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The objective of this research is to improve the biogas quality by increasing hydrogen 

production in the first phase of biogas fermentation from dairy waste (invalid milk) from two-

stage anaerobic condition (acid phase and methane phase).  The preliminary experiment of 

hydrogen production by Clostridium sp. was found a problem of  high amount of protein curd 

was accumulated until full of fermenter volume. So, the protein was must separated out by 
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used as raw material for hydrogen production. Hydrogen production was examined using 
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cells system, a maximum hydrogen production was 3.81 mol H2/mol of lactose/day from using 

145 ml of whey and 35 ml of immobilized cells.  In the case of free cells system, a maximum 

hydrogen production was 4.67 mol H2/mol lactose/day from using 230 ml of whey and 10 

percent by volume of inoculums. It’s shown that free cells system produce hydrogen gas higher 

than immobilized cells system under the same incubation period. In the methane phase, effluent 

from the first phase of immobilized cells system was utilized to produce methane (because of 

the problem from cells separation of free cells system).  The methane stage was operated in 

semi-continuous fermenter under a hydraulic retention time of 67 days which was a optimum 

time.  It produced 1032.48 CH4/day and removed 87.64 % of total COD from the influent. 
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3 ลักษณะโมเลกุลของอัลจิเนต 23 

4 โมเดลกลองไข (egg box model) สําหรับ Ca2 + ซึ่งเหน่ียวนําปฏิกิริยา dimerization 

ของ poly-L-guluronate 24 

5 วิถีหลักการยอยสลายสารอินทรียในสภาวะไรออกซิเจนและจุลินทรีย ในแตละ

ขั้นตอน  27 

6 ขั้นตอนการหยดเซลลเปยกซึ่งผสมกับโซเดียมอัลจิเนตและนํ้ากลั่น ลงใน

สารละลายโซเดียมคลอไรด 5 เปอรเซน็ต 36 

7 ลกัษณะของเมด็เจลซึ่งลอยขึ้นมาบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 37 

8 แผนภาพของถังหมักสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึง 39 

9 ถังหมักสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึง 39 

10 แผนภาพของถังหมักสําหรับผลิตกาซมีเทน 41 

11 ถังหมักสําหรับผลิตกาซมีเทน 42 

12 ปริมาณกาซชีวภาพและคา pH ของการหมักน้ํานม UHT ดวย Clostridium sp. ที่

ระยะเวลาตาง ๆ 44 

13 ลักษณะการเกิดตะกอนของนม UHT 45 

14 ปริมาณกาซชีวภาพจากการหมักน้ํานม UHT ความเขมขน 100 50 30 และ 10 

เปอรเซน็ต 49 

15 ลักษณะการเกิดตะกอนของน้ํานม UHT ความเขมขนตางๆ 51 

16 ปริมาณแล็กโทสและโปรตีนของน้ํานมซึ่งผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O 54 

17 ปริมาณแคลเซียมในนมที่ผานการตกตะกอนและนมพาสเจอรไรส 55 

18 ปริมาณกาซชีวภาพจากการหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหาร

เลี้ยงเชื้อเปน 24.14  31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 56 

19 คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณ

อาหารเลีย้งเชือ้เปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 57 

   

 



(5) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 

ภาพท่ี หนา 

   

20 ประสิทธิภาพการกําจัด COD เมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณ

อาหารเลีย้งเชือ้เปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 

 

58 

21 ปริมาณการใชแล็กโทสเมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณ

อาหารเลีย้งเชือ้เปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 

 

59 

22 ปริมาณการผลิตกาซไฮโดรเจนเมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอ

ปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 

 

61 

23 คา pH ของการหมักดวยเซลลอิสระที่เวลาตาง ๆ  63 

24 ปริมาณกาซไฮโดรเจนของการหมักดวยเซลลอิสระที่เวลาตาง ๆ  64 

25 คา pH ของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 และ 67 วัน 67 

26 ประสิทธิภาพการกําจัด COD ของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 

25 40 และ 67 วัน 

 

69 

27 ปริมาณของแข็งทั้งหมดของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 

และ 67 วัน 

 

70 

28 ปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 

25 40 และ 67 วัน 

 

71 

29 ปริมาณกาซชีวภาพของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 และ 

67 วัน 
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การปรับปรุงคุณภาพกาซชีวภาพจากผลิตภัณฑนมเหลือทิ้งดวยการผลิตกาซไฮโดรเจน

และกาซมีเทน 

 

Improving of Biogas Quality from Dairy Waste by Hydrogen and Methane 

Production  

 

คํานํา 

  

 ในปจจุบันกิจการอุตสาหกรรมในประเทศไทยมีการใชนํ้าประมาณ 2 พันลานลูกบาศกเมตร

ตอป และมีโรงงานที่อาจกอใหเกิดมลพิษทางน้ําจํานวนมากขึ้นทุกป ซึ่งทั้งนี้พบวาโรงงาน

อุตสาหกรรมที่กอใหเกิดนํ้าเสียในระดับรุนแรงน้ัน  สวนใหญแลวเปนอุตสาหกรรมการเกษตร  

อันไดแก อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมเคร่ืองด่ืม อุตสาหกรรมแปรรูปผลิตภัณฑทาง

เกษตรกรรม เปนตน เนื่องจากประชากรภายในประเทศมีจํานวนเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็ว จึงสงผลให

อุตสาหกรรมอาหารมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วตามไปดวย โดยเฉพาะอยางยิ่งอุตสาหกรรมนม

และผลิตภัณฑนม ในชวง พ.ศ. 2545-2546 มีปริมาณการผลิตนํ้านมดิบเพิ่มจาก 662,233.62 ตัน เปน 

731,922.96 ตัน ซึ่งนํ้านมมี BOD อยูในชวง 92,250-123,750 mg/L และ COD 204,000-162,000 

mg/L ดังน้ัน นํ้าเสียที่เกิดจากนมและผลิตภัณฑนมจึงมีความสกปรกสูง หากปลอยนํ้าทิ้งจากนมและ

ผลิตภัณฑนมลงสูแหลงนํ้าตามธรรมชาติจะสงผลใหแหลงนํ้าน้ันเกิดการเนาเสีย จึงควรบําบัดนํ้าทิ้ง

จากนมและผลิตภัณฑนมกอนปลอยลงสูแหลงนํ้า แตการบําบัดนํ้าเสียกอใหเกิดคาใชจายตอโรงงาน

อุตสาหกรรม การนําเทคโนโลยีที่สามารถลดคาใชจายใหตํ่าลง และวิธีการอ่ืนที่สามารถใช

ประโยชนจากน้ําเสียจึงไดรับความสนใจอยางมาก เทคโนโลยีการผลิตกาซชีวภาพเปนวิธีการที่

ไดรับความสนใจและนํามาประยุกตใชรวมในการบําบัดน้ําเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  โดยกาซ

ชีวภาพที่ผลิตไดน้ี มีองคประกอบหลักคือ กาซมีเทน (methane) ซึ่งสามารถติดไฟได ดังน้ันจึง

สามารถนํามาใชเปนพลังงานทดแทนได ชวยลดคาใชจายดานพลังงานและเปนการบําบัดน้ําเสียของ

โรงงาน  

 

นอกจากน้ีถาผลิตกาซมีเทนไดในปริมาณสูงยังสามารถนํามาใชในสวนอ่ืน เชน การ

คมนาคมและขนสง ซึ่งประเทศไทยมีการใชพลังงานในภาคคมนาคมและขนสงสูงที่สุด โดยมากกวา

รอยละ 90 ของพลังงานที่ใชในภาคคมนาคมและขนสงนี้ไดมาจากการนําเขา ดังนั้น ถานํากาซมีเทน

มาใชในภาคคมนาคมและขนสงก็จะชวยลดการนําเขาได 



2 

 เน่ืองจากเทคโนโลยีการผลิตกาซชีวภาพสวนใหญสามารถผลิตกาซชีวภาพซึ่งมีกาซมีเทน

เปนองคประกอบหลัก ดังน้ัน ถาสามารถปรับปรุงคุณภาพกาซชีวภาพเพื่อใหสามารถผลิตกาซ

ไฮโดรเจนและกาซมีเทนจากน้ําเสียในอุตสาหกรรมได จะเปนการเพิ่มประโยชนที่ไดจากการบําบัด

นํ้าเสีย โดยไดกาซที่สามารถใชเปนเชื้อเพลิงถึง 2 ชนิด และกาซไฮโดรเจนยงัเปนแหลงพลงังานที่

สะอาดซึ่งเมื่อผานกระบวนการเผาไหมกาซไฮโดรเจนจะกลายเปนไอนํ้าซึ่งเปนมิตรตอสิ่งแวดลอม  

และกาซไฮโดรเจนยังสามารถนํามาผลิตกระแสไฟฟาโดยผานเซลลเชื้อเพลิงไดอีกดวย 

 

การศึกษาในคร้ังน้ีเปนการนําผลิตภัณฑนมเหลือทิ้งมาผานกระบวนหมักภายใตสภาวะไร

ออกซิเจนเพื่อผลิตกาซไฮโดรเจนและมีเทน ซึ่งเปนแนวทางในการบําบัดนํ้าเสียที่มีปริมาณความ

เขมขนของนมสูงตอไป เนื่องจากกระบวนการยอยภายใตสภาวะไรออกซิเจนตองอาศัยการทํางาน

ของจุลินทรียหลัก ๆ 3 กลุม ไดแก Fermentative bacteria Acetogenic bacteria และ Methanogenic 

bacteria ซึ่งจุลินทรียในกลุม Acetogenic bacteria บางชนิดสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได แตเมื่อ 

Acetogenic bacteria และ Methanogenic bacteria เจริญผสมกันในกระบวนหมักภายใตสภาวะไร

ออกซเิจนแบบขัน้ตอนเดียวจะเกดิกาซไฮโดรเจนนอย เพราะ  Methanogenic bacteria จะนํากาซ

ไฮโดรเจนไปเปนสารต้ังตนในการผลิตกาซมีเทน ดังน้ันในการศึกษาคร้ังน้ีจึงนําผลิตภัณฑนมเหลือ

ทิ้งมาผานกระบวนหมักภายใตสภาวะไรออกซิเจนแบบสองขั้นตอน (two - stage anaerobic 

digestion) เพื่อใหไดผลิตภัณฑหลักเปนกาซไฮโดรเจนและมีเทน 
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วัตถุประสงค 

 

1..เพื่อศึกษาการใชนมเหลือทิ้งเปนวัตถุดิบในกระบวนหมักภายใตสภาวะไรออกซิเจนเพื่อ

ผลติกาซไฮโดรเจนและมเีทน 

 

2. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของพารามิเตอรตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการผลิตกาซไฮโดรเจน

ภายใตสภาวะไรออกซิเจน 

 

3. เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงของพารามิเตอรตาง ๆ ที่เกี่ยวของกับการผลิตกาซมีเทนภายใต

สภาวะไรออกซเิจน 
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การตรวจเอกสาร 

 

1. องคประกอบของนํ้านม 

 

น้ํานมประกอบดวยองคประกอบตาง ๆ ซึ่งมีปริมาณแตกตางกันเนื่องจากปจจัยหลายอยาง

ไดแก ชนิดของสัตว พันธุ คุณลักษณะเฉพาะตัวของสัตว ระยะการใหนม ชวงเวลาในการรีดนม 

ฤดูกาล อาหาร อุณหภูมิของสภาพแวดลอม โรคของแมวัว และปจจัยอ่ืน ๆ แมวานํ้านมจากวัวจะมี

องคประกอบแตกตางกันไป เนื่องจากปจจัยตาง ๆ จึงไมมีปริมาณขององคประกอบในน้ํานมซึ่งเปน

คาที่แนนอน เราจึงควรทราบปริมาณและองคประกอบตาง ๆ โดยประมาณไวเนื่องจากใน

อุตสาหกรรมน้ันไดนํานํ้านมมาจากหลายฟารม ดังน้ันขอแตกตางเหลาน้ีจะเฉลี่ยกันไป ทําให

องคประกอบที่ไดไมแตกตางกันมากเกินไป น่ันคือ นํ้านมประกอบดวยนํ้า 87.1 เปอรเซน็ต ไขมัน 

3.9 เปอรเซน็ต โปรตีน 3.3 เปอรเซน็ต แลก็โทส 5.0 เปอรเซน็ต และเกลอืแร 0.7 เปอรเซน็ต

(คณาจารยภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2552) ตาราง

ที่ 1 แสดงคุณลักษณะของนํ้านมชนิดตางๆ จากโรงนมมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

1.1  โปรตีน (ชนิดและปริมาณโปรตีนที่พบในนํ้านมวัวแสดงในตารางที่ 3)   

 

โปรตีนในนํ้านมแบงออกเปน 2 พวก คือ  

 

1.1.1  เคซีน (casein) เปนโปรตีนหลักและมีมากที่สุดในนม สามารถแยกออกมาไดจาก

การตกตะกอนนมโดยการเติมกรดจน pH ของนมเปน 4.6-4.7 เคซีนในนมมีประมาณ 80 เปอรเซน็ต 

ของโปรตีนทั้งหมดและปริมาณน้ีแตกตางกันไปแลวแตสายพันธุของสัตว เคซีนประกอบดวย

โปรตีนยอยๆ (คณาจารยภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 

2552) ซึ่งมีลักษณะแตกตางกันดังน้ี 

 

ก.  αs1-casein ประกอบดวยสายโซเปปไทดซึ่งมีสวนที่มีประจุจากกลุมคารบอก

ซิลและสวนที่ไมมีประจุ เมื่อมีแคลเซียมไอออนในปริมาณที่พบในนํ้านม αs1-casein สามารถทําให

เกดิเกลอืแคลเซยีมได  
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ตารางท่ี 1  คุณลักษณะของนํ้านมชนิดตาง ๆ จากโรงนมมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 

 

คุณลักษณะ นํ้านม 

 (1) (2) (3) (4) 

BOD (5 day, mg/l) 92,250 123,750 105,000 118,125 

Total COD (mg/l) 162,000 204,000 184,000 176,000 

BOD:COD 0.69 0.61 0.57 0.67 

Total Suspended Solid (mg/l) 111,340 156,640 174,540 134,560 

Dissolves Solid (mg/l) 55,340 102,240 149,740 83,760 

Suspended Solid (mg/l) 56,000 54,400 24,800 50,800 

TKN (mg/l) 4,602 4,392 1,952 4,072 

Total Phosphorus 570 881 530 450 

Fat, Oil and Grease (mg/l) 30,450 25,400 9,750 22,700 

pH 8.42 4.30 3.88 4.24 

 

หมายเหต  (1) นมสด 100 เปอรเซน็ต 

(2) นมปรุงแตงรสหวาน 

(3) นมเปร้ียว 

(4) นมผสมของ 1 2 และ 3 ในอัตราสวน 1:1:1 

 

ท่ีมา: อุษากร (2535) 

 

ข.  αs2-casein ประกอบดวยสายโซเปปไทดซึ่งมีไอออนบวกบริเวณปลายเอ็น 

(N-terminus) และไอออนลบบริเวณปลายซี (C-terminus) αs2-casein สามารถตกตะกอนดวยไอออน

ของแคลเซียมไดงายกวา αs1-casein  

 

ค.  บตีา-เคซนี (β-casein) โครงสรางของโมเลกุลประกอบดวยสวนหัวที่มีขั้ว

และสวนหางที่ไมมีขั้วคลายกับโมเลกุลของสบู การรวมตัวกันของบีตา-เคซีนเปนปฏิกิริยาดูดความ

รอน คลายกับ αs1-casein บตีา-เคซีนสามารถตกตะกอนเมื่อมีแคลเซียมไอออนในปริมาณที่พบใน

นํ้านม 
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ง.  แคปปา-เคซนี (κ-caseins) เปนเคซีนที่ยังคงละลายอยูเมื่อมีแคลเซียมไอออน

ในปริมาณที่พบในนํ้านม โดยการรวมของ αs1-casein และ บีตา-เคซีน กับแคปปา-เคซีนสามารถ

ปองกันการตกตะกอนเมื่อมีแคลเซียมไอออนได โดยคุณสมบัติของแคปปา-เคซีนน้ีมีความสําคัญตอ

การสรางและการรักษาเสถียรภาพของเคซีนเชิงซอนและเกิดเปนไมเซลลเคซีน (casein micelle)    

ในนํ้านม Chymosin (rennet) สามารถตัดโซเปปไทดของแคปปา-เคซีนเกิดเปปไทดสองสวน คือ 

พารา-แคปปา-เคซนี (para-κ-casein) และ glycopeptide ซึ่ง glycopeptide สามารถละลายในนมได 

ในขณะที่พารา-แคปปา-เคซนีจะตกตะกอนเมือ่มแีคลเซยีมไอออน เมือ่แคปปา-เคซนีสญูเสยีการ

ปองกันจะสงผลใหเคซีนเชิงซอนและไมเซลลเคซีนจับตัวเปนกอน (การสราง curd ) นอกจากน้ีถา

แคปปา-เคซีนมีคารโบไฮเดรตจะสงผลใหแอลฟาและแคปปา-เคซีนมีความเสถียรขึ้นเมื่อมีแคลเซียม

ไอออน 

 

จ.  แกมมาเคซีน (γ-casein) เปนผลิตภัณฑจากการแตกตัวของบีตาเคซีนดวย

เอนไซมโปรตีเอส (protease)  

 

เคซีนมีอัตราสวนโดยโมลเปน αs1ตอเบตาซึ่งรวมกับแกมมาตอแคปปาตอ αs2 

เฉลี่ย 8 ตอ 8 ตอ 3 ตอ 2 เคซีนทุกชนิดมีกรด phosphoric เปนสวนประกอบ (Belitz et al., 2004) 

 

เคซนีแขวนลอยอยูในนมดวยลกัษณะทีเ่ปนคอลลอยด (colloid) ซึ่งเรียกวา 

ไมเซลล (micelle) (สิวลี, 2537) โดยเคซีนสวนใหญจะรวมเปนเคซีนเชิงซอนและไมเซลลเคซีน ซึ่ง

การรวมกันน้ีจะกําหนดโดยปจจัยตางๆ ดังภาพที่ 1 ซึ่งพบวาเมื่อความเขมขนของแคลเซียมไอออน

สูงขึ้นไมเซลลจะมีขนาดใหญขึ้น สวนประกอบตางๆ ของไมเซลลแสดงในตารางที่ 2  
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ภาพท่ี 1  การสรางเคซีนเชิงซอนและไมเซลลเคซีน 

 

ท่ีมา: Belitz et al. (2004) 

 

ตารางท่ี 2  สวนประกอบตาง ๆ ของไมเซลลเคซีน 

 

สวนประกอบ ปริมาณในไมเซลลเคซีน (%) 

casein 

Ca 

Mg 

Na 

K 

phosphate (สารอินทรีย) 

phosphate (สารอนินทรีย) 

citrate 

93.2 

2.9 

0.1 

0.1 

0.3 

2.3 

2.9 

0.4 

 

ท่ีมา: Belitz et al. (2004) 

 

1.1.2  โปรตีนเวย (whey protein) เมื่อตกตะกอนเคซีนออกจากนมแลว นํ้าเหลวๆ ที่

เหลือประกอบดวยโปรตีนอีกหลายชนิดซึ่งละลายอยู ที่สําคัญ (สิวลี, 2537) ไดแก  
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ก.  β-lactoglobulin สามารถเกิดการเสียสภาพดวยความรอน การเสียสภาพเมื่อมี

แคลเซียมไอออนปริมาณสูง และ pH สูงกวา 8.6 เปนการเสียสภาพที่ไมสามารถเปลี่ยนกลับมา

เหมอืนเดิมได (Belitz et al., 2004) β-lactoglobulin ไมละลายน้ําแตละลายไดดีในสารละลายเกลือ

เจือจาง (คณาจารยภาควิชาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2552) 

 

ข.  α-lactalbumin เปนหนวยยอยบ ี(subunit B) ของเอนไซม lactose synthetase 

(Belitz et al., 2004) α-lactalbumin มีปริมาณมากรองลงมาจากเคซีนเปนโปรตีนที่ตกตะกอนไดงาย

เมื่อถูกความรอน ดังน้ันการใหความรอนแกนํ้านมอาจทําใหโปรตีนนี้ตกตะกอนออกมาบาง เรา

สามารถแยกโปรตีนนี้ออกมาไดโดยการตกตะกอนดวยแมกนีเซียมซัลเฟต  

 

1.2  ไขมัน 

 

ไขมันจะอยูในรูปเม็ดไขมัน มีขนาดเล็กมาก ผนังหรือผิวของเม็ดไขมันประกอบไปดวย

โปรตีนและสารพวกฟอสฟอลิพิดยึดแนนที่ผิว ทําใหเม็ดไขมันแตละอันไมรวมตัวกันกลายเปนกลุม

ไขมันหรือชั้นของครีมขึ้น ไขมันในนํ้านมประกอบดวย กลเีซอรอล (glycerol) ประมาณ 12.5 

เปอรเซน็ต และกรดไขมนั 85.5 เปอรเซน็ต โดยนํ้าหนัก ซึ่งทั้งสองอยางน้ีจะรวมตัวกันเปนไตรกลี

