรเจนโดยสบัสเตรตที*มี
ความเขม้ขน้สงู 
 
ตารางที� 2.3 ปัจจยัหลกัที*สง่ผลต่อการผลติไฮโดรเจน 
Factor Affects References 

สบัสเตรต - แมทาบอลซิมึการหมกั กจิกรรมของจลุนิทรยี ์ Kraemer and Bagley (2006) 
กลา้เชื�อ - แมทาบอลซิมึการหมกั  
พเีอช - แมทาบอลิซึมการหมัก กิจกรรมของจุลินทรีย ์

ประจุผนังเซลลจุ์ลนิทรยี ์ 
Hawkes et al. (2007) 

อุณหภูม ิ - แมทาบอลซิมึการหมกั กจิกรรมของจุลนิทรยี ์ Fang and Yu (2001) 
HRT - แมทาบอลซิมึการหมกั กจิกรรมของจุลนิทรยี ์ Li and Fang (2007) 
สารอาหาร - จําเป็นสาํหรบัการเจรญิของเซลล์จุลทิรยี์ ส่งผล

ต่อโครงสรา้งเอนไซมแ์ละการผลติไฮโดรเจน 
Khanal (2008) 

แรงดนั H2 - อาจส่งผลต่อแมทาบอลซิมึและกจิกรรมการหมกั 
อ าจ ส่ งผ ล ต่ อกิ จก รรม ของ  acetogens และ 
methanogen  

Hawkes et al. (2007) 

 
  2) กลา้เชื�อ 
  จุลนิทรยี์หลากหลายชนิดรวมทั �งแบคทเีรยี อาเคยีและยสีต์ สามารถผลติไฮโดรเจน
ผ่านกระบวนการหมกัแบบไรแ้สง (dark fermentation) โดย Clostridia และ enteric bacteria เป็น
กลุ่มจุลินทรยี์ที*มีการศึกษากนัอย่างแพร่หลายในการผลิตไฮโดรเจน Clostridia เป็นแบคทีเรยีที*
เจรญิในสภาวะที*ไม่มีออกซิเจนเท่านั �น ส่วน Enteric bacteria สามารถเจรญิได้ทั �งในสภาวะที*มี
ออกซเิจนและไม่มอีอกซิเจน นอกจากนี�ยงัมแีบคทเีรยีที*มคีวามสามารถผลติไฮโดรเจนแพรห่ลายอยู่
ในสิ*งแวดล้อม เช่น สลดัจ์ในระบบบําบดันํ� าเสยี ดนิ สลดัจ์ในนํ�าทิ�ง ปุ๋ยหมกั เป็นต้น (Lay et al., 
2010) ดงันั �นจงึมกีารนําวสัดเุหล่านี�มาใชเ้ป็นกลา้เชื�อผลติไฮโดรเจน หลายงานวจิยัมกีารใชเ้ชื�อผสม
จากสลดัจ์ ตะกอนนํ�าพุรอ้น ปุ๋ยหมกัและดนิเป็นกลา้เชื�อในการผลติไฮโรเจน (Lay et al., 2010) ซึ*ง
การใชก้ลา้เชื�อผสมมขีอ้ดกีว่าการใชเ้ชื�อบรสุิทธิ �ในแงข่องการควบคมุที*ง่ายและสามารถใชว้ตัถุดบิได้
หลายหลายขึ�น (Li and Fang. 2007) 
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  3) สภาวะความเป็นกรดดา่งและกรดไขมนัระเหยงา่ย (Volatile fatty acids, VFAs) 
สภาวะความเป็นกรด-ด่าง มคีวามสาํคญัต่อการผลติไฮโดรเจนเนื*องจากความเป็น

กรด-ด่างมผีลต่อการเจรญิของแบคทเีรยี (Zheng and Yu, 2005) จากรายงานการศกึษาพบว่า การ
ผลิตไฮโดรเจนของ Enterobacter cloacae IIT-BT 08 ที*ความเป็นกรด-ด่างเริ*มต้นที* 4 และ 5 มี
ปรมิาณไฮโดรเจนสะสมเท่ากบั 70.9 และ 117.5 ml mol ตามลําดบั และในระหว่างการหมกัแบบไม่
ใช้อากาศผลผลติที*เกิดขึ�นคอื กรดไขมนัระเหยง่าย ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ (Kapdan 
and Kargi, 2006) ถ้ามีกรดไขมันระเหยง่ายในนํ�าหมักปรมิาณที*มากเกินไปจะมีผลต่อการผลิต
ไฮโดรเจน เพราะปริมาณของกรดไขมันระเหยง่ายมีความสมัพันธ์กบัค่าความเป็นกรด-ด่างใน
กระบวนการหมกัและในเซลล์ของจุลนิทรยี ์คอื เมื*อกรดไขมนัระเหยง่ายมปีรมิาณมากกส็ามารถซึม
ผ่านผนังเซลลท์ําใหส้ภาวะกรด-ด่างในเซลล์ลดลง ทําใหจุ้ลนิทรยี์ตอ้งใชพ้ลงังานในการปรบัสภาวะ
กรด-ด่างของเซลล์ให้สมดุล โดยการปั �มอิออนเข้า-ออกจากเซลล์ เช่น โปแตสเซียมปั �ม ทําให้
พลงังานของเซลล์ไม่พอในการสรา้งเซลล์จลุนิทรยีใ์หม่หรอืบางเซลล์จุลนิทรยีไ์ม่สามารถปรบัสภาวะ
กรด-ด่างได ้จะทําให้เซลล์แตกและทําให้การผลติไฮโดรเจนลดลง จากการศึกษาของ Zheng and 
Yu (2005) พบวา่ ผลไดข้องไฮโดรเจนลดลงจาก 1.85 เป็น 0.32 mol H2/mol Glucose เมื*อเตมิกรด
บิวทาริกที*ความเข้มข้นระหว่าง 4.18 ถึง 25.08 g/l ในส่วนของกรดอะซิติกก็แสดงผลการผลิต
ไฮโดรเจนเช่นเดยีวกบักรดบวิทริกิ 

ในกระบวนการผลติไฮโดรเจนในขั �นตอนแรกมปีรมิาณกรดไขมนัระเหยง่าย (VFA) 
ในปรมิาณสงู โดยมกีรดอะซติกิและกรดบวิทรีกิเป็นองค์ประกอบหลกัส่งผลใหค่้าซีโอดใีนนํ�าทิ�งเพิ*ม
สูงขึ�น (18,500 mg-COD/l) หากมกีารปลดปล่อยลงสู่สิ*งแวดล้อมจะนํามาซึ*งปัญหาสิ*งแวดลอ้มได ้
และเนื*องจากกรดไขมนัระเหยงา่ย (VFA) สามารถใชเ้ป็นสารตั �งตน้ในการผลติก๊าซชวีภาพได ้ดงันั �น
การนํานํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนมาใชใ้นกระบวนการผลติก๊าซชวีภาพจงึเป็นที*น่าสนใจ
และสามารถลดปรมิาณ COD ในนํ�าทิ�งไดสู้ง แต่อย่างไรกต็ามการสะสมของกรดโพรพโิอนิกส่งผล
ต่อการทํางานที*ล้มเหลวของเมทาโนเจน จากงานวิจ ัยของ Siegert and Banks (2005) ที*ได้
ทําการศึกษาผลของความเข้มข้นกรดไขมนัระเหยง่ายต่อกระบวนการย่อยสลายไร้อากาศของ
เซลลูโลสและกลโูคส พบวา่ที*ความเขม้ขน้กรดไขมนัระเหยง่ายสงูกว่า 2,000 mg/l นําไปสูก่ารยบัยั �ง
การย่อยสลายเซลลโูลส ในขณะที*ความเขม้ขน้กรดไขมนัระเหยง่ายสงูกว่า 4,000 mg/l นําไปสูก่าร
ยบัยั �งการยอ่ยสลายกลโูคสเพยีงเลก็น้อย 
  4) อุณหภูม ิ
  อุณหภูมิเป็นปัจจยัหนึ*งที*สําคญัต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ เมื*ออุณหภูมิ
เพิ*มขึ�นอตัราการเจรญิของจุลนิทรยี์ก็เพิ*มขึ�นเนื*องจากอตัราการเกดิปฏิกริยิาทางเคมแีละเอนไซม์
ภายในเซลล์เพิ*มขึ�น แมทาบอลซิึมของ dark fermentation สามารถดาํเนินการไดใ้นช่วงกวา้ง การ
ผลิตไฮโดรเจนในงานวจิยัส่วนใหญ่ดําเนินการในช่วงมโีซฟิลกิที* 35-40 ºC จากการศกึษาผลของ
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อุณหภูมมิโีซฟิลกิและเทอโมฟิลกิต่อการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าตาลกลโคสในถงัปฏกิรณ์แบบ CSTR 
ผลการศกึษาพบว่าอุณหภูมเิทอโมฟิลกิ (∼2.1 mol/mol glucoseconsumed) ใหผ้ลไดไ้ฮโดรเจนสงูกว่า
ที*อุณหภูมมิโีซฟิลกิ (∼1.7 mol/mol glucoseconsumed) และใหอ้ตัราการผลติไฮโดรเจน (mmol/h•L•g 
VSS) สงูกวา่ 5-10 เท่า ที* HRT 12 วนั 
   5) ระยะเวลากกัเกบ็ (Hydraulic Retention Time : HRT) 
   ระยะเวลากักเก็บสมัพันธ์ต่ออัตราการเติมสารอาหารและอัตราการเจริญของ
จุลินทรีย์ (Lay, 2000) HRT เป็นพารามิเตอร์ที*หลกัในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบต่อเนื* อง 
โดยทั *วไป HRT สั �น (อตัราการไหลสูง) สนับสนุนแมทาบอลิซึมการหมกัไฮโดรเจน โดย HRT ที*
เหมาะสมคอื 0.25 h ที*อุณหภูมมิโีซฟิลกิ (Zhang et al., 2008) 
 
2.3 กระบวนการหมกัแบบไม่ใช้อากาศ (Anaerobic process) 

