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บทคดัย่อ 

 นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ (Palm oil mill effluent, POME) มปีรมิาณสารอนิทรยีส์ูง
โดยมคี่า COD สูงถึง 85.5 gCOD/l จงึเป็นแหล่งวตัถุดิบทีRมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 
งานวจิยันี�จงึทําการศกึษาศกัยภาพการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม
โดยการหมักแบบไร้แสง (dark fermentation) ทําการทดลองโดยมีการแปรผันปริมาณ
สารอินทรยี์ทีR 20 40 และ 60 g/l ให้ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนอยู่ในช่วง 130-200 ml H2/g 
COD เมืRอสิ�นสุดการหมกักรดแลคติก กรดอะซิติก กรดบิวทีรกิ และกรดโพรพิโอนิกทีRความ
เข้มข้น 3.95 2.13 0.25 1.5 และ 0.99 g/l ตามลําดับ เป็นองค์ประกอบหลักในนํ� าทิ�งหลัง
กระบวนการผลิตไฮโดรเจน ซึRงสามารถเปลีRยนไปเป็นพลังงานอย่างเช่น มีเทน ผ่าน
กระบวนการเมทาโนจนีีซสิ methanogenesis) โดยจุลนิทรยี์กลุ่มเมทาโนเจน (methanogens) 
ภายใต้สภาวะการย่อยสลายแบบไร้อากาศได้ ผลได้มีเทนจากนํ� าทิ�งหลงักระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนทีRปรมิาณสารอินทรยี์ 11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คดิเป็นกรดไขมนัระเหยได้
เริRมตน้ 0.9 1.8 3.6 และ 4.7 g/l ตามลําดบั) เท่ากบั 510 467 428 และ 401 ml CH4/g VS เพืRอ
ศกึษาผลของกรดไขมนัระเหยไดใ้นนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนต่อการผลติมเีทนและ
การเปลีRยนแปลงโครงสร้างประชากรจุลินทรยี์ภายใต้สภาวะอุณหภูมิสูง พื�นผิวตอบสนอง 
(response surface methodology) ถูกนํามาใช้ในการออกแบบการทดลอง ผลการศกึษาพบว่า
กรดอะซติกิและกรดบวิทรีกิทีRความเขม้ขน้สูง (8 g/l) ยบัยั �งกระบวนการผลติมเีทน และเกดิการ
ยบัยั �งการผลติมเีทนอย่างมนีัยสําคญั (P<0.01) เมืRอมกีารเตมิกรดแลคตกิและกรดโพรพโิอนิก
สภาวะเหมาะสมสําหรบัการผลติมเีทน คอื กรดแลคตกิ 2.88 g/l กรดอะซติกิ 5.01 g/l กรดบวิ 
ทรีกิ 0.44 g/l และกรดโพรพโิอนิก 5.55 g/l โดยใหผ้ลไดม้เีทนสงูสุดทีR 447 ml CH4/gVS ความ 
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เข้มข้นของกรดอินทรยี์ระเหยได้สูงกว่า 10 g/l ส่งผลกระทบต่อประชากรอารเ์คยีแต่ไม่ส่งผล
กระทบต่อแบคทเีรยี และพบประชากรอารเ์คยีกลุ่มเด่น คอื Methanoculleus thermophiles จาก
ผลการศกึษาพบว่านํ�าทิ�งจากโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มเป็นวตัถุดบิทีRเหมาะสมสําหรบัการผลติ
ไฮโดรเจน และนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์มศียัก
ภาพในการผลติมเีทนสูง งานวจิยันี�จงึพฒันากระบวนการหมกัแบบสองขั �นตอนสําหรบัการผลติ
ไฮโดรเจนและมเีทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม การหมกัสองขั �นตอนทีRอุณหภูมสิูงและ
กระบวนการเมทาโนจนีิซสีทีRอุณหภูมเิมโซฟิลกิ แสดงให้เหน็ถงึวธิกีารทีRมแีนวโน้มในการกู้คนื
พลงังานและการกําจดั COD และ SS จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์สูงโดยระบบการย่อย
สลายไรอ้ากาศสําหรบัผลติไฮโดรเจนควบคู่กบัการผลติมเีทน การผลติไฮโดรเจนในขั �นตอนทีR
ห นึR งเดินระบบในถังปฎิกรณ์  anaerobic sequencing batch reactor (ASBR) ทีRพี เอช 5.5 
อุณหภูม ิ55 ºC ระยะเวลากกัเก็บนํ�า (Hydraulic retention time, HRT) o วนั และภาระบรรทุก
สารอินทรยี์ (Organic loading rate, OLR) 60 gCOD/l/d ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดทีR 
1.84 l-H2/l/d คดิเป็นค่าเฉลีRย 1.8 l-H2/l/d อตัราการผลติมเีทนสูงสุดในขั �นตอนทีRสองอยู่ทีR 2.6 
และ 2.4 l-CH4/l/d ตามลาํดบั ทีR HRT 15 วนั การผลติไฮโดรเจนควบคู่กบัการผลติมเีทนจากนํ�า
ทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มช่วยเพิRมผลได้พลงังาน โดยให้ผลได้พลงังานสูงกว่าการผลติมเีทน
ระบบเดีRยวร้อยละ 34 และสูงกว่าการผลิตไฮโดรเจนระบบเดีRยวถึงร้อยละ 90 โครงสร้าง
ประชากรจุลินทรีย์แสดงแบคทีเรีย Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum เป็น
ประชากรเด่นในการผลติไฮโดรเจน ในขณะทีR Methanoculleus sp. เป็นประชากรเด่นในการ
ผลติมเีทน  
 