เซอไรดเกิดเปนไขมันขึ้น กรดไขมันในนํ้านมน้ันมีหลายชนิดทั้งกรดไขมันชนิดอ่ิมตัว เชน กรด  

บิวทีริค (butyric) ซึ่งพบในไขมันนมเทาน้ัน อีกชนิดคือ กรดไขมันไมอ่ิมตัว และยังมีกรดไขมัน

อิสระอีกเลก็นอยในนํ้านม  

 

นอกจากนี้ไขมันนมยังมีสารบางอยางที่มีปริมาณนอย เชน ฟอสฟอลิพิด (ไดแก เลซิทิน 

cephalin และ sphingomyelin) สเทอรอล (ไดแก คอเลสเทอรอล และ lanosterol) ขี้ผึ้ง และวิตามนิที่

ละลายในไขมัน (ไดแก วิตามินเอ ดี อี เค และแครอทีนอยด) (คณาจารยภาควิชาวิทยาศาสตรและ

เทคโนโลยีการอาหาร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2552) 
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ตารางท่ี 3  ชนิดและปริมาณโปรตีนที่พบในนํ้านมวัว 

 

Fraction Portiona Molecular weightb (kdal) 

Caseins 80 - 

αs1-casein 34 23.6e 

αs2-casein 8 25.2f 

κ-casein 9 19g 

β-casein 25 24 

γ-casein 4 12-21 

   γ1- casein  20.5 

   γ2- casein  11.8 

   γ3- casein  11.6 

Whey proteins 20 - 

β-lactoglobulin 9 18.3 

α-lactalbumin 4 14.2 

Serum albumin 1 66.3 

Immunoglobulin 2  

   IgG1  162 

   IgG2  152 

   IgA  400c 

   IgM  950d 

   FSC(s)h  80 

Proteose-Peptone 4 4-41 

 

หมายเหต ุ a As % of skim milk total protein, b monomer, c dimer, d pentamer, e Genetic variant B, 

    f Genetic variant A, g Genetic variant A2, h Free secretory component 

 

ท่ีมา: Belitz et al. (2004) 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณไขมันชนิดตางๆ ในนํ้านม 

 

Lipid fraction Percent of the total lipid 

Triacylglycerols 

Diacylglycerols 

Monoacylglycerols 

Keto acid glycerides 

Hydroxy acid glycerides 

Free fatty acid 

Phospholipid 

Sphingolipid 

Sterols 

95-96 

1.3-1.6 

0.02-0.04 

0.9-1.3 

0.6-0.8 

0.1-0.4 

0.8-1.0 

0.06 

0.2-0.4 

 

ท่ีมา: Belitz et al. (2004) 

 

1.3  คารโบไฮเดรต  

 

แล็กโทส (O-β-D-galactopyranosyl-(1      4)-D-glucopyranose) เปนนํ้าตาลชนิดหลกั

ในนม ซึ่งมีปริมาณ 4-6 เปอรเซน็ต ของนม รูปแบบที่คงตัวที่สุดคือ α-lactose monohydrate 

(C12H22O11
●H2O) การตกผลึกของสารละลายในนํ้าที่อุณหภูมิสูงกวา 93.5 องศาเซลเซยีส จะทําใหนํ้า

ม ีβ-lactose อิสระ (β-anhydride) เกิดขึ้น แล็กโทสเปนนํ้าตาลที่ละลายในนํ้าไดไมดี 

 

นอกจากน้ีในนํ้านมยังมีคารโบไฮเดรตชนิดอ่ืน ๆ อีกแตมีปริมาณเพียงเล็กนอย เชน 

น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลของกรดอะมิโนบางชนิด และ oligosaccharide ในผลิตภัณฑนมที่ผานการให

ความรอนพบ lactulose ซึ่งมีความหวานนอยและละลายน้ํามากกวาแล็กโทส เชน นมขนมี lactulose 

1 เปอรเซ็นต นอกจากน้ันยังพบ epilactose ปริมาณเล็กนอยซึ่งเกิดขึ้นในนํ้านมที่ผานการใหความ

รอน 
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1.4  กรดอินทรียและแรธาตุ 

 

กรด citric เปนกรดอินทรียที่พบมากในนํ้านม คือ 1.8 กรัมตอลิตร แตในระหวางการ

เก็บรักษากรด citric จะหายไปเน่ืองจากกิจกรรมของแบคทีเรีย กรดอ่ืนๆ เชน กรด  lactic และ กรด 

acetic เปนผลิตภัณฑจากการยอยสลายแล็กโทส กรด orotic (73 mg/L) เปนผลิตภัณฑที่เปนตัวกลาง

ในการสังเคราะหของ pyrimidine nucleotides สวนปริมาณแรธาตุตางๆ แสดงในตารางที่ 5 

 

ตารางท่ี 5  ปริมาณแรธาตุตางๆ ในนํ้านม 

 

แรธาตุ ปริมาณ 

Potassium 

Calcium 

Sodium 

Magnesium 

Phosphate 

Chloride 

Sulfate 

Zinc 

Aluminum 

Iron 

Copper 

Molybdenum 

Manganese 

Nickel 

Silicon 

Bromine 

Boron 

Fluorine 

Iodine 

1,500 mg/l 

1,200 mg/L 

500 mg/ L 

120 mg/ L 

3,000 mg/ L  

1,000 mg/ L 

100 mg/ L 

4,000 µg/ L 

500 µg/ L 

400 µg/ L 

120 µg/ L 

60 µg/ L 

30 µg/ L 

25 µg/ L 

1,500 µg/ L 

1,000 µg/ L 

200 µg/ L 

150 µg/ L 

60 µg/ L 

 

ท่ีมา: Belitz et al. (2004) 
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2.  การเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีน 

 

การเสียสภาพธรรมชาติของโปรตีนเกิดขึ้นไดในสภาวะตางๆ กันไดแก 

 

2.1  ความรอน โปรตีนหลายชนิดเมื่อไดรับความรอนจะเสียสภาพธรรมชาติและแข็งตัว

กลายเปนเจล (เกดิ coagulation) โดยอุณหภูมิที่ทําใหโปรตีนบางชนิดเกิดการเสียสภาพธรรมชาติเมื่อ

ไดรับความรอน แสดงในตารางที่ 6 (นิธิยา, 2551) 

 

ตารางท่ี 6  อุณหภูมิที่ทําใหโปรตีนบางชนิดเกิดการเสียสภาพธรรมชาติเมื่อไดรับความรอน  

 

โปรตนี อุณหภูมิท่ีทําใหเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ (องศาเซลเซยีส) 

แอลบมูนิ (นํ้านมวัว) 

β-lactoglobulin (นํ้านมวัว) 

เคซนี (นํ้านมวัว) 

72 

70-75 

160-200 

 

ท่ีมา: นิธิยา (2551) 

 

อุณหภูมิและ pH มีผลอยางมากตอการเสียสภาพของเคซีน และเปนสาเหตุที่ทําให 

ไมเซลลเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสราง โดยอุณหภูมิที่ทําใหหางนมเกิดการเสียสภาพธรรมชาติ

ลดลง เมื่อ pH ลดลง ความเขมขนของเกลือที่ใสเขาไปก็สงผลถึงความคงทนตอความรอนของนํ้านม

ดวย ซึ่งความคงตัวของนํ้านมที่ไดรับความรอนจะลดลงเมื่อมีแคลเซียมอิสระเพิ่มขึ้น (Belitz et al., 

2004) 

 

2.2  ความเปนกรดดาง โปรตีนจะละลายไดนอยลงและตกตะกอนเมื่อปรับ pH ของ

สารละลายไปที่จุดไอโซอิเล็กทริก (pI) ของโปรตีน ซึ่งเปน pH ของโปรตีนที่มีประจุสุทธิเปนศูนย 

โดยโปรตีนตางชนิดกันมีจุดไอโซอิเล็กทริกตางกัน ดังตารางที่ 7 

 

2.3  เกลือ เกลือที่ใชในการตกตะกอนโปรตีนไดแก โซเดียมคลอไรด แอมโมเนียมซัลเฟต 

และโซเดียมซัลเฟต ที่มีความเขมขนสูง เนื่องจากไอออนของสารละลายเกลือดึงโมเลกุลของน้ําออก

จากโมเลกุลโปรตีน ทําใหโปรตีนจับตัวกันเองมากขึ้นและการละลายนํ้านอยลง  (รังสินี, 2553)  
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ตารางท่ี 7  จุดไอโซอิเล็กทริกของโปรตีนบางชนิด 

 

ชนิดของโปรตีน จุดไอโซอิเล็กทริก (pI) 

เคซนีในนํ้านม 

lactoglobulin ในนํ้านม 

4.6 

4.5-5.5 

 

ท่ีมา: รังสินี (2553) 

 

2.4  เอนไซมเรนนิน เปนเอนไซมที่ใชเติมลงในนํ้านมจะทําใหโปรตีนในนํ้านมเกิดการ

รวมตัวกนัเปนกอน (นิธิยา, 2551) 

 

3.  Clostridium acetobutylicum  

 

C. acetobutylicum เปนแบคทีเรียแกรมบวก รูปรางเปนแทงขนาด 0.6-0.9 x 2.4-4.7 

ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลารอบเซลล สรางเอนโดสปอรรูปไข มีตําแหนงของ  

เอนโดสปอรคอนขางไปทางปลายเซลลขางใดขางหนึ่ง ไมมีเอกโซสปอรเรียม ไมมีระยางค  

ผนังเซลลประกอบดวย DL-diaminopimelic acid ลักษณะโคโลนีเปนแบบกลมขอบไมเรียบ เสน

ผานศูนยกลาง 3-5 มิลลิเมตร โคโลนีเปนสีครีม ผิวเปนมันและโปรงแสง เจริญไดดีในอาหารที่มี         

คารโบไฮเดรตอยูดวย สามารถดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะไรออกซิเจนเทาน้ัน  (obligate anaerobe)   

ไมสรางเอนไซมคะตะเลส สามารถตรึงไนโตรเจนไดบาง เจริญไดดีที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

แหลงทีพ่บทัว่ไปในดิน และ % G+C เทากับ 28-29 (Buchanan and Gibbons, 1974) 

 

3.1  เมแทบอลิซึมของ Clostridium acetobutylicum 

 

 Clostridia ทุกชนิดสามารถยอยคารโบไฮเดรตได (Kotze,1969) ซึ่งการหมักโดย         

C. acetobutylicum มีสองระยะที่แตกตางกัน คือ ระยะแรก เรียกวา ระยะ acidogenic (Rao and 

Murtharasan, 1987) มีลักษณะการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว สามารถผลิตไฮโดรเจนสูงพรอมกับการ

ผลิตกรด acetic และกรด butyric (Girbal and Soucaille, 1994) ซึ่งกรดที่เกิดขึ้นจะสงผลให pH 

