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บทคัดย่อ 

 

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอ

ดีเซลแบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) โดย

เซลล์ตรึง Enterobacter aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ผลการทดลองพบว่า

อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ มีผลต่อกระบวนการผลิตไฮโดรเจน โดยเมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและ

กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นสับสเตรท จะพบว่าที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน ให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจน

สูงสุดเท่ากับ 37.15 24.19% และ 8.97 6.24 mmol H2/L h ตามลําดับ โดยผลพลอยได้หลักจาก

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนได้แก่ เอทานอล 1,3 โพรเพนไดออล กรดฟอร์มิค และกรดอะซิติค จากผล

การศึกษากลุ่มประชากรในเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules โดย 

fluorescent in situ hybridization (FISH) ที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตร

ต่อวัน เมื่อใช้กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นสับสเตรท พบว่ากลุ่มประชากร

จุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการผลิตไฮโดรเจนท่ีตรวจพบเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม Enterobacter sp. 

Clostridium sp. Bacillus sp. และ Dialister sp. ภาพถ่ายลักษณะของเซลล์ตรึง E. aerogenes 

ATCC 13048 บน UASB granules โดยกล้อง Scanning Electron Microscopy (SEM) แสดงให้

เห็นว่า E. aerogenes ATCC 13048 เกาะติดกับพ้ืนผิว UASB granules โดยกลไกการดูดซับในรู

พรุนของ UASB granules 
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Abstract 
 

Biohydrogen production from glycerol by immobilized Enterobacter aerogenes 

ATCC 13048 on heat-treated UASB granules was examined in an upflow anaerobic 

sludge blanket (UASB) reactor. The organic loading rate (OLR) was optimized in order 

to maximize the hydrogen production rate (HPR). The maximum hydrogen content 

(37.15% and 24.19%) and HPR (8.97 and 6.24 mmol H2/L h) were achieved at the 

optimum OLR of 50 g/L d using pure and waste glycerol as the substrate, 

respectively. The major soluble metabolites (SMPs) were ethanol, 1,3-PD, formic acid, 

and acetic acid. The microbial community and microbial structure analyzed by 

fluorescent in situ hybridization (FISH) and scanning electron microscopy (SEM) 

revealed that the predominant hydrogen producer were E. aerogenes ATCC 13048 

and firmicutes bacteria including Clostridium, Bacillus, and Dialister sp. The cells of E. 

aerogenes were immobilized on heat-treated UASB granules by an adsorption 

mechanism.  
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1 ความสาํคญัและที่มาของปัญหาท่ีทาํการวิจัย 

ปัจจุบันประเทศต่างๆท่ัวโลกประสบกับปัญหาความผันแปรของราคานํ้ามันในตลาดโลกที่มีราคา

สูงขึ้นอย่างต่อเน่ือง ทั้งน้ีเน่ืองจากประเทศต่างๆโดยส่วนใหญ่แล้วไม่มีทรัพยากรนํ้ามันธรรมชาติใน

ประเทศ จึงจําเป็นต้องพ่ึงพาประเทศอ่ืนๆ ที่สามารถส่งนํ้ามันออกมาจําหน่ายได้ ซึ่งแหล่งทรัพยากร

นํ้ามันธรรมชาติเหล่าน้ีเป็นแหล่งพลังงานท่ีใช้แล้วหมดไป จึงทําให้เกิดกระแสการผลิตพลังงานทดแทน

จากวัตถุดิบชีวมวลมากข้ึน เช่น การผลิตก๊าซชีวภาพ และการผลิตไบโอดีเซล โดยประเทศไทยได้มีการ

สนับสนุนให้มีการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรมเพ่ือแก้ไขปัญหาการขาดแคลนนํ้ามัน ปัจจุบันมี

การผลิตไบโอดีเซลภายในประเทศประมาณ 150,000-200,000 ลิตรต่อวัน ทั้งน้ีในกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลส่วนใหญ่ เ ป็นกระบวนการทางเคมีผ่านปฏิกิริยาทรานส์ เอสเทอริฟิเค ช่ัน 

(Tranesterification) หรือ เอสเทอริฟิเคช่ัน (esterification) (รูปที่ 1) เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาจะได้

สารประกอบเมททิวเอสเทอร์ของกรดไขมัน (fatty acid methyl ester) เป็นผลิตภัณฑ์หลัก และได้

กลีเซอรอล (glycerol) เป็นผลิตภัณฑ์รองในอัตราส่วน 1:10 (กลีเซอรอล : ไบโอดีเซล) โดยนํ้าหนัก 

ซึ่งหมายความว่าในแต่ละวันจะมีกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลประมาณ 

15,000-20,000 ลิตร ซึ่งโดยทั่วไปแล้วกลีเซอรอลสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้หลายทาง เช่น ใช้เป็น

องค์ประกอบในการผลิตเคร่ืองสําอาง ใช้แยกคืนเมทานอลจากเฟสไบโอดีเซลเพ่ือเพ่ิมความบริสุทธ์ิ ใช้

เป็นองค์ประกอบในการผลิตไบโอดีเซล และอุตสาหกรรมอาหารโดยใช้เป็นสารให้ความหวาน ผลิตเอ

ทานอล การผลิตกรดซิตริก การผลิตพลาสติก เป็นต้น (Wikipedia, 2006) แต่อย่างไรก็ตามการ

ส่งเสริมให้มีการผลิตไบโอดีเซลเพ่ือใช้เป็นพลังงานทดแทนในอนาคตมีแนวโน้มเพ่ิมมากขึ้น จึงอาจ

ก่อให้เกิดปัญหาในการกําจัดกลีเซอรอลจากกระบวนการผลิตตามมา และงานวิจัยในปัจจุบันได้มีการ

ใช้กลีเซอรอลเป็นวัตถุดิบในการผลิตพลังงานทดแทนอ่ืนๆ เช่น ในงานวิจัยของ Yang และคณะ 

(2008) พบว่าจุลินทรีย์จากกากตะกอนระบบบําบัดนํ้าเสียสามารถใช้กลีเซอรอลเป็นวัตถุดิบในการ
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ผลิตมีเทนได้ นอกจากน้ียังมีรายงานการวิจัยของ Sakai และ Yagishita (2007) และ Ito และคณะ 

(2005) พบว่ากลีเซอรอลสามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจนได้  

 

 
รูปที่ 1  ปฏิกิริยาทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (Transesterification) 

 

ดังน้ัน งานวิจัยน้ีมีความสนใจท่ีจะนํากลีเซอรอลที่เหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาใช้

เป็นวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจนซึ่งก๊าซไฮโดรเจนเป็นอีกหน่ึงทางเลือกของแหล่งพลังงานในอนาคตที่

คาดว่าจะนํามาทดแทนพลังงานที่มีในธรรมชาติ (Akano และคณะ, 1996) เน่ืองจากไฮโดรเจนเป็น

พลังงานสะอาด (clean energy) ในกระบวนการเผาไหม้ก๊าซไฮโดรเจนจะได้นํ้าเป็นผลิตภัณฑ์จึงไม่

ก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม (Yokoi และคณะ, 2002) อีกทั้งไฮโดรเจนให้ค่าพลังงานสูง โดย 1 

กิโลกรัมของไฮโดรเจนให้พลังงานเท่ากับ 3.5 ลิตรของปิโตรเลียม (kruse และคณะ, 2002) ดังน้ัน

ไฮโดรเจนจึงมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใช้เป็นแหล่งพลังงานสํารองสําหรับการผลิตกระแสไฟฟ้าและ

พลังงานเช้ือเพลิงเพ่ือการคมนาคมขนส่งในอนาคต ซึ่งผลจากการทดลองน้ีจะเป็นประโยชน์อย่างย่ิง

ต่อกระบวนการผลิตไฮโดรเจนในระดับขยายส่วนและยังเป็นการเพ่ิมมูลค่าให้แก่วัสดุเหลือทิ้งจาก

โรงงานอุตสาหกรรมคือกลีเซอรอลอีกด้วย 
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1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

วัตถุประสงค์โดยรวมของงานวิจัยน้ีคือเพ่ือให้ได้มาซึ่ งกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่มี

ประสิทธิภาพจากกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล เพ่ือให้บรรลุวัตถุประสงค์หลัก

จึงแบ่งวัตถุประสงค์ย่อยออกเป็น 2 ข้อ คือ 

1) เพ่ือศึกษาภาระบรรทุกสารอินทรีย์ (organic loading rate: OLR) ที่เหมาะสมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ในถัง

ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ upflow anaerobic sludge blanket (UASB)  

2)  เพ่ือศึกษาชนิดของจุลินทรีย์ (microbial communities) และโครงสร้างของเซลล์ตรึง E. 

aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่ให้ค่าอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุด โดยใช้เทคนิค Fluorescence in situ hybridization (FISH) และ Scanning 

electron microscope (SEM) 

 

1.3 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

เป็นองค์ความรู้ในการวิจัยต่อไป กลุ่มเป้าหมาย ได้แก่ สถาบันวิจัย สถาบันการศึกษาต่างๆ และ

นักวิจัยที่สนใจการผลิตพลังงานทดแทนโดยชีววิธี ได้แก่ ไฮโดรเจน 

นําไปสู่การผลิตเชิงพาณิชย์ กลุ่มเป้าหมายได้แก่ โรงงานหรือผู้ประกอบการท่ีผลิตไบโอดีเซล 

ตลอดจนฝ่ายวางแผนและพัฒนาด้านสิ่งแวดล้อม พลังงาน และแหล่งทรัพยากรทดแทนเพ่ือความ

มั่นคงทางด้านเศรษฐกิจและทรัพยากรภายในประเทศ 

ลดปัญหามลภาวะสิ่งแวดล้อมและเพิ่มมูลค่าให้แก่วัสดุเหลือใช้ทางการเกษตร กลุ่มเป้าหมาย 

ได้แก่ ผู้ประกอบการอุตสาหกรรมเกี่ยวกับไบโอดีเซล นอกจากน้ันแล้วยังได้นักวิจัยระดับปริญญาเอก

ทางด้านการผลิตพลังงานทดแทนจํานวน 1 คน 
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1.4 สมมุติฐานและกรอบแนวความคิดของโครงการวิจัย  

งานวิจัยนี้ดําเนินการวิจัยภายใต้สมมติฐานที ่ว่ากลุ่มจุลินทรีย์ในตะกอนแบบไร้อากาศและ     

E. aerogenes ATCC 13048 เป็นหัวเชื้อเริ่มต้นในการผลิตไฮโดรเจนที่ดีทําให้ได้อัตราการผลิต

ไฮโดรจนที่สูง และถังปฏิกรณ์แบบ UASB มีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลอย่าง

ต่อเน่ือง ดังนั้นเมื่อดําเนินการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB ภายใต้

อุณหภูมิห้องโดยใช้ตะกอนกลุ่มจุลินทรีย์ร่วมกับ E. aerogenes ATCC 13048 เป็นหัวเช้ือเริ่มต้นใน

การผลิต และแปรผันค่า OLR ที่ระดับต่างๆ จะทําให้ได้อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่สูงและผลิต

ไฮโดรเจนได้อย่างต่อเน่ือง  

 

1.5 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยน้ีเป็นการวิจัยในระดับห้องปฏิบัติการ โดยศึกษาหาวิธีการเพ่ิมศักยภาพในการผลิต

ไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลให้ได้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูง

และผลิตได้อย่างต่อเน่ืองโดยใช้วิธีการทางชีวภาพ  ดําเนินการทดลองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 

UASB ภายใต้อุณหภูมิห้อง โดยใช้เซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules เป็น

หัวเช้ือเร่ิมต้นในการผลิต แปรผันค่าภาระบรรทุกสารอินทรีย์ (organic loading rate: OLR) ที่ระดับ

ต่างๆ จนได้สภาวะที่ให้ค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด จากน้ันศึกษาชนิดของจุลินทรีย์ (microbial 

communities) และโครงสร้างของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ที่

อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่ให้ค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด โดยใช้เทคนิค Fluorescence in 

situ hybridization (FISH) และ Scanning electron microscope (SEM) เพ่ือให้ทราบถึงลักษณะ

โครงสร้างและกลุ่มของจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในกระบวนการหมัก 

(hydrogen producer)  
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บทท่ี 2 

วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 

2.1 ไฮโดรเจนและการใช้ประโยชน์ 

ไฮโดรเจนเป็นก๊าซที่ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น มีความหนาแน่น 0.0899 กรัมต่อลูกบาศก์เดซิเมตร 

(ไฮโดรเจนเหลวมีความหนาแน่น 70.99 กรัมต่อลูกบาศก์เดซิเมตร) จุดหลอมเหลว -259.14 องศา

เซลเซียส และมีจุดเดือด -252.77 องศาเซลเซียส ในนํ้าจะประกอบด้วยไฮโดรเจน 11.2% โดย

นํ้าหนัก หรือไฮโดรเจน 1 กิโลกรัม จะให้ค่าพลังงานเท่ากับ ก๊าซธรรมชาติ 2.1 กิโลกรัม หรือเท่ากับ 

แก๊สโซลีน 2.8 กิโลกรัม (Kruse และคณะ, 2002) ดังน้ันไฮโดรเจนจึงเหมาะสมที่จะนํามาใช้เป็นแหล่ง

พลังงานสํารองสําหรับผลิตกระแสไฟฟ้าและพลังงานเช้ือเพลิงเพ่ือการคมนาคมขนส่ง (Yokoi และ

คณะ, 2002)  พลังงานไฮโดรเจนมีคุณสมบัติที่เหมือนพลังงานฟอสซิล (ถ่าน หิน นํ้ามัน และก๊าซ

ธรรมชาติ) คือเป็นเช้ือเพลิงได้ สามารถเผาไหม้ ให้พลังงานความร้อนใช้หุงต้มได้ หรือจะใช้สันดาป

ภายในเหมือนนํ้ามันก็ได้ ไฮโดรเจนยังสามารถกลับมารวมตัวกับออกซิเจน สามารถผลิตกระแสไฟฟ้า 

ได้โดยตรง กระบวนการน้ีเป็นกระบวนการที่ใช้กับ fuel cell หรือเซลล์เช้ือเพลิง (Yokoi และคณะ, 

2002) “เช้ือเพลิงไฮโดรเจน” เป็นแหล่งพลังงานหน่ึงที่ได้รับความสนใจอย่างมากเน่ืองจากเป็นแหล่ง

พลังงานท่ีสะอาด (Clean Energy) ไม่ก่อให้เกิดมลพิษ (Akano และคณะ, 1996) การผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนให้มีประสิทธิภาพในปัจจุบันมีทั้งวิธีทางกายภาพ ทางเคมี และทางชีวภาพ เช่น วิธี Water 

electrolysis, Thermochemical processes, Radiolytic process และ Biological process 

(Lay และคณะ, 1999) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้กระบวนการทางชีวภาพโดยจุลินทรีย์จะไม่

ก่อให้เกิดมลพิษเน่ืองจากผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้เป็นผลผลิตทางชีวภาพที่ง่ายต่อการกําจัด นอกจากน้ี

วัตถุดิบที่ใช้ในกระบวนการผลิตยังใช้ได้หลากหลาย และมีราคาถูกกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการอ่ืน 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพน้ันแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 1) 

Photosynthetic microorganisms เช่น สาหร่าย (Greenbaum, 1990) และแบคทีเรียสังเคราะห์

แสง เช่น Rhodospirillum rubrum (Zhu และคณะ, 1999; Miyake และคณะ, 1999; 
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Ruknonsaeng และคณะ, 2005) เป็นต้น และ 2) Fermentative hydrogen-producing 

microorganism ซึ่งส่วนใหญ่เป็นจุลินทรีย์ประเภท facultative anaerobes (Tanisho และ 

Ishiwata, 1995) และ obligate anaerobes (Dabrock และคณะ, 1992; Taguchi และคณะ, 

1992; Tanisho, 1996) เช่น Clostridium sp. และ Enterobacter sp. เป็นต้น 

 

2.2 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 

การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายอย่าง เช่น ชนิดและความเข้มข้นของ

สับสเตรต ความเป็นกรดด่าง ระยะเวลาการกักเก็บ อุณหภูมิ อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ ชนิดและ

ความเข้มข้นของกรดไขมันระเหยง่าย เป็นต้น ซึ่งสภาวะเหล่าน้ีมีผลกระทบต่อความสมดุลของระบบ

เมตาบอลิซึม ดังน้ันผลิตภัณฑ์สุดท้ายที่ได้จากกระบวนการหมักจึงขึ้นอยู่กับสภาวะของสิ่งแวดล้อมที่

แบคทีเรียเจริญอยู่ และผลิตภัณฑ์สุดท้ายจากระบบการหมัก เช่น เอทานอล บิวทานอล และแลคเตท 

จะมีไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย เพียงแต่ไม่ถูกปลดปล่อยออกมาในรูปก๊าซ  

2.2.1 ชนิดและปริมาณของสับสเตรต 

ชนิดและปริมาณของสับสเตรตมีความสําคัญต่อกระบวนการทางชีวภาพโดย        

สับสเตรทส่วนใหญ่มักจะเป็นคาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน ซึ่งเป็นที่ทราบกันดีว่าเป็นแหล่ง

พลังงานของสิ่งมีชีวิต (Kapdan และ Kargi, 2006) โดยทั่วไปจุลินทรีย์ต้องการสับสเตรตเพ่ือช่วยใน

กระบวนการเมตาบอลิซึมและต้องมีปริมาณสับสเตรตที่เหมาะสมจึงจะสามารถส่งเสริมการเจริญของ

จุลินทรีย์และเกิดผลผลิตที่สูงได้ จากรายงานของ Chen และคณะ (2005) ที่ศึกษาการผลิตไฮโดรเจน

จาก C. butyricum โดยใช้นํ้าตาลซูโครสเป็นสับสเตรต พบว่าปริมาณซูโครสเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อ

การผลิตไฮโดรเจนคือ 20 กรัมซีโอดีต่อลิตร หรือ 17.8 กรัมต่อลิตร สามารถให้ผลได้ไฮโดรเจนเท่ากับ 

2.91 mol H2/mol sucrose ถ้าเพ่ิมปริมาณซูโครสสูงถึง 30 กรัมซีโอดีต่อลิตร ทําให้อัตราการผลิต

ไฮโดรเจนลดลง โดยมีผลได้ไฮโดรเจนเท่ากับ 1.73 mol H2/mol sucrose และนอกจากน้ันยังมี

งานวิจัยที่พบว่าความเข้มข้นชานอ้อยที่ผ่านการไฮโดรไลซ์ที่ระดับนํ้าตาลทั้งหมดเริ่มต้น 20.0 กรัมซีโอ

ดีต่อลิตร จะส่งผลให้ C. butyricum ผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุดเท่ากับ 1.73 mol H2/mol total sugar 
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และเมื่อแปรผันระดับความเข้มข้นของชานอ้อยที่ผ่านการไฮโดรไลซ์สูงขึ้นจะส่งผลให้การผลิต

ไฮโดรเจนลดลง (Pattra และคณะ, 2008) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าชนิดและปริมาณของ

สับสเตรทมีผลต่อกระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยจะส่งผลท้ังในรูปของการส่งเสริมเมื่อได้รับในปริมาณ

ที่เหมาะสมและยับย้ังเมื่อมีความเข้มข้นที่สูงเกินความต้องการของจุลินทรีย์  

2.2.2 สภาวะความเป็นกรดด่าง และกรดไขมันระเหยง่าย (Volatile fatty acids, VFAs)  

สภาวะความเป็นกรดด่างมีความสําคัญต่อการผลิตไฮโดรเจนเน่ืองจากความเป็นกรดด่างมี

ผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย (Zheng และ Yu, 2005)  Kumar และ Das (2000) พบว่าการผลิต

ไฮโดรเจนของ Enterobacter cloacae IIT-BT 08 ที่ความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 4 และ 5 จะ

ให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมเท่ากับ 70.9 และ 117.5 mmolH2 ตามลําดับ และในระหว่างการหมัก

แบบไม่ ใ ช้อากาศดังกล่ าว  ผลผลิตที่ เ กิดขึ้ นคือ  กรดไข มันระเหย ง่าย  ไฮโดร เจน  และ

คาร์บอนไดออกไซด์ (Kapdan และ Kargi, 2006) ซึ่งถ้ามีกรดไขมันระเหยง่ายในนํ้าหมักในปริมาณที่

มากเกินไปก็มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนเน่ืองจากปริมาณของกรดไขมันระเหยง่ายมีความสัมพันธ์กับค่า

ความเป็นกรดด่างในกระบวนการหมักและในเซลล์ของจุลินทรีย์ คือเมื่อกรดไขมันระเหยง่ายมีปริมาณ

มากก็สามารถซึมผ่านผนังเซลล์ทําให้สภาวะกรดด่างในเซลล์ลดลงทําให้จุลินทรีย์ต้องใช้พลังงานใน

การปรับสภาวะกรดด่างของเซลล์ให้สมดุลโดยการป๊ัมอิออนเข้าออกจากเซลล์ เช่น โปรแตสเซียมป๊ัม 

ทําให้พลังงานของเซลล์ไม่พอในการสร้างเซลล์จุลินทรีย์ใหม่หรือบางเซลล์จุลินทรีย์ไม่สามารถปรับ

สภาวะกรดด่างก็ทําให้เซลล์แตกและทําให้การผลิตไฮโดรเจนลดลง (Zheng และ Yu, 2005) จาก

การศึกษาของ Zheng และ Yu (2005) พบว่าผลได้ของไฮโดรเจนจะลดลงจาก 1.85 ไปที่ 0.32 mol 

H2/mol glucose เมื่อเติมกรดบิวทาริกที่ความเข้มข้นระหว่าง 4.18 ถึง 25.08 กรัมต่อลิตร ในส่วน

ของกรดอะซิติกก็แสดงผลการต่อการผลิตไฮโดรเจนเช่นเดียวกับกรดบิวทาริก (Zheng และ Yu, 

2005) 

2.2.3 แหล่งอาหารเสริม 

ในเซลล์แบคทีเรียทุกชนิดจะประกอบไปด้วยธาตุที่สําคัญคือ  คาร์บอน ไฮโดรเจน 

ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส ออกซเิจน และซัลเฟอร์ โดยแบคทีเรียที่ใช้อากาศต้องการปริมาณไนโตรเจนต่อ
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นํ้าหนักเซลล์เท่ากับ 9.4 (Cell weight/N = 9.4) ในขณะที่แบคทีเรียที่ไม่ใช้อากาศจะสร้างเซลล์

เพ่ิมขึ้นเป็นจํานวนมากได้ เมื่อมีอัตราส่วนของธาตุไนโตรเจนต่อคาร์บอนในสารอาหารประมาณ 

0.0620 และยังต้องการธาตุฟอสฟอรัสเท่ากับ 1 ใน 7 ของปริมาตรธาตุไนโตรเจนที่ประกอบในเซลล์ 

โดยทั่วไปความต้องการธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัสจะอยู่ในอัตราส่วน 11 ต่อ 2  จากรายงานของ 

Dabruck และคณะ (1992) พบว่า Fe+2  มีผลต่อกิจกรรมของเอนไซม์ที่ใช้ในการผลิตไฮโดรเจน 

(hydrogenase enzyme) โดยเมื่อความเข้มข้นของ Fe+2 ลดลงจะส่งผลให้กิจกรรมของเอนไซม์

ไฮโดรจีเนส ซึ่งเป็นเอนไซม์ในการผลิตไฮโดรเจนลดลง (Saraphirom และ Reungsang, 2010) 