คาํสาํคญั: นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ การผลติไฮโดรเจนและมเีทนทีRอุณหภมูสิูง กรดไขมนั

ระเหยได้ พื�นผิวตอบสนอง การผลติไฮโดรเจนและมเีทนสองขั �นตอน, โครงสร้าง
ประชากรจลุนิทรยี ์

 
Abstract 

Palm oil mill effluent (POME) was contained of 85.5 g/l COD. Thus, POME is 
suitable substrate for hydrogen production. This research aims to study on hydrogen 
production from POME by dark fermentation. POME was tested at different initial COD 
loading levels of 20, 40 and 60 gCOD/l. Gas production from POME reached an H2 
yield of 130-200 ml H2/g COD. At the end of the BHP tests, lactic, acetic, butyric and 
propionic acids are the main products of POME hydrogenic effluent with a concentration 
of 3.95, 2.13, 0.25, 1.5 and 0.99 g/l respectively. Consequently, VFA could be 
converted into a suitable product or energy carrier such as methane via 
methanogenesis by methanogens under anaerobic digestion. Methane yields 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 mlCH4/gVS. Response surface methodology 
was employed to study the effects of mixed VFA concentrations in biohydrogen effluent 
on methane yield and microbial community. It was found that acetic and butyric acid at 
high concentrations (8 g/l) were found to significantly inhibit the methane production 
process, more significantly than lactic and propionic acid ( P<0.01). 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 
concentration of volatile fatty acid at higher than 10 g/l were found to inhibit thermophilic 
methanogenic archaea but it did not happen in thermophilic methanogenic bacteria. 
Methanoculleus thermophilus was the most abundant species identified in normal 
conditions, but was not present at inhibited conditions. The result was found that POME 
is suitable substrate for hydrogen production and POME hydrogenic effluent was high 
methane production. This study also demonstrates the feasibility of the two-stage 
hydrogen and methane from POME. A two-stage thermophilic fermentation and 
mesophilic methanogenic process shown very promising method for the combined 
energy recovery and removal of COD and SS in POME with the sequential anaerobic 
production of hydrogen and methane production. The hydrogen production in first stage 
was operated in anaerobic sequencing batch reactor (ASBR) under a temperature of 
55°C hydraulic retention time (HRT) of 2 d and organic loading rate (OLR) of 60 gCOD 
/l/d with maximum hydrogen production rate of 1.84 l H2 /l/d and an average of 1.8 l H2 
/l/d. The maximum and average of methane production rate in the second stage were 
2.6 and 2.4 l CH4 /l/d, respectively at 15 d HRT. The sequential generation of hydrogen 
and methane from POME markedly increases the energy yield with 34% higher than 
single stage methane production and 90% higher than single stage hydrogen 
production. Hydrogen reactor was dominated with hydrogen producing bacteria of 
Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum, while Methanoculleus sp. was the 
dominant methanogen in methane reactor.  
 
Keywords: Palm oil mill effluent, Thermophilic hydrogen and methane production, 
Volatile fatty acids, Response surface methodology, Two-stage hydrogen and methane 
production, Microbial community analysis 
 



 

 ที�มาและความสาํคญัของปัญหา 

ปัจจุบนัการพฒันาเชื�อเพลงิชวีภาพทดแทนเชื�อเพลงิจากฟอสซลิโดยกระบวนการทาง
ชวีภาพ มกีารศึกษากนัอย่างแพร่หลายมากขึ�น ในการพฒันาทีRผ่านมา การผลติไฮโดรเจนมี
แนวโน้มทีRจะเป็นพลงังานทีRมปีระสทิธภิาพในอนาคต เนืRองจากมปีระสทิธภิาพการเปลีRยนไปเป็น
พลงังานได้สูง ไม่ก่อมลพษิ (Hallenback and Ghosh, 2009) มเีทคโนโลยทีีRหลากหลายสําหรบั
การผลติไฮโดรเจนทางชวีภาพ การผลติไฮโดรเจนโดยจุลนิทรยีจ์ากของเสยีอนิทรยีก์ําลงัไดร้บั
การสนใจ เนืRองจากเป็นกระบวนการทีRเป็นมติรต่อสิRงแวดลอ้มและใหอ้ตัราการผลติไฮโดรเจนสูง
ภายในห้องปฏิบตัิการ (Angenent et al., 2004) นอกจากนี�ข้อดีของวิธกีารนี� คือ จุลนิทรยี์มี
อตัราการเจรญิสูง ความสามารถในการผลติไฮโดรเจนค่อนขา้งสูง การดําเนินการไม่จาํเป็นต้อง
ใช้แสง และไม่มปัีญหาข้อจํากัดออกซิเจน รวมทั �งต้นทุนในการผลิตตํR าในโรงงานขนาดเล็ก 
(100-1,000 m3H2/h) (Hawkes et al., 2002; Levin et al., 2004) ก ร ะบ ว น ก ารผ ลิ ต โด ย
จลุนิทรยีส์ามารถใชว้ตัถุดบิเป็นของเสยีอนิทรยี ์ทีRมอีงคป์ระกอบเป็นเซลลโูลสและแป้ง ซึRงพบได้
ในของเสียจากการเกษตรและอุตสาหกรรมอาหาร เช่น นํ� าเสียจากอุตสาหกรรมเนย 
อุตสาหกรรมนํ�ามนัมะกอก อุตสาหกรรมนํ�ามนัปาลม์ และอุตสาหกรรมขนมปัง ในการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนได ้(Kapdan and Kargi, 2006) 

ผลผลติไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมกัของจุลนิทรยี์จากของเสยีอนิทรยี ์เช่น นํ�าเสยี
จากกระบวนการผลติแอปเปิ� ล นํ�าเสยีจากกระบวนการผลติมนัฝรั Rง ของเสยีจากอุตสาหกรรม
อาหาร นํ�าเสยีจากอุตสาหกรรมแป้ง 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� าทิ�งโรงงานสกัดนํ� ามันปาล์ม (Palm oil mill effluent; POME) เป็นวัต ถุดิบทีR
เหมาะสมสําหรบัการผลติไฮโดรเจนและมปีรมิาณมากในประเทศไทย มาเลเซยีและอนิโดนีเซยี 
ในการผลตินํ�ามนัปาลม์ดบิ (crude palm oil; CPO) 18.8 ลา้นตนั ทุกๆ หนึRงตนัของนํ�ามนัปาลม์
ดบิจะก่อใหเ้กดินํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติ 5-7.5 ตนั หรอืประมาณ 94 ลา้นตนัต่อปี (Gobi and 
Vadivelu, 2013) Hoanh et al. (2010) ประสบความสําเร็จในการผลิตไฮโดรเจนจากนํ� าทิ�ง
โรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์โดยใชจุ้ลนิทรยีผ์สมในการผลติภายใต้สภาวะทีRมอุีณหภูมสิูง (55°C) ทีR
อัตราการผลิตไฮโดรเจน (biohydrogen production rate; HPR) 2.64 m3H2/m3d ภายในถัง
ปฏกิรณ์แบบ CSTR ทีRระยะเวลากกัเกบ็ (hydraulic retention time; HRT) 4 วนั Prasertsan et 
al. (2009) ศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม (POME) แบบต่อเนืRอง 
โดย Thermoanaero-bacterium-rich sludge ภายใต้สภาวะทีRอุณหภูมิสูง (60°C) ทีRสภาวะทีR
เหมาะสม คอื HRT 2 วนั และ OLR (organic loading rate) 60 gCOD/l.d ในถงัปฎิกรณ์แบบ 
ASBR ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนทีR 9.1 l H2/l.d (16.9 mmol H2/l.h) ความก้าวหน้าของ
ลักษณะของจุลินทรีย์ชอบร้อน (thermophilic micro-organisms) ทีRมีศักยภาพในการผลิต
ไฮโดรเจนใหม่ๆ ทีRผ่านมาก มจีํานวนมากขึ�น และให้ผลได้ (hydrogen yields) ไฮโดรเจนสูงขึ�น
ใน ส ภ า ว ะ ทีR มี อุ ณ ห ภู มิ สู ง  (Willquist et al., 2012)  Thermoanaerobacterium thermo-



 

saccharolyticum (Tbm. thermosaccharolyticum) เป็นหนึRงในจุลทิรยี์ผลติไฮโดรเจน สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้ประมาณ 2-3 molH2 ต่อ mole glucose จากของเสียอินทรยี์ ซึRงค่าผลได้
ไฮโดรสูงสุดเจนทางทฤษฎี คือ 4 mol H2 ต่อ mole glucose (O-Thong et al., 2008) Tbm. 

Thermosaccharolyticum หลายสายพันธุ์ ทีRสามารถคัดแยกได้ เช่น สายพันธุ์ PSU-2 (O-
Thong et al., 2008) สายพันธุ์ GD17 (Liu et al., 2008) สายพันธุ์ W16 (Cao et al., 2010) 
ส ายพัน ธุ์  KKU19 (Khamtib and Reungsang, 2012) ส ายพัน ธุ์  IIT BT-ST1 (Roy et al., 
2014) นอกจากนี� Tbm. Thermosaccharolyticum ยงัสามารถเจรญิได้ในของเสยีอนิทรยี์หลาย
ชนิดรวมทั �งของเสยีประเภทเฮมเิซลลูโลสและลกิโนเซลลูโลส (Liu et al., 2008; Mamimin et 
al., 2012)  