ลดลงและทําหนาที่เปนตัวเหน่ียวนําการสังเคราะหเอนไซมสําหรับการผลิตตัวทําละลายในระยะที่

สอง (Ballongue et al., 1985) ระยะที่สอง เรียกวา ระยะ solventogenic (Rao and Murtharasan ,1987) 
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มีการเจริญเติบโตชากวาระยะแรกและผลิตไฮโดรเจนไดนอย แตมีการผลิตตัวทําละลายเกิดขึ้น  

(Girbal and Soucaille, 1994) โดยผลิตภัณฑสุดทายสวนใหญเปนบิวทานอล สวนอะซิโตนและ 

เอทานอลเปนผลิตภัณฑรอง (Taha et al., 1973; Zeid et al., 1976; Compere and Griffith, 1979) 

คลอสทริเดียจะเขาสูระยะการผลิตกรดหรือตัวทําละลายขึ้นอยูกับระดับ ATP และ NADH (Girbal 

and Soucaille, 1994) เมื่อคลอสทริเดียผลิตกาซไฮโดรเจนเปนสวนใหญ จะพบ [FeFe]-hydrogenase 

เพิ่มขึ้นเปน 10 เทา (King et al., 2006; Demuez et al., 2007) 

 

 เมื่อเขาสูวิถี Embden-Meyerhof-Parnas นํ้าตาล hexose จะถูกเปลี่ยนเปน pyruvate 

(Rogers, 1986) ซึ่งการดูดซึม hexose 1 โมล จะผลิต pyruvate 2 โมล ATP 2 โมล และ NADH 2 โมล 

(Doelle, 1975; Thauer et al., 1977; Gottschalk, 1986) นอกจาก hexose แลว clostridia ยังสามารถ 

เมแทบอไลซนํ้าตาล pentose ผานวิถี pentose phosphate (Cynkin and Delwiche, 1958;  

Ounine et al., 1983) สารตัวกลางจะถูกเปลี่ยนโดย transaldolase และ transketolase ไปเปน fructose-

6-phosphate และ glyceraldehyde-3-phosphate ซึ่งจะเขาสูวิถีไกลโคไลติก (glycolytic) ซึ่งการ

เปลีย่นเพนโตส 3 โมล เปน pyruvate จะผลิต ATP 5 โมล และ NADH 5 โมล (Rogers, 1986)  

 

 Pyruvate เปลี่ยนเปน acetyl Co A โดย pyruvate ferredoxin oxidoreductase 

(Hallenbeck and Benemann, 2002) หลงัจากน้ัน acetyl Co A เปลี่ยนเปน acetyl phosphate มีการ

สราง ATP และปลดปลอย acetate ปฏิกิริยา oxidation ของ pyruvate เพื่อเปลี่ยนเปน acetyl Co A 

ตองการปฏิกิริยา reduction ของ ferredoxin (Fd) โดย pyruvate ferredoxin oxidoreductase ซึ่ง 

pyruvate ferredoxin oxidoreductase ถูกออกซิไดซ โดย hydrogenase ทําใหเกิด Fd ที่ถูกออกซิไดซ

และกาซไฮโดรเจน (Nath and Das, 2004) ดังภาพที่ 2 กาซไฮโดรเจนสามารถผลิตจาก NADH โดย 

NADH เกดิขึน้ระหวางกระบวนการ glycolysis (Vardar-Schara et al., 2007) NADH ถูกออกซิไดซ 

โดยปฏิกิริยา reduction ของ Fd และ NADH-ferredoxin reductase แตความดันยอยของไฮโดรเจนที่

ไดตํ่ามาก (< 60 Pa) (Vardar-Schara et al., 2007; Mandal et al., 2006) ผลผลิตไฮโดรเจนตามทฤษฏี

สูงสุด คือ ไฮโดรเจน 4 โมลตอ กลูโคส 1 โมล เมื่อ acetate เปนผลิตภัณฑสุดทายของการหมัก 

(Levin et al., 2004) การหมัก butyrate ใหผลผลิตไฮโดรเจน 2 โมล ตอ กลูโคส 1 โมล ผลผลิตที่ตํ่า

เชื่อมโยงกับ propionate และผลิตภัณฑสุดทายที่ถูกรีดิวซเชน แอลกอฮอล และกรดแลคติก  

(Levin et al., 2004; Vardar-Schara et al., 2007) 
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ภาพท่ี 2  pathway ของ Clostridium acetobutylicum 

 

ท่ีมา: Gheshlaghi et al. (2009) 
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ตารางท่ี 8  EC number และชือ่ของเอนไซมในภาพที่ 2 

 

EC number Name 

2.7.1.69  

5.3.1.9  

2.7.1.11  

1.2.1.12  

2.7.1.40  

1.2.7.1  

2.3.1.9  

1.1.1.35  

1.1.1.157  

4.2.1.17  

1.3.99.2  

1.1.1.27  

1.18.1.2  

1.181.3  

1.12.7.2  

2.3.1.8  

2.7.2.1  

1.2.1.10  

1.1.1.1  

1.1.1.2  

2.8.3.8  

2.8.3.9  

4.1.1.4  

2.3.1.19  

2.7.2.7  

1.2.1.57  

1.1.1 

Phosphotransferase system  

Glucose-6-phosphate isomerase  

6-Phosphofructokinase  

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  

Pyruvate kinase  

Pyruvate-ferredoxin oxidoreductase  

Thiolase 

β-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase (NADH-linked)  

β-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase (NADPH-linked)  

Crotonase (enoyl-CoA hydratase)  

Butyryl-CoA dehydrogenase  

Lactate dehydrogenase  

Ferredoxin-NADP reductase NADPH-ferredoxin oxidoreductase 

Ferredoxin-NAD reductase NADH-ferredoxin oxidoreductase 

Ferredoxin hydrogenase (hydrogenase) 

Phosphotransacetylase (phosphate acetyltransferase)  

Acetate kinase  

Acetaldehyde dehydrogenase  

Ethanol dehydrogenase (NADH-linked)  

Ethanol dehydrogenase (NADPH-linked)  

Acetoacetyl-CoA: acetate: CoA-transferase 

Acetoacetyl-CoA: butyrate: CoA-transferase 

Acetoacetate decarboxylase  

Phosphotransbutyrylase (phosphate butyryltransferase)  

Butyrate kinase  

Butyraldehyde dehydrogenase  

Butanol dehydrogenase 
 

ท่ีมา: Gheshlaghi et al. (2009) 
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ตารางท่ี 9  ชื่อยอและชื่อเต็มของสารเคมีในภาพที่ 2 

 

ชื่อยอของสารเคมี ชื่อเต็มของสารเคมี 

Ac  

AcAc  

AcAcCoA  

Acal  

AcCoA  

Acon  

AcP  

ADP  

AMP  

ATP  

Bual  

BurlCoA  

BurlP  

BuOH  

But  

CO2  

CoA  

CrlCoA  

DEAE  

DG   

DG6P  

EtOH  

F1,6DP  

F6P  

G1,3DP  

G6P  

GA3P  

Acetate 

Acetoacetate 

Acetoacetyl-CoA 

Acetaldehyde 

Acetyl-CoA 

Acetone 

Acetyl phosphate 

Adenosine-5-diphosphate 

Adenosine-5-monophosphate 

Adenosine-5-triphosphate 

Butyraldehyde 

Butyryl-CoA; Butanoyl-CoA 

Butyryl phosphate; Butanoyl phosphate 

Butanol 

Butyrate 

Carbon dioxide 

Coenzyme-A 

Crotonyl-CoA 

Diehylaminoethyl 

Deoxyglucose 

Deoxyglucose-6-phosphate 

Ethanol 

Fructose-1,6-diphosphate 

Fructose-6-phosphate 

Glycerate-1,3-diphosphate 

Glucose-6-phosphate 

Glyceraldehyde-3-phosphate 
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ตารางท่ี 9 (ตอ) 

 

ชื่อยอของสารเคมี ชื่อเต็มของสารเคมี 

Glc  

H  

H2  

H2O  

β HBCoA  

Lac  

α MG  

NAD  

NADH  

NADP  

NADPH  

Ox-Fd  

P  

Pyr  

Rd-Fd  

Glucose 

Hydrogen ion; proton 

Hydrogen molecule 

Water 

β-Hydroxybutyryl-CoA 

Lactate 

methyl-α-D-glucopyranoside 

Nicotinamide adenine dinucleotide (oxidized) 

Nicotinamide adenine dinucleotide (reduced) 

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (oxidized) 

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (reduced) 

Ferredoxin (oxidized) 

Inorganic Orthophosphate 

Pyruvate 

Ferredoxin (reduced) 

 

ท่ีมา: Gheshlaghi et al. (2009) 
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ตารางท่ี 10  ปฏิกิริยาตางๆ ในภาพที่ 2 

 

หมายเลข ปฏิกิริยา 

(1) 

(2) 

(3) 

(4) 

(5) 

 (6) 

(7) 

(8) 

(9) 

(10) 

(11) 

(12) 

(13) 

(14) 

(15) 

(16) 

(17) 

(18) 

(19) 

(20) 

(21) 

(22) 

(23) 

(24) 

(25) 

(26) 

(27) 

GlcExt + PEP ⇒ G6P + Pyr 

G6P ⇒ F6P 

F6P + ATP ⇒ F1,6DP + ADP 

F1,6DP ⇒ 2GA3P 

GA3P + NAD + P ⇒ G1,3DP + NADH + H 

G1,3DP + ADP ⇒ PEP + ATP + H2O 

PEP + ADP ⇒ Pyr + ATP 

Pyr + CoA + OxFd ⇒ AcCoA + CO2 + RdFd + 2H 

2 AcCoA ⇒ AcAcCoA + CoA 

AcAcCoA + NAD(P)H + H ⇒ β-HBCoA + NAD(P) 

β-HBCoA ⇒ CrlCoA + H2O 

CrlCoA + NADH + H ⇒ BurlCoA + NAD 

Pyr + NADH + H ⇒ Lac + NAD 

RdFd + NADP + H ⇒ OxFd + NADPH 

RdFd + NAD + H ⇒ OxFd + NADH 

RdFd + 2H ⇒ OxFd + H2 

AcCoA + P ⇒ AcP + CoA 

AcP + ADP ⇒ Ac + ATP 

AcCoA + NAD(P)H + H ⇒ Acal + CoA + NAD(P) 

Acal + NAD(P)H + H ⇒ EtOH + NAD(P) 

AcAcCoA + Ac ⇒ AcAc + AcCoA 

AcAcCoA + But ⇒ AcAc + BurlCoA 

AcAc + H ⇒ Acon + CO2 

BurlCoA + P ⇒ BurlP + CoA 

BurlP + ADP ⇒ But + ATP 

BurlCoA + NAD(P)H + H ⇒ Bual + CoA + NAD(P) 