2.2.4 ผลของอุณหภูมิและระยะเวลาการกักเก็บ (Hydraulic retention time, HRT) ต่อ

การผลิตไฮโดรเจน 

อุณหภูมิมีผลต่ออัตราการเจริญของแบคทีเรียและมีผลต่ออัตราการเปลี่ยนสับสเตรตไป

เป็นผลิตภัณฑ์ในกระบวนการหมัก (Lee และคณะ, 2004) ซึ่งอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิต

ไฮโดรเจนโดยเช้ือบริสุทธ์ิ เช่น แบคทีเรียกลุ่ม Clostridium sp. และ Enterobacter sp. อยู่ในช่วง 

37 – 45 องศาเซลเซียส (Lee และคณะ, 2004) ส่วนในการผลิตไฮโดรเจนของเช้ือผสม เช่น 

anaerobic sludge จะอยู่ในช่วงกว้างต้ังแต่ mesophilic (20-42 องศาเซลเซียส) ถึง thermophilic 

(42-75 องศาเซลเซียส) ขึ้นอยู่กับแหล่งที่มาของเช้ือผสม (mixed culture) (Lee และคณะ, 2004) 

ส่วนระยะเวลาการกักเก็บคือเวลาที่สับสเตรตอยู่ในถังหมัก และระยะเวลากักเก็บที่เหมาะสมในการ

ผลิตไฮโดรเจนจากสับสเตรต เช่น กลูโคส หรือซูโครสโดยการหมักแบบต่อเน่ืองจะอยู่ในช่วง 8-12 

ช่ัวโมง โดยกลุ่มแบคทีเรียจากตะกอนบ่อบําบัดนํ้าเสียแบบไม่ใช้อากาศ (Hawkes และคณะ, 2002) 

และเมื่อแปรผันระยะเวลาการกักเก็บ HRT จาก 36 ช่ัวโมงเป็น 24 ช่ัวโมง 12 ช่ัวโมง 6 ช่ัวโมง และ 

4 ช่ัวโมง จะส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจนจากนํ้าอ้อยโดย C. butyricum ภายใต้กระบวนการหมักแบบ 

CSTR มีค่าลดลง โดยที่ HRT เท่ากับ 4 ช่ัวโมงจะให้ค่าผลได้ไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจน

สูงสุดเท่ากับ 1.0 mol H2/mol hexose และ 3.38 mol H2/L h ตามลําดับ (Pattra และคณะ, 

2010) 
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2.2.5 ผลของอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ (Organic loading rate, OLR)  

อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เป็นปัจจัยที่มีผลต่อประสิทธิภาพในการย่อยสลาย

สารอินทรีย์ภายในระบบการหมัก หากมีการป้อนสารอินทรีย์เข้าระบบมากเกินไปจะทําให้การย่อย

สลายสารอินทรีย์ลดลง เน่ืองจากแบคทีเรียบางส่วนถูกทําลายไปเพราะสภาพที่ไม่สมดุล ในทาง

ตรงกันข้ามหากมีการป้อนสารอินทรีย์เข้าสู่ระบบน้อยเกินไป จะทําให้การใช้ถังหมักไม่เต็ม

ประสิทธิภาพไม่คุ้มค่าในการลงทุน และยังส่งผลให้แบคทีเรียในระบบปรับตัวเข้ากับสภาพสารอินทรีย์

ที่มีปริมาณตํ่า ซึ่งอาจจะทําให้ระบบล้มเหลวตามมา แต่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์จะแตกต่างไป

ตามธรรมชาติและชนิดของสับเสตรท จึงจําเป็นต้องมีการปรับค่าอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ให้

เหมาะสมตามชนิดของสับสเตรทที่ใช้ด้วย 

 

2.3 ไบโอดีเซล 

ไบโอดีเซล (Biodiesel) เป็นเช้ือเพลิงดีเซลที่ผลิตจากแหล่งทรัพยากรชีวภาพที่ใช้แล้วไม่หมดไป 

เช่น นํ้ามันพืช ไขมันสัตว์ หรือสาหร่าย ซึ่งเป็นเช้ือเพลิงดีเซลอีกทางเลือกหน่ึง นอกเหนือจากนํ้ามัน

ดีเซลที่ผลิตจากเช้ือเพลิงปิโตรเลียม มีคุณสมบัติและค่าพลังงานที่ได้จากการเผาไหม้เหมือนกับดีเซล

จากปิโตรเลียม จึงสามารถใช้แทนกันได้ (Wikipedia, 2006) นอกจากน้ีสารมลพิษที่เกิดจากการเผา

ไหม้ไบโอดีเซล ได้แก่ คาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซคาร์บอนมอนนอกไซด์ และสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอน จะมีปริมาณน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการเผาไหม้ดีเซลจากปิโตรเลียม คุณสมบัติ

สําคัญของไบโอดีเซลคือสามารถย่อยสลายได้เองตามกระบวนการทางชีวภาพในธรรมชาติ 

(biodegradable) และไม่เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม (Nontoxic) (Wikipedia, 2006) 

กระบวนการผลิตไบโอดี เซลเ ป็นการเปลี่ ยนแปลงทางเคมีของ นํ้ามันโดยปฏิกิริยา            

ทรานส์เอสเทอริฟิเคชัน (Transesterification) หรือ เอสเทอริฟิเคชัน (Esterification) ดังรูปที่ 1 ใน

สภาวะที่มีแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอล ซึ่งจะเปลี่ยนไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) ในนํ้ามันเป็นไบโอ

ดีเซลในรูปของสารประกอบเมทิวเอสเทอร์ของกรดไขมัน (Fatty acid methyl ester) และกลีเซ

อรอล โดยใช้สารเร่งปฏิกิริยา (Catalyst) (Fukada และคณะ, 2001) โดยท่ีสารเร่งปฏิกิริยาที่นิยม
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นํามาใช้ในการผลิตมี 2 ประเภทด้วยกันคือ 1) สารเคมี ได้แก่สารเคมีจําพวกกรด และด่าง ตัวอย่าง

สารเคมีที่มีฤทธ์ิเป็นกรด เช่น กรดซัลฟิวริก กรดฟอสฟอริก กรดไฮโดรคลอริก เป็นต้น และสารเคมีที่

มีฤทธ์ิเป็นด่างได้แก่ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โปแทสเซียมไฮดรอกไซด์ และสารประกอบอัลคอกไซด์ชนิด

ต่างๆ (Fukuda และคณะ, 2001; Noureddini และ Zhu, 1997) 2) เอ็นไซม์ ซึ่งเอนไซม์ที่นํามาใช้

ได้แก่ เอนไซม์ไลเปส (lipase) หรือเรียกอีกชือว่าเอ็นไซม์กลีเซอรอลเอสเทอร์ไฮโดรเลส (glycerol 

ester hydrolase) (Watanabe และคณะ, 2006) จากปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟิเคชันจะเห็นว่าการ

ผลิต  ไบโอดีเซล 10 ส่วนจะได้กลีเซอรอล 1 ส่วน ดังน้ันจากกําลังการผลิตไบโอดีเซลที่มากถึง 

150,000-200,000 ลิตรต่อวัน จะได้ผลพลอยได้ซึ่งเป็นกลีเซอรอลสูงถึง 15,000-20,000 ลิตรต่อวัน 

ซึ่งในปัจจุบันการใช้ประโยชน์จากกลีเซอรอลที่เป็นผลพลอยได้จากปฎิกิริยาการผลิตไบโอดีเซลโดย

ส่วนใหญ่จะเป็นการเผาเพ่ือเป็นเช้ือเพลิง ใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตเครื่องสําอาง และใช้เป็น

องค์ประกอบในการผลิตไบโอดีเซล เป็นต้น (Ito และคณะ, 2005) 

 

2.4 กลีเซอรอล  

กลีเซอรอล หรือ 1,2,3 โพรเพนไตรออล (รูปที่ 2) เป็นสารประกอบอินทรีย์พวกแอลกอฮอล์ชนิด

หน่ึง เป็นของเหลวข้น ไม่มีสี มีจุดเดือด 290 องศาเซลเซียส ละลายนํ้าได้ กลีเซอรอลเป็น

องค์ประกอบสําคัญของไขมันหรือนํ้ามัน เรียกอีกช่ือหน่ึงว่ากลีเซอริน ใช้ในอุตสาหกรรมทํายา 

เครื่องสําอาง สบู่ เป็นต้น คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของกลีเซอรอลแสดงในตารางที่ 1 

 

 

 

 

รูปที่ 2 สูตรโครงสร้างของกลีเซอรอล (Pagliaro และ Michele, 2008) 
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ตารางที่ 1 คุณสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส  

             (Pagliaro และ Michele, 2008) 

สูตรเคม ี

มวลโมเลกุล 

ความหนาแน่น 

ความหนืด 

จุดหลอมเหลว 

จุดเดือด 

ค่าพลังงาน 

แรงตึงผิว 

สัมประสิทธ์ิอุณหภูมิ 

C3H5(OH) 

92.09382 กรัมต่อโมล 

1.261 กรัมต่อมิลลลิิตร 

1.5 ปาสคาล วินาที 

18.2 องศาเซลเซียส 

290 องศาเซลเซียส 

4.32 กิโลแคลลอรี 

160 องศาเซลเซียส  

64.00 มิลลินิวตันต่อนาที 

 

2.4.1 กลีเซอรอลและการใช้ประโยชน ์

 อุตสาหกรรมการผลิตกลีเซอรอลเริ่มต้นขึ้นระหว่างสงครามโลกคร้ังที่ 1 เน่ืองจากราคา

ของ โพรไพลีนที่ใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตสารเคมีหลายชนิดมีราคาเพ่ิมสูงขึ้น ทําให้ประเทศที่

พัฒนาแล้วหลายๆประเทศหันมาสนใจผลิตกลีเซอรอลเพ่ือใช้เป็นองค์ประกอบในการผลิตสารเคมี

แทน ทําให้การผลิตกลีเซอรอลเป็นไปอย่างกว้างขวาง กลีเซอรอลเป็นสารประกอบอินทรีย์พวก

แอลกอฮอล์ที่ นํามาใช้ประโยชน์ได้หลายทาง เช่นใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตเครื่องสําอาง 

อุตสาหกรรมการผลิตสี อุตสาหกรรมเคร่ืองยนต์ การผลิตอาหาร การผลิตยาสูบ อุตสาหกรรมการทํา

กระดาษและเย่ือกระดาษ อุตสาหกรรมการผลิตยา และเครื่องหนัง (ตารางที่ 2) หรือใช้เป็น

องค์ประกอบในการผลิตสารเคมี เป็นต้น และในปัจจุบันได้มีการนํากลีเซอรอลมาใช้ประโยชน์ใน

อุตสาหกรรมการหมัก เช่นการผลิต 1,3-propanediol (Biebl, 2001) เพ่ือใช้เป็นองค์ประกอบเคมีใน

การผลิต polytrimethylene terephthalate (PTT) ซึ่งเป็น polyester ชนิดใหม่ที่ใช้ใน

อุตสาหกรรมการผลิต fiber และ textile เน่ืองจากมีความคงทนและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม การผลิต 
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dihydroxyacetone โดยใช้ Acetobacter suboxidans ที่เป็นสารเสริมความหวานในอุตสาหกรรม

อาหาร (Ito และคณะ, 1991) 

 

ตารางที่ 2 การใช้ประโยชน์จากกลีเซอรอล (Wang และคณะ, 2001) 

การใช้ประโยชน์ เปอร์เซ็นต์การใช้ประโยชน ์

สหรัฐอเมริกา 

(160.000 ตันต่อปี)

ยุโรป  

190.000 ตันต่อปี) 

ญี่ปุ่น  

(50.000 ตันต่อปี) 

จีน  

(80.000 ตันต่อปี) 