 ในกระบวนการหมกัแบบไม่ใชอ้ากาศ มปีฏกิริยิาหลกัๆ เกดิขึ�นอยู่ 2 ขั �นตอน (Two phase 
anaerobic process: TPAP) คือ 1) กระบวนการผลิตกรด (Acidogenesis) 2) กระบวนการผลิต
มีเทน (Methanogenesis) ซึ* งพบว่ากระบวนการ TPAP นี�  สามารถผลิตได้ทั �งมีเทนและก๊าซ
ไฮโดรเจนออกมาพรอ้มๆกนัได ้ข ั �นตอนการย่อยสลายสารอนิทรยี์ของกระบวนการหมกัแบบไม่ใช้
อากาศ (Anaerobic process) เกดิขึ�น 4 ขั �นตอนย่อยตามลาํดบั ดงันี� 
 1) กระบวนการไฮโดรไลซสิ (Hydrolysis) 
 ไฮโดรไลซิสเป็นกระบวนการย่อยสลายสารประกอบโมเลกุลใหญ่ เช่น คาร์โบไฮเดรต 
โปรตีน ไขมนั ให้กลายเป็นสารประกอบโมเลกุลเล็ก เช่น นํ� าตาลกลูโคส กรดอะมิโน กรดไขมนั 
ขั �นตอนนี�เกดิขึ�นภายนอกเซลลโ์ดยเอนไซมข์องแบคทเีรยีที*ปล่อยออกมา 
 2) กระบวนการสรา้งกรด (Acidogenesis) 
ผลผลติจากปฏกิริยิาไฮโดรไลซสิในขั �นตอนที* 1 จะถูกแบคทเีรยีพวกสรา้งกรดนําไปใชเ้พื*อผลติกรด
ไขมันระเหยง่าย (VFA) เช่น กรดอะซิติก กรดโพรไพโอนิก กรดบิวทารกิ เป็นต้น ซึ*งเป็นกรด
อนิทรยีท์ี*มนํี�าหนักโมเลกุลตํ*า และมคีารบ์อนอะตอมไม่เกนิ 5 ตวั 
 3) กระบวนการสรา้งกรดอะซติกิจากกรดไขมนัระเหยงา่ย (Acetogenesis) 
 กรดไขมันระเหยง่ายที* ได้จากกระบวนการสร้างกรดจะถูกแบคทีเรียอะซิโตจีนิก 
(Acetogenic bacteria) เปลี*ยนให้เป็นกรดอะซิตกิ กรดฟอร์มกิ คารบ์อนไดออกไซด ์และไฮโดรเจน 
ปฏิกริยิานี�มคีวามสําคญัเนื*องจากเป็นการลดการสะสมของกรดไขมนัระเหย ซึ*งการสะสมของกรด
ไขมนัระเหยในปรมิาณสงูสามารถยบัยั �งการสรา้งมเีทนได ้
 4) กระบวนการสรา้งมเีทน (Methanogenesis) 
 กรดอะซิติก กรดฟอร์มกิ ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ*งเป็นผลจากปฏกิริยิาของ
แบคทเีรยีที*สรา้งกรด จะถกูแบคทเีรยีสรา้งมเีทน (Methanogenic bacteria) ใชส้รา้งมเีทน 
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 ขั �นตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ (ข ั �นตอนการเกิดก๊าซชีวภาพ) คือ การย่อยสลาย
สารอินทรยี์โดยกลุ่มแบคทีเรยีในสภาวะไร้อากาศ (ไรอ้อกซิเจน) ผลที*เกิดจากกระบวนการย่อย
สลายสว่นใหญ่ คอื ก๊าซชวีภาพ ซึ*งมอีงคป์ระกอบหลกัเป็นก๊าซมเีทน 
 2.3.1 การผลิตกา๊ซชีวภาพแบบสองข ั /นตอน 
 กระบวนการหมกัไรอ้ากาศแบบสองขั �นตอน ไดพ้ฒันาใชใ้นการผลติมเีทนจากของเสยีมวล
ชวีภาพ โดยการแยกกระบวนการ hydrolysis หรอื acidogenesis ในถงัปฏิกรณ์แรกเพื*อย่อยสลาย
สารโมเลกุลใหญ่ให้เล็กลงและตามด้วย methanogenesis ในถังที*สองเพื*อผลิตมีเทน ส่งผลให้
ผลผลติก๊าซชวีภาพและประสทิธภิาพการลดมลพษิสงูกว่าระบบแบบขั �นตอนเดยีว และยงัมรีายงาน
ว่าระบบสองขั �นตอนสามารลดจํานวนแบคทีเรยีในกลุ่มเชื�อก่อโรคในนํ� าปล่อยทิ�งจากระบบสอง
ขั �นตอนได้สูง กระบวนการหมกัไรอ้ากาศแบบสองขั �นตอน ป้องกนัการเกิดปัญหาจากการมีภาระ
บรรทุกสารอนิทรยีใ์นระบบเกนิ (overload) ซึ*งส่งเสรมิปฏกิริยิาการย่อยสลายของแบคทเีรยีในกลุ่ม 
acidogenic bacteria แต่มีผลกระทบต่อ methanogenic archaea จากภาระบรรทุกสารอินทรีย์
สูงขึ�น ส่งผลให้ไม่มีความเสถียรในการดําเนินการแบบขั �นตอนเดี*ยวกบันํ� าเสยีที*มีสารอนิทรยี์สูง 
โดยเฉพาะกบันํ�าทิ�งโรงงานนํ�ามนัปาล์ม ข้อดขี้อเสยีของกระบวนการหมกัไรอ้ากาศแบบขั �นตอน
เดยีวและแบบสองขั �นตอนดงัแสดงในตารางที* 2.4 

ปัจจยัแวดล้อม เช่น ความเข้มข้นของสาร อุณหภูม ิพเีอช และโลหะไอออน มอีทิธพิลต่อ
การผลติก๊าซมเีทนจากกระบวนการย่อยสลายไรอ้ากาศ รวมทั �งความเขม้ขน้ของกรดไขมนัระเหย
ง่าย เพื*อให้สามารถเข้าถึงความสมัพันธ์ระหว่างแต่ละปัจจัย วิธีการออกแบบการทดลองด้วย 
response surface methodology (RSM) จงึถูกนํามาใชใ้นการศกึษาปัจจยัสาํคญั (ความเขม้ขน้ของ
สารตั �งตน้ สดัสว่น NaHCO3 ต่อความเขม้ขน้ของสารตั �งตน้และพเีอชเริ*มตน้) ที*มผีลต่อการผลติกา๊ซ
มเีทนจากนํ�าเสยีที*มคีวามเป็นกรดจากนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าคั �นออ้ย ผลการ
ทดลองแสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นพีเอชเริ*มต้นส่งผลกระทบต่อผลผลิตก๊าซชีวภาพอย่างมี
นัยสําคญั (p <0.05) แต่ไม่พบปฎิสมัพนัธร์ะหว่างแต่ละปัจจยั ผลผลติมเีทนสงูสดุที* 367 ml CH4/g-
volatile solid (VS)added ที*สภาวะที*เหมาะสม ความเขม้ขน้สารตั �งต้น 13,823 mg-COD/l สดัส่วน
ความเข้มข้นของ NaHCO3 ต่อสารตั �งต้น  3.09 และพีเอชเริ*มต้น  7.07 คิดเป็น 4 เท่ า เมื*อ
เปรยีบเทยีบกบัผลผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งเพยีงอย่างเดยีว (Reungsang et al., 2012) 
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ตารางที� 2.4 เปรยีบเทยีบขอ้ดขีอ้เสยีของกระบวนการหมกัไรอ้ากาศแบบขั �นตอนเดยีวและแบบสอง
ขั �นตอน 

ข้อเปรียบเทียบ กระบวนการหมกัไรอ้ากาศ
แบบข ั /นตอนเดียว 

กระบวนการหมกัไรอ้ากาศ

แบบสองข ั /นตอน 

พลงังานที*ใชใ้นการดแูลระบบ ใชพ้ลงังานในการกวนสูงและมี
ปัญหาเกดิโฟมในระบบ 

ใช้พลังงานในการกวนตํ*า ไม่มี
ปัญหาเกดิโฟมในระบบ 

ความเสถยีรของกระบวนการ น้อย มาก 
ผลผลติมเีทน ตํ*า สงู 
ผลผลติไฮเทน ไมม่ ี ได ้
การผสมสบัสเตรตใหเ้ป็นเนื�อ
เดยีวกนั 

ทาํไดย้าก ทาํไดง้า่ย 

ลกัษณะของเสยีในระบบ ของเสยีเดี*ยว หมกัรว่มกบัของเสยีหลายชนดิ
ได ้

ขนาดถงั ใหญ่ เลก็ 
HRT (ระยะเวลา) นาน สั �น 

 
2.4 ไฮเทนและการใช้ประโยชน์ 

 ปัจจุบันเชื�อเพลิงไฮเทน (Hythane) ซึ*งเป็นก๊าซผสมระหว่างไฮโดรเจนและมีเทน ได้รบั
ความสนใจมากขึ�น เนื*องจากเป็นเชื�อเพลงิที*มปีระสทิธภิาพสงูและเป็นพลงังานสะอาด นอกจากไฮ
เทนจะผลติไดจ้ากกระบวนการ steam reforming ของก๊าซธรรมชาตแิล้ว ไฮเทนยงัสามารถผลติได้
จากมวลชีวภาพโดยกระบวนการหมักแบบสองขั �นตอน ด้วยการผลิตก๊าซไฮโดรเจนและ
คารบ์อนไดออกไซดใ์นถงัแรก โดยการแยกเชื�อจุลนิทรยี์กลุ่มผลติมเีทนออกจากถงัปฏกิรณ์โดยการ
ควบคมุพเีอชระหวา่ง 4.0-5.5 อตัราภาระบรรทุก (OLR) 5-30 kg COD/l/d และระยะเวลาพกักกัเกบ็
นํ�า (HRT) สั �นเพยีง 1-3 วนั สามารถผลติไฮโดรเจนแบบอตัราสงูได ้ในขั �นตอนที*สองกรดอนิทรยี์ซึ*ง
เป็น by product จากกระบวนการผลติไฮโดรเจนจะถูกเปลี*ยนไปเป็นมีเทน ในกระบวนการหมัก
แบบไรอ้ากาศสองขั �นตอนจะไดก๊้าซผสมระหว่างมเีทนร้อยละ 50-60 คารบ์อนไดออกไซด์รอ้ยละ 
35-45 และ ไฮโดรเจนร้อยละ 5-10 ก๊าซผสมนี�เรยีกว่าไฮเทน (Cavinato et al., 2010) ไฮโดรเจน
เป็นก๊าซที*ไม่มสี ีไม่มกีลิ*น ไฮโดรเจน � กโิลกรมั ใหค่้าพลงังานเท่ากบัก๊าซธรรมชาต ิ2.1 กโิลกรมั 
หรอืเท่ากบัก๊าซโซลีน 2.8 กิโลกรมั เหมาะสมที*จะนํามาใช้เป็นแหล่งพลงังานสํารองสําหรบัผลิต
กระแสไฟฟ้าและพลงังานเชื�อเพลงิเพื*อการคมนาคมขนส่งหรอืเซลล์เชื�อเพลงิ (fuel cell) (Yokoi et 
al., 2002) การผลติก๊าซไฮโดรเจนให้มปีระสทิธภิาพในปัจจุบนัมทีั �งวธิทีางเคมแีละทางชวีภาพ แต่
การผลติโดยใชก้ระบวนการทางชวีภาพ (โดยจุลนิทรยี)์ จะไม่ก่อใหเ้กดิมลพษิ เนื*องจากผลติภณัฑ์
สดุทา้ยที*ไดเ้ป็นผลผลติทางชวีภาพที*งา่ยต่อการกําจดั นอกจากนี�วตัถุดบิที*ใชใ้นกระบวนการผลติยงั
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มีความหลากหลาย และมีราคาถูกกว่าเมื*อเปรยีบเทียบกบัวิธีการอื*น จุลินทรยี์ที*ใช้ในการผลิต
ไฮโดรเจนจากกระบวน การท างชีวภ าพ นั �น แ บ่ งได้ เป็ น  2 ก ลุ่ม  คือ  1) Photosynthetic 
microorganisms เช่น สาหร่าย และแบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง เช่น Rhodospirillum rubrum (Miyake 
et al., 1999) เป็นต้น และ 2) Fermentative hydrogen-producing microorganism ซึ* งส่วนใหญ่
เป็ น จุ ลิน ท รีย์ ป ระ เภ ท  facultative anaerobes เช่ น  Enterobacter aerogenes แ ล ะobligate 
anaerobes เช่น Clostridium butyricum, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum เป็น
ตน้ (O-Thong et al., 2008; Prasertsan et al., 2009) 
 การผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทนโดยใชจุ้ลนิทรยีข์ึ�นอยู่กลัปัจจยัหลายอย่าง เช่น ชนิด
ของสบัสเตรต ชนิดของจุลนิทรยี์ อุณหภูม ิระยะเวลาการกกัเกบ็ ชนิดของเครื*องปฏกิรณ์ และความ
เป็นกรดเป็นดา่ง เป็นต้น ซึ*งสภาวะเหล่านี�มผีลต่อการทํางานของจุลนิทรยี ์ดงันั �นผลติภณัฑส์ุดทา้ย
ที*ไดจ้ากกระบวนการหมกัจงึอขึ�นอยู่กบัสภาวะของสิ*งแวดลอ้มที*จุลนิทรยี์สามารถเจรญิเตบิโตไดด้ ี
 O-Thong et al. (2008) และ Prasertsan et al. (2009) รายงานว่านํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนั
ปาล์มมศีกัยภาพสงูในการผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทน ดงันั �นจงึมกีารศกึษาผลของการใช้นํ�า
ทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มในการหมกัเพื*อผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทน ดงัแสดงในตารางที* 
2.5 
 
ตารางที� 2.5 ผลของนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์ม (POME) ต่อการหมกัเพื*อผลิตก๊าซไฮโดรเจน

และก๊าซมเีทน 
สบัเสตรท เชื/อจุลินทรีย  ์ เครื�อง

ปฏิกรณ์ 

ความเข้มข้นที�

เหมาะสมของสบั

เสตรท 

ผลได้ของ

ไฮโดรเจน 

ผลได้ของ

มีเทน 

POME + RF  
(Alrawi et al., 2011) 