Bual + NAD(P)H + H ⇒ BuOH + NAD(P) 

 

ท่ีมา: Gheshlaghi et al. (2009) 
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 3.2  ลักษณะของเอนไซมบางชนิดในเมแทบอลิซึมของ C. acetobutylicum 

 

 3.2.1  ระบบ glucose phosphotransferase  

 

 เปนกลไกที่สําคัญสําหรับการดูดซึมคารโบไฮเดรตใน  clostridia โดยระบบมี 

phosphoenolpyruvate เชื่อมกับ phosphotransferase ซึ่งการดูดซึมและการเกิดปฏิกิริยา 

phosphorylation ของสารต้ังตนเปนกระบวนการที่เกิดขึ้นพรอมกัน (Mitchell and Tangney, 2005) 

ความจําเพาะของ phosphotransferase ตอนํ้าตาลแตกตางกันในกลุม clostridia เชน ใน Clostridium 

acetobutylicum สามารถดูดซึม กลูโคส แล็กโทส sucrose maltose และ mannitol ผานทางระบบ 

phosphotransferase (Mitchell et al., 1995; Yu et al., 2007) ในขณะที่ C. thermocellum มีกลไกผาน

ทาง phosphotransferase ในการดูดซมึ mannitol แตการดูดซึมกลูโคสไมผานทางระบบ 

phosphotransferase (Hernandez, 1982)  

 

 3.2.2  phosphofructokinase 

 

 เปนเอนไซมที่เรงปฏิกิริยา  phosphorylation ของ fructose-6-phosphate โดยม ี

ATP เปนตัวใหหมูฟอสเฟตแลวจึงสรางเปน fructose-1,6-diphosphate และ ADP (Uyeda and 

Kurooka, 1970) เอนไซมน้ีมีกิจกรรมสูงสุดที่ pH 7.0-8.2 สวน pH 6 และ 10 เปน pH ที่เหมาะสมมี

กิจกรรมของเอนไซมประมาณ 60 เปอรเซ็นต แตที่ pH 5 ไมพบกิจกรรมของเอนไซม เอนไซมนี้

ตองการทั้งแมกนีเซียมไอออน (Mg2+) และ แอมโมเนียมไอออน (NH4
+) หรือโพแทสเซยีมไอออน 

(K+) โดยแมกนีเซยีมไอออนจะสรางรูปแบบซับซอนกับ ATP ซึ่งอาจจะเปนสวนที่เกิดปฏิกิริยาของ

เอนไซม (Blangy et al., 1968) แอมโมเนียมไอออนอาจกระตุน glycolysis ผานกิจกรรมของเอนไซม

น้ีเพื่อเพิ่มอัตราการสังเคราะห ATP ดังน้ันการตรึงไนโตรเจนจึงเปนสิ่งจําเปน (Uyeda and Kurooka, 

1970)  

 

 3.2.3  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

 

 เอนไซมน้ีเรงปฏิกิริยาการเปลี่ยน  glyceraldehyde-3-phosphate เปน glycerate-

1,3-diphosphate (Jungermann et al., 1973) เอนไซมมีกิจกรรมสูงสุด เมื่อ pH อยูระหวาง 8.5-9.3 

(Schreiber and Durre, 1999) 
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 3.2.4  pyruvate-ferredoxin oxidoreductase   

 

 เปนเอนไซมที่เปลี่ยน pyruvate เปน acetyl-CoA (Menon and Ragsdale, 1997) 

ใน clostridia เอนไซมน้ีไมเสถียรและไวตอออกซิเจนอยางมาก เมื่อสัมผัสกับออกซิเจนบริสุทธิ์

ภายในหนึ่งชั่วโมงเอนไซม 50 เปอรเซ็นต จะอยูในภาวะซึ่งไมสามารถมีกิจกรรมได แตถาอยูภายใต

บรรยากาศของไนโตรเจนเปนเวลา 24 ชั่วโมง ไมพบการเปลี่ยนแปลง (Meinecke et al., 1989) 

 

 3.2.5  hydrogenase 

 

 ในแบคทีเรียที่สรางหรือบริโภคไฮโดรเจนถูกเรงปฏิกิริยาโดย  hydrogenase 

เอนไซมน้ีสามารถแบงออกเปนสามชนิดตามลักษณะของโคแฟคเตอรซึ่งเปนโลหะทรานซิชันที่

เชื่อมกับโปรตีน ไดแก [NiFe] hydrogenase [Fe] hydrogenase และ [FeFe] hydrogenase  

(Vignais et al., 2001) เอนไซมน้ีเรงปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอน ซึ่งทําใหสามารถผลิตกาซ

ไฮโดรเจนออกมาได (Adams, 1990) hydrogenase ไวตอคารบอนมอนอกไซดและออกซเิจนอยาง

มาก เน่ืองจากคารบอนมอนอกไซดเปนตัวยับยั้งชนิดแขงขันกับเอนไซมชนิดน้ี และออกซิเจนจะทํา

ใหกลุมของไฮโดรเจนในบริเวณแอกทฟี (active site) ของเอนไซมแตกออก (Baffert et al., 2008)  

ที่ pH ตํ่ากวา 6.0 ไมพบกิจกรรมของ hydrogenase เมื่อเซลลผลิตตัวทําละลาย pH ประมาณ 4.5 

hydrogenase จะอยูในรูปไมแอกทีฟ (inactive) (Andersch et al., 1983) 

 

 3.2.6  phosphotransacetylase  

 

 phosphotransacetylase เปลี่ยน acetyl-CoA เปน acetyl phosphate ซึ่ง acetyl 

phosphate จะถูกเปลี่ยนตอไปเปน acetate โดย acetate kinase (Hartmanis and Gatenbeck, 1984)  

ใน C. acetobutylicum (Hartmanis and Gatenbeck, 1984) และ C. kluyveri (Kyrtopoulos and 

Satchell, 1973) phosphotransacetylase จะถูกกระตุนโดยโพแทสเซียมไอออน ( K+ ) และ

แอมโมเนียมไอออน (NH4
 + ) แตถูกยับยั้งโดยโซเดียมไอออน (Na+) 
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4.  การตรึงเซลล (cell immobilization) 

 

เซลลตรึง (immobilized cell) คือ เซลลที่ถูกจํากัดขอบเขตใหเคลื่อนที่อยูในบริเวณที่ 

กาํหนด โดยที่ไมสูญเสียกิจกรรมของเซลล ซึ่งเซลลที่นํามาตรึงน้ันอาจอยูในสภาพที่กําลังเติบโต 

อยูในระยะพักตัว (resting cell) หรือเซลลที่ตายแลว (death cell) (สมใจ, 2544; Shuler and 

Kargi, 2002) 

 

การตรึงเซลลมีเทคนิคหลักอยู 4 วิธี ดังน้ี 

 

4.1  การเชื่อมไขวของเซลลโดยอาศัยสารที่มีกลุมฟงชันนัลสองกลุม เปนสารที่เชื่อม

ระหวางเซลลดวยกนั 

 

4.2  การใชพันธะโคเวเลนทเชื่อมเขากับพาหะของแข็ง 

 

4.3  การดูดติดบนสารพาหะของแข็ง 

 

4.4  การดักจับไวดวยพาหะของแข็ง เสนใย หรือลอมรอบดวยแคปซูลขนาดเล็ก ซึ่งวิธีน้ีเปน

วิธีที่ใชตรึงเซลลไดผลดีที่สุด โดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อตองการรักษาใหจุลินทรียน้ันมีชีวิตรอดอยูได  

 

ปญหาที่สําคัญของการตรึงเซลลดวยวิธีดักจับ คือ ความจํากัดในการแพรกระจายของ

สารอาหาร โดยปกติเซลลตรึงจะไดรับสารอาหารนอยกวาเซลลอิสระ ทั้งน้ีเพราะเมื่อเซลลถูกจับไว

ดวยสารพาหะจะทําใหสารอาหารซึมผานสารพาหะกอนที่เซลลจะไดรับสารอาหาร แตในการ

ประยุกตใชบางกรณีขอจํากัดนี้จะมีความสําคัญนอยลงเมื่อเปรียบเทียบประโยชนที่ไดรับจากเซลล

ตรึง ซึ่งจะปองกันเซลลจากการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมภายนอกเซลล (ภาวิณี, 2531) 

 

5.  อัลจิเนต (alginate)  

 

 อัลจิเนตเปนพอลิเมอรชนิดหน่ึงซึ่งใชในการตรึงเซลลดวยวิธีการดักจับ  (ภาวิณี, 2531) 

โดยอัลจิเนตเปนเกลอืของ alginic acid ซึ่งเกิดขึ้นภายในเซลลสาหรายสีนํ้าตาล alginic acid 

ประกอบดวย monosaccharide สองชนิด คือ 1,4-linked β-D-mannuronic acid (M) และ  
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1,4-linked α-L-guluronic acid (G) โมเลกุลมี homopolymeric region ของ G และ M ที่เรียกวา G 

และ M block ตามลําดับ และยังมีบางสวนของโมเลกุลเปน MG-block แสดงในภาพที ่3 

 

 
 

ภาพท่ี 3  ลษัณะโมเลกลุของแอลจิเนต 

 

ท่ีมา: Veliky and Mclean (1994) 

 

5.1  การเกดิเจลของอัลจิเนต 

 

 อัลจิเนตไมไดเกิดเจลแบบ thermoreversible แตเกดิเจลในสารละลายของเกลอืโซเดียม 

เมื่อมีสารซึ่งมีไอออนบวกสองหนวย เชน Ca2 + ไอออน Ca2 + แทนที่ของ Na + จะทําใหเกิดเจล  

ชนิดของสารซึ่งมีไอออนบวกสองหนวยมีผลตอความแข็งแรงของเจล ซึ่งสามารถจัดลําดับได

ดังตอไปน้ี Ba2 +> Sr2 + > Ca2 + >> Mg2 + วิธีการเติมแคลเซียมในสารละลายอัลจิเนตมีผลตอคุณสมบัติ

ของเจลที่เกิดขึ้นอยางมาก โดยถาเติมเร็วเกินไปจะเกิดเจลเปนจุดและโครงสรางไมตอเน่ือง  

แตสามารถควบคุมการเติมแคลเซียมไดโดยใชเกลือแคลเซียมละลายชา เชน calcium citrate หรือ 

dicalcium phosphate หรือโดยการเติมสาร sequestrant เชน tetrasodium pyrophosphate หรือสารที่

ทําใหเปลี่ยนเปนกรด เชน glucono-lactone เจลแคลเซียมอัลจิเนตที่เกิดขึ้นมีลักษณะไมเปนเน้ือ

เดียวกนั โดยความเขมขนของพอลิเมอรที่ผิวสูงกวาที่ศูนยกลางของเจล ลักษณะไมเปนเน้ือเดียวกัน