อย่างไรก็ตามความท้าทายของการผลติไบโอไฮโดรเจน คอื การผลติให้มคีวามคุ้มค่า
ทางเศษฐศาสตร ์ความท้าทายแรก คอื ประสทิธภิาพการเปลีRยนไปของวตัถุดบิทีRตํRา ซึRงในการ
ผลติไฮโดรเจนแบบดั �งเดมินั �นจุลนิทรยีส์ามารถเปลีRยนวตัถุดบิให้เป็นพลงังาน (ไฮโดรเจน) ได้
เพยีงรอ้ยละ 7.5-15 ของพลงังานทีRมใีนของของเสยีอนิทรยี ์ส่วนพลงังานทีRเหลอื (ประมาณรอ้ย
ละ 65) ทีRไมถู่กเปลีRยนไปเป็นไฮโดรเจนจะอยู่ในรปูของกรดไขมนัระเหยได ้(volatile fatty acids; 
VFA) (Hallenback and Ghosh, 2009) ซึRงมอีงค์ประกอบหลกัเป็นกรดบิวทีรกิ (butyric acid) 
กรดอะซิติก (acetic acid) กรดแลคแตก (lactic acid) และกรดโพรไพโอนิก (propionic acid) 
ดงันั �น VFA จงึสามารถเปลีRยนไปเป็นพลงังานอย่างเช่น มเีทน ผ่านกระบวนการเมทาโนจนีีซสิ 
methanogenesis) โดยจุลนิทรยีก์ลุ่มเมทาโนเจน (methanogens) ภายใต้สภาวะการย่อยสลาย
แบบไรอ้ากาศ (Liu et al., 2013) การเปลีRยน VFA ไปเป็นมเีทนผ่านกระบวนการย่อยสลายแบบ
ไร้อากาศ (anaerobic digestion; AD) สามารถเปลีRยนได้อย่างอย่างรวดเร็วและง่ายกว่าการ
เปลีRยน VFA เป็นไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง (photo-fermentation) และ
กระบวนการทางชีวไฟฟ้าเคมี (microbial-electrolysis process) (Hallenback and Ghosh, 
2009) นอกจากนี�ยงัแสดงให้เห็นถึงการเป็นกลยุทธ์ทีRมปีระสทิธภิาพในการผลติไบโอไฮเทน 
(biohythane) ซึRงเป็นส่วนผสมของไฮโดรเจนและมีเทน (Kongjan et al., 2011; Luo et al., 
2011) ซึRงนําไปใชใ้นทางเคมหีรอืใชเ้ป็นพลงังานในเครืRองยนต์ ไบโอไฮเทนสามารถผลติไดผ้่าน
การหมกัแบบสองขั �นตอนของจลุนิทรยี ์(two-stage microbial fermentation) โดยในขั �นตอนแรก 
วตัถุดบิจะถูกเปลีRยนไปเป็นไฮโดรเจนและ VFA หลงัจากนั �น VFA จะถูกเปลีRยนไปเป็นมเีทนใน
ขั �นตอนทีRสอง (Liu et al., 2013) ผลติภณัฑ์จากการผลติไฮโดรเจนมคีวามสําคญัมากสําหรบั
การจัดการระบบไบโอไฮเทน เนืR องจากผลิตภัณฑ์ดังกว่าวส่งผลต่อการภาระบรรทุกทีRมี
ประสทิธภิาพและความเสถยีรของระบบในระยะเมทาโนจนีีซสี (Wang and Zhao, 2009) อตัรา
การเปลีRยนจาก VFA เป็นกรดอะซติกิจะส่งผลต่อคุณภาพของ methanogenic archaea และมี
ผลต่ออตัราการยอ่ยสลายของกรดอะซติกิและผลไดม้เีทน (methane yield) 

ดงันั �นวตัถุประสงคข์องงานวจิยันี� คอื พฒันากระบวนการหมกัแบบสองขั �นตอน สําหรบั
การผลติไบโอไฮเทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ ปัจจยัทีRส่งผลต่อความเสถยีรของระบบ



 

ผลิตไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกัดนํ�ามนัปาล์มแบบต่อเนืRอง ผลของกรดไขมนัระเหยได ้
(VFA) ในนํ�าทิ�งหลังกระบวนการผลิตไฮโดรเจนต่อการผลิตมีเทนและโครงสร้างประชากร
จลุนิทรยีท์ีRอุณหภมูสิูง และสุดทา้ยการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจนในถงั
ปฏกิรณ์แบบ UASB นอกจากนี�แนวคดิ bio-refinery ใหม่ ในอุตสาหกรรมปาล์มนํ�ามนัยงัช่วย
พัฒนาการผลิตเชื�อเพลิงชีวภาพ (ไฮโดรเจนและมีเทน) เพืRอปรบัปรุงประสิทธิภาพของ
กระบวนการทั �งหมด 
 

วิธ ีดาํเนินการวิจยั 

     1. การเตรยีมกลา้เชื�อผลติไฮโดรเจนและมเีทน 
กล้าเชื�อสําหรบัการผลติไฮโดรเจนได้มาจากตะกอนสลดัจ์จากระบบผลติก๊าซชวีภาพ

จากนํ� าทิ�งโรงงานสกัดนํ� ามันปาล์ม จากนั �นนําตะกอนสลัดจ์มาเพิRมจํานวนจุลินทรีย์ผลิต
ไฮโดรเจนตามวธิกีารของ Mamimin et al. (2012) นําตะกอนสลดัจท์ีRได้มาเลี�ยงในอาหารเลี�ยง
เชื�อทีRผสมนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม (POME) ในอตัราส่วนรอ้ยละ 50-100 เปลีRยนอาหาร
ทุกๆ 24 ชั Rวโมง เพืRอใช้เป็นหัวเชื�อในการผลิตไฮโดรเจน สําหรบักล้าเชื�อไร้อากาศทีRใช้ใน
กระบวนการผลติมเีทน นํามาจากระบบผลติก๊าซชวีภาพของโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์ม เพืRอลด
บทบาทของสารอนิทรยีใ์นกลา้เชื�อ ตะกอนสลดัจท์ีRไดม้าตั �งทิ�งไวเ้ป็นเวลา 5 วนั จนกระทั Rงหยุด
การผลติก๊าซชวีภาพ 
     2. ศกัยภาพการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์โดยกระบวนการหมกัแบบ
ไรแ้สงทีRอุณหภมูสิงู 

2.1 การเตรยีมกล้าเชื�อผลติไฮโดรเจนและการวเิคราะหอ์งคป์ระกอบนํ�าทิ�งโรงงานสกดั
นํ�าปาลม์ 
 ศกึษาองคป์ระกอบของนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์จากโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ ตรงั
นํ� ามนัปาล์ม ในจงัหวัดตรงั วิเคราะห์องค์ประกอบนํ�าทิ�ง ได้แก่ ปรมิาณไนโตรเจนทั �งหมด 
(TKN) ปรมิาณของเเข็งทั �งหมด (TS) ปรมิาณของเเข็งสารอินทรยี์ระเหยได้ (VS) ไขมนั ค่า
ความเป็นด่าง พีเอช ซโีอด ี(Chemical oxygen demand: COD) บีโอด ี(Biochemical oxygen 
demand) คารโ์บไฮเดรต ฟอสฟอรสั ของแขง็แขวนลอย (SS) และเถา้ (APHA et al., 1998) 