Anaerobic sludge SCSTR 4.6 gCOD/L d - 61.9% 

POME 
(Badiei et al., 2011) 

Mixed microflora ASBR 20 gCOD/L d 340 
mL/gCOD 

- 

POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure UASB 5.8 gCOD/Lreactor d - 436 
mL/gVSadded 

POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure EGSB 5.8 gCOD/Lreactor d - 438 
mL/gVSadded 

Deoiled POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure UASB 2.6 gVS/Lreactor d - 600 
mL/gVSadded 

Deoiled POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure EGSB 2.6 gVS/Lreactor d - 555 
mL/gVSadded 
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 การผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทนโดยใชจุ้ลนิทรยีข์ึ�นอยู่กบัปัจจยัหลายอย่าง เช่น ชนิด
ของสบัสเตรต ชนิดของจุลนิทรยี์ อุณหภูม ิระยะเวลาการกกัเกบ็ ชนิดของเครื*องปฏกิรณ์ และความ
เป็นกรดเป็นดา่ง เป็นต้น ซึ*งสภาวะเหล่านี�มผีลต่อการทํางานของจุลนิทรยี ์ดงันั �นผลติภณัฑส์ุดทา้ย
ที*ไดจ้ากกระบวนการหมกัจงึขึ�นอยู่กบัสภาวะของสิ*งแวดลอ้มที*จุลนิทรยีส์ามารถเจรญิเตบิโตไดด้ ี
 
ตารางที� 2.6 ผลของอุณหภูมต่ิอการหมกัเพื*อผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทนนํ�าทิ�งโรงงานสกดั

นํ�ามนัปาลม์ (POME) 
สบัเสตรท เชื/อจุลินทรีย  ์ เครื�อง

ปฏิกรณ์ 

อณุหภมูิ (ºC) ผลได้ของ

ไฮโดรเจน 

ผลได้ของมีเทน 

POME + RF 
(Alrawi et al., 2011) 

Anaerobic sludge SCSTR 37 - 61.9 % 

POME 
(Badiei et al., 2011) 

Mixed microflora ASBR 37 0.34 L/gCOD - 

POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure UASB 55 - 436 
mL/gVSadded 

POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure EGSB 55 - 438 
mL/gVSadded 

Deoiled POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure UASB 55 - 600 
mL/gVSadded 

Deoiled POME 
(Fang et al., 2011) 

Cow manure EGSB 55 - 555 
mL/gVSadded 

POME + Sucrose 
(Ismail et al., 2010) 

Mixed microflora CSTR 55 52% - 

 
 O-Thong et al. (2008) และ Prasertsan et al. (2009) รายงานว่านํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนั
ปาล์มมศีกัยภาพสงูในการผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทน ดงันั �นจงึมกีารศกึษาผลของการใช้นํ�า
ทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มในการหมกัเพื*อผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทน ดงัแสดงในตารางที* 
2.5 อุณหภูมิเป็นปัจจยัหนึ*งที*มผีลต่อการหมกัเพื*อผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทนและกจิกรรม
ของจุลนิทรยี์ มรีายงานวา่เมื*อเพื*มอุณหภูมใินการหมกัจะทาํใหอ้ตัราการผลติกา๊ซไฮโดรเจนและกา๊ซ
มเีทนเพิ*มขึ�น แต่ถา้หากเพิ*มอุณหภูมใินการหมกัที*มากเกนิไปจะส่งผลทาํใหก้ารผลติก๊าซไฮโดรเจน
และก๊าซมเีทนลดลง ทั �งนี�ขึ�นอยู่กบัชนิดของจุลนิทรยีท์ี*ใชใ้นกระบวนการหมกัดว้ย โดยจุลนิทรยีท์ี*ใช้
ในกระบวนการหมกัเพื*อผลติก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมเีทนแบ่งออกได้ 3 ประเภท คอื อุณหภูมตํิ*า 
(Ambient) อุณหภูมิปานกลาง (Mesophilic) และอุณหภูมิสูง (Thermophilic) การศึกษาผลของ
อุณหภูมิต่อการหมักเพื*อผลิตก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซมีเทนจากนํ� าทิ�งโรงงานสกัดนํ� ามันปาล์ม 
(POME) ดงัแสดงในตารางที* 2.6 
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บทที� 3 

วิธีดาํเนินการวิจยั 
 
3.1 การเตรียมกล้าเชื/อผลิตไฮโดรเจนและมีเทน 

กลา้เชื�อสาํหรบัการผลติไฮโดรเจนไดม้าจากตะกอนสลดัจ์จากระบบผลติก๊าซชวีภาพจากนํ�า
ทิ�งโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์ม จากนั �นนําตะกอนสลดัจ์มาเพิ*มจํานวนจุลนิทรยี์ผลิตไฮโดรเจนตาม
วธิีการของ Mamimin et al. (2012) นําตะกอนสลดัจ์ที*ได้มาเลี�ยงในอาหารเลี�ยงเชื�อที*ผสมนํ� าทิ�ง
โรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ (POME) ในอตัราส่วนรอ้ยละ 50-100 เปลี*ยนอาหารทุกๆ 24 ชั *วโมง เพื*อ
ใช้เป็นหวัเชื�อในการผลติไฮโดรเจน สําหรบักลา้เชื�อไรอ้ากาศที*ใชใ้นกระบวนการผลติมเีทน นํามา
จากระบบผลติก๊าซชวีภาพของโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม เพื*อลดบทบาทของสารอนิทรยี์ในกล้าเชื�อ 
ตะกอนสลดัจท์ี*ไดม้าตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 วนั จนกระทั *งหยุดการผลติก๊าซชวีภาพ 
 
3.2 ศกัยภาพการผลิตไฮโดรเจนจากนํ/าทิ/ งโรงงานสกดันํ/ามนัปาล ์มโดยกระบวนการหมกั
แบบไร้แสงที�อณุหภมูิสงู 

3.2.1 การเตรียมกล้าเชื/อผลิตไฮโดรเจนและการวิเคราะห์องคป์ระกอบนํ/าทิ/งโรงงาน
สกดันํ/าปาลม์ 
 ศึกษาองค์ประกอบของนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มจากโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์ม ตรงั
นํ�ามนัปาล์ม ในจงัหวดัตรงั วเิคราะห์องค์ประกอบนํ�าทิ�ง ไดแ้ก่ ปรมิาณไนโตรเจนทั �งหมด (TKN) 
ปรมิาณของเเขง็ทั �งหมด (TS) ปรมิาณของเเขง็สารอนิทรยี์ระเหยได ้(VS) ไขมนั ค่าความเป็นด่าง 
พี เอ ช  ซี โ อ ดี  (Chemical oxygen demand: COD)  บี โ อ ดี  (Biochemical oxygen demand) 
คารโ์บไฮเดรต ฟอสฟอรสั ของแขง็แขวนลอย (SS) และเถา้ (APHA et al., 1998) 

3.2.2 การทดสอบแนวโน้มในการผลิตไฮโดรเจนจากนํ/าทิ/งโรงงานสกดันํ/ามนัปาล ์ม 
 เนื*องจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มม ีpH ตํ*าซึ*งไม่เหมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน ใน
การทดลองทําการปรบั pH นํ� าทิ�งด้วย 6M NaHCO3 หรอื 4M acetic acid ให้มี pH เท่ากับ 5.5 
หลงัจากนั �นทําการทดลองในขวดนํ�าเกลอืขนาด 500 mL โดยใช้นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มรอ้ย
ละ 80 ของปรมิาตรทดลอง ที*มีการแปรผนัความเขม้ข้นของสารอินทรยี์เริ*มต้นที* 20 40 และ 60 
gCOD/l และกลา้เชื�อเริ*มต้นรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรทดลอง ทําการหมกัที*อุณหภูม ิ55 °C เป็นเวลา 
7 วนั วดัปรมิาตรการผลติไฮโดรเจนโดยการแทนที*นํ�าทกุ 24 ชั *วโมง และวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของ
ไฮโดรเจนดว้ยเครื*องก๊าซโครมาโตกราฟีทุกวนั 
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3.3 ศ ักยภาพการผลิตมีเทนจากนํ/ าทิ/ งหล ังการผลิต ไฮโดรเจนโดยกล ุ่มจ ุลินทรีย ์แบบไร้
อากาศที�อณุหภมูิสงู 

3.3.1 วิเคราะห์องคป์ระกอบของนํ/าทิ/งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
นํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนในงานวจิยันี�นํามาจากระบบการผลติไฮโดรเจนจาก

นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามันปาล์มภายใต้อุณหภูมิสูง วิเคราะห์องค์ประกอบนํ� าทิ�ง ได้แก่ ปริมาณ
ไนโตรเจนทั �งหมด (TKN) ปรมิาณของเเขง็ทั �งหมด (TS) ปรมิาณของเเขง็สารอนิทรยีร์ะเหยได ้(VS) 
ไขมัน ค่าความเป็นด่าง และพีเอช (APHA et al., 1998) สําหรบัการวิเคราะห์กรดไขมันระเหย 
(กรดอะซิติก กรดบิวทีรกิ กรดโพรพิโอนิก กรดแลคติก) และแอทานอล ได้ทําการวเิคราะห์โดย
เครื*อง gas chromatography (HP6850, Hewlett Packard) 
 3.3.2 การทดสอบแนวโน้มในการผลิตมีเทนจากนํ/าทิ/งหลงัการผลิตไฮโดรเจน 

การทดสอบแนวโน้มในการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน นํ�าทิ�งที*เหลือ
จากกระบวนการผลติไฮโดรเจนมอีงคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็น VFAs เช่น กรดอะซิติก กรดบิวทริกิ กรด
โพพโิอนิก ซึ*งเป็นซบัสเตรตที*สาํคญัสาํหรบัการผลติมเีทน ถูกนํามาใชใ้นการทดลองนี� ทําการทดลองใน
ขวดนํ�าเกลอืขนาด 500 ml เชื�อเริ*มต้น (non-defined mix culture) ร้อยละ 80 ของปรมิาตรทดลอง แปร
ผนัปรมิาณนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน 7.2, 14.4, 21.6 และ 28.8 gVS/l (คดิเป็นความเขม้ขน้ 
VFA 0.18, 0.36, 0.72 และ 0.94 g/l) ปรบั pH ให้เท่ากบั 7 ด้วย 1 M NaOH ทําการหมกัที*อุณหภูม ิ55 
°C เป็นเวลา 45 วนั (Angelidaki et al., 2009) เปรยีบผลผลิตก๊าซที*เกดิขึ�นเทยีบกบัชุดการทดลองเติม
นํ�ากลั *นแทนนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน ชุดควบคุมบวก (positive controls) เตมิเซลลูโลส 20 
g/l เติมกรดอะซิตกิ และกรดบวิทรีกิ 5 g/l วดัปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพโดยการแทนที*นํ�าทุกวนั และ
วเิคราะหอ์งคป์ระกอบของก๊าซชวีภาพดว้ยเครื*องก๊าซโครมาโตกราฟี ทกุสองวนั 
 