ยา 

ยาสูบ 

Glycerintriacetate 

อาหาร 

Polyether 

alcohol 

สี 

กระดาษแก้ว 

ระเบิด 

ยาสีฟัน 

เคร่ืองสําอาง 

อ่ืนๆ 

39.5 

15.8 

- 

14.5 

10.5 

9.2 

2.0 

0.6 

- 

- 

7.9 

23.1 

2.5 

14.4 

5.6 

13.1 

13.1 

4.4 

3.1 

- 

- 

20.6 

34.0 

5.3 

- 

- 

11.6 

19.5 

3.8 

1.9 

- 

- 

23.9 

5.2 

7.3 

- 

- 

5.2 

49.0 

1.5 

3.1 

16.0 

6.3 

7.2 

 

2.4.2 กลีเซอรอลเหลือทิง้จากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล และการใช้ประโยชน ์

จากการสนับสนุนให้มีการผลิตไบโอดีเซลในระดับอุตสาหกรรมเพ่ือแก้ไขปัญหาการ    

ขาดแคลนนํ้ามัน ทําให้ปัจจุบันมีการผลิตไบโอดีเซลภายในประเทศประมาณ 150,000-200,000 ลิตร

ต่อวัน ซึ่งกระบวนการผลิตไบโอดีเซลจะได้กลีเซอรอลเหลือทิ้งประมาณ 15,000-20,000 ลิตรต่อวัน

จากการสนับสนุนที่เพ่ิมมากขึ้นทําให้ปริมาณกลีเซอรอลเหลือทิ้งมีปริมาณท่ีสูงขึ้นตามไปด้วยจึงอาจ

ส่งผลให้เกิดปัญหาในการกําจัดตามมา และเมื่อพิจารณาถึงองค์ประกอบของกลีเซอรอลเหลือทิ้งจาก
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กระบวนการผลิตไบโอดีเซลดังแสดงในตารางที่ 3 จะพบว่ากลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการ

ผลิตไบโอดีเซลสามารถนํามาใช้ประโยชน์ได้ 

 

ตารางที่ 3 องค์ประกอบของกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล                     

(Ito และคณะ, 2005) 

องค์ประกอบ ปริมาณ 

กลีเซอรอล 

ไดเอซิลกลีเซอรอล 

โมโนเอซิลกลีเซอรอล 

ปริมาณเถ้าทั้งหมด 

เมทานอล 

41 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก 

0.04 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก 

0.01 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก 

8 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 

25 เปอร์เซ็นต์โดยนํ้าหนัก 

 

โดยมีงานวิจัยที่ศึกษาการใช้ประโยชน์จากกลีเซอรอลเหลือทิ้งในกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

ตัวอย่างเช่น การผลิต 1,3-propanediol โดย Klebsiella pneumoniae, Clostridium 

pastrurianum (Bouvet และคณะ, 1995; Biebl, 2001) ผลิตเอทานอลและกรดฟอร์มิคโดย 

Klebsiella planticola (Jarvis และคณะ, 1997) ผลิตกรดโพรไพโอนิกโดย Propionibacteria 

acidipropionici และ P. freudenreichii (Zheng และ Yu, 2005) การผลิตกรดซัคซินิกโดย 

Anaerobiospirillum succiniciproducens (Lee และคณะ, 2004) การผลิตมีเทนภายใต้อุณหภูมิ

สูงและอุณหภูมิห้องโดยใช้ถังปฏิกรณ์แบบ fixed-bed (Yang และคณะ, 2008) และการผลิต

ไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยใช้ E. aerogenes NBRC 12010 (Sakai และ Yagishita, 2007)       

E. aerogenes HU-101 (Ito และคณะ, 2005) และกลุ่มตะกอนจุลินทรีย์จากโรงงานผลิตอาหารใน

ทะเล (พงศธรและอมาวสี, 2008) เป็นต้น โดยวิถีในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยกลุ่ม

จุลินทรีย์สามารถจําแนกได้ 2 เส้นทาง (รูปที่ 3) ประกอบด้วย 
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รูปที่ 3 วิถีการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยกลุ่มจุลินทรีย์ (Margarida และคณ, 2008) 

 

เส้นทางแรกกลีเซอรอลจะถูกเปลี่ยนไปเป็น 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) โดยเอนไซม์  

glycerol dehydrate  จากน้ัน 3-HPA จะถูกเปลี่ยนไปเป็น 1,3 propanediol โดยเอนไซม์ 1,3-

PDO dehydrogenase และเส้นทางที่สองกลีเซอรอลจะถูกเปลี่ยนเป็น pyruvate และเข้าสู่ 

glycolytic pathway เหมือนกับกลูโคส  ซึ่ง  pyruvate ดังกล่าวจะถูกเปลี่ยนเป็นสารตัวกลางได้สาม
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เส้นทาง เส้นทางแรกถูกเปลี่ยนไปเป็น lactic acid เส้นทางที่สองเปล่ียนไปเป็น propionic acid 

และเส้นทางที่สามเปลี่ยนไปเป็น Acetyl-CoA ซึ่งในการเปลี่ยนเป็น Acetyl-CoA จะมีการสร้าง 

formic acid, ethanol และ acetate เกิดขึ้นพร้อมกัน ในขั้นตอนน้ี formic ที่เกิดขึ้นจะถูกย่อยได้

เป็นไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ โดยเอนไซม์ formate dehydrogen-lyase (Gottschalk, 

1988) และท้ายสุด Acetyl-CoA จะถูกเปลี่ยนไปเป็น butyric acid ต่อไป (Margarida และคณะ, 

2008) 

 

2.5 ถังปฎิกรณ์ชีวภาพแบบ Upflow Anaerobic Sludge Blnaket (UASB) 

ระบบยูเอเอสบี (Upflow Anaerobic Sludge  Blanket: UASB) หรือ ระบบช้ันตะกอน

จุลินทรีย์ไร้อากาศแบบไหลข้ึน เป็นระบบหน่ึงของระบบบําบัดทางชีววิทยา โดยอาศัยการทํางานของ

จุลินทรีย์เเขวนลอย ซึ่งมีการพัฒนาให้เกาะตัวกันในลักษณะเป็นเม็ดตะกอน (granule) ระบบน้ีอาศัย

การกวนผสมที่เกิดจากการไหลของนํ้าเสียที่ป้อนเข้าถังปฏิกรณ์จากด้านล่างไหลขึ้นสู่ด้านบน (Up-

flow Feeding) โดยหัวใจสําคัญของระบบยูเอเอสบีอย่างหน่ึงคือ เม็ดตะกอนจุลินทรีย์ในระบบท่ี

เจริญเติบโตอยู่ในลักษณะเเขวนลอยซึ่งอาศัยการยึดเกาะกันเองของจุลินทรีย์ (Self-Immobilization) 

หรือเรียกได้ว่าเม็ดตะกอนจุลินทรีย์ (granule) จากคุณสมบัติและลักษณะการทํางานของถังยูเอเอสบี 

ทําให้สามารถแบ่งส่วนประกอบภายในถังยูเอเอสบีได้เป็น 2 ส่วนคือ ส่วนที่เป็นถังปฏิกิริยาพร้อมด้วย

ระบบกระจายนํ้าเสียซึ่งจะอยู่ทางด้านล่างของถังและส่วนตกตะกอนและแยกก๊าซบริเวณด้านบน โดย

มีกลไกและลักษณะการทํางานของส่วนต่างๆ ดังน้ี   

2.5.1 ส่วนที่เกิดปฏิกิริยา 

ส่วนที่เกิดปฎิกิริยาจะอยู่ทางด้านล่างของถังซึ่งเป็นส่วนที่เกิดการย่อยสลายสารอินทรีย์ 

การไหลของน้ําเสียในถังจะเป็นการไหลจากด้านล่างขึ้นด้านบน การป้อนนํ้าเสียจะป้อนเข้าทาง

ด้านล่างของถังยูเอเอสบีผ่านทางระบบการกระจายน้ําเสีย ซึ่งการกระจายนํ้าเข้าถังจะเป็นไปอย่าง

สม่ําเสมอทั้งหน้าตัดของถัง การเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียในถังยูเอเอสบีจะควบคุมให้ตะกอนสะสมเป็นช้ัน

ตะกอนที่มีความหนาแน่น นํ้าเสียที่ต้องการบําบัดจะไหลผ่านช้ันตะกอน แบคทีเรียในช้ันตะกอนซึ่งอยู่
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กันอย่างหนาแน่นจะเกิดการรวมกันเป็นเม็ด (granule) โดยเม็ดตะกอนที่มีความหนาแน่นสูงจะจมตัว

อยู่ด้านล่าง มีการจัดเรียงตัวจากขนาดใหญ่ขึ้นไปหาเล็ก ส่วนกลุ่มที่มีความหนาแน่นตํ่า ซึ่งมีความเร็ว

ในการจมตัวตํ่ากว่าฟุ้งกระจายข้ึนมาเป็นช้ันตะกอนแขวนลอย โดยฟองก๊าซที่เกิดขึ้นและการไหลของ

น้ําที่เข้ามาจากด้านล่างของถังจะช่วยทําให้เกิดการผสมขึ้น  

2.5.2 ส่วนตกตะกอนและแยกก๊าซ  

ส่วนตกตะกอนเป็นส่วนที่ทําหน้าที่ควบคุมและลดปริมาณเซลล์แบคทีเรียที่หลุดออกไปกับ

นํ้าทิ้ง และส่วนแยกก๊าซจะทําหน้าที่รวบรวมก๊าซชีวภาพที่เกิดขึ้น ซึ่งส่วนน้ีจะติดต้ังไว้ด้านบนของถัง

ซึ่งจะเรียกว่าเป็นอุปกรณ์ Gas-Solid Separator หรือ GSS โดยการออกแบบลักษณะของส่วน

ตกตะกอนและแยกก๊าซขึ้นอยู่กับขนาดและรูปร่างของถังปฏิกิริยา  

 

2.6 องค์ประกอบของระบบยูเอเอสบี  

2.6.1 ส่วนของตะกอนช้ันล่าง (Sludge bed) เป็นช้ันตะกอนจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการ

ตกตะกอนสูงเน่ืองจากเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มาเกาะตัวกันอย่างหนาแน่น ทําให้มีความหนาแน่นสูงเเละ

นอกจากน้ันกลุ่มจุลินทรีย์ดังกล่าวยังมีความสามารถในการย่อยสลายสารอินทรีย์สูงด้วย 

2.6.2 ส่วนช้ันตะกอนลอย (Sludge blanket) เป็นช้ันที่ตะกอนจุลินทรีย์มีการเกาะรวมตัวกัน

อย่างหลวมๆทําให้ลอยฟุ้งกระจายอยู่ในระบบ และนอกจากน้ันการฟุ้งกระจายยังเกิดขึ้นเน่ืองจากก๊าซ

ชีวภาพที่เกิดจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ของกลุ่มตะกอนจุลินทรีย์ในระบบ  

2.6.3 ส่วนของอุปกรณ์เเยกเม็ดตะกอนเเละก๊าซชีวภาพออกจากของเหลว หรือ Gas-Liquid-

Solid Separator (GLSS) เป็นอุปกรณ์ที่ทําหน้าที่เเยกก๊าซชีวภาพออกจากของผสมระหว่างก๊าซ

ชีวภาพ นํ้าเเละเม็ดตะกอนจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์ที่ถูกเเยกจะตกกลับเข้าสู่ถังปฏิกรณ์ นํ้าเสียจะไหล

ออกสู่ส่วนระบายนํ้าเสียด้านบน ส่วนก๊าซชีวภาพจะถูกรวบรวมเพ่ือนําไปใช้ต่อไป  

2.6.4 ส่วนของอุปกรณ์ในการตกตะกอน (Settlement compartment) ในอุปกรณ์น้ีเม็ด

ตะกอนจุลินทรีย์ซึ่งเเยกออกจากนํ้าเสียจะตกลงสู่ด้านล่างของถังปฏิกรณ์ โดยอาศัยแรงโน้มถ่วงที่เกิด

จากน้ําหนักของเม็ดตะกอนเอง ทั้งน้ีเน่ืองจากเมื่อเม็ดตะกอนคายก๊าซที่เป็นตัวพาให้เคลื่อนที่ขึ้นสู่
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ด้านบนของถังปฏิกรณ์ออกไปแล้ว ทําให้สูญเสียเเรงดันที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของก๊าซไป ทําให้     