2.2 การทดสอบแนวโน้มในการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ 
 เนืRองจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ม ีpH ตํRาซึRงไม่เหมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน 
ในการทดลองทําการปรบั pH นํ�าทิ�งด้วย 6M NaHCO3 หรอื 4M acetic acid ให้ม ีpH เท่ากบั 
5.5 หลงัจากนั �นทําการทดลองในขวดนํ�าเกลอืขนาด 500 mL โดยใช้นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนั
ปาล์มรอ้ยละ 80 ของปรมิาตรทดลอง ทีRมกีารแปรผนัความเขม้ขน้ของสารอนิทรยีเ์ริRมต้นทีR 20 
40 และ 60 gCOD/l และกลา้เชื�อเริRมต้นรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรทดลอง ทําการหมกัทีRอุณหภูม ิ
55 °C เป็นเวลา 7 วนั วดัปรมิาตรการผลิตไฮโดรเจนโดยการแทนทีRนํ� าทุก 24 ชั Rวโมง และ
วเิคราะหอ์งคป์ระกอบของไฮโดรเจนดว้ยเครืRองก๊าซโครมาโตกราฟีทุกวนั 



 

 
      3. ศกัยภาพการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงัการผลติไฮโดรเจนโดยกลุ่มจลุนิทรยีแ์บบไรอ้ากาศ
ทีRอุณหภมูสิงู 
  3.1 วเิคราะหอ์งคป์ระกอบของนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน 

นํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนในงานวจิยันี�นํามาจากระบบการผลติไฮโดรเจน
จากนํ� าทิ�งโรงงานสกัดนํ� ามันปาล์มภายใต้อุณหภูมิสูง วิเคราะห์องค์ประกอบนํ� าทิ�ง ได้แก่ 
ปรมิาณไนโตรเจนทั �งหมด (TKN) ปรมิาณของเเขง็ทั �งหมด (TS) ปรมิาณของเเขง็สารอินทรยี์
ระเหยได้ (VS) ไขมนั ค่าความเป็นด่าง และพเีอช (APHA et al., 1998) สําหรบัการวเิคราะห์
กรดไขมนัระเหย (กรดอะซติกิ กรดบวิทรีกิ กรดโพรพโิอนิก กรดแลคตกิ) และแอทานอล ไดท้ํา
การวเิคราะหโ์ดยเครืRอง gas chromatography (HP6850, Hewlett Packard) 
 3.2 การทดสอบแนวโน้มในการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งหลงัการผลติไฮโดรเจน 

การทดสอบแนวโน้มในการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน นํ�าทิ�งทีR
เหลอืจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนมอีงคป์ระกอบส่วนใหญ่เป็น VFAs เช่น กรดอะซติกิ กรดบวิทิ
รกิ กรดโพพโิอนิก ซึRงเป็นซบัสเตรตทีRสําคญัสําหรบัการผลติมเีทน ถูกนํามาใช้ในการทดลองนี� ทํา
การทดลองในขวดนํ� าเกลือขนาด 500 ml เชื�อเริRมต้น (non-defined mix culture) ร้อยละ 80 ของ
ปรมิาตรทดลอง แปรผนัปรมิาณนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 7.2, 14.4, 21.6 และ 28.8 
gVS/l (คิดเป็นความเข้มข้น VFA 0.18, 0.36, 0.72 และ 0.94 g/l) ปรบั pH ให้เท่ากับ 7 ด้วย 1 M 
NaOH ทําการหมกัทีRอุณหภูม ิ55 °C เป็นเวลา 45 วนั (Angelidaki et al., 2009) เปรยีบผลผลติก๊าซ
ทีRเกดิขึ�นเทยีบกบัชุดการทดลองเตมินํ�ากลั Rนแทนนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจน ชุดควบคุม
บวก (positive controls) เตมิเซลลูโลส 20 g/l เตมิกรดอะซติกิ และกรดบวิทรีกิ 5 g/l วดัปรมิาตรการ
ผลติก๊าซชวีภาพโดยการแทนทีRนํ�าทุกวนั และวเิคราะหอ์งค์ประกอบของก๊าซชวีภาพด้วยเครืRองก๊าซ
โครมาโตกราฟี ทุกสองวนั 
      4. ผลของกรดไขมนัระเหยได ้(VFA) ต่อการผลติมเีทนและโครงสรา้งประชากรจุลนิทรยีใ์น
การผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนทีRอุณหภมูสิงู 
 กระบวนการหมกัแบบกะ ดําเนินการทดลองในขวดซรีั Rมขนาด 500 mL นํานํ�าหมกัทีRเหลอื
จากกระบวนการผลติไฮโดรเจนเป็นแหล่งคารบ์อนทีRปรมิาตรรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรการทดลอง มา
เตมิกรดแลกตกิ (X1) กรดอะซติกิ (X2) กรดบวิทรีกิ (X3) และกรดโพรพโิอนิก (X4) ทีRความเขม้ขน้
ต่างๆ ดังแสดงในตาราง จากนั �นเติมหวัเชื�อไร้อากาศร้อยละ 80 ปรบั pH ให้เท่ากับ 7 ด้วย 1 M 
NaOH ทําให้เกดิสภาวะไรอ้ากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนผสมกบัก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ในอตัราส่วน 
80/20 โดยการประยุกต์ ใช้ วิธีทางสถิติ  Response Surface Method (RSM) ร่วมกับ Central 
Composite Design (CCD) ในการออกแบบการทดลองเพืRอศกึษาผลของ VFA ต่อการผลติมเีทน ทํา
การหมกัทีRอุณหภูม ิ55 °C เป็นเวลา 45 วนัระหว่างการทดลองจะทําการเกบ็ตวัอย่างทุกวนั และทํา
การวเิคราะห์พารามเิตอรร์ะหว่างการทดลอง คอื ปรมิาณและชนิดกรดไขมนัระเหยง่าย ด้วยเครืRอง 
HPLC วัดปริมาตรก๊าซ วิเคราะห์ชนิดและเปอร์เซ็นต์ของก๊าซทีRเกิดขึ�น เช่น มีเทน ไฮโดรเจน 