3.4 ผลของกรดไขมนัระเหยได้ (VFA) ต่อการผลิตมีเทนและโครงสร้างประชากรจลุินทรียใ์น
การผลิตมีเทนจากนํ/าทิ/งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที�อณุหภมูิส ูง 
 กระบวนการหมกัแบบกะ ดําเนินการทดลองในขวดซีร ั *มขนาด 500 mL นํานํ�าหมกัที*เหลอืจาก
กระบวนการผลติไฮโดรเจนเป็นแหล่งคารบ์อนที*ปรมิาตรรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรการทดลอง มาเตมิกรด
แลกติก (X1) กรดอะซิติก (X2) กรดบิวทีรกิ (X3) และกรดโพรพิโอนิก (X4) ที*ความเข้มข้นต่างๆ ดงั
แสดงในตาราง จากนั �นเติมหวัเชื�อไรอ้ากาศรอ้ยละ 80 ปรบั pH ใหเ้ท่ากบั 7 ดว้ย 1 M NaOH ทําใหเ้กดิ
สภาวะไร้อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนผสมกับก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในอัตราส่วน 80/20 โดยการ
ประยุกต์ ใช้วิธีทางสถิ ติ  Response Surface Method (RSM) ร่วมกับ Central Composite Design 
(CCD) ในการออกแบบการทดลองเพื*อศกึษาผลของ VFA ต่อการผลติมเีทน ทําการหมกัที*อุณหภูม ิ55 
°C เป็นเวลา 45 วนัระหว่างการทดลองจะทําการเก็บตัวอย่างทุกวนั และทําการวเิคราะห์พารามิเตอร์
ระหว่างการทดลอง คือ ปริมาณและชนิดกรดไขมันระเหยง่าย ด้วยเครื*อง HPLC วดัปริมาตรก๊าซ 
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วิเคราะห์ชนิดและเปอร์เซ็นต์ของก๊าซที*เกิดขึ�น เช่น มีเทน ไฮโดรเจน คาร์บอนไดออกไซด์ และ
ไนโตรเจน ที*เกดิขึ�น (โดยใช้ GC-TCD) และวเิคราะห์ค่า COD ของนํ�าหมกั จนกระทั *งไดป้รมิาณมเีทน
สะสมคงที*จงึหยุดการทดลอง จากขั �นตอนนี�จะไดส้ภาวะที*เหมาะสมในการผลติมีเทนโดยจุลนิทรยี์แต่ละ
ชนิด ศกึษาโครงสร้างประชากรจุลินทรยี์กลุ่มแบคทีเรยีและอาเคยีร์ ด้วยเทคนิค denaturing gradient 
gel electrophoresis (DGGE) 
 
ตารางที� 3.1 การออกแบบการทดลองแบบ central composite experimental 

Run 

Parameter (g/L) Response 
Lactic 
acid 
(X1) 

Acetic 
acid 
(X2) 

Butyri
c acid 
(X3) 

Propionic 
acid 
(X4) 

Methane 
(mL CH4) 

Methane yield 
(mL CH4/gVS) 

Biodegradability 
(%) 

1 1.5 5.5 4.25 1.5    
2 3 8 3 0    
3 1.5 5.5 5.5 1.5    
4 1.5 5.5 5.5 1.5    
5 1.5 5.5 6.75 1.5    
6 1.5 4.25 5.5 1.5    
7 1.5 5.5 5.5 2.25    
8 0 8 3 3    
9 3 8 8 0    
10 0 3 8 0    
11 3 3 3 3    
12 3 3 8 3    
13 0.75 5.5 5.5 1.5    
14 1.5 5.5 5.5 1.5    
15 1.5 5.5 5.5 1.5    
16 1.5 6.75 5.5 1.5    
17 0 3 3 0    
18 1.5 5.5 5.5 0.75    
19 0 8 8 3    
20 2.25 5.5 5.5 1.5    
21 1.5 5.5 5.5 1.5    
H2 effluent 0 0 0 0    
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3.5 การผลิ ตก๊าซไฮโดรเจน  (ในถ ังปฏิกรณ์แบบ ASBR) แล ะมีเทน  (ในถ ังปฏิกรณ์แบบ 

UASB) จากนํ/า ทิ/ งโรงงานสก ัดนํ/ าม นัปาล ์มด้วยระบบการย่อยสลายแบบไร้อากาศสอง

ข ั /นตอน 
ระบบการผลิตไฮโดรเจนที*อุณหภูมิสูงและการผลิตมีเทนที*อุณหภูมิเมโซฟิลิกสองขั �นตอน 

กระบวนการผลิตประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ถังผสม ถังปฏิกรณ์แบบ ASBR สําหรบัการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจน และถงัปฏิกรณ์แบบ UASB สําหรบัการผลิตมีเทน แสดงดงัภาพที* 3.1 นํ�าทิ�งจากถงัผสมจะ
ถูกนําเข้าสู่ถงัปฏิกรณ์แบบ ASBR ขนาด 1 ลติร ที*อตัราการไหล 100 ml/d โดย 1 รอบการเติมนํ� าเสยี
เข้าถัง คือ 24 ชั *วโมง ซึ* งประกอบด้วย การเติม 30 นาที การเกิดปฏิกิร ิยา 22 ชั *วโมง 40 นาท ี
ตกตะกอน 30 นาที และ 20 นาที สําหรบัการพักนิ*ง ทําการเดินระบบที* pH 5.5 อุณหภูมิ 55°C ที*
ระยะเวลากกัเกบ็ (HRT) 2 วนั เตมิกลา้เชื�อเริ*มต้นรอ้ยละ 50 ของปรมิาตรทาํงาน ระบบเขา้สู่สภาวะคงที* 
(steady state) เมื*อปรมิาณไฮโดรเจน องค์ประกอบไฮโดรเจน และความเขม้ข้นของกรดไขมนัระเหยได ้
(VFA) ในนํ�าทิ�งคงที* (มกีารเปลี*ยนแปลงน้อยกว่ารอ้ยละ 10) เกบ็ตวัอย่างของเหลวเพื*อวเิคราะห์ค่า pH 
ทุกวนั และวเิคราะห์หาค่าซีโอด ีและกรดไขมนัระเหยง่าย ทุกสปัดาห์ และวดัปรมิาณก๊าซที*ผลติขึ�นทุก
วนัในถงัเกบ็ก๊าซโดยดปูรมิาณการแทนที*นํ�าและเกบ็ตวัอย่างก๊าซทุกสปัดาห์เพื*อวเิคราะห์องคป์ระกอบ
ของก๊าซไฮโดรเจนดว้ยเครื*องก๊าซโครมาโตกราฟี เมื*อเขา้สู่สภาวะคงที*วเิคราะหค่์าไดแ้ก่ พเีอช บีโอด ีซี
โอด ีของแข็งทั �งหมด ของแขง็ระเหยได้ท ั �งหมด ของแขง็แขวนลอย กรดไขมนัระเหยง่ายและปรมิาณ
ไนโตรเจนทั �งหมด (APHA et al., 1998) ติดตามการเปลี*ยนแปลงประชาการจุลินทรีย์ด้วยเทคนิค 
DGGE 

สําหรบัการผลติก๊าซมเีทน ทําการทดลองในถงัปฏกิรณ์แบบ UASB ขนาด 3 ลิตร การเริ*มต้น
เดินระบบจะใช้เม็ดตะกอนจุลินทรีย์จากระบบผลิตก๊าซชีวภาพร้อยละ 80 ของปริมาตรการทดลอง 
จากนั �นเติมนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรการทดลอง ทําให้ภายในถัง
หมกัอยู่ในสภาวะไรอ้ากาศโดยพ่นก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา 10 นาท ีทําการแปรผนัระยะเวลากกัเกบ็นํ�า 
(HRT) ที* 20 วนั เดนิระบบในแต่ละ HRT จนกระทั *งระบบเข้าสู่สภาวะคงที* (steady state) เมื*อปรมิาณ
มีเทน องค์ประกอบมีเทน ในนํ� าหมกัคงที* (มีการเปลี*ยนแปลงน้อยกว่าร้อยละ 5) เป็นเวลา 45 วนั 
(Kaparaju et al., 2009) ระบบ UASB ทําการเดินระบบที*อุณหภูมิ 35 ◦C pH 7.5 หลังจากนั �นทําการ
แปรผันระยะเวลากักเก็บจาก 10-20 วนั ทําการเก็บตัวอย่างเพื*อวัด pH ทุกวนั VFAs วิเคราะห์ทุก
สปัดาห์ วดัปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพโดยการแทนที*นํ� าทุกวนั และวเิคราะห์องค์ประกอบของก๊าซ
ชีวภาพด้วยเครื*องก๊าซโครมาโตกราฟี ทุกสองวนั วิเคราะห์โครงสรา้งประชากรจุลินทรีย์โดยเทคนิค 
PCR-DGGE เปรยีบเทยีบกบัชุดการทดลองการหมกัมเีทนแบบเดี*ยวที*มกีารเดนิระบบที*อุณหภูม ิ35 ◦C 
pH 7.3-7.5 ระยะเวลากกัเกบ็นํ�า 17 วนั 
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ภาพที� 3.1 การผลติก๊าซไฮโดรเจนและมเีทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มดว้ยระบบการย่อย

สลายแบบไรอ้ากาศสองขั �นตอน 
 
3.6 การศึกษาโครงสร้างประชากรจ ุลินทรีย์ โดยวิธ ี Denaturing Gradient Gel Electropho-

resis (DGGE) 

 สกดั total genomic DNA จากตวัอย่างตะกอนจุลนิทรยี์ในชุดการผลติมเีทน หลงัจากนั �นนํา
ตวัอย่างดเีอน็ที*สกดัไดม้าทําการเพิ*มปรมิาณโดยเทคนิค PCR สําหรบัการทํา PCR ครั �งแรก total 
genomic DNA ถูกใช้เป็นดเีอน็เอต้นแบบร่วมกบัไพรเมอร ์Arch21f (5' TTCCGGTTGATCCYGC-
CGGA 3') และ Arch958r (5' YCCGGCGTTGAMTCCAATT 3') (สาํหรบัศกึษาประชากรอาเคยีร์) 
1492r (5' GAAAGGAGGTGATCCAGCC 3') แ ละ  27f (5' GAGTTTGATCCTTGGCTCAG 3') 
(สาํหรบัศกึษาประชากรแบคทเีรยี) นํา PCR Product ครั �งแรกใช้ในการทํา PCR ครั �งที*สองสาํหรบั
อาเคีย ร์ ใช้ ไพ รเมอร์  Arch519r (5' TTACCGCGGCKGCTG 3' with 40 bp GC clamp) และ 
Arch340f (5' CCTACGGGGYGCASCAG 3' with 40 bp GC clamp) สําหรับแบคทีเรียใช้ไพร
เ ม อ ร์  518r (5'  ATTACCGAGCTGCTGG 3'  with 40 bp GC clamp) แ ล ะ  357f (5' 
CCTACGGGAGGCAGCAG 3' with 40 bp GC clamp) นํา PCR products ครั �งที*สอง วิเคราะห์
บน 8% (v/v) polyacrylamide gels, denaturant gradient ที*ร้อยละ 40-70, electrophoresis ที* 70 
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โวลต์ นาน 16 ชั *วโมง ใน 0.5x TAE buffer ที* 60 องศาเซลเซียส ตดัแถบแบนดเีอ็นเอเด่นจากเจล 
DGGE แล้วส่งไปวเิคราะห์ลําดบัเบสนิวคลีโอไทด์ ผลที*ได้นําไปเปรยีบเทียบกับลําดบัเบสของ
จุลินทรีย์อ้างอิง ในฐานข้อมูล NCBI web interface (http://www.ncbi.nlm.nih-.gov) (Kongjan et 
al., 2010) 
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บทที� 4  
ผลการวิเคราะหข์้อม ูล 

 
4.1 ศกัยภาพการผลิตไฮโดรเจนจากนํ/าทิ/ งโรงงานสกดันํ/ามนัปาล ์มโดยกระบวนการหมกั
แบบไร้แสงที�อณุหภมูิสงู 
 4.1.1 องคป์ระกอบของนํ/าทิ/งโรงงานสกดันํ/ามนัปาลม์  
 ผลการวเิคราะห์องค์ประกอบของนํ� าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์ม จากโรงงานสกดันํ� ามนั
ปาล์ม ตรงันํ�ามนัปาล์ม ในจงัหวดัตรงั แสดงดงัตารางที* 4.1 องค์ประกอบของนํ�าทิ�งโรงงานสกดั
นํ� ามันปาล์มมีลักษณะเป็นสีนํ� าตาล มีอุณหภูมิสู ง (90 ºC) มีปริมาณ ไขมันร้อยละ 10.6  
คารโ์บไฮเดตรทั �งหมด 16.2 g/l ของแขง็ทั �งหมดรอ้ยละ 4.2 ของแขง็แขวนลอยรอ้ยละ 0.8 ของแขง็
ระเหยไดร้อ้ยละ 3.3 และซีโอด ี85.5 gCOD/l ไนโตรเจนทั �งหมด 830 mg/l ฟอสฟอรสัทั �งหมด 130 
mg/l และเหลก็ 3 mg/l และนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ยงัมคีา่พเีอชตํ*า (pH 4.5) จงึไม่เหมาะสม
ต่อการเจรญิของแบคทเีรยี ก่อนทําการผลติก๊าซไฮโดรเจนต้องมกีารปรบัค่าพเีอชใหไ้ดเ้ท่ากบั 5.5 
โดยใช ้Na2HPO42H2O (O-Thong et al., 2008)  
 