เเรงโน้มถ่วงของเม็ดตะกอนเองมีค่ามากกว่าแรงลอยตัวของเม็ดตะกอนดังน้ันเม็ดตะกอนจึงตกกลับ

เข้าสู่ส่วนล่างของถังปฏิกรณ์ตามเดิม 
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บทท่ี 3 

ระเบียบวิธีวจิัย 
 

3.1 สับสเตรท 

สับสเตรทที่ใช้ในการทดลองประกอบด้วยกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ จากบริษัท Ajax Finechem และ     

กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล บริษัทกรุงเทพโปรดิวซ์ จํากัด อําเภอแก่งคอย 

จังหวัด สระบุรี จากนั้นนํากลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลมาวิเคราะห์

องค์ประกอบทางทางเคมีเบ้ืองต้นซึ่งได้แก่ ความเข้มข้นเริ่มต้นของกลีเซอรอล ปริมาณเกลือทั้งหมด 

(Sodium ion-selective meter) ปริมาณไนโตรเจน ปริมาณฟอสฟอรัส และค่าความเป็นกรดด่าง

เริ่มต้น (pH meter) โดยองค์ประกอบของกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลแสดง

ในตารางที่ 4  

 

ตารางที่ 4 องค์ประกอบทางเคมีเบ้ืองต้นของกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล 

องค์ประกอบ ความเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 

กลีเซอรอล  441.30 

ไนโตรเจน 0.50 

ฟอสฟอรัส 0.05 

เกลือ (NaCL) 10.01 

เมทานอล 230.00 

สบู่ 17.65 
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3.2 การเตรียมกล้าเชื้อ 

3.2.1 กล้าเชื้อจุลินทรีย์  

กล้าเช้ือจุลินทรีย์เป็นตะกอนกลุ่มจุลินทรีย์จากระบบบําบัดนํ้าเสียแบบ UASB จากบริษัท 

บุญรอดบริวเวอร่ี จํากัด (เบียร์สิงห์) อําเภอท่าพระ จังหวัดขอนแก่น ซึ่งเป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่มี

ประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพ จากนั้นนําตะกอนจุลินทรีย์มาทําการยับย้ังจุลินทรีย์กลุ่มที่ผลิต

ก๊าซมีเทนโดยการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 2 ช่ัวโมง เพ่ือเก็บเก่ียว

เฉพาะจุลินทรีย์ที่มีการสร้างสปอร์ซึ่งเป็นจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน โดยความ

เข้มข้นของกลุ่มจุลินทรีย์เริ่มต้นมีค่าเท่ากับ 32.45 g-Volatile suspended solid/L (g-VSS/L)   

จุลินทรีย์สายพันธ์ุเด่ียว Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ได้ซื้อมาจาก

สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (วว.) เป็นจุลินทรีย์สายพันธ์ุเด่ียวที่มี

ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล นํามาเพาะเลี้ยงในอาหารสูตร nutrient broth 

(NB) (ตารางที่ 5) ที่ค่าความเป็นกรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5 โดยบ่มที่เครื่องเขย่าความเร็วรอบ 50 รอบ

ต่อนาที่ ที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 14 ช่ัวโมง โดยความเข้มข้นเซลล์เริ่มต้นมีค่า

เท่ากับ 1.50 x 106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  

 

ตารางที่ 5 สูตรอาหาร NB  

สารอาหาร ความเข้มข้น (กรัมต่อลิตร) 

Peptone  10.00 

Meat extract  10.00 

Sodium chloride  5.00 

 

3.3 การตรึงเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules  

นํา UASB granules ปริมาตร 150 มิลลิลิตร และเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร เติมลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB ขนาด 500 มิลลิลิตร (ปริมาตรทําการ 450 
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มิลลิลิตร และส่วนของแก๊ส 50 มิลลิลิตร) เติมอาหารสูตรกลีเซอรอล (ตารางที่ 6) ที่มีค่าความเป็น

กรดด่างเร่ิมต้นเท่ากับ 5.5 จนเต็มปริมาตรทําการ (450 มิลลิลิตร) จากน้ันปิดบริเวณส่วนบนของถัง

หมักด้วย rubber stopper และทําให้เกิดสภาวะไร้อากาศโดยพ่นด้วยก๊าซไนโตรเจน เป็นเวลา 20 

นาที จากน้ันบ่มที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 14 ช่ัวโมง เพ่ือให้เซลล์ E. aerogenes 

ATCC 13048 ดูดซับลงบน UASB granules  

 

ตารางที่ 6 สูตรอาหารกลีเซอรอลที่ใช้ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  

สารอาหาร ความเข้มข้น 

Glycerol (กรัมต่อลิตร) 25 

Urea (กรัมต่อลิตร) 0.2 

Na2HPO4 (กรัมต่อลิตร) 0.02 

NH4HCO3 (มลิลิกรัมต่อลิตร) 5420 

K2HPO4 (มิลลกิรัมต่อลิตร) 125 

MgCl2 6H2O (มิลลกิรัมต่อลติร) 100 

FeSO4 7H2O (มิลลกิรัมต่อลติร) 25 

CuSO4 5H2O (มิลลกิรัมต่อลติร) 5 

CoCl2 5H2O (มิลลิกรมัต่อลิตร) 0.125 

 

3.4 การผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB โดยเซลล์ตรึง E. 

aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules  

การทดลองน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB (รูปที่ 4) โดย

เซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ดําเนินการทดลองโดยแปรผันค่าอัตรา

ภาระบรรทุกสารอินทรีย์ (organic loading rate: OLR) เป็น 25, 32.5 50, 62.5 และ 75 กรัมต่อ

ลิตรต่อวัน ตามลําดับ (ดูการคํานวณ OLR ได้ในภาคผนวก ก) ปรับค่าความเป็นกรดด่างที่ใช้ใน
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กระบวนการหมักโดย 1 N HCl และ 1 N NaOH ให้มีค่าเท่ากับ 5.5 บ่มที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส 

เก็บตัวอย่างเพ่ือวิเคราะห์พารามิเตอร์ระหว่างการทดลองคือ ปริมาตรก๊าซโดยใช้ gas counter ชนิด

และความเข้มข้นของก๊าซที่เกิดขึ้นได้แก่ ไฮโดรเจน คาร์บอนไดออกไซด์ มีเทน และไนโตรเจน โดยใช้ 

Gas chromatography (GC) ปริมาณและความเข้มข้นกลีเซอรอล กรดไขมันระเหยง่าย และ 1,3-

propanediol ในนํ้าหมักโดยใช้ high performance liquid chromatography (HPLC) แปรผันค่า

อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ เมื่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน เปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจนที่ผลิตขึ้นจาก

ระบบการหมักมีค่าคงที่หรือเปลี่ยนแปลงไม่เกิน + 10 เปอร์เซ็นต์ ในขั้นตอนแรกจะดําเนินระบบโดย

ใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิเป็นสับสเตรทเมื่อได้อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่เหมาะสมโดยการใช้        

กลีเซอรอลบริสุทธ์ิแล้วจึงดําเนินการเปลี่ยนสับสเตรทเป็นกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิต  

ไบโอดีเซล โดยดําเนินการทดลองที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่เหมาะสมและที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์ที่สูงและตํ่ากว่าหน่ึงระดับ  

เก็บตัวอย่างเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์ที่เหมาะสมเมื่อใช้กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นแหล่งสับสเตรท 

แล้ววิเคราะห์โครงสร้างของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 โดย scanning electron 

microscope (SEM) และวิเคราะห์กลุ่มประชากรของจุลินทรีย์โดยใช้เทคนิค fluorescent in situ 

hybridization (FISH) 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB 
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3.5 การวิเคราะห์โครงสร้างและกลุ่มประชากรจุลินทรีย์ของเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 

บน UASB granules 

ศึกษาโครงสร้างของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules โดย SEM 

ตามวิธีการของ Rachman และคณะ (1998) และศึกษากลุ่มประชากรจุลินทรีย์ในเซลล์ตรึง E. 

aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules โดยใช้เทคนิค FISH เพ่ือให้ทราบถึงประชากร

จุลินทรีย์ในเซลล์ตรึง E. aerogenes บน UASB granules และกลุ่มประชากรที่มีความสามารถใน

การผลิตไฮโดรเจนท่ีอยู่ในวัสดุพยุง (UASB granules) ทําการทดลองโดยนําส่วน outer layer 

(biofilm) ของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules มาตรึงด้วย 4% 

paraformaldehyde ตามวิธีการของ  Amann และคณะ (1996) จากน้ันนําเซลล์ที่ตรึงแล้วมาวางลง

บน teflon-coated glass slides ทิ้งไว้ให้แห้ง และทําการ dehydrated โดยใช้ 50% 80% และ 

98% ethanol ตามลําดับ ทําทั้งหมด 3 รอบ ทิ้งไว้ให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันนํามาวิเคราะห์กลุ่ม

ประชากรจุลินทรีย์โดยใช้ oligonucleotide probe ที่ติดด้วยสารเรืองแสง sulfoindocyanine 

dyes Cy3 หรือ Cy5 โดย oligonucleotide probe ที่ใช้ประกอบไปด้วย EUB338 probe 

(EUB338I, II, III) เป็นโพรบที่จับกับกลุ่มประชากรแบคทีเรียทั้งหมด (Daims และคณะ 1999) 

ARCH915 probe เป็นโพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม Archea (Stahl และคณะ 1991) GAM42a 

probe เป็นโพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม γ-Proteobacteria (Manz และคณะ 1992) ALF1b 

probe เป็นโพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม α-Proteobacteria (Manz และคณะ 1996) CF319 

probe เป็นโพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม cytophaga (Flavobacterium) (Manz และคณะ 1996) 

LGC354 probe เป็นโพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม Firmicutes (gram-positive bacteria with 

low G+C DNA content) ซึ่งประกอบด้วย  Clostridium sp. Bacillus sp. Dialister sp. 

acidobacteria และ Enterobacter sp. (Stahl และคณะ 1991) HoAc1402 probe เป็นโพรบที่ใช้

กับแบคทีเรียในกลุ่มที่ผลิตกรด acidobacteria (Roller และคณะ 1994) และ ENT183 probe เป็น

โพรบที่ใช้กับแบคทีเรียในกลุ่ม Enterobacter sp. จากน้ันนําไปส่องและถ่ายภาพโดยใช้กล้อง 
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confocal laser scanning microscope รุ่น Zeiss LSM 510 (Thornwood, NY) นับจํานวน

ประชากรทั้งหมดโดยใช้การติดสีย้อมของ dye 4’,6’-diamidino-2-phenilindol (DAPI)  

 

3.6 การวิเคราะห์ผลการทดลอง 

3.6.1 การวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันระเหยง่ายและแอลกอฮอล์ด้วยเครื่อง HPLC 

3.6.1.1 เก็บตัวอย่างนํ้าหมักจากถังหมักขาออก ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากน้ันเติมด้วย 0.2 

มิลลิลิตรของ 35% H3PO4 เพ่ือตกตะกอนและนําไปป่ันเหว่ียงเพ่ือแยกเซลล์ออกจากนํ้าหมักที่

ความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที เป็นระยะเวลา 5 นาที เติมกรดออกซาลิกความเข้มข้น 0.2 N เพ่ือ

รักษาสภาพของกรดไขมันระเหยง่ายและแอลกอฮอล์ ตัวอย่างที่ผ่านการตรึงด้วยกรดออกซาลิกจะถูก

เก็บไว้ที่ –20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนําไปวิเคราะห์ปริมาณกรดไขมันระเหยง่ายและแอลกอฮอล์ 