 

คารบ์อนไดออกไซด ์และไนโตรเจน ทีRเกดิขึ�น (โดยใช ้GC-TCD) และวเิคราะหค์่า COD ของนํ�าหมกั 
จนกระทั Rงไดป้รมิาณมเีทนสะสมคงทีRจงึหยุดการทดลอง จากขั �นตอนนี�จะไดส้ภาวะทีRเหมาะสมในการ
ผลติมเีทนโดยจุลนิทรยี์แต่ละชนิด ศึกษาโครงสรา้งประชากรจุลนิทรยีก์ลุ่มแบคทีเรยีและอาเคยีร ์
ดว้ยเทคนิค denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) 
      5. การผลิตก๊าซไฮโดรเจน (ในถังปฏิกรณ์แบบ ASBR) และมีเทน (ในถังปฏิกรณ์แบบ 
UASB) จากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ดว้ยระบบการยอ่ยสลายแบบไรอ้ากาศสองขั �นตอน 

ระบบการผลติไฮโดรเจนทีRอุณหภูมสิูงและการผลติมเีทนทีRอุณหภูมเิมโซฟิลกิสองขั �นตอน 
กระบวนการผลติประกอบด้วย 3 ส่วน คือ ถังผสม ถังปฏิกรณ์แบบ ASBR สําหรบัการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจน และถงัปฏกิรณ์แบบ UASB สําหรบัการผลติมเีทน แสดงดงัภาพทีR 3.1 นํ�าทิ�งจากถงัผสม
จะถูกนําเข้าสู่ถงัปฏกิรณ์แบบ ASBR ขนาด 1 ลติร ทีRอตัราการไหล 100 ml/d โดย 1 รอบการเติม
นํ�าเสยีเขา้ถงั คอื 24 ชั Rวโมง ซึRงประกอบดว้ย การเตมิ 30 นาท ีการเกดิปฏกิริยิา 22 ชั Rวโมง 40 นาท ี
ตกตะกอน 30 นาท ีและ 20 นาที สําหรบัการพกันิRง ทําการเดนิระบบทีR pH 5.5 อุณหภูม ิ55°C ทีR
ระยะเวลากกัเกบ็ (HRT) 2 วนั เตมิกลา้เชื�อเริRมต้นรอ้ยละ 50 ของปรมิาตรทํางาน ระบบเขา้สู่สภาวะ
คงทีR (steady state) เมืRอปรมิาณไฮโดรเจน องค์ประกอบไฮโดรเจน และความเขม้ขน้ของกรดไขมนั
ระเหยได้ (VFA) ในนํ�าทิ�งคงทีR (มกีารเปลีRยนแปลงน้อยกว่ารอ้ยละ 10) เก็บตวัอย่างของเหลวเพืRอ
วิเคราะห์ค่า pH ทุกวนั และวิเคราะห์หาค่าซีโอดี และกรดไขมนัระเหยง่าย ทุกสัปดาห์ และวัด
ปรมิาณก๊าซทีRผลิตขึ�นทุกวนัในถังเก็บก๊าซโดยดูปรมิาณการแทนทีRนํ� าและเก็บตัวอย่างก๊าซทุก
สปัดาหเ์พืRอวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของก๊าซไฮโดรเจนดว้ยเครืRองก๊าซโครมาโตกราฟี เมืRอเขา้สู่สภาวะ
คงทีRวิเคราะห์ค่าได้แก่ พีเอช บีโอดี ซีโอดี ของแข็งทั �งหมด ของแข็งระเหยได้ทั �งหมด ของแข็ง
แขวนลอย กรดไขมนัระเหยง่ายและปรมิาณไนโตรเจนทั �งหมด (APHA et al., 1998) ติดตามการ
เปลีRยนแปลงประชาการจลุนิทรยีด์ว้ยเทคนิค DGGE 