ตารางที� 4.1 แสดงองคป์ระกอบของนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ 

พารามิเตอร ์ ความเข้มข้น (g/l) 
บโีอด ี(Biochemical oxygen demand)  48.3 ± 0.6  
ซโีอด ี(Chemical oxygen demand) 85.5 ± 0.3 
คารโ์บไฮเดรต  16.2 ± 0.2 
ไนโตรเจน  0.83 ± 0.1 
แอมโมเนีย-ไนโตรเจน 0.03  ± 0.001 
ฟอสฟอรสั  0.13  ± 0.001 
ฟอสเฟส 0.021 ± 0.001 
ไขมนั 10.6 ± 0.02 
ของแขง็ทั �งหมด (TS) 
ของแขง็ระเหยไดท้ั �งหมด (VS) 

62.0 ± 0.3 
55.0 ± 0.4 

ของแขง็แขวนลอย (SS) 8.5  ± 0.2 
เถา้ 4.2  ± 0.2 
Fe  0.003 ± 0.0001 

 



22 

4.1.2 ศกัยภาพการผลิตไฮโดรเจนจากนํ/าทิ/งโรงงานสกดันํ/ามนัปาลม์ที�อ ุณหภมูิส ูง 
ศกัยภาพการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม ไฮโดรเจนสามารถเริ*มผลติ

ไดเ้กอืบจะทนัท ีแสดงให้เห็นว่าหวัเชื�อที*ใชม้ีประสทิธภิาพจงึมีระยะ lag phase สั �น ความเข้มข้น
ของไฮโดรเจนในก๊าซชีวภาพอยู่ในช่วงร้อยละ 45-60 โดยไม่มีการตรวจพบก๊าซมีเทนในระบบ 
ผลได้ไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มภายใต้อุณหภูมสิูงอยู่ในช่วง 130-200 ml H2/g 
COD หลงัจากทําการหมกัไปได ้2 วนั ซึ*งผลผลติไฮโดรเจนมากว่ารอ้ยละ 90 ถูกผลติขึ�นภายใน 2 
วนั (ภาพที* 4.1) เมื*อสิ�นสุดการหมกั กรดอะซิตกิและกรดบวิทรีกิที*ความเขม้ขน้ 23,450-3,580 และ 
3,250-4,250 mg/l เป็นองคป์ระกอบหลกัในนํ�าทิ�งหลงัระบวนการผลติไฮโดรเจน การผลติกรดไขมนั
ระเหยไดเ้ป็นสาเหตุของการลดลงของพเีอชจาก 5.5 เป็น 4.3 หลงัจากทาํการหมกัไป 5 วนั  
 

 
ภาพที� 4.1 ก๊าซไฮโดรเจนสะสมจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มที*ความเขม้ขน้สารอนิทรยี์เริ*มตน้

แตกต่างกนั 
 
4.2 ศ ักยภาพการผลิตมีเทนจากนํ/ าทิ/ งหล ังการผลิต ไฮโดรเจนโดยกล ุ่มจ ุลินทรีย ์แบบไร้
อากาศที�อณุหภมูิสงู 
 4.2.1 องคป์ระกอบของนํ/าทิ/งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
 นํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนมีองค์ประกอบของกรดไขมนัระเหยไดสู้ง 9.4 g/l มี
ปรมิาณไขมนั 8.1 g/l ปรมิาณของแขง็ทั �งหมด 68 g/l และมพีเีอชตํ*า (4.3) กรดไขมนัระเหยไดท้ี*พบ
ในนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนประกอบด้วย กรดบิวทีรกิ กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก 
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กรดแลคติก และเอทานอลที*ความเขม้ขน้ 3.95 2.13 0.25 1.5 และ 0.99 g/l, ตามลําดบั (ตารางที* 
4.2) 
 
ตารางที� 4.2 แสดงองคป์ระกอบของนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน 

พารามิเตอร ์ ความเข้มข้น (g/l) 
ของแขง็ทั �งหมด 68 
ของแขง็ระเหยได ้ 62 
ไนโตรเจน 2.3 
ไขมนั 8.1 
กรดไขมนัระเหยได ้ 9.4 
กรดอะซติกิ 2.13 
กรดบวิทรีกิ 
กรดแลคตกิ 
กรดโพรพโิอนิก 
แอทานอล 

3.95 
1.5 
0.25 
0.99 

ความเป็นดา่ง (g CaCO3/l) 1.3 
พเีอช 4.3 

 
4.2.2 ศกัยภาพการผลิตมีเทนจากนํ/าทิ/งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนที�อณุหภมูิสงู 

 การศกึษาศกัยภาพการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน ทาํการทดลอง
ที*ปรมิาณสารอนิทรยี์ 11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คดิเป็นกรดไขมนัระเหยไดเ้ริ*มต้น 0.9 1.8 
3.6 และ 4.7 g/l ตามลาํดบั) โดยใหม้เีทนสะสม เท่ากบั 367 673 925 และ 1155 ml CH4ตามลาํดบั 
(ภาพที* 4.2a) คดิเป็นผลไดม้เีทน เท่ากบั 510 467 428 และ 401 ml CH4/g VS ตามลาํดบั (ภาพที* 
4.2b) มเีทนสะสมจากกรดอะซิตกิและกรดบวิทรีกิ คอื 742 และ 671 ml CH4 (คดิเป็นผลไดม้เีทน 
371 และ 335 ml CH4/g VS) แสดงให้เห็นถึงคุณภาพที*ดขีองหวัเชื�อในการผลติมเีทน ที*ปรมิาณ
สารอินทรยี์ 11.8 และ 17.7 gVS/l ผลผลติมีเทนมากกว่าร้อยละ 90 เกิดขึ�นภายใน 6 วนั และให้
ผลไดม้เีทนสูงกว่าผลไดม้เีทนที*ปรมิาณสารอนิทรยี์ 23.6 และ 29.5 gVS/l กรดไขมนัระเหยไดแ้ละ
กรดแลคตกิแมว่้าจะเป็นสารตั �งต้นที*ดสีาํหรบัการผลติมีเทนแต่กรดอะซิตกิ กรดบวิทรีกิ และกรดโพ
รพโิอนิก ที*ความเขม้ขน้สงูจะส่งผลยบัยั �งกระบวนการ methanogenesis (Wagner et al., 2011) นํ�า
ทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนสามารถย่อยสลายได้ง่ายและเกิดมีเทนไดเ้รว็ แต่ในนํ�าทิ�งหลงั
กระบวนการผลติไฮโดรเจนที*ความเขม้ขน้กรดไขมนัระเหยไดสู้ง (23.6 และ 29.5 gVS/l) เกิดการ
ย่อยสลายทางชีวภาพไม่ดีเนื* องจากปริมาณกรดไขมนัระเหยได้ที*สูงส่งผลให้พีเอชในระบบตํ*า
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สารอนิทรยีท์ ั �งหมดในนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนจะถูกย่อยสลายและเปลี*ยนไปเป็นมเีทน
ไดร้้อยละ 76–89 ของผลได้มีเทนทางทฤษฎี ในขณะที*ปรมิาณสารอนิทรยี์ตํ*า (11.8 gVS/l) อยู่ที*
รอ้ยละ 97 ของผลไดม้เีทนทางทฤษฎี 
 

 
ภาพที� 4.2 มเีทนสะสม (a) และผลไดม้เีทน (b) จากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน ที*ความ

เขม้ขน้สารอนิทรยีแ์ตกต่างกนั 
 

(a) 

(b) 
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ตารางที� 4.3 แสดงศกัยภาพชวีเคมขีองมเีทน ผลไดม้เีทน และการย่อยสลายทางชวีภาพของนํ�าทิ�ง
หลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม 

วตัถดุิบ 
สารอินทรยี์

เริ�มต้น 
(gVS/l) 

ผลได้ม ีเทนจาก
การทดลอง 

(mlCH4gVS-1) 

ผลได้ม ีเทน
ทางทฤษฎี 

(mlCH4/g VS) 

Biodegradability 
(%) 

ชุดควบคมุ 
(กรดอะซติกิ) 

2 371 373 99 

ชุดควบคมุ 
(กรดบวิทรีกิ) 

2 335 530 63 

นํ�าทิ�งหลงัการ
ผลติไฮโดรเจน 

11.8 510 522 97 
17.7 467 522 89 
23.6 428 522 82 
29.5 401 522 76 

 
4.3 ผลของกรดไขมนัระเหยได้ (VFA) ต่อการผลิตมีเทนและโครงสร้างประชากรจลุินทรียใ์น
การผลิตมีเทนจากนํ/าทิ/งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที�อณุหภมูิส ูง 
 4.3.1 ผลของกรดไขมนัระเหยได้ (VFA) ต่อการผลิตมีเทน 
 กรดไขมนัระเหยไดเ้ป็นผลติภณัฑ์ที*มคีวามสาํคญัต่อการผลติมเีทน ความเขม้ขน้ของกรด
ไขมนัระเหยไดส้่งผลกระทบต่อกระบวนการผลติมเีทน อย่างไรกต็ามการศกึษาผลกระทบของกรด
ไขมนัระเหยไดต้่อผลไดม้เีทนและการเจรญิของจุลนิทรยีเ์มทาโนเจนยงัไม่มกีารศกึษากนัแพร่หลาย 
เพื*อศกึษาผลกระทบดงักล่าว กรดแลคตกิ กรดอะซิตกิ กรดโพรพโิอนิก และกรดบวิทรีกิ ถูกเตมิใน
นํ� าทิ�งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจนซึ*งถูกใช้เป็นสารตั �งต้นในการย่อยสลายแบบไร้อากาศ 
ประสทิธภิาพการย่อยสลายกรดแลคติกและกรดไขมนัระเหยไดใ้นทุกชุดการทดลองสงูกว่ารอ้ยละ 
80 ยกเวน้ในชุดการทดลอง R5 R7 R9 R12 และ R19 ซึ*งมปีระสทิธภิาพการย่อยสลายอยู่ที*รอ้ยละ 
75 78 65 78 และ 68 ตามลําดบั (ภาพที* 4.3) อย่างไรกต็ามมกีารสะสมของกรดบิวทีรกิและกรด 
โพรพิโอนิกสูงในชุดการทดลอง R9 และ R19 (ภาพที* 4.4) ความเข้มข้นกรดอะซิติก และกรด 
บวิทรีกิที*สงูถงึ 8 g/l ส่งผลต่อการผลติมเีทน (ภาพที* 4.3) ความเขม้ขน้กรดบวิทรีกิสงูถงึ 8 g/l และ
ผสมกับกรดชนิดอื*นส่งผลยังยั �งการผลิตมีเทนอย่างมีนัยสําคัญ ส่งผลให้จํานวนและความ
หลากหลายของแบคทเีรยีและอาเคยีร์ลดลง ผลกระทบดงักล่าวส่งผลใหเ้กดิการสะสมของกรดบิวที
รกิและกรดโพรพิโอนิก และส่งผลให้ผลได้มีเทน (302-308 ml CH4 g/VS) และประสทิธภิาพการ
ย่อยสลายตํ*า (รอ้ยละ 65-68) 
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ภาพที� 4.3 มเีทนสะสม (a) และผลได้มเีทน (b) จากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนที*มกีาร

เตมิกรดไขมนัระเหยไดท้ี*ความเขม้ขน้แตกต่างกนั 

(a) 

(b) 
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ตารางที� 4.4 การออกแบบการทดลองแบบ central composite experimental ที*มตีวัแปรอสิระ 4 
ชนิด และผลผลติมเีทน จากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน 

 พารามิเตอร ์(g/l)  Response 
Run Lactic 

acid 
(A) 

Acetic 
acid 
(B) 

Butyric 
acid 
(C) 

Propionic 
acid  
(D) 

Methane 
(mlCH4) 