ของเจลมีปจจัยมาจาก ความเขมขนของไอออนซึ่งกระตุนการเกิดเจล ความเขมขนและขนาดโมเลกุล

ของพอลิเมอร สวนใหญเจลแคลเซียมอัลจิเนตมักจะถูกทําใหมีลักษณะเปนเม็ด  แตบางคร้ังทําเปน

เสนๆ และแผน  
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 การเกิดเจลของอัลจิเนตในสารละลายจะมีการรวมของไอออนอยางจําเพาะพรอมกับ

การเปลี่ยนโครงสราง เมื่ออัลจิเนตรวมกับแคลเซียมจะเกดิเปน guluronate block ขั้นตอนน้ีมีการ

รวมกันไดมากถามี guluronate มากกวา 20 ดังน้ันลําดับ guluronate ในอัลจิเนต จึงสัมพันธกับการ

จับคูกันของผลึกซึ่งรวมตัวกันในรูปแบบคลายริบบิ้นสองเสนไขวกัน การรวมกันของไอออนคลาย

ไขในกลองไข (แสดงในภาพที ่4) ซึ่งสันนิษฐานวาการจับคูดําเนินไปบริเวณสองสายที่อยูขางเคียง

กันเทานั้น เมื่อมีแคลเซียมไอออนความเขมขนสูงจะเกิดการรวมตัวของเจลไดมาก เจลของแคลเซียม  

อัลจิเนตเปนเครือขายพอลิเมอรสามมิติที่มีชองวางระหวางกลางที่เชื่อมตอกันมาก  ซึ่งขนาดของ

ชองวางเหลาน้ีจะแตกตางกันขึ้นอยูกับชนิดของอัลจิเนตที่ใช ความแข็งแรงของเจลอัลจิเนตขึ้นอยูกับ

ความเขมขนของพอลิเมอร นํ้าหนักโมเลกุล และอัตราสวน M/G โดยถาโมเลกุลมี mannuronate มาก

จะใหเจลที่เกิดขึ้นมีลักษณะออนและขุนมาก แตสามารถขยายตัวไดดี ในขณะที่โมเลกุลที่มี 

guluronate มากจะใหเจลซึ่งมีลักษณะแข็งและใส แตเปราะบาง (Veliky and Mclean, 1994) 

 

 
 

ภาพท่ี 4  โมเดลกลองไข (egg box model) สําหรับ Ca2 + ซึ่งเหน่ียวนําปฏิกิริยา dimerization ของ 

poly-L-guluronate 

 

ท่ีมา: Veliky and Mclean (1994) 
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การตรึงเซลลดวยแคลเซียมอัลจิเนตเปนวิธีหน่ึงซึ่งใชตรึงเซลลที่มีชีวิต เน่ืองจากเปน

การตรึงเซลลในสภาวะไมรุนแรง รวดเร็ว และงาย แตเจลของแคลเซียมอัลจิเนตไวตอสาร  chelating 

เชน ฟอสเฟต citrate EDTA และ lactate หรือไอออนบวกซึ่งยับยั้งการสรางเจล เชน Na+ หรือ Mg2+ 

ดังน้ัน การรักษาเม็ดเจลในอาหารควรมีแคลเซียมอิสระปริมาณเล็กนอย (mM) และรักษาสดัสวน

ของ Na+/Ca2+ ใหตํ่า (Mansi et al., 2007) สารซึ่งมีประจุบวกหน่ึงหนวยสามารถทําใหเม็ดอัลจิเนต

เกดิการพองตัวได (Veliky and Mclean, 1994) 

 

6.  กระบวนการยอยสลายสารอินทรียภายใตสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic digestion) 

  

6.1  ขั้นตอนการยอยสลายสารอินทรียในสภาวะไรออกซิเจน แบงเปน 4 ขั้นตอน (ภาพที่ 5) 

 

6.1.1  ขั้นที่ 1  กระบวนการไฮโดรไลซสิ (Hydrolysis) 

 

กระบวนการนี้อาจเรียกอีกอยางหนึ่งวา กระบวนการแตกสลายพ อลเิมอร 

(polymer break-down) ในขั้นน้ีสารประกอบอินทรียประเภทซับซอนทั้งที่ละลายนํ้าและไม

ละลายนํ้า เชน โปรตีน ไขมัน คารโบไฮเดรต จะถูกทําใหละลายนํ้าและมีขนาดเล็กลงเพื่อนําเขา

สูเซลลไดงายขึ้น  โดยใชปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ซึ่งใชเอนไซมที่ขับออกมานอกเซลล  

(extracellular enzyme) เชน cellulose amylase และ proteases ของแบคทีเรีย เปนตัวเรง

ปฏิกิริยาจะไดสารประกอบที่ไมซับซอน และละลายนํ้าได เชน นํ้าตาลกลูโคส กรดอะมิโน  

กรดไขมัน ในขั้นกระบวนการน้ีเปนเพียงการเปลี่ยนสารอินทรียที่ซับซอนไปเปนสารประกอบ

อินทรียอยางงายๆ เทาน้ัน ยังไมมีการลด ปริมาณ  COD ในขัน้น้ี  

 

6.1.2  ขั้นที่ 2  กระบวนการแอซโิดเจเนซสิ (Acidogenesis) 

 

สารประกอบอินทรียอยางงายที่ละลายน้ํา ซึ่งสรางขึ้นโดยปฏิกิริยา  

ไฮโดรไลซิสถูกแบคทีเรียประเภทที่ดํารงชีพอยูไดทั้งสภาพที่มีและไมมีออกซิเจนอิสร ะ 

(facultative bacteria) ใชเปนแหลงคารบอนและพลังงานโดยกระบวนการหมกั ผลของปฏิกิริยาจะได

กรดระเหยงายที่มีคารบอนไมเกิน 5 ตัว เชน กรด  acetic กรด  propionic กรด  butyric และ  

กรด  valeric แบคทีเรียจําพวกน้ีเรียกวา แบคทีเรียพวกสรางกรด  (acid former หรือ  

non-methanogenic bacteria) ซึ่งชนิดของแบคทีเรียแตกตางกันไปขึ้นอยูกับชนิดขอ ง

สารอินทรีย นอกจากน้ียังขึ้น อยูกับ ความเขมขนและสภาพแวดลอมของปฏิกิริยาดวย partial pressure 
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ของกาซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นในขั้นตอนน้ียังไปยับยั้งการทํางานของแบคทีเรียในกระบวนการหมกั ซึ่ง

จะทาํใหไดกรดระเหยงายที่ตางกันออกไปจากเดิม (Grady et al., 1999) 

 

6.1.3  ขั้นที่ 3  กระบวนการแอซโิตเจเนซสิ (Acetogenesis) 

   

กรดระเหยงายทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการแอซโิดเจเนซสิ (acidogenesis) ถูกเปลี่ยน

โดยแบคทเีรียโฮโมอะซโิตเจนิค (homoacetogenic bacteria) ใหเปนอะซเิตท (acetate) ฟอรเมท 

(formate) ไฮโดรเจน และคารบอนไดออกไซด ซึ่งเปนสารประกอบสําคัญในการสรางมีเทน ปฏิกิริยาน้ี

ถือเปนปฏิกิริยาที่สําคัญในการหลีกเลี่ยงการสะสมของกรดระเหยงายและไฮโดรเจน ในปริมาณที่สูง

พอที่จะยับยั้งกระบวนการสรางมีเทนได 

 

แบคทีเรียกลุมน้ีอาจเรียกวา แบคทีเรียสรางไฮโดรเจน (hydrogen forming bacteria) 

เน่ืองจากแบคทีเรียที่สรางไฮโดรเจนมักสรางกรดอินทรียได แตแบคทีเรียที่สรางกรดอาจไมสามารถสราง

ไฮโดรเจนได จึงถือวาแบคทีเรียที่สรางไฮโดรเจนเปนชนิดของแบคทีเรียที่สรางกรด แบคทีเรียทั้งสอง

ชนิดอาจรวมเรียกไดวาเปนแบคทีเรียที่ไมสรางมีเทน (non-methanogenic bacteria)  

 

6.1.4  ขั้นที่ 4 กระบวนการสรางมีเทน (Methanogenesis) 

 

ไฮโดรเจน คารบอนไดออกไซด กรดฟอรมิค และกรดอะซิติก ซึ่งเปนผลจาก

ปฏิกิริยาของแบคทีเรียที่สรางกรดและไฮโดรเจนถูกใชโดยแบคทีเรียอีกประเภทหน่ึงเพื่อสรางมีเทน 

แบคทีเรียประเภทน้ี เรียกวา แบคทีเรียสรางมีเทน  (methanogenic bacteria)  

 

แบคทีเรียกลุมน้ีเจริญไดดีในสภาพแวดลอมที่เปนนํ้า ซึ่งอยูในสภาวะไร

ออกซิเจนอยางแทจริง จัดอยูในอาณาจักร Archaebacteria แบคทีเรียกลุมน้ีทุกชนิดสามารถผลิต

มีเทน โดยไดพลังงานจากการรีดิวซสารประกอบที่มีโครงสรางงายๆ เชน คารบอนไดออกไซด  

และอะซเิตท แตกรดไขมันหลายชนิดเปนพิษตอผนังเซลล  
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     4     5 

                         

หมายเหต ุ 1 : fermentative bacteria 

2 : H2-producing acetogennic bacteria 

3 : H2 consuming acetogenic bacteria (homogenic bacteria) 

4 : CO2 -reducing methanogenic bacteria 

5 : acetoclastic methanogenic bacteria 

 

ภาพท่ี 5  วิถีหลักการยอยสลายสารอินทรียในสภาวะไรออกซิเจน และจุลินทรีย ในแตละขั้นตอน  

 

ท่ีมา: Prince and Cheremisinoff (1981) 

 

 

 

 

Long chain fatty acid 
(Propionate, Butyrate etc.) 