3.6.1.2 วิเคราะห์กรดไขมันระเหยง่ายและแอลกอฮอล์โดยเคร่ือง HPLC SHIMADZU 

โดยสภาวะของการวิเคราะห์คือใช้ 4 mM H2SO4 เป็น mobile phase มีอัตราการไหล 0.5 มิลลิลิตร

ต่อนาที อุณหภูมิคอลัมน์เท่ากับ 45 องศาเซลเซียส และใช้ Ultraviolet detector (210 nm) และ 

refractive index detector  

3.6.1.3 คํานวณความเข้มข้นของกรดไขมันระเหยง่ายและแอลกอฮอล์เทยีบกับ

สารละลายมาตรฐาน  

3.6.2 การวัดปริมาตรก๊าซ เก็บตัวอย่างและการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจน 

3.6.2.1 การวัดปริมาตรก๊าซที่ผลิตขึ้นในการทดลองแบบต่อเน่ืองโดยวิธี Water 

displacement (Rabe และคณะ 2010) 

3.6.2.2 ต่อสายยางวัดปริมาตรก๊าซจากถังหมักกับเคร่ือง gas counter ที่อาศัยหลักการ

วัดปริมาตรก๊าซโดยการแทนที่นํ้า แต่ในระหว่างสายยางที่ต่อกับถังหมักกับเคร่ือง gas counter นํา

หลอดแก้ว 3 ทาง (U-tube) มาต่อไว้เพ่ือเป็นตําแหน่งเก็บตัวอย่างวิเคราะห์ปริมาณแก๊ส 
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3.6.2.3 การบันทึกปริมาตรแก๊สที่เกิดขึ้น ทาํโดยการคูณจํานวนคร้ังของเคร่ือง gas 

counter ที่นับได้ด้วยการแทนที่นํ้าในเคร่ือง gas counter โดยไบโอแก๊สที่ผลิตขึ้นในกระบวนการ

หมัก (1 ครั้งเท่ากับ 120 มลิลิลิตร) 

3.6.2.4 การเก็บตัวอย่างก๊าซวิเคราะห์หาปริมาณก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้ไซริ่งเก็บก๊าซดูด

จากบริเวณส่วนเก็บก๊าซ ซึ่งอยู่บริเวณด้านบนของถังหมัก จํานวน 3 มิลลิลิตร แล้วฉีดในขวดเก็บ

ตัวอย่างก๊าซขนาด 10 มิลลิลิตร ที่ผ่านการไล่อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนแล้ว จากน้ันก็นําขวดเก็บ

ตัวอย่างก๊าซนําไปวิเคราะห์หาปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่อง GC-2014 SHIMADZU ต่อไป 

3.6.3 การวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่อง GC-2014 SHIMADZU 

3.6.3.1 การวัดปริมาณแก๊สโดยการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC-2014  SHIMADZU โดยจัด

สภาวะของการวิเคราะห์คือ ก๊าซฮีเลียม เป็นก๊าซพามีอัตราการไหล 25 มิลลิลิตรต่อนาที injector 

temperature 150 องศาเซลเซียส column 145 องศาเซลเซียส และ flam ionization detector 

temperature 150 องศาเซลเซียส โดยการวิเคราะห์แต่ละคร้ังใช้ปริมาตรตัวอย่างก๊าซ 1 มิลลิลิตร  

3.6.3.2 คํานวณปริมาณก๊าซไฮโดรเจนที่ได้โดยเทียบกับปริมาณก๊าซไฮโดรเจนมาตรฐาน 

3.6.4 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของกลีเซอรอลโดยวิธี chromatropic acid (ปรับปรุงจาก 

Handel และคณะ, 2010)  

3.6.4.1 นําตัวอย่างนํ้าหมักมาทําการเจือจางด้วยนํ้ากลั่น จากน้ันเติมตัวอย่างที่ผ่านการ

เจือจางปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง  

3.6.4.2 เติมสารละลาย 5% sodium metaperiodate ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขย่าและ

ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที  

3.6.4.3 เติมสารละลาย 0.5% sodium metabisulfite ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เขย่าและ

ต้ังทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

3.6.4.4 เติมสารละลาย 0.2% chromatropic acid ปริมาตร 3 มิลลิลิตร เขย่าและนําไป

ต้มในน้ําเดือดเป็นเวลา 30 นาที จากน้ันต้ังทิ้งไว้ให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
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3.6.4.5 เติมสารละลาย 7% Thiourea ปริมาตร 0.3 มิลลิลิตร เขย่าและนําไปวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 nm ภายในระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 

3.6.4.6 คํานวณความเข้มข้นของกลีเซอรอลที่ได้โดยเทียบกับสารละลายกลีเซอรอล

มาตราฐาน (ภาคผนวก ข) 

 

3.7 การคํานวณพารามิเตอร์ต่างๆและการคํานวณค่า Chemical Oxygen Demand (COD) 

balance  

ปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตได้  (mmol H2/L) คํานวณโดยใช้กฎของแก็สอุดมคติ (ideal gas law) 

โดยใช้สูตร (ml H2/L)/RT  ซึ่งค่า R มีค่าเท่ากับ 0.08205784 L atm/K mol และ T คือหน่วยของ

อุณหภูมิในหน่วยเคลวิน  

ค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจน (mmol H2/L h) คํานวณได้จากการนําค่าปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตได้ 

(mmol H2/L) หารด้วยระยะเวลาในการผลิต (h)  

ค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนจําเพาะ (mmol H2/g-VSS h) คํานวณได้จากนําค่าปริมาณไฮโดรเจน

ที่ผลิตได้ (mmol H2/L) หารด้วยความเข้มข้นของจุลินทรีย์เริ่มต้น (g-VSS/L) 

ค่าผลได้ไฮโดรเจน (mmol H2/ mol glycerol consumed) คํานวณได้จากนําค่าปริมาณ

ไฮโดรเจนที่ผลิตได้ (mmol H2/L) หารด้วยความเข้มข้นของสับสเตรทที่ถูกใช้ไป (mol glycerol 

consumed/L) 

 การคํานวณ COD balance คํานวณได้โดยการแปลงค่าความเข้มข้นของผลพลอยได้ที่ได้จาก

กระบวนการหมัก (fermentative products) ความเข้มข้นของเซลล์จุลินทรีย์ (biomass) และความ

เข้มข้นของสับสเตรทที่ถูกใช้ไป (glycerol consumption) ให้เป็นหน่วย mg-COD/L โดยวิธีการของ 

Adrianus และ Jeroen (2007) ซึ่งผลพลอยได้จากกระบวนการหมักประกอบไปด้วย 1,3-โพรเพนได

ออล เอทานอล บิวทานอล กรดแลคติค กรดฟอร์มิค กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิค และ กรดบิวทาริก 

ตามลําดับ จากน้ันนําค่าความเข้มข้นข้างต้นในหน่วย mg-COD/L ที่ได้ไปหาค่า COD distribution 
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โดยหารด้วยความเข้มข้นของสับสเตรทที่ถูกใช้ไป และคูณด้วย 100 และท้ายสุดนําค่า COD 

distribution ไปคํานวณหาค่า COD balance ดังสมการ 

 

COD balance (%) = COD distribution of substrate consumption                              

                            + ∑(COD distribution of fermentative products and biomass)  (1) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 การผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB โดยเซลลต์รึง 

E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules  

การทดลองน้ีศึกษาการขยายขนาดการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล ทําการหมักในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพแบบ Upflow anaerobic sludge blanket (UASB reactor) ขนาด 500 มิลลิลิตร 

ดําเนินการทดลองโดยใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิเป็นสับสเตรท และแปรผันอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ 

เริ่มต้นเท่ากับ 25 กรัมต่อลิตรต่อวัน จากน้ันแปรผันค่าอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ ที่ระดับ 32.5, 

50, 62.5 และ 75 กรัมต่อลิตรต่อวัน ตามลําดับ จากผลการทดลองพบว่าการเปลี่ยนแปลงอัตราภาระ

บรรทุกสารอินทรีย์ มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของเปอร์เซ็นต์ไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจน และ

ค่าความเป็นกรดด่างในระบบ ดังแสดงในรูปที่ 5 โดยจุลินทรีย์สามารถใช้กลีเซอรอลเป็นสับสเตรทใน

การเจริญเติบโต ผลิตไฮโดรเจน และผลพลอยได้อ่ืนๆ (ตารางที่ 7) ซึ่งอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่

เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลบริสุทธ์ิโดยเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 

บน UASB granules มีค่าเท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน โดยให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน อัตราการ

ผลิตไฮโดรเจน ผลได้ไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจนแบบจําเพาะ สูงสุดเท่ากับ 37.15 % 8.97 

mmol H2/L h 402.35 mmol H2/mol glycerol และ 2.71 mmol H2/g-VSS h ตามลําดับ 

(ตารางที่ 7) จากน้ันจึงเปลี่ยนสับสเตรทเป็นกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลและ

ดําเนินระบบที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 37.5 50 และ 62.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน ตามลําดับ 

ผลการทดลองพบว่าที่ค่าอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ  37.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน ให้ค่า

เปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลได้ไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจนแบบ

จําเพาะ  
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รูปที่ 5 การผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอ

ดีเซลในถังปฎิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB (ก) เปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจนและอัตราการผลิต

ไฮโดรเจน (ข) การใช้กลีเซอรอลและเปอร์เซ็นต์ไบโอแก๊ส (ค) อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์

และค่าความเป็นกรดด่าง 
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       ตารางที่ 7 ผลของอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ต่อประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนในถังปฎิกรณ์ 

                        ชีวภาพแบบ UASB 

 

หมายเหตุ HPR = Hydrogen production rate; HY = Hydrogen yield; SHPR= Specific 

hydrogen production rate  

 

และความสามารถในการใช้กลีเซอรอล เท่ากับ 20.34 % 5.27 mmol H2/L h 253.08 mmol 

H2/mol glycerol 3.40 mmol H2/g-VSS และ 99.57% (ตารางที่ 7) ตามลําดับ และเมื่อเพ่ิมค่า

อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน จะให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน อัตรา

การผลิตไฮโดรเจน ผลได้ไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจนแบบจําเพาะ และความสามารถในการใช้

Parame 

ters 

Glycerol 

utilization 

(%) 

H2 content 

(%) 

HPR 

(mmol H2/L 

h) 

HY 

mmol 

H2/mol 

glycerol) 

SHPR 

(mmol 

H2/g-VSS 

h) 

Biomass 

conc. 