Methane yield 
(mlCH4/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 

 
ก่อนการย่อยสลายสารอนิทรยี์เพื*อเปลี*ยนไปเป็นมเีทน กรดไขมนัระเหยไดท้ ั �งหมดจะถูก

เปลี*ยนไปเป็นกรดอะซติกิ สาํหรบัอตัราการย่อยสลายของกรดไขมนัระเหยไดไ้ปเป็นมเีทน เริ*มจาก 
กรดอะซิติก > เอทานอล > กรดบิวทีรกิ > กรดโพรพิโอนิก (Ren et al., 2006) ส่งผลให้เกิดการ
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สะสมกรดบิวทรีกิและกรดโพรพิโอนิกในกระบวนการ สอดคล้องกบักบัผลการศกึษาอื*นๆ ที*พบว่า
เมื*อมกีารสะสมของกรดโพรพโิอนิกทําใหเ้กดิการยบัยั �งกจิกรรมของเมทาโนเจนอาเคยีรนํ์าไปสู่การ
ชะงกัของการหมกั Barredo and Evison (1991) พบว่าปรมิาณก๊าซมเีทนอาจลดลงตามปัจจยัสอง
ปัจจยั เชน่ ความเขม้ขน้ของกรดโพรพโิอนิก 
 
ตารางที� 4.5 ค่าทางสถติขิองผลของกรดไขมนัระเหยไดต่้อการผลติมเีทน 

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* 

 
กรดอะซิติกเดี*ยวๆ ที*ความเข้มขน้ 3-8 g/l ไม่ส่งผลกระทบต่อกระบวนการเมทาโนจนีิซีส 

อย่างไรกต็ามเมื*อมกีารผสมกนัของกรดอะซติกิและกรดโพรพโิอนิกเกดิการยบัยั �งการผลติมเีทนและ
ประสิทธิภาพการย่อยสลายทางชีวภาพอย่างมีนัยสําคญั (P<0.01) กรดบิวทีรกิเดี*ยวๆ ที*ความ
เขม้ขน้ 3-8 g/l เกดิการยบัยั �งกระบวนการเมทาโนจนีิซีส กรดแลคตกิ กรดอะซติิก และกรดบวิทรีกิ 
เดี*ยวๆ สง่ผลกระทบเชงิบวกต่อกระบวนการเมทาโนจนีิซสี ในขณะที*กรดโพรพโิอนิกเดี*ยวๆ สง่ผล
กระทบเชิงลบต่อกระบวนการเมทาโนจนีิซีส เมื*อเกดิการผสมกนัของกรดแลคติกและกรดอะซิติก 
กรดอะซิติกและกรดบิวทีริก กรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก จะส่งผลกระทบเชิงบวกต่อ
กระบวนการเมทาโนจินีซีสอย่างมีนัยสําคญั (P<0.01) (ตารางที* 4.5) โดยสภาวะเหมาะสมที*กรด 
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แลคตกิ กรดอะซิตกิ กรดบวิทรีกิ และกรดโพรพโิอนิก ที*ความเขม้ขน้ 2.88 5.01 0.44 และ 5.55 g/l 
ตามลาํดบั ใหม้เีทนสะสมสงูสดุที* 1,194 ml และผลไดม้เีทน 447 ml CH4/gVS  
 

(a) 

(b) 

 
ภาพที� 4.4 ความเขม้ของกรดแลคตกิ กรดอะซิตกิ กรดบวิทรีกิ และกรดโพรพโิอนิก ในนํ�าหมกัหลงั

การผลติไฮโดรเจน (a) และประสทิธภิาพการย่อยสลายทางชวีภาพ (b) จากนํ�าทิ�งหลงั
กระบวนการผลติไฮโดรเจนที*มกีารเตมิกรดไขมนัระเหยได ้
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การผสมกนัของกรดแลคติกและกรดบิวทรีกิ กรดอะซิติกและกรดโพรพโิอนิก กรดบิวทรีกิ
และกรดโพรพโิอนิก ส่งผลกระทบเชงิลบต่อกระบวนการเมทาโนจนีิซีสอย่างมนีัยสําคญั (P<0.01) 
กรดอะซิตกิและกรดบวิทรีกิที*ความเขม้ขน้สงู (8 g/l) ยบัยั �งกระบวนการผลติมเีทนอย่างมนีัยสาํคญั
กว่ากรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก Demirel and Yenigun (2002) ยงัพบว่ากรดโพรพิโอนิกจะ
ยบัยั �งกระบวนการเมทาโนจนิิซสีเมื*อความเขม้ขน้สงูกวา่ 951 mg/l การคน้พบนี�แสดงใหเ้หน็ว่าเมื*อ
กรดอะซิตกิผสมกบักรดโพรพโิอนิกจะไปยบัยั �งกจิกรรมของจุลนิทรยี์ในกระบวนการเมทาโนจนีิซีส 
ส่งผลใหอ้ตัราการย่อยสลายกรดไขมนัระเหยไดล้ดลงเป็นผลใหเ้กดิการสะสมของกรดไขมนัระเหย
ได ้แสดงให้เหน็ว่ากรดบิวทีรกิและกรดโพรพโิอนิกเป็นสารตั �งต้นที*สาํคญัที*ส่งผลต่อการย่อยสลาย
ของกรดไขมันระเหยได้ ในกรดไขมันระเหยได้ท ั �งหมด เมทาโนเจนทนต่อการยับยั �งของกรด 
โพรพิโอนิกได้ตํ*าที*สุด และเกิดการยบัยั �งอย่างสมบูรณ์เมื*อความเข้มข้นกรดโพรพิโอนิกเท่ากบั 
5,000 mg/l คิดเป็น 5 เท่าของความเข้มข้นของกรดอะซิติกและกรดบิวทีรกิที*จะเกิดการยับยั �ง 
อย่างไรกต็ามความเขม้ขน้ที*ทําให้เกดิการยบัยั �งอย่างมีนัยสาํคญัของกรดอะซิตกิและกรดบิวทรีิก
เท่ากบั 2,400 และ 1,800 mg/l ตามลาํดบั 

4.3.1 ผลของกรดไขมนัระเหยได้ต่อการเปลี�ยนแปลงโครงสร้างประชากรจลุินทรีย ์
จากภาพที* 4.5 ความหลากหลายและปรมิาณ methanogenic bacteria มคีวามคล้ายคลึง

กนัในทุกชุดการทดลองยกเวน้ในชุดการทดลอง R1, R3, R4, R14, R15, R2, R9 และ R19 โดยใน
ชุดการทดลอง R1, R3, R4, R14, R15 และ R2 มโีครงสรา้งประชากรจุลนิทรยีแ์ตกต่างกบัชุดการ
ทดลองทั �งหมดเพยีงเลก็น้อย แต่มเีทนสะสมและประสทิธภิาพการย่อยสลายทางชวีภาพไม่แตกต่าง
กบัชุดการทดลองทั �งหมด เนื*องจาก methanogenic bacteria มกีารเปลี*ยนแปลงแต่สามารถปรบัตวั
ได้เรว็ในระหว่างการทดลอง ในขณะที*ชุดการทดลอง R9 และ R19 methanogenic bacteria ไม่
สามารถปรบัตวัไดเ้นื*องจากปรมิาณความเขม้ขน้ของกรดไขมนัระเหยไดส้งูจงึไปยบัยั �งการเจรญิของ
แบคทีเรียส่งผลให้ได้มีเทนสะสมตํ*า DGGE ถูกใช้เป็นเครื*องมือติดตามการเปลี*ยนแปลงการ
เปลี*ยนแปลงโครงสร้างประชากรจุลินทรีย์ ซึ* งสัมพันธ์กับผลผลิตมีเทน และคุณภาพของ 
methanogenic archaea มีความสมัพนัธ์กบัผลได้มเีทน ปรมิาณกรดอะซิติกและกรดแลคติกที*สูง
ส่งผลใหเ้กิดการสรา้งมเีทนสงูขึ�น แต่ความเขม้ขน้ของกรดอื*นๆ (กรดบิวทรีกิ และกรดโพรพโิอนิก) 
ที*สูง จะไปยับยั �งกระบวนการสร้างมีเทน DGGE โปรไฟ ล์แสดง thermophilic bacteria คือ 
Anaerobacter sp. Acetivibrio sp. Clostridium sp. Ruminococcus sp. Lactobacillus sp. 
Bacillus sp. Geobacillus sp. Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum 
Thermoanaerobacterium sp. และ Clostridium sp โดยแบคทเีรยีสปีชสี ์Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum และ Thermoanaerobacterium sp. เป็นประชากรกลุ่มเด่นในสภาวะปกติ
และไม่ปรากฎในสภาวะที*มกีารยบัยั �งกระบวนการผลติมเีทน (ภาพที* 4.5) ลกัษณะแถบแบน DGGE 
แสดงให้เห็นว่าจุลนิทรยี์กลุ่มเด่นในหวัเชื�อมเีทนมีความคลา้ยคลงึกบัจุลนิทรยี์กลุ่มเด่นในตะกอน
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จุลนิทรยี์จากชุดการทดลองผลติมเีทน มจีุลนิทรยี์เพยีงไม่กี*ชนิดที*โดดเด่นตลอดกระบวนการหมกั 
และไม่ได้รบัผลกระทบจากการเติมกรดไขมันระเหยได้ที*ความเข้มข้นต่างๆ จุลินทรีย์สายพนัธุ ์
Thermoanaerobacterium ไดร้บัการรายงานว่าเป็นจุลนิทรยีช์อบรอ้นที*มอีุณหภูมทิี*เหมาะสมในการ
เจรญิที* 60 ºC และสามารถเปลี*ยนคารโ์บไฮเดรตไปเป็นไฮโดรเจนโดยใหก้รดบวิทรีกิเป็นผลติภณัฑ์
สดุทา้ยในนํ�าหมกั (O-Thong et al., 2008)  
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ภาพที� 4.5 DGGE โปรไฟล์ ชิ�นยีน 16S rRNA ของแบคทเีรยีจากระบบผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงั

กระบวนการผลติไฮโดรเจนที*มีการเติมกรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทรีกิ และกรด 
โพรพโิอนิก ที*ความเขม้ขน้แตกต่างกนั และดชันีความคลา้ยคลงึกนั (SI) ที*สอดคลอ้งกบั 
dendogram (UPGMA clustering) 

 
การวเิคราะห์โครงสรา้งประชากรอาเคยีรแ์สดงจุลนิทรยี์กลุ่มเด่นสามชนิดใน DGGE โปร

ไฟ ล์ (ภาพที*  4.6) Methanogenic archaea มีความหลายคลึงกันทั �งด้านจํานวนและความ
หลากหลายของในทุกชุดการทดลองยกเวน้ในชุดการทดลอง R1 R6 R9 R11 R17 R19 และ R20 
โดยในชุดการทดลอง R1, R6, R9, R11, และ R17 มีโครงสร้างประชากรจุลินทรีย์แตกต่างกัน
เล็กน้อยกบัชุดการทดลองทั �งหมด แต่มีเทนสะสมและประสทิธิภาพการย่อยสลายทางชีวภาพไม่
แตกต่างกบัชุดการทดลองทั �งหมด ในขณะที*ประชากรเด่นมปีรมิาณตํ*าในชุดการทดลอง R9 และ 
R19 สอดคล้องกบัการผลิตมีเทนตํ*าเช่นเดียวกนัเนื*องจากประสทิธิภาพการย่อยสลายกรดไขมนั
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ระเหยไดตํ้*า แสดงให้เหน็ว่าความเข้มขน้กรดไขมนัระเหยไดสู้งส่งผลกระทบต่อจุลนิทรยี์ ปรมิาณ
กรดอะซิตกิและกรดแลคตกิที*สูงส่งผลให้เกดิการสรา้งมเีทนสงูขึ�น แต่ความเขม้ขน้ของกรดบวิทรีกิ
และกรดโพรพโิอนิกที*สูง จะไปยบัยั �งกระบวนการสรา้งมเีทน คุณภาพของ methanogenic bacteria 
และ methanogenic archaea สมัพนัธ์กบัผลไดม้เีทน ดงัแสดงในภาพที* 4.3 ผลไดม้เีทนสะสมตํ*าใน
ชุดการทดลอง R9 และ R19 โดยกรดอะซิตกิและกรดบวิทรีกิที*ความเขม้ขน้สงู (8 g/l) ส่งผลยบัยั �ง
ก า ร เจ ริญ ข อ ง  methanogenic archaea อ ย่ า ง มี นั ย สํ า คัญ  Methanoculleus thermophilus 
Methanothermobacter delfuvii และ Methanosarcina mazei เป็นประชากรอาเคยีรเ์ด่นในการผลติ
มเีทน ซึ*ง Methanoculleus thermophiles เป็นประชากรกลุ่มเด่นในสภาวะปกติและไม่ปรากฎใน
สภาวะที*มกีารยบัยั �งกระบวนการผลิตมีเทน สายพนัธุ์เหล่านี�มีบทบาทสําคญัในการย่อยสลายที*
อุณ ห ภู มิ สู งแล ะผ ลผ ลิต มี เท น ที* เพิ* ม ขึ� น แต ก ต่ างกัน  โด ย  Methanothermobacter แล ะ 
Methanoculleus เป็น  hydrogenotrophic methanogens อาจเป็นตัวแทนของประชากรก ลุ่ม 
acetogenic  
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ภาพที�  4.6 DGGE โปรไฟล์ ชิ�นยีน 16S rRNA ของอาเคียร์จากระบบผลิตมีเทนจากนํ� าทิ�งหลัง