สําหรบัการผลิตก๊าซมีเทน ทําการทดลองในถังปฏิกรณ์แบบ UASB ขนาด 3 ลิตร การ
เริRมต้นเดนิระบบจะใช้เมด็ตะกอนจุลนิทรยีจ์ากระบบผลติก๊าซชวีภาพรอ้ยละ 80 ของปรมิาตรการ
ทดลอง จากนั �นเตมินํ�าทิ�งจากกระบวนการผลติไฮโดรเจนรอ้ยละ 20 ของปรมิาตรการทดลอง ทําให้
ภายในถังหมักอยู่ในสภาวะไร้อากาศโดยพ่นก๊าซไนโตรเจนเป็นเวลา 10 นาที ทําการแปรผัน
ระยะเวลากักเก็บนํ�า (HRT) ทีR 20 วนั เดินระบบในแต่ละ HRT จนกระทั Rงระบบเข้าสู่สภาวะคงทีR 
(steady state) เมืRอปรมิาณมเีทน องค์ประกอบมเีทน ในนํ�าหมกัคงทีR (มกีารเปลีRยนแปลงน้อยกว่า
รอ้ยละ 5) เป็นเวลา 45 วนั (Kaparaju et al., 2009) ระบบ UASB ทําการเดนิระบบทีRอุณหภูม ิ35 ◦C 
pH 7.5 หลงัจากนั �นทําการแปรผนัระยะเวลากกัเก็บจาก 10-20 วนั ทําการเก็บตวัอย่างเพืRอวดั pH 
ทุกวนั VFAs วเิคราะห์ทุกสปัดาห์ วดัปรมิาตรการผลิตก๊าซชีวภาพโดยการแทนทีRนํ�าทุกวนั และ
วเิคราะหอ์งคป์ระกอบของก๊าซชวีภาพดว้ยเครืRองก๊าซโครมาโตกราฟี ทุกสองวนั วเิคราะหโ์ครงสรา้ง
ประชากรจุลนิทรยีโ์ดยเทคนิค PCR-DGGE เปรยีบเทยีบกบัชุดการทดลองการหมกัมเีทนแบบเดีRยว
ทีRมกีารเดนิระบบทีRอุณหภูม ิ35 ◦C pH 7.3-7.5 ระยะเวลากกัเกบ็นํ�า 17 วนั 
 



 

       6. การศกึษาโครงสรา้งประชากรจลุนิทรยี ์โดยวธิ ีDenaturing Gradient Gel Electropho-
resis (DGGE) 
 สกดั total genomic DNA จากตวัอย่างตะกอนจุลนิทรยีใ์นชุดการผลติมเีทน หลงัจาก
นั �นนําตวัอย่างดเีอ็นทีRสกดัได้มาทําการเพิRมปรมิาณโดยเทคนิค PCR สําหรบัการทํา PCR ครั �ง
แรก total genomic DNA ถูกใชเ้ป็นดเีอน็เอตน้แบบรว่มกบัไพรเมอร ์Arch21f (5' TTCCGG 
TTGATCCYGC-CGGA 3') และ Arch958r (5' YCCGGCGTTGAMTCCAATT 3') (สํ าห รับ
ศึ ก ษ าป ร ะ ช าก รอ า เคี ย ร์ ) 1492r (5' GAAAGGAGGTGATCCAGCC 3') แ ล ะ  27f (5' 
GAGTTTGATCCTTGGCTCAG 3') (สําหรบัศกึษาประชากรแบคทเีรยี) นํา PCR Product ครั �ง
แ ร ก ใช้ ใ น ก า ร ทํ า  PCR ค รั �ง ทีR ส อ ง สํ า ห รับ อ า เคี ย ร์ ใ ช้ ไ พ ร เม อ ร์  Arch519r (5' 
TTACCGCGCGKGCTG 3'  with 40 bp GC clamp) แ ล ะ  Arch340f (5' 
CCTACGGGGYGCASCAG 3' with 40 bp GC clamp) สําหรบัแบคทเีรยีใชไ้พรเมอร ์518r (5' 
ATTACCGAGCTGCTGG 3'  with 40 bp GC clamp) แ ล ะ  357f (5' 
CCTACGGGAGGCAGCAG 3' with 40 bp GC clamp) นํ า  PCR products ค รั �ง ทีR ส อ ง 
วิ เ ค ร า ะ ห์ บ น  8%  ( v/v) polyacrylamide gels, denaturant gradient ทีR ร้ อ ย ล ะ  40-70, 
electrophoresis ทีR 70 โวลต์ นาน 16 ชั Rวโมง ใน 0.5x TAE buffer ทีR 60 องศาเซลเซียส ตัด
แถบแบนดเีอ็นเอเด่นจากเจล DGGE แล้วส่งไปวเิคราะห์ลําดบัเบสนิวคลโีอไทด์ ผลทีRได้นําไป
เป รียบ เที ยบ กับ ลํ าดับ เบ สของจุลินท รีย์ อ้ างอิ ง  ใน ฐานข้อมู ล  NCBI web interface 
(http://www.ncbi.nlm.nih-.gov) (Kongjan et al., 2010) 
 
 สรปุผลและอภิปรายผล 

นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ (Palm oil mill effluent, POME) มปีรมิาณสารอนิทรยีส์ูง
โดยมคี่า COD สูงถึง 85.5 gCOD/l จงึเป็นแหล่งวตัถุดิบทีRมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 
นอกจากนี�นํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มยงัมแีร่ธาตุเป็นองค์ประกอบโดยม ีไนโตรเจนทั �งหมด 
830 mg/l ฟอสฟอรสัทั �งหมด 130 mg/l และเหลก็ 3 mg/l ซึRงเป็นองค์ประกอบทีRสําคญัในเซลล์
จุลนิทรยี์ แต่อย่างไรก็ตามนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาล์มมสีภาพเป็นกรด (พเีอช 4.5) ดงันั �น
ก่อนนําไปใช้ในการผลติไฮโดรเจนจงึต้องทําการปรบัพเีอชให้เหมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน 
สําหรบัศักยภาพการผลติไฮโดรเจนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกัดนํ�ามนัปาล์มภายใต้อุณหภูมสิูงอยู่
ในช่วง 130-200 ml H2/g COD ซึRงผลผลติไฮโดรเจนมากว่ารอ้ยละ �� ถูกผลติขึ�นภายใน o วนั 
และความเข้มข้นของไฮโดรเจนในก๊าซชีวภาพอยู่ในช่วงร้อยละ 45-60 เมืRอสิ�นสุดการหมกั
กรดอะซิติกและกรดบิวทีริกทีRความเข้มข้น  23,450-3,580 และ 3,250-4,250 mg/l เป็น
องคป์ระกอบหลกัในนํ�าทิ�งหลงักระบวนการผลติไฮโดรเจน  