(g-VSS/L) 

Pure glycerol  

OLR (g/L d) 

25.00 99.28+1.81 10.73+0.63 5.20+0.50 252.78+1.21 1.32+0.50 3.94+0.12 

37.50  88.18+1.46 25.46+0.84 5.95+1.59 285.16+0.40 2.22+1.58 2.68+0.11 

50 .00 94.63+1.57 37.15+1.80 8.97+0.51 402.35+0.15 2.71+0.71 3.31+0.22 

62.50  84.78+0.61 12.68+0.24 2.91+0.76 146.26+0.11 1.28+0.98 2.29+0.04 

75.00 55.98+1.25 10.19+0.94 1.86+0.16 138.72+1.34 2.07+1.23 0.90+0.39 

Waste glycerol  

OLR (g/L d) 

37.50 99.57+1.62 20.34+0.48 5.27+0.11 253.08+0.09 3.40+1.27 1.55+0.14 

50.00  96.49+1.32 24.19+0.13 6.24+0.13 323.66+1.18 2.89+0.21 2.19+0.13 

62.50   97.62+0.76 16.07+0.98 4.72+0.35 240.21+5.27 2.38+1.11 1.98+0.42 
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กลีเซอรอล เท่ากับ 24.19 % 6.24 mmol H2/L h 323.66 mmol H2/mol glycerol 2.89 mmol 

H2/g-VSS และ 96.49 % (ตารางที่ 7) ตามลําดับ แต่เมื่อเพ่ิมค่าอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เป็น 

62.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน จะส่งผลให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลได้

ไฮโดรเจน อัตราการผลิตไฮโดรเจนแบบจําเพาะมีค่าลดลง ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าค่าอัตราภาระ

บรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน เป็นระดับภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่มีประสิทธิภาพ

สูงสุดในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลบริสุทธ์ิ และกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอ

ดีเซล ซึ่งพิจารณาจากค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนซ่ึงมีค่าสูงสุด ดัง

ตารางที่ 4.1 นอกจากน้ันยังพบว่าค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดที่ได้

เมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิเป็นสับสเตรทมีค่าสูงกว่าเมื่อใช้กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบ

โอดีเซลเป็นสับสเตรทถึง 1.54 และ 1.33 เท่า (ตารางท่ี 7) ทั้งน้ีเน่ืองจากกลีเซอรอลเหลือทิ้งจาก

กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีองค์ประกอบจําพวกเกลือ (NaCl) เมทานอล และสบู่ ซึ่งเป็นสารที่มี

ความเป็นพิษและยับย้ังการทํางานของจุลินทรีย์ (Ito และคณะ, 2005; Ngo และคณะ, 2011; 

Marques และคณะ, 2009; Sarma และคณะ, 2012) ทําให้จํานวนจุลินทรีย์ในระบบลดลง (ตารางที่ 

7) นอกจากน้ันสบู่ซึ่งเป็นองค์ประกอบที่พบในกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล ยัง

ส่งผลให้เกิดการอุดตันในระบบท่อและถังหมักทําให้การถ่ายเทสารอาหารสู่เซลล์จุลินทรีย์ลดลง ส่งผล

ให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจนและอัตราการผลิตไฮโดรเจนมีค่าลดลงด้วย 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการควบคุมอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์มีความสําคัญต่อ

ประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยเชลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน 

UASB granules โดยที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์สูงและตํ่ากว่าระดับที่เหมาะสมจะส่งผลต่อการ

ผลิตไฮโดรเจน โดยที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่ตํ่ากว่าระดับที่เหมาะสม (50 กรัมต่อลิตรต่อวัน) 

น้ันค่าความเข้มข้นของสับสเตรทเริ่มต้น (37.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน) มีค่าตํ่ากว่าระดับที่จุลินทรีย์

ต้องการส่งผลให้การเจริญเติบโตและกิจกรรมจุลินทรีย์ลดลง (Abbasi, Abbasi, 2012; Wang, Wan, 

2009) นอกจากน้ันที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ตํ่ากว่าระดับที่เหมาะสมยังส่งผลให้การสัมผัส

ระหว่างสับสเตรทและเซลล์จุลินทรีย์ลดลงเน่ืองจากความเร็วในการเติมสารอาหารมีระดับตํ่า แต่
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อย่างไรก็ตามเมื่อเพ่ิมอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ให้สูงกว่าระดับที่เหมาะสม (62.5 กรัมต่อลิตรต่อ

วัน) แสดงว่าความเข้มข้นของสับสเตรทเริ่มต้นในระบบการหมักมีค่าสูงว่าระดับความต้องการของ

จุลินทรีย์จึงส่งผลยับย้ังการทํางานของจุลินทรีย์ (substrate inhibition level) (Abbasi, Abbasi, 

2012; Wang, Wan, 2009) นอกจากน้ันเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของสับสเตรทสูงขึ้นกว่าระดับที่

เหมาะสมจะทําให้เกิดแรงดันออสโมติกภายในเซลล์จุลินทรีย์ส่งผลให้เซลล์ตรึงของจุลินทรีย์และวัสดุ

ตรึงถูกทําลาย (Abbasi, Abbasi, 2012; Wang, Wan, 2009) 

จากการวิเคราะห์ผลพลอยได้ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนและค่า COD balance เมื่อใช้กลีเซ

อรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอเซลเป็นสับสเตรท (ตารางท่ี 8 และ 9) พบว่าผลของ COD 

balance ที่ระดับภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 37.5 50 และ 62.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน มีค่าความ

คลาดเคลื่อนเท่ากับ 4.68 4.78 และ 9.99 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (ตารางที่ 9) แสดงให้เห็นว่าวิธีการ

วิเคราะห์ผลพลอยได้จากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนมีความแม่นยํา โดยการแปรผันค่าอัตราภาระ

บรรทุกสารอินทรีย์มีผลต่อการแปรผันของผลพลอยได้หลัก ซึ่งผลพลอยได้ในกระบวนการหมัก ได้แก่ 

เอทานอล 1,3 โพรเพนไดออล กรดฟอร์มิค กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิค กรดบิวทิริก และ         

กรดแลคติค ตามลําดับ (ตารางที่ 8) เมื่อเพ่ิมอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์จากระดับ 37.5 เป็น 50 

กรัมต่อลิตรต่อวัน จะส่งผลให้ความเข้มข้นของผลพลอยได้หลักมีค่าเพ่ิมขึ้น และมีค่าความเข้มข้นของ

ผลพลอยได้หลักมีค่าลดลงเมื่อเพ่ิมอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์สูงกว่า 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน จากผล

การวิเคราะห์ผลพลอยได้แสดงให้เห็นว่าในกระบวนการหมักกลีเซอรอลประกอบด้วยสองกระบวนการ

ที่เกิดขึ้นพร้อมกันคือ oxidative และ reductive  pathway โดยใน reductive pathway กลีเซ

อรอลจะถูกเปลี่ยนไปเป็น 3-hydroxypropionaldehyde (3-HPA) โดยเอนไซม์  glycerol 

dehydratase  จากน้ัน 3-HPA จะถูกเปล่ียนไปเป็น 1,3 propanediol โดยเอนไซม์ 1,3-PDO 

dehydrogenase และใน oxidative pathway กลีเซอรอลจะถูกเปลี่ยนเป็น pyruvate และเข้าสู่ 

glycolytic pathway ซึ่ง pyruvate ดังกล่าวจะถูกเปลี่ยนเป็นสารตัวกลางได้สามเส้นทาง เส้นทาง

แรกถูกเปลี่ยนไปเป็น lactic acid เส้นทางที่สองเปลี่ยนไปเป็น propionic acid และเส้นทางที่สาม

เปลี่ยนไปเป็น Acetyl-CoA ซึ่งในการเปลี่ยนเป็น Acetyl-CoA จะมีการสร้าง formic acid, ethanol  
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          ตารางที่ 8 ผลของอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ต่อค่าความเป็นกรดด่างและผลพลอยได้จาก  

                       กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB 

 Parameters 

 

OLR (g/L d) 

37.5 50 62.5 

pH 4.56+0.25 4.30+0.08 4.99+0.02 

1,3-PD (mmol/L) 10+0.01 60+0.10 70+0.12 

Ethanol (mmol/L) 90+0.01 110+0.03 100+0.01 

Butanol (mmol/L) 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 

Lactic acid (mmol/L) 4.25+0.13 8.37+3.58 7.57+0.88 

Formic acid (mmol/L) 34.64+1.05 66.51+5.22 29.73+1.28 

Acetic acid (mmol/L) 5.31+0.49 18.69+1.92 4.50+1.51 

Propionic acid (mmol/L) 17.29+1.37 9.70+1.24 17.15+0.43 

Butyric acid (mmol/L) 18.14+0.35 7.66+1.04 10.36+1.17 

 

และ acetate เกิดขึ้นพร้อมกัน ในขั้นตอนน้ี formic ที่เกิดขึ้นจะถูกย่อยได้ผลได้เป็นไฮโดรเจนและ

คาร์บอนไดออกไซด์ โดยเอนไซม์ formate lyase (Gottschalk, 1988) และท้ายสุด Acetyl-CoA จะ

ถูกเปลี่ยนไปเป็น butyric acid ต่อไป (Margarida และคณะ, 2008; Nakashimada และคณะ, 

2002) โดยกรดไขมันระเหยง่ายที่ผลิตขึ้นจะส่งผลใหค้่าความเป็นกรดด่างในระบบมีค่าลดลง (รูปที่ 5) 

ที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่เหมาะสมเท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน พบว่าเอทานอลเป็นผล

พลอยได้หลักในกระบวนการหมักโดยให้ค่าความเข้มข้นสงูถึง 110.00  มิลลิโมลต่อลติร รองลงมาคือ 

กรดฟอร์มิค (66.51  มิลลิโมลต่อลิตร) และท้ายสุดคือ1,3 โพรเพนไดออล (60.00  มิลลิโมลต่อลิตร) 

ซึ่ง 1,3 โพรเพนไดออล เป็นสารตัวกลาง (intermediate) ทีส่ําคัญในกระบวนการผลิตไบโอพลาสติก 

จากวิถีการผลติไฮโดรเจนจากกลีเซรอล (รูปที่ 3) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ากรดฟอร์มิคเป็น

กรดไขมันระเหยง่ายหลักที่ใช้ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน โดยให้ค่าผลพลอยได้ไฮโดรเจนสูงสุด

เท่ากับ 1 mol H2/mol formic acid (Sakai and Yagishita 2007; Biebl H. 2001) 
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ตารางที่ 9 การใช้กลีเซอรอล จํานวนประชากรจุลินทรีย์ การผลิตไฮโดรเจนและผลพลอยได้จาก 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจน และค่า COD balance ในสภาวะคงที่ ณ อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์ต่างๆ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB 

 

และที่ระดับอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 37.5 กรัมต่อลิตรต่อวัน พบว่า 1,3 โพรเพนไดออล 

เป็นผลพลอยได้หลักในกระบวนการหมักซึ่งการเปลี่ยนกลีเซอรอลเป็น 1,3 โพรเพนไดออล จะส่งผล

ให้ค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนมีค่าลดลงเน่ืองจากวิถีการหมักกลีเซอรอลเปลี่ยนเข้าสู่ reductive 

pathway  

เมื่อพิจารณาค่าผลได้ไฮโดรเจนสูงสุดจากกระบวนการผลิตเมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและ       

กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นสับสเตรทที่ระดับอัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์ที่เหมาะสม 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน (402 and 323 mmol H2/mol glycerol) พบว่ามีค่า

Parameters 

 

 

Concentration (mg-COD/L) COD distribution (%) 

OLR (g/L d) 

37.5 50.0 62.5 37.5 50.0 62.5 

Glycerol consumption 31978.85 29597.72 30167.2 -100 -100 -100 

Hydrogen 1011.66 1197.46 905.82 3.16 4.05 3.01 

Biomass  2160.1 3048.65 2756.18 6.75 10.30 9.14 

1,3-PD 12312.42 7925.95 9158.74 38.5 26.78 30.36 

Ethanol 8858.09 10634.13 9265.2 27.71 35.93 30.71 

Butanol 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 

Lactic acid 408.1 803.38 726.4 1.28 2.71 2.41 

Formic acid 554.2 1064.23 475.72 1.73 3.6 1.58 

Acetic acid 339.77 1196.34 287.78 1.06 4.04 0.95 

Propionic acid 1936.63 1086.86 1920.56 6.06 3.67 6.37 

Butyric acid 2901.67 1225.31 1656.94 9.07 4.14 5.49 

Balance - - - -4.68 -4.78 -9.99 
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ตํ่ากว่าผลได้ไฮโดรเจนทางทฤษฎี ทั้งน้ีเน่ืองจากในกระบวนการหมักกลีเซอรอลมีผลพลอยได้อ่ืนๆ เช่น 

1,3 โพรเพนไดออล กรดแลคติค และกรดโพรพิโอนิค โดยในกระบวนการผลิต 1,3 โพรเพนไดออล 

และ กรดโพรพิโอนิค จุลินทรีย์จะใช้ไฮโดรเจนเป็นสารตัวกลางในการผลิตส่งผลให้ค่าการผลิต

ไฮโดรเจนมีค่าลดลง (Ngo และคณะ, 2011; Marques และคณะ, 2009; Sarma และคณะ, 2012) 

 

4.2 โครงสร้างของเซลล์ตรงึ E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules และกลุ่ม