กระบวนการผลติไฮโดรเจนที*มีการเติมกรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทรีกิ และกรด 
โพรพโิอนิก ที*ความเขม้ขน้แตกต่างกนั และดชันีความคลา้ยคลงึกนั (SI) ที*สอดคลอ้งกบั 
dendogram (UPGMA clustering) 
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4.4 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนในถงัปฏิกรณ์แบบ ASBR และมีเทนในถงัปฏิกรณ์แบบ UASB 
จากนํ/าทิ/งโรงงานสกดันํ/ามนัปาลม์ด้วยระบบการย่อยสลายแบบไรอ้ากาศสองข ั /นตอน 
 4.4.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากนํ/าทิ/งโรงงานสกดันํ/ามนัปาล ์มในถงัปฏิกรณ์แบบ 
ASBR 
 ภาระบรรทุกสารอนิทรยี์ (OLR) ที* 60 gCOD/l และระยะเวลากกัเกบ็นํ�า (HRT) 2 วนั เป็น
สภาวะที*ถูกเลอืกมาเดนิระบบการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มโดยจุลนิทรยี์ไร้
อากาศที*อุณหภูมสิูงภายในถงัปฎิกรณ์ ASBR ตามการศึกษาการก่อนหน้านี�  (Prasertsan et al., 
2009)  
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ภาพที� 4.7 อตัราการผลติไฮโดรเจน ประสทิธภิาพการกําจดั COD และประสทิธภิาพการกาํจดั SS 

(a) และผลติภณัฑท์ี*พบในนํ�าทิ�งหลงักระบวนการหมกั (b) จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนั
ปาลม์ในถงัปฎกิรณ์แบบ ASBR ที* HRT 2 วนั ภายใตอ้ณุหภูมสิงู 
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ตารางที�  4.6 ประสิทธิภาพของกระบวนการและลกัษณะนํ� าทิ�งจากระบบการผลิตไฮโดรเจนและ
มเีทนสองขั �นตอน และระบบการผลติมเีทนขั �นตอนเดยีว  

 Two stage process operation Single stage 
Hydrogen reactor Methane reactor Methane reactor 

Culture condition 
HRT (d) 2 15 17 
LOR (gCOD l-1d-1) 60 6 6 
pH 5.5 7.3-7.5 7.3-7.5 
Gas production (L biogas l-1d-1) 1.84 2.4 1.72 
Gas Yield (ml H2 or CH4 gCOD-1) 210 315a 227a 
Removal efficiency  
Total COD (%) 38 95 84 
SS (%) 75 96a 73a 
Carbohydrate consumption (%) 92 99 95 
Effluent 
pH 4.3 8.2 7.9 
Ethanol (mg l-1) 200 10 40 
Propanol (mg l-1) 408 5 50 
Acetic acid (mg l-1) 4,866 20 150 
Propionic acid (mg l-1) 150 0 50 
Butyric acid (mg l-1) 7,855 50 340 
Valeric acid (mg l-1) 146 0 30 

a มนีัยสาํคญั (P<0.05) 
 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนจากถังปฎิกรณ์  ASBR แสดงดังภาพที* 4.7a อัตราผลผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด คอื 1.84 l-H2/l/d ในวนัที* 90-120 ของการเดนิระบบ คดิเป็นอตัราการผลติเฉลี*ย
ของการทดลองทั �งหมดเท่ากบั 1.8 l-H2/l/d ความเขม้ขน้ก๊าซไฮโดรเจนในก๊าซชวีภาพที*ได ้คอื รอ้ย
ละ 40-60 เฉลี*ยทั �งการทดลอง คอื ร้อยละ 55 และไม่พบก๊าซไฮโดรเจนในองค์ประกอบของก๊าซ
ชีวภาพที*ได้ นั *นแสดงให้เห็นว่าไม่เกิดกิจกรรมของเมทาโนจินีซีสในถังปฎิกรณ์ผลิตไฮโดรเจน 
ผลไดไ้ฮโดรเจนสงูสุดเฉลี*ยจากการคาํนวณเท่ากบั 210 ml H2/gCOD โดยมกีรดอะซติกิและกรดบิว
ทรีกิเป็นผลติภัณฑ์สุดท้ายในการหมกั (ภาพที* 4.7b) ผลผลติไฮโดรเจนต่อลิตรนํ�าทิ�งโรงงานสกดั
นํ�ามนัปาล์ม คอื 9.0 l-H2/l-POME ซึ*งให้ผลไดไ้ฮโดรเจนสงูกว่าผลไดไ้ฮโดรเจน (4.7 l-H2/l-POME) 
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จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ภายใตอุ้ณหภูมสิงูในการผลติแบบกะ (Atif et al., 2005) การผลติ
ไฮโดรเจนที*อุณหภูมสิูงช่วยเพิ*มผลผลติก๊าซชวีภาพโดยการลดความสามารถในการละลายของก๊าซ
ชวีภาพและลดความดนัไฮโดรเจนบรเิวณ head space นอกจากนี�การหมกัไฮโดรเจนที*อุณหภูมสิูง
ยงัช่วยเพิ*มประสิทธิภาพการย่อยสลาย (O-Thong Prasertsan, Intrasungkha, Dhamwichukorn 
and Birkeland, 2007) ที*อุณหภูมสิงู (60°C) จะนําไปสูผ่ลไดไ้ฮโดรเจนที*สงูกวา่ที*อุณหภูมเิมโซฟิลกิ  
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ภาพที� 4.8 โครงสรา้งประชากรแบคทเีรยี (a) จากถงัปฎิกรณ์ ASBR สาํหรบัการผลติไฮโดรเจนจาก

นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มที*อุณหภูมสิงู และ (b) จากถงัปฎิกรณ์ UASB สาํหรบัการ
ผลิตมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงัการผลิตไฮโดรเจนที*อุณหภูมเิมโซฟิลกิ (M) DGGE Marker 
(A) bacterial profile และ (B) archaea profile 

 
ตารางที* 4.6 แสดงลกัษณะนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน อตัราการกําจดั COD คอื 

รอ้ยละ 38 โดยมี COD คงเหลือในนํ�าทิ�งเฉลี*ยอยู่ที* 59.5 g/l ประสทิธิภาพการกําจดั COD ตํ*าใน
ขั �นตอนการผลิตไฮโดรเจน เนื* องจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไร้อากาศไม่สมบูรณ์ 
ประสทิธภิาพการย่อยสลายของแขง็แขวนลอย (SS) :ซึ*งสะท้อนให้เหน็ถึงการย่อยสลายของวสัดุ
ของแขง็ในระหวา่งการเดนิระบบอยู่ที*รอ้ยละ 70 ของ SS ในนํ�าเขา้ถูกย่อยสลายในขั �นตอนการผลติ
ไฮโดรเจน กระบวนการหมกัที*อุณหภูมิสูงโดยถังปฎิกรณ์ ASBR เหมาะสมสําหรบัของเสียที*มี
ปรมิาณของแขง็แขวนลอยสงูอย่างเช่นนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม เนื*องจากใหก้จิกรรมการย่อย

(a) (b) 
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สลายสูง ASBR ถูกใช้สําหรบัการผลิตไฮโดรเจนเนื* องจากเป็นกระบวนการที*ให้อตัราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงและมีระยะเวลาการกกัเก็บนํ� า (HRT) สั �น และมีความยืดหยุ่นในการดําเนินงานสูง 
(Kim et al., 2005) และยงัป้องกนัการรบกวนของของแขง็ปรมิาณสูงในการเตมิสารตั �งต้นเขา้ระบบ 
(Prasertsan et al., 2009) ในขั �นตอนการผลติไฮโดรเจนมกีารสะสมของกรดอะซติกิและกรดบวิทรีกิ 
ที*ความเข้มข้น 4,866 และ 7,855 mg/l และมีการสะสมเพียงเล็กน้อยของเอทานอล โพรพานอล 
กรดโพรพโิอนิก และกรดวาเลอรกิ ที*ความเขม้ขน้ 200 408 150 และ 146 mg/l ตามลาํดบั 
 DGGE โปรไฟล์จากตะกอนสลดัจ์ที*สภาวะการผลิตไฮโดรเจนคงที*ในถังปฎิกรณ์ ASBR 
แสดงแบคทีเรียกลุ่มเด่น  Thermoanaerobacterium spp. เช่นสปีชีส์ Thermoanaerobacterium 

thermosaccharolyticum และ Thermoanaerobacterium acidoterolans (ภาพที*  4.8a) สภาวะที*
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ T. thermosaccharolyticum คือ พีเอชในช่วงระหว่าง 5-6 
อุณ หภู มิ  60 ºC ซึ* งมีรายงาน ว่า T. thermosaccharolyticum พบเป็นประชากรกลุ่ม เด่น ใน
ถงัปฎิกรณ์ผลติไฮโดรเจนที*อุณหภูมสิงูและมบีทบาทสาํคญัในการผลติไฮโดรเจน (O-Thong et al., 
2008) Thermoanaerobacterium สามารถใช้คาร์โบไฮเดรต อย่างเช่น แป้ง ไซแลน เซลลูโลส และ
นํ� าตาล สําหรบัการผลิตไฮโดรเจน Thermoanaerobacterium หลายสปีชีส์ที*เป็นที*รู้จักกันว่ามี
ความสามารถในการผลติไฮโดรเจน ไดแ้ก่ T. thermosaccharolyticum T. polysaccharolyticum T. 

zeae T. lactoethylicum และ T. aotearoense ในการศึกษาปัจจุบัน จุลินทรีย์ในกลุ่มนี� ยังคงมี
กจิกรรมที*สงู ผลไดไ้ฮโดรเจน และอตัราการเจรญิของแบคทเีรยีผลติไฮโดรเจนเพิ*มขึ�นตามอณุหภูมิ
ในการหมกัที*สงูขึ�น เมื*อเปรยีบเทยีบกบักระบวนการหมกัที*อุณหภูมมิโีซฟิลกิ  