สําหรบัศักยภาพการผลิตมีเทนจากนํ� าทิ�งหลงักระบวนการผลิตไฮโดรเจน ทําการ
ทดลองทีRปรมิาณสารอินทรีย์ 11.8 17.7 23.6 และ 29.5 gVS/l (คิดเป็นกรดไขมนัระเหยได้
เริRมต้น 0.9 1.8 3.6 และ 4.7 g/l ตามลําดบั) โดยให้ผลได้มเีทนเท่ากบั 510 467 428 และ 401 



 

ml CH4/g VS ตามลําดบั ผลได้มเีทนตํRาเนืRองจากปรมิาณสารอินทรยีส์ูงส่งผลต่อกระบวนการ
ผลติมเีทน กรดแลคตกิ กรดอะซติกิ และกรดบวิทรีกิ เดีRยวๆ ส่งผลกระทบเชงิบวก ในขณะทีR
กรดโพรพิโอนิกเดีRยวๆ ส่งผลกระทบเชิงลบต่อกระบวนการ methanogenesis การผสมกัน
ระหว่างกรดแลคตกิและกรดอะซติกิ กรดอะซติกิและกรดบวิทรีกิ และกรดแลคตกิและกรดโพรพิ
โอนิก ส่งผลกระทบเชงิบวกต่อกระบวนการ methanogenesis อย่างมนีัยสําคญั (P<0.01) ส่วน
การผสมกนัระหว่างกรดแลคตกิและกรดบวิทรีกิ กรดอะซติกิและกรดโพรพโิอนิก และกรดบวิที
รกิและกรดโพรพโิอนิก ส่งผลกระทบเชงิลบต่อกระบวนการ methanogenesis อย่างมนีัยสําคญั 
(P<0.01) กรดอะซติิกและกรดบิวทรีกิทีRความเข้มข้นสูง (8 g/l) ยบัยั �งกระบวนการผลติมเีทน 
และเกดิการยบัยั �งการผลติมเีทนอย่างมนีัยสําคญั (P<0.01) เมืRอเตมิกรดแลคตกิและกรดโพรพิ
โอนิก สภาวะเหมาะสมสําหรบัการผลติมเีทน คอื กรดแลคติก 2.88 g/l กรดอะซติิก 5.01 g/l 
กรดบวิทรีกิ 0.44 g/l และกรดโพรพโิอนิก 5.55 g/l โดยใหผ้ลไดม้เีทนสูงสุดทีR 447 ml CH4/gVS 
การศึกษาการเปลีRยนแปลงโครงสรา้งประชากรจุลนิทรยี์โดยเทคนิคทางชวีโมเลกุล (DGGE) 
พบว่าคุณภาพของ methanogenic bacteria และ methanogenic archaea สอดคล้องกบัผลได้
มเีทน โดย Methanoculleus thermophiles และ Methanosarcina mazei เป็นประชากรอาเคยีร์
เด่น ซึRง Methanoculleus thermophiles เป็นประชากรเด่นในสภาวะปกติและไม่ปรากฏใน
สภาวะทีRเกดิการยบัยั �งการผลติมเีทน  

การหมกัสองขั �นตอนทีRอุณหภูมสิูงและกระบวนการเมทาโนจนีิซสีทีRอุณหภูมเิมโซฟิลกิ 
แสดงให้เหน็ถงึวธิกีารทีRมแีนวโน้มในการกู้คนืพลงังานและการกําจดั COD และ SS จากนํ�าทิ�ง
โรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์สูงโดยระบบการยอ่ยสลายไรอ้ากาศสาํหรบัผลติไฮโดรเจนควบคู่กบัการ
ผลติมเีทน การผลติไฮโดรเจนในขั �นตอนทีRหนึRงเดนิระบบในถงัปฎกิรณ์ anaerobic sequencing 
batch reactor (ASBR) ทีRพเีอช 5.5 อุณหภูม ิ55 ºC ระยะเวลากกัเก็บนํ�า (Hydraulic retention 
time, HRT) 2 วนั และภาระบรรทุกสารอนิทรยี ์(Organic loading rate, OLR) 60 gCOD/l/d ให้
อตัราการผลติไฮโดรเจนสูงสุดทีR 1.84 l-H2/l/d คดิเป็นค่าเฉลีRย 1.8 l-H2/l/d อตัราการผลติมเีทน
สูงสุดในขั �นตอนทีRสองอยู่ทีR 2.6 และ 2.4 l-CH4/l/d ตามลําดบั ทีR HRT 15 วนั การผลติไฮโรเจน
ควบคู่กบัการผลติมเีทนจากนํ�าทิ�งโรงงานสกดันํ�ามนัปาลม์ช่วยเพิRมผลไดพ้ลงังาน โดยให้ผลได้
พลงังานสูงกว่าการผลติมเีทนระบบเดีRยวรอ้ยละ 34 และสูงกว่าการผลติไฮโดรเจนระบบเดีRยวถงึ
รอ้ยละ 90 โครงสรา้งประชากรจลุนิทรยีจ์ากถงัปฎกิรณ์ UASB แสดงแบคทเีรยี Clostridium sp. 
Lactobacillus hamster และ Lactobacillus sp. เป็นประชากรเด่นในการผลิตมีเทน และพบ 
Methanosarcina sp. และ Methanoculeus sp. เป็นประชากรอาเคยีร์เด่นและมบีทบาทสําคญั
ในการผลติมเีทน 
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