ประชากรจุลนิทรีย์จากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB  

จากการถ่ายภาพลักษณะของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules 

ด้วยกล้อง Scanning Electron Microscopy (SEM) (รูปที่ 6) พบว่า UASB granules ที่ไม่มีเซลล์

ตรึงของ E. aerogenes (รูปที่ 6 ข) มีจํานวนรูพรุนสูงและมีโครงสร้างที่เหมาะสมต่อการใช้เป็นวัสดุ

พยุง โดยเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 เกาะติดกับพ้ืนผิว UASB granules โดยการดูดซับอยู่

ในรูพรุนของ UASB granules (รูปที่ 6 ค) ซึ่งเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 มีรูปร่างเป็นแท่งมี

ความยาวและเส้นผ่าศูนย์กลาง ประมาณ 0.16 และ 0.02 ไมโครเมตร (รูปที่ 6 ค) ซึ่งการใช้เซลล์ตรึง 

E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules น้ันมีข้อดีคือช่วยลดขั้นตอนในการเตรียมกล้า

เช้ือใหม่และลดต้นทุนในการใช้วัสดุพยุงที่เป็นวัสดุสังเคราะห์เช่น โพลิเมอร์สังเคราะห์ได้ จากการ

ถ่ายภาพลักษณะเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน ด้วยกล้อง confocal laser scanning microscopy (FISH) 

พบว่ากลุ่มแบคทีเรียจําพวก firmicutes และ E. aerogenes มีการสร้างช้ัน biofilm ระหว่าง

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล (รูปที่ 7 ก) โดยผลการวิเคราะห์กลุ่มประชากรจุลินทรีย์ใน

เซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules พบว่าประมาณ 89.2 เปอร์เซ็นต์ของ

ประชากรท้ังหมดอยู่ในกลุ่มของ Eubacteria จําแนกเป็น γ-proteobacteria (34.5%)  firmicutes 

bacteria (18.81%)  α-Proteobacteria (7.9%)  cytophaga (Flavobacterium) (5.6%) 

acidobacteria (6.7%) Archaea (2.3%)  Enterobacter sp. และ (27.1%) ตามลําดับ จากผลการ

ทดลองแสดงให้เห็นว่ากลุ่มประชากรท่ีมีบทบาทในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลในกระบวนการ
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หมักแบบต่อเน่ืองคือ Enterobacter sp และแบคทีเรียในกลุ่ม firmicutes ซึ่งประกอบไปด้วย 

Clostridium sp. Bacillus sp. และ Dialister sp 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6 ภาพถ่ายลักษณะของเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ด้วย

กล้อง Scanning Electron Microscopy (SEM) กําลังขยาย 75 เท่า (ก) โครงสร้างและ

ลักษณะวัสดุพยุง กําลังขยาย 5000 เท่า (ข) เซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน 

UASB granules ที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลติรต่อวัน กําลังขยาย 

5000 เท่า (ค) 
 

โดยแบคทีเรียดังกล่าวเป็นแบคทีเรียที่อยู่ในวัสดุพยุง (heat-treated UASB granules) นอกจากน้ัน

แบคทีเรียในกลุ่ม acidobacteria ยังมีบทบาทในการผลิตกรดไขมันระเหยง่ายในกระบวนการหมักซึ่ง

ได้แก่ กรดโพรพิโอนิค กรดอะซิติก กรดแลคติค และกรดบิวทาริก และการตรวจพบกลุ่มแบคทีเรีย

จําพวก Archaea ที่มีบทบาทในการผลิตมีเทนในปริมาณตํ่าก็สอดคล้องกับการทดลองที่ไม่มีการผลิต

ก 

ข ค 
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มีเทนเกิดขึ้นในระบบ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการดําเนินระบบภายใต้สภาวะท่ีเป็นกรด

อ่อนๆ และการให้ความร้อนแก่ UASB granules สามารถยับย้ังการทํางานของกลุ่มประชากรที่ผลิต

มีเทน (Archaea) และยังพบว่า heat-treated UASB granules สามารถใช้เป็นทั้งวัสดุพยุงและหัว

เช้ือจุลินทรีย์เบ้ืองต้นในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 7 ภาพถ่ายเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์เทา่กับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน ด้วยกล้อง Confocal scanning microscopy (ก) 

เซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ย้อมด้วย DAPI (ข) เซลล์ตรึง 

E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ย้อมด้วย Cy3 labeled ENT183 

probe บริเวณสีแดงคือเซลล์ E. aerogenes ATCC 13048 ที่ย้อมติดสีของ ENT183 

probe (ค) 

 

 

 

ก ข ค 
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4.3 ค่าการแปลงพลังงานความร้อนและผลการเปรียบเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนจากการ

ทดลองกับงานวิจัยอ่ืนๆ  

การเปรียบเทียบค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดที่ได้จากการทดลองนี้ที่อัตราภาระบรรทุก

สารอินทรีย์ที่เหมาะสมกับงานวิจัยอ่ืนๆ พบว่าค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนและจํานวนเซลล์จากการ

ทดลอง (6.24 mmol H2/L h และ 2.19 g-VSS/L) มีค่าสูงกว่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนและจํานวน

เซลล์จากชุดการทดลองที่ ใ ช้ เชลล์ตรึงและไม่ใช้เซลล์ตรึงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB 

(Kotsopoulos และคณะ, 2006) unsaturated flow reactor (Kim และคณะ, 2005) และ ASBR 

(Mohan และคณะ, 2007) ตามลําดับ และมีค่าตํ่ากว่าชุดการทดลองที่ใช้เซลล์ตรึงในถังปฏิกรณ์

ชีวภาพแบบ packed bed และ tricking biofilter ดังตารางที่ 10 นอกจากน้ันยังพบว่าค่าอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนและจํานวนเซลล์จากอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน โดย

เซลล์ตรึง E. aerogenes  ATCC 13048 บน UASB granules เป็นหัวเช้ือเริ่มต้น มีค่าสูงกว่าอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนและจํานวนเซลล์ (3.29 mmol H2/L h และ 1.92 g-VSS/L)  ที่ได้รับจากอัตรา

ภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่เหมาะสม (50 กรัมต่อลิตรต่อวัน) เมื่อใช้ UASB granules เป็นหัวเช้ือ

เริ่มต้นถึง 1.90 และ 1.14 เท่า ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการใช้เซลล์ตรึงจุลินทรีย์ช่วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนและช่วยเพ่ิมการกับเก็บเซลล์จุลินทรีย์ในระบบการผลิตไฮโดรเจน

จากกลีเซอรอลแบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB  นอกจากน้ันยังพบว่าความเข้มข้นของ

กรดฟอร์มิคในน้ําหมักหลังกระบวนการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใช้เซลล์ตรึง E. aerogenes  ATCC 13048 

บน UASB granules เป็นหัวเช้ือเร่ิมต้น มีค่าเพ่ิมขึ้นซึ่งสอดคล้องกับอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่สูงขึ้น 

เนื่องจากกรดฟอร์มิคเป็นกรดไขมันระเหยง่ายหลักที่เป็นสาร intermediate ในกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล  

ผลการคํานวณค่าการแปลงพลังงานความร้อนซึ่งคํานวณจากค่าความร้อนจากการเผาไหม้ของ   

กลีเซอรอล เอทานอล ไฮโดรเจน และ 1,3 โพรเพนไดออล ภายใต้อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์ที่

เหมาะสมจากการทดลองเมื่อใช้กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซลเป็นสับสเตรท มี

ค่าเท่ากับ 5.44% เมื่อคิดเทียบจากไฮโดรเจน และเท่ากับ 39.40% เมื่อคิดเทียบจากเอทานอล ดังน้ัน
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ค่าพลังงานความร้อนทั้งหมดคิดเทียบจากไฮโดรเจนและเอทานอลจากการทดลองมีค่าเท่ากับ 

44.58% โดยค่าพลังงานความร้อนที่เหลืออีก 55.15% เกิดจากจุลินทรีย์ใช้กลีเซอรอลเป็นสับสเตรท

ในการผลิตสาร intermediate อ่ืนๆ ซึ่งได้แก่ 1,3 โพรเพนไดออล 28.87% และผลพลอยได้อ่ืนๆ ซึ่ง

ประกอบไปด้วย กรดฟอร์มิค กรดอะซิติค กรดบิวทาริก และกรดโพรพิโอนิค เท่ากับ 26.27% 
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ตารางที่ 10 ตารางเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนจากการทดลองกับงานวิจัยอ่ืนๆ โดย

ใช้สับสเตรทและกลุ่มจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ 

 
หมายเหตุ ND: not determined; HPR: hydrogen production rate; OLR: organic loading 

rate; UASB: upflow anaerobic sludge blanket reactor; TBR: tricking biofilter; AnSBR: 

anaerobic sequencing batch reactor; UFR:  unsaturated flow reactor.  
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บทท่ี 5  

สรุปผลการทดลอง  
 

ผลการทดลองโดยรวมแสดงให้เห็นว่ากลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลเหลือทิ้งจาก

กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีศักยภาพในการถูกนําไปใช้เพ่ือเป็นวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจน

แบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB โดยเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน 

UASB granules โดยพบว่าอัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอล 

ซึ่งเมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิและกลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนกาผลิตไบโอดีเซลเป็นสับสเตรท

เริ่มต้น พบว่าที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน ให้ค่าเปอร์เซ็นต์แก๊ส

ไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 37.15 24.19%, และ 8.97 6.24 mmol H2/L 

h ตามลําดับ โดยค่าเปอร์เซ็นต์แก๊สไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใช้กลีเซอรอลบริสุทธ์ิ

เป็นสับสเตรทมีค่าสูงกว่าเมื่อใช้กลีเซอรอลเหลือทิ้งจากกระบวนการผลิตไบโอเซล ถึง 1.54 และ 1.33 

เท่า จากผลการศึกษากลุ่มประชากรในเซลล์ตรึง E. aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules 

ที่อัตราภาระบรรทุกสารอินทรีย์เท่ากับ 50 กรัมต่อลิตรต่อวัน พบว่ากลุ่มประชากรจุลินทรีย์หลักที่มี

บทบาทในการผลิตไฮโดรเจนที่ตรวจพบเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม Enterobacter sp. Clostridium sp. 

Bacillus sp. และ Dialister sp. นอกจากน้ันผลจากการถ่ายภาพลักษณะของเซลล์ตรึง E. 

aerogenes ATCC 13048 บน UASB granules ด้วยกล้อง Scanning Electron Microscopy 

(SEM) พบว่า E. aerogenes ATCC 13048 เกาะติดกับพ้ืนผิว UASB granules โดยกลไกการดูดซับ

อยู่ในรูพรุนของ UASB granules เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการผลิต

ดังกล่าวกับการทดลองที่ใช้ heat-treated UASB granules เป็นหัวเช้ือเริ่มต้น พบว่าให้ค่าอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนที่สูงกว่าถึง 1.90 เท่า และ 1.14 เท่า แสดงให้เห็นว่าการใช้เซลล์ตรึงจุลินทรีย์ช่วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนและช่วยเพ่ิมการกับเก็บเซลล์จุลินทรีย์ในระบบการหมัก

แบบต่อเน่ืองในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ UASB โดยกระบวนการหมักหลักในการผลิตไฮโดรเจนเป็น

แบบ formate type fermentation 
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การคํานวณอัตราภาระบรรทุกสารอินทรย์ี (Organic loading rate: OLR)  

 

OLR (g/L d) = Substrate concentration (g/L) * Flow rate (L/d) 

Volume of reactor (L) 

 

 

Substrate concentration คือความเข้มขน้ของสารอาหาร (g/L) 

Flow rate คือ อัตราการเติมสารอาหาร (L/d) 

Volume of reactor คือปริมาตรถังหมักทัง้หมด (L) 
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ภาคผนวก ข 
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รูปที่ 8 กราฟมาตราฐานของสารละลายกลีเซอรอล 
 

 
 

 

y = 0.0127x
R2 = 0.9797
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