4.4.2 การผลิตมีเทนจากนํ/าทิ/ งหล งักระบวนการผลิตไฮโดรเจนในถงัปฏิกรณ์แบบ 
UASB 

ระบบการย่อยสลายไรอ้ากาศสองขั �นตอนในงานวจิยันี� ประกอบดว้ยขั �นตอนการหมกันํ�าทิ�ง
โรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ที*อุณหภูมสิูงในถงัปฎิกรณ์แรก (HRT 2 วนั) สาํหรบัข ั �นตอนที*สองทําการ
เดนิระบบที*อุณหภูม ิ28-35 ºC ในถงัปฎิกรณ์ UASB โดยใช้นํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน
ในขั �นตอนแรก และมีการแปรผนั HRT 10-20 วนั อตัราการผลติกมีเทนที*ได้แสดงดงัภาพที* 4.9 
HRT 20 วนั ถูกใช้ในการเริ*มต้นเดนิระบบการผลติมเีทนแบบต่อเนื*อง การผลติมเีทนเริ*มขึ�นอย่าง
รวดเรว็ในระหว่างการเริ*มต้นระบบ แสดงให้เห็นว่านํ�าทิ�งหลงัการผลติไฮโดรเจนสามารถถูกใช้ได้
อย่างง่ายดายในกระบวนการเมทาโนจนีิซสี การผลติมเีทนลดลงหลงัจากเพิ*ม HRT เป็น 10 วนั ใน
วนัที* 77 และกู้คนืระบบโดยใช้ HRT 15 วนั แสดงให้เห็นว่า HRT 15 วนัเป็น HRT สูงสุดสําหรบั
การผลติมเีทน ที*สภาวะคงที*ใน HRT 15 วนั การผลติก๊าซชวีภาพคงที*และการกําจดั COD สูงกว่า
รอ้ยละ 90 อตัราการผลติมเีทนเฉลี*ยที*สภาวะคงที*ของ HRT 20 15 และ 10 วนั อยู่ที* 1.8 2.53 และ 
1.2 l-CH4/l/d อัตราการผลิตมีเทนสูงสุด คือ 2.6 l-CH4/l/d ที*  HRT 15 วัน  และภาระบรรทุก
สารอนิทรยี ์(OLR) เท่ากบั 60 gCOD/l/d ความเขม้ขน้ของมเีทนในก๊าซชวีภาพอยู่ที*รอ้ยละ 70-76 
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โดยมคีา่เฉลี*ยอยู่ที*รอ้ยละ 73 ผลไดม้เีทนในถงัปฎิกรณ์ คอื 315 mlCH4/gCOD การผลติไฮโดรเจน
และมีเทนสองขั �นตอนเพิ*มการย่อยสลายของเสยีอนิทรยี์และให้ผลได้ก๊าซสูงและมคีุณภาพ ผลได้
มีเทน 315 mlCH4/gCOD สูงกว่าการผลิตมีเทนจากการผลิตมีเทน (220 ml CH4/gCOD) สอง
ขั �นตอนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์โดย Chaisri et al. (2007) พเีอชเสถยีรที* 7.3-7.5 ตลอด
การทดลองโดยไม่มีการควบคุม ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าระบบการย่อยสลายไร้อากาศสอง
ขั �นตอนช่วยเพิ*มอตัราการผลติมเีทน 
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ภาพที� 4.9 อตัราการผลติมเีทน ประสทิธภิาพการกําจดั COD ประสทิธภิาพการกําจดั SS (a) และ

ความเขน้ขน้ของกรดไขมนัระเหยได ้(b) จากถงัปฎกิรณ์ UASB ที*มกีารแปรผนั HRT 
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ตารางที* 4.6 แสดงลกัษณะนํ�าทิ�งจากถงัปฎิกรณ์ผลติมเีทน ในนํ�าทิ�งหลงัการผลติมเีทนจาก
ระบบการย่อยสลายไรอ้ากาศสองขั �นตอนมปีระสทิธภิาพการกําจดั COD และ SS มากกว่ารอ้ยละ 
90 ที*สภาวะที*เหมาะสม (HRT 15 วนั) ในขณะที*นํ�าทิ�งจากการผลติมเีทนในระบบการย่อยสลายไร้
อากาศแบบเดี*ยวมปีระสทิธภิาพการกาํจดั COD รอ้ยละ 84 และประสทิธภิาพการกาํจดั SS รอ้ยละ 
73 ที* HRT 17 วนั ผลการศึกษาชี�ให้เห็นว่าเกิดการย่อยสลายไม่สมบูรณ์ในระบบเดี*ยวส่งผลให้
ผลผลติก๊าซตํ*า  

โครงสร้างประชากรจุลินทรีย์จากถังปฎิกรณ์ UASB แสดงแบคทีเรีย Clostridium sp. 
Lactobacillus hamster และ Lactobacillus sp. เป็นประชากรเด่น ในการผลิตมีเทน  และพบ 
Methanosarcina sp. และ Methanoculeus sp. เป็นประชากรอาเคียร์เด่นและมีบทบาทสําคญัใน
การผลิตมีเทน (ภาพที* 4.8b) โดยมี Methanosarcina sp. เป็นประชากรเด่นซึ*งจัดอยู่ ในกลุ่ม 
acetoclastic methanogens สาํหรบั Methanosarcina ถูกรายงานวา่เป็นประชากรเด่นในสภาวะที*มี
ความเข้มข้นกรดอะซิติกสูง (>1.2 mM) สอดคล้องกบัความเข้มข้นของกรดอะซิติกสูงในนํ� าทิ�ง
หลกัการผลติไฮโดรเจนที*ถูกใชเ้ป็นสารตั �งต้นในกระบวนการผลติมเีทน (ตารางที* 4.6) อาเคยีรเ์ด่น
อื*นๆ ที*พบ คือ Methanoculleus sp. ซึ*งเป็น hydrogenotrophic methanogenesis ประสิทธิภาพ
กระบวนการเมทาโนจนิิกในกระบวนการย่อยสลายไรอ้ากาศสองขั �นตอนสงูกว่าระบบการย่อยสลาย
ไร้อากาศขั �นตอนเดี*ยว ชี�ให้เห็นว่าการผลิตไฮโดรเจนสามารถมีประสิทธิภาพควบคู่ไปกับ
กระบวนการเมทาโนจนิิซสี 
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บทที� 5  
อภิปรายผล สรปุ และข้อเสนอแนะ  

 
นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ (Palm oil mill effluent, POME) มปีรมิาณสารอนิทรยี์สงูโดย

มคี่า COD สูงถึง 85.5 gCOD/l จงึเป็นแหล่งวตัถุดบิที*มศีกัยภาพในการผลติไฮโดรเจน นอกจากนี�
นํ� าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามันปาล์มยังมีแร่ธาตุเป็นองค์ประกอบโดยมี ไนโตรเจนทั �งหมด 830 mg/l 
ฟอสฟอรสัทั �งหมด 130 mg/l และเหลก็ 3 mg/l ซึ*งเป็นองคป์ระกอบที*สําคญัในเซลล์จุลินทรยี์ แต่
อย่างไรกต็ามนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มมสีภาพเป็นกรด (พเีอช 4.5) ดงันั �นก่อนนําไปใชใ้นการ
ผลติไฮโดรเจนจงึต้องทาํการปรบัพเีอชใหเ้หมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน สาํหรบัศกัยภาพการผลติ
ไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มภายใต้อุณหภูมสิูงอยู่ในช่วง 130-200 ml H2/g COD 
ซึ*งผลผลติไฮโดรเจนมากว่ารอ้ยละ �� ถูกผลติขึ�นภายใน � วนั และความเขม้ขน้ของไฮโดรเจนใน
ก๊าซชวีภาพอยู่ในช่วงรอ้ยละ 45-60 เมื*อสิ�นสุดการหมกักรดอะซิติกและกรดบวิทรีกิที*ความเขม้ขน้ 
23,450-3,580 และ 3,250-4,250 mg/l เป็นองค์ประกอบหลักในนํ� าทิ� งหลังกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน  

สาํหรบัศกัยภาพการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน ทาํการทดลองที*
ปรมิาณสารอนิทรยี์ 11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คดิเป็นกรดไขมนัระเหยได้เริ*มต้น 0.9 1.8 
3.6 และ 4.7 g/l ตามลําดับ) โดยให้ผลได้มีเทนเท่ากับ 510 467 428 และ 401 ml CH4/g VS 
ตามลําดบั ผลไดม้เีทนตํ*าเนื*องจากปรมิาณสารอนิทรยี์สูงส่งผลต่อกระบวนการผลติมเีทน กรดแล
คตกิ กรดอะซิติก และกรดบวิทรีกิ เดี*ยวๆ ส่งผลกระทบเชิงบวก ในขณะที*กรดโพรพโิอนิกเดี*ยวๆ 
ส่งผลกระทบเชงิลบต่อกระบวนการ methanogenesis การผสมกนัระหว่างกรดแลคตกิและกรดอะซิ
ติก กรดอะซิติกและกรดบิวทีรกิ และกรดแลคติกและกรดโพรพิโอนิก ส่งผลกระทบเชิงบวกต่อ
กระบวนการ methanogenesis อยา่งมนีัยสาํคญั (P<0.01) ส่วนการผสมกนัระหว่างกรดแลคตกิและ
กรดบวิทรีกิ กรดอะซิตกิและกรดโพรพโิอนิก และกรดบวิทรีกิและกรดโพรพโิอนิก ส่งผลกระทบเชงิ
ลบต่อกระบวนการ methanogenesis อย่างมีนัยสําคญั (P<0.01) กรดอะซิติกและกรดบิวทีริกที*
ความเข้มข้นสูง (8 g/l) ยับยั �งกระบวนการผลิตมีเทน และเกิดการยับยั �งการผลิตมีเทนอย่างมี
นยัสาํคญั (P<0.01) เมื*อเตมิกรดแลคตกิและกรดโพรพโิอนิก สภาวะเหมาะสมสาํหรบัการผลติมเีทน 
คอื กรดแลคติก 2.88 g/l กรดอะซิติก 5.01 g/l กรดบิวทรีกิ 0.44 g/l และกรดโพรพโิอนิก 5.55 g/l 
โดยให้ผลได้มีเทนสูงสุดที* 447 ml CH4/gVS การศึกษาการเปลี*ยนแปลงโครงสร้างประชากร
จุลินทรีย์โดยเทคนิคทางชีวโมเลกุล (DGGE) พบว่าคุณภาพของ methanogenic bacteria และ 
methanogenic archaea สอดคล้องกับผลได้มี เทน  โดย  Methanoculleus thermophiles และ 
Methanosarcina mazei เป็ น ป ระชากรอาเคีย ร์ เด่น  ซึ* ง  Methanoculleus thermophiles เป็ น
ประชากรเดน่ในสภาวะปกตแิละไม่ปรากฏในสภาวะที*เกดิการยบัยั �งการผลติมเีทน  
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การหมกัสองขั �นตอนที*อุณหภูมสิงูและกระบวนการเมทาโนจนิีซสีที*อุณหภูมเิมโซฟิลกิ แสดง
ให้เหน็ถึงวธิีการที*มแีนวโน้มในการกู้คืนพลงังานและการกําจดั COD และ SS จากนํ�าทิ�งโรงงาน
สกดันํ�ามนัปาล์มสงูโดยระบบการย่อยสลายไรอ้ากาศสาํหรบัผลติไฮโดรเจนควบคู่กบัการผลติมเีทน 
การผลติไฮโดรเจนในขั �นตอนที*หนึ*งเดนิระบบในถงัปฎิกรณ์ anaerobic sequencing batch reactor 
(ASBR) ที*พเีอช 5.5 อุณหภูม ิ55 ºC ระยะเวลากกัเกบ็นํ�า (Hydraulic retention time, HRT) 2 วนั 
และภาระบรรทุกสารอินทรีย์  (Organic loading rate, OLR) 60 gCOD/l/d ให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสดุที* 1.84 l-H2/l/d คดิเป็นค่าเฉลี*ย 1.8 l-H2/l/d อตัราการผลติมเีทนสงูสดุในขั �นตอนที*
สองอยู่ที* 2.6 และ 2.4 l-CH4/l/d ตามลําดบั ที* HRT 15 วนั การผลิตไฮโรเจนควบคู่กบัการผลิต
มเีทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ� ามนัปาล์มช่วยเพิ*มผลไดพ้ลงังาน โดยให้ผลไดพ้ลงังานสูงกว่าการ
ผลติมเีทนระบบเดี*ยวรอ้ยละ 34 และสูงกว่าการผลติไฮโดรเจนระบบเดี*ยวถึงรอ้ยละ 90 โครงสรา้ง
ประชากรจุลนิทรยี์จากถงัปฎิกรณ์ UASB แสดงแบคทเีรยี Clostridium sp. Lactobacillus hamster 
และ Lactobacillus sp. เป็นประชากรเด่นในการผลิตมีเทน และพบ Methanosarcina sp. และ 
Methanoculeus sp. เป็นประชากรอาเคยีรเ์ดน่และมบีทบาทสาํคญัในการผลติมเีทน 
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