Simple organic compounds 
(Sugar, amino acid, peptide) 

Complex organic 
compounds 

1                 Hydrolysis 

H2,CO2 Acetate 

CH4, CO2 

Acidogenesis 

Acetogenesis 

 

2 2 

Methanogenesis 

3 

Methanogenesi
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6.2  แบคทีเรียสรางมีเทน แบงเปน 3 กลุม โดยพิจารณาจากการใชสารต้ังตน ดังน้ี 

 

6.2.1  กลุมที่ 1 Hydrogenotrophic methanogen  

 

Hydrogenotrophic methanogen ใชไฮโดรเจนเพือ่เปลีย่นคารบอนไดออกไซด

เปนมีเทน ดังสมการที่ 1 เพื่อชวยรักษาระดับไฮโดรเจนใหตํ่า ซึ่งจําเปนสําหรับแบคทีเรียสราง  

อะซเิตท (acetogenic bacteria ) 

 

CO2 + 4H2                               CH4 + 2H2O  (1) 

 

6.2.2  กลุมที่ 2 Acetotrophic methanogen  

 

Acetotrophic methanogen สลายอะซเิตทเปนมเีทนและคารบอนไดออกไซด    

ดังสมการที่ 2 คารบอนไดออกไซดที่ผลิตจากอะซเิตทอาจถูกเปลี่ยนโดย Hydrogenotrophic 

methanogen เปนมีเทน ดังสมการที่ 1 Hydrogenotrophic methanogen ใชคารบอนมอนอกไซดเพื่อ

ผลิตมีเทน ดังสมการที่ 3 

 

4CH3COOH                               4CO2 + 2H2  (2) 

 

4CO + 2H2O                              CH4 + 3CO2  (3) 

 

Acetotrophic methanogen เจริญชากวา Hydrogenotrophic methanogen มาก 

และไดรับผลกระทบจากการเพิ่มขึ้นของไฮโดรเจน ดังน้ันในการยอยสลายภายใตสภาวะไร

ออกซิเจนเมื่อมีความดันไฮโดรเจนตํ่าเปนผลดีตอ Acetotrophic methanogen 

 

6.2.3  กลุมที่ 3 Methylotrophic methanogen   

 

Methylotrophic methanogen เจริญบนสารต้ังตน ซึ่งมีกลุมเมทิล (-CH3) เชน 

methanol (CH3OH) ดังสมการที่ 4 และ methylamine [(CH3)3-N] ดังสมการที่ 5   
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3CH3OH + 6H                                3CH4 + 3H2O  (4) 

 

4(CH3)3-N + 6H2O                          9CH4 + 3CO2 + 4NH3 (5) 

 

มีเทนซึ่งผลิตจากการยอยภายใตสภาวะไรออกซิเจนประมาณ 70 เปอรเซน็ต 

ไดมาจากอะซเิตทโดย Acetotrophic methanogen 2 genera คอื Methanosarcina และ Methanothrix 

 

แบคทีเรียสรางมีเทน แตละชนิด (species) ไมสามารถใชสารต้ังตนทุกชนิดได 

ดังน้ัน ในการยอยภายใตสภาวะไรออกซิเจนไมเพียงมีแบคทีเรียสรางมีเทน จํานวนมาก แตจําเปน 

ตองมีความหลากหลายอยางมากดวย (Gerardi, 2003) 

 

ตารางท่ี 11  จุลินทรียที่เกี่ยวของในการยอยสลายสารอินทรียในสภาวะไรออกซิเจน 

 

 Substrate degraded Fermentation products 

1.  Hydrolysis and acidogenesis   

Aerobes             Pesudomonas Nutritionally highly  

                          Micrococcus Versatile starch Lactate 

Facultative        Bacillus   

Anaerobes        Sterptococcus Starch maltose Lactate 

                         Lactobacillus Numerous sugars Acetate 

                         Escherichia Numerous sugars  

                         Clostridia  Succinate, acetate 

Anaerobes       Ruminococcus Cellulose, cellobiose Ethanol, hydrogen 

                         Bacteroides Hemicellolose, pectin Formate 

                         Butyrivibrio Starch Butyrate, lactate 

                         Megasphera Lactate, glucose Branched VFA  

                         Selenomonas Other sugars hydrogen 

  Acetate, propionate, 

                         Desulfovibrio Lactate, malate Lactate, hydrogen 

                         Bifidobacterium Proteins Acetate 

                         Propionibacterium Amino-acids VFA 
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ตารางท่ี 11  (ตอ)   

   

 Substrate degraded Fermentation products 

1.  Hydrolysis and acidogenesis   

                         Peptostreptococcus Amino-acids Propionate 

                         Anaerovibrio   

2.  Acetogenesis   

Hydrogen producing acetogenic   

bacteria                

                           Desulfovibrio Fatty acids Acetate (When associated 

                           Selenomonas Neutral end products with methanogen) 

                           Ruminococcus   

                           Clostridium   

“S” microorganism   

Syntrophobacter wolinii Monocarboxylate Acetate 

Syntrophomonas wolfii C4-C8 fatty acids  

Homo acetogenic bacteria   

Clostridium aceticum   

C. fomicoaceticum   

C. thermoautotrophicum CO2 + H2 acetate 

Acetobacterium woodii   

Acetogenium lavui   

3.  Methanogenic bacteria   

Methanobacterium formicicum H2, formate CH4 

M. thermoautotrophicum H2  

Methanobrevibacter ruminantium H2, formate  

M. arboriphilus H2  

Methanococcus vannielii H2, formate  
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ตารางท่ี 11  (ตอ) 

 

 Substrate degraded Fermentation products 

3.  Methanogenic bacteria   

M. mazei H2, methanol, CH4 

 methylamines, acetate  

Methanomicrobium mobile H2, formate  

Methanobacterium cariaci H2, formate  

Methanospirillum hungatei H2, formate  

Methanosarcina bankeri H2, formate, methanol,  

 methylamines  

Methanotrix soehngenii Acetate  

Methanogehemus fervidus H2  

 

ท่ีมา: Marty (1984); Taylor (1982) 

 

6.3  ปจจัยที่มีผลตอกระบวนการผลิตกาซมีเทน  

 

6.3.1  ระยะเวลาเก็บกัก (retention time) 

 

 ระยะเวลาเฉลี่ยซึ่งแบคทีเรียสรางมีเทนอยูในระบบยอยสลายแบบไรออกซิเจน 

(solids retention time; SRT) มากกวา 12 วัน ถาระยะเวลาในการเก็บกักนอยกวา 10 วัน แบคทีเรีย

สรางมีเทนจะถูกชะดวยกระแสนํ้า (wash out)   

 

6.3.2  อุณหภูมิ 

 

 สวนใหญแบคทีเรียสรางมีเทนเจริญไดดีในชวง mesophilic (30-35  

องศาเซลเซยีส) และชวง thermophilic (50-60 องศาเซลเซยีส) โดยแบคทีเรียสรางมีเทนกลุม 

thermophilic มีอัตราของการยอยสลายในสภาวะไรออกซิเจนของ sludge และการผลิตมีเทนสูงกวา

กลุม mesophilic แตที่อุณหภูมิระหวาง 40 องศาเซลเซยีส และ 50 องศาเซลเซยีส แบคทีเรียสราง

มีเทนจะถูกยับยั้ง 
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 6.3.3  สารอาหาร 

 

 โดยทั่วไปความตองการสารอาหารสําหรับการยอยสลายภายใตสภาวะไร

ออกซเิจนอัตราการใสสารอินทรีย COD:N:P เปน 100:7:1 สําหรับของเสียซึ่งมีความเขมขนสูง 

(high-strength waste) และ 350:7:1 เมื่อภาระบรรทุกตํ่า (low loading) อัตราสวน C/N อยางนอย 

25:1 เปนคาที่เหมาะสมในการผลิตกาซมีเทนที่สุด  

 

6.3.4  สภาพความเปนดางและ pH 

 

 สภาพความเปนดางเปนบัฟเฟอรสําหรับปองกันการเปลี่ยนแปลง pH อยาง

รวดเร็ว โดยการลดลงของความเปนดางมากอนการเปลี่ยนแปลง pH อยางรวดเร็ว ซึ่ง pH 6.8-7.2 

เปนชวงที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียสรางมีเทน เมื่อแบคทีเรียสรางมีเทนใชกรดระเหยงาย

และผลิตดางขึ้น การยอยสลายมีเสถียรภาพสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของดางสูง สาเหตุการลดลงของ

ดางมีดังน้ี 

 

 ก.  การสะสมของกรดอินทรียเนื่องจากความลมเหลวของ methane-forming 

bacteria ในการเปลี่ยนกรดอินทรียเปนมีเทน   

 

 ข.  การยอยแบบไมมีออกซิเจนปลอยกรดอินทรียอยางชาๆ   

 

 ค.  การมีของเสียซึ่งยับยั้งกิจกรรมของ methane-forming bacteria   

  

 6.3.5  สารพษิ  

 

ในระบบบําบัดตองไมมีสารพิษตอจุลินทรียในระบบ เชน โลหะหนักตางๆ เกลือ 

อนินทรีย แอมโมเนีย และซัลไฟด เปนตน ความรุนแรงของพิษขึ้นกับชนิดและความเขมขนของสาร

น้ันๆ (Gerardi, 2003) 
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อุปกรณและวิธีการ 

 

อุปกรณ 

 

1.  อุปกรณที่ใชในการทดลอง 

 

 1.1  เคร่ืองสูบแบบ Peristaltic pump (MP 3, Evala) 

 1.2  เคร่ืองหมุนเหว่ียง (Centrifuge); (CP 3, Jouan) 

  1.3  เคร่ืองวัดคาการดูดกลนืแสง (Spectronic 20, Bausch and Lomb) 

 1.4  อางนํ้าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath); (WB 22, Memmert) 

 1.5  เคร่ืองกวน (Hotplate and Stirrer); (MR 3002, Heidolph) 

 1.6  เคร่ืองวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter); (pH 510, Eutech Instruments) 

 1.7  ตูอบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator); (Memmert, Germany) 

 1.8  เคร่ืองชั่ง (Balance); (TB 214, Denver Instrument) 

 1.9  หมอน่ึงความดันไอนํ้า (Autoclave); (Labo Autoclave, Sanyo) 

 1.10  เคร่ืองแกว อุปกรณ และสารเคมีตางๆ สําหรับการทดลองและวิเคราะห 

 

2.  สารเคมีและอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชในการทดลอง 

 

 2.1  Alginic acid sodium salt (A-7128, Sigma, USA) 

 2.2  Cooked meat medium (Oxoid) 

 2.3  Reinforced Clostridial medium (Difco) 

 2.4  Thioglycollate medium (Oxoid) 

 

3.  จุลินทรียที่ใชในการทดลอง 

 

3.1  จุลินทรียสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจน คือ Clostridium acetobutylicum TISTR 1462 

จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) จังหวัดปทุมธานี 

3.2  จุลินทรียสําหรับผลิตกาซมีเทนเปนเชื้อผสมในบอกาซชีวภาพ จากโรงเลี้ยงสุกร 

ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตบางเขน กรุงเทพมหานคร 
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วิธีการ 

 

1.  การศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับการผลิตกาซชีวภาพดวย Clostridium sp. 

 

1.1  ศึกษาความสัมพันธของอุณหภูมิและคา pH กับการเกิดกาซชีวภาพ  

 

นํา Clostridium sp. เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งประกอบดวยนํ้ากลั่นกับอาหารซึ่งมี

สวนผสมของมอลตสกัด นมผง เวย และนํ้าตาล (มอลตสกัด 8.4 เปอรเซ็นต นมผง 4.9 เปอรเซน็ต 

เวย 3.0 เปอรเซ็นต และนํ้าตาล 1.6 เปอรเซน็ต) ปริมาณ 1.5 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 

เปอรเซ็นต ของปริมาตรอาหารในหลอดทดลองที่ปดดวยฝาเกลียว แลวเทพาราฟนชนิดเหลวลงไป

ในอาหาร โดยใหพาราฟนสูงจากผิวหนาอาหารประมาณ 1 เซนติเมตร บมที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 

วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลง เมือ่พบตะกอนลอยขึ้นและอาหารเลี้ยงเชื้อมีความใสขึ้น นําอาหารเลี้ยง

เชื้อที่ผานการหมัก 40 มิลลิลิตร ผสมกับนํ้านม UHT 500 มิลลิลิตร (เพื่อปรับสภาพจุลินทรีย) บมที่

อุณหภูมิหอง สังเกตการเปลี่ยนแปลง เมือ่พบนํ้านมเกดิกาซชีวภาพที่จุดไฟติดและมีตะกอนลอย

เกิดขึ้น ผสมนํ้านม UHT ใหมเพิ่มลงไปในนํ้านมที่ผานการหมักแลวอีกจนมีปริมาตรการหมักเปน 1 

ลติร ในขวดขนาด 1.25 ลิตร บมที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 28 องศาเซลเซยีส) สังเกตการ

เปลี่ยนแปลง เมื่อเกิดกาซชีวภาพขึ้น เติมนํ้านม UHT 250 มิลลิลิตร ทุก ๆ 24 ชั่วโมง พรอมกับปลอย

นํ้านมที่ผานการหมักแลวปริมาตร 250 มิลลิลิตร ออกจากขวด (หมักแบบ semi-continuous) บมที่

อุณหภูมิหอง (ประมาณ 28 องศาเซลเซยีส) วัดปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นดวยหลักการแทนที่นํ้า 

ทดสอบการติดไฟของกาซชีวภาพ ดวยการนํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นมาจุดไฟทุก 24 ชั่วโมง และวัดคา 

pH ของนํ้านมที่ผานการหมัก เมื่อปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นคงที่เปลี่ยนอุณหภูมิสําหรับการบม

เปน 32 องศาเซลเซยีส วัดปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นดวยหลักการแทนที่นํ้า ทดสอบการติดไฟของ

กาซชีวภาพ ดวยการนํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นมาจุดไฟทุก 24 ชั่วโมง และวัดคา pH ของนํ้านมที่ผาน

การหมัก เมื่อปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นคงที่ปรับ pH เร่ิมตนของการหมักเปน 5 วัดปริมาณกาซ

ชีวภาพที่เกิดขึ้นดวยหลักการแทนที่นํ้า ทดสอบการติดไฟของกาซชีวภาพ ดวยการนํากาซชีวภาพที่

เกิดขึ้นมาจุดไฟทุก 24 ชั่วโมง และวัดคา pH ของนํ้านมที่ผานการหมัก 

 

1.2  ศึกษาความสัมพันธระหวางการเกิดตะกอนกับปริมาณกาซชีวภาพ 

 

นํา Clostridium sp. เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งมีสวนผสมของนํ้ากลั่นกับอาหารที่มี

สวนผสมของมอลตสกัด นมผง เวย และนํ้าตาล (มอลตสกัด 8.4 เปอรเซ็นต นมผง 4.9 เปอรเซน็ต 
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เวย 3.0 เปอรเซ็นต และนํ้าตาล 1.6 เปอรเซน็ต) ปริมาณ 1.5 เปอรเซ็นต โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 

เปอรเซ็นต ของปริมาตรอาหารในหลอดทดลองที่ปดดวยฝาเกลียว แลวเทพาราฟนชนิดเหลวลงไป

ในอาหาร โดยใหพาราฟนสูงจากผิวหนาอาหารประมาณ 1 เซนติเมตร บมที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 

วัน สังเกตการเปลี่ยนแปลง เมือ่พบตะกอนลอยขึ้นและอาหารเลี้ยงเชื้อมีความใสขึ้น นําอาหารเลี้ยง

เชื้อที่ผานการหมัก 25 มิลลิลิตร ผสมกับนํ้านม UHT 250 มิลลิลิตร ในขวดปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

โดยนํ้านม UHT มีความเขมขน 10 30 50 และ 100 เปอรเซ็นต ซึ่งใชนํ้ากลั่นผานกระบวนการสเตอริ

ไลสเจือจางนํ้านม UHT บมที่อุณหภูมิหอง เขยาทุก 24 ชั่วโมง วัดปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นดวย

หลักการแทนที่นํ้า ทดสอบการติดไฟของกาซชีวภาพ ดวยการนํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นมาจุดไฟทุก 24 

ชั่วโมง นําน้ํานมที่ผานการหมักแลวมาวิเคราะหหาคา pH และปริมาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเร็ต 

(คณาจารยภาควิชาชีวเคมี, 2548) 

 

2.  ศึกษาการตกตะกอนโปรตีนในนํ้านมพาสเจอรไรส 

 

 การนํานํ้านมพาสเจอรไรสมาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อแทนน้ํานม UHT เน่ืองจากการฆาเชื้อดวย

กระบวนการพาสเจอรไรสใชความรอนตํ่ากวา 100 องศาเซลเซียส อาหารยังจึงคงคุณคาทาง

โภชนาการอยู สวนกระบวนการ UHT (Ultra High Temperature) ใชความรอน 135-145  

องศาเซลเซียส ในเวลา 3-7 วินาที คุณคาทางโภชนาการจึงอาจสูญเสียไปบาง (รังสินี, 2553) ดังน้ัน

จึงนํานํ้านมพาสเจอรไรสมาศึกษาการตกตะกอนโปรตีน โดยนํานํ้านมพาสเจอรไรสชนิดจืดจํานวน 

4 ยี่หอ ปริมาตร 100 มิลลิลิตรใสในฟลาสกขนาด 250 มิลลิลิตร นําแคลเซียมซัลเฟต (CaSO4·2H2O) 

ปริมาณ 3.0 2.0 1.5 1.0 และ 0.5 กรัม ผสมกับนํ้านมพาสเจอรไรส กวนใหเขากนั แลวนําไปแชใน

อางนํ้า (water bath) อุณหภูมิประมาณ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นํานํ้านมไปกรองดวยผา

ขาวบางเพื่อแยกเอาตะกอนออกไป นําของเหลวที่ไดไปวิเคราะหหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเร็ต 

(คณาจารยภาควิชาชีวเคมี, 2548) หาปริมาณนํ้าตาลดวยวิธี reducing sugar (Nelson, 1944) และหา

ปริมาณแคลเซียม (ไพลิน, 2546) 

 

3.  ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนดวย C. acetobutylicum TISTR 1462 

 

นํา C. acetobutylicum TISTR 1462 มาทําการทดลองเกี่ยวกับการการผลติกาซไฮโดรเจน 

เน่ืองจาก Clostridium sp. ที่ทําการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับการผลิตกาซชีวภาพไมสามารถเจริญใน 

อาหาร thioglycolate ซึ่งเปนอาหารสําหรับเลี้ยงเซลลเพื่อผลิตเซลลตรึงได 
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3.1  การเตรียมเซลลตรึง (ดัดแปลงจาก ติยะภรณ, 2549) 

 

นํากลาเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ที่เตรียมไวมาเพาะเลี้ยงในอาหาร 

thioglycolate (รายละเอียดอยูในภาคผนวก ก) โดยมีปริมาณเชื้อเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต ของปริมาตร

อาหาร เทพาราฟนชนิดเหลวลงไปในอาหาร โดยใหพาราฟนสูงจากผิวหนาอาหารประมาณ 1.5 

เซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 3 วัน หลังจากน้ันจึงนําไปเหว่ียงแยกเซลลที่

อัตราเร็ว 10000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยสารละลายโซเดียมคลอไรดเขมขน 0.85 

เปอรเซน็ต นําเซลลเปยกที่ไดมาผสมกับโซเดียมอัลจิเนตและนํ้ากลั่นฆาเชื้อ ในอัตราสวน 5:2:100 

ผสมใหเขากัน แลวคอยหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 5 เปอรเซ็นต ที่มีการกวน 

200 รอบตอนาที ดังภาพที่ 6 หลังจากนั้นแชเม็ดเจลในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเปนเวลา 2 

ชั่วโมง นําเม็ดเจลถายลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรดเขมขน 0.5 เปอรเซน็ต แชเมด็เจลเปนเวลา 

24 ชั่วโมง จากน้ันนําไปเลี้ยงในอาหาร lactose yeast extract peptone (รายละเอียดอยูในภาคผนวก 

ก) สงัเกตการเปลี่ยนแปลง ถาเม็ดเจลลอยขึ้นมา ดังภาพที่ 7 แสดงวาสามารถนําไปใชในการทดลอง

ตอไปได 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 6  ขัน้ตอนการหยดเซลลเปยกซึ่งผสมกับโซเดียมอัลจิเนตและนํ้ากลั่น ลงในสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด 5 เปอรเซน็ต 
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ภาพท่ี 7  ลกัษณะของเมด็เจลซึ่งลอยขึ้นมาบริเวณผิวหนาของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

3.2  การผลติกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึง 

 

เน่ืองจาก C. acetobutylicum TISTR 1462 สามารถดํารงชีวิตอยูไดในสภาวะไร

ออกซเิจน (Buchanan and Gibbons, 1974) ดังน้ันการวัดปริมาณเซลลตรึงของ C. acetobutylicum 

TISTR 1462 จึงไมสามารถชั่งนํ้าหนักได เพราะเมื่อเซลลตรึงสัมผัสกับอากาศเปนเวลานาน พบวา

เมื่อนําเซลลตรึงไปหมักของเหลวจากการตกตะกอนในขอ 2 แลวไมสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได 

การวัดปริมาณเซลลตรึงจึงตวงเซลลตรึงดวยการสังเกตจากปริมาณนํ้าที่เพิ่มขึ้นเมื่อใสเซลลตรึงใน

กระบอกตวง การทดลองคร้ังนี้นําเซลลตรึงของ C. acetobutylicum TISTR 1462 ปริมาณ 35 

มิลลิลิตร และนําของเหลวจากการตกตะกอนในขอ 2 มาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยมีปริมาตร 75 110 

และ145 มิลลิลิตร ดังน้ันจึงมีอัตราสวนของปริมาณเชื้อเร่ิมตนตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน  46.67 

31.82 และ 24.14 เปอรเซน็ต (ตามลําดับ) ปรับคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 11 ใสในถงัหมกั

ปริมาตร 370 มิลลิลิตร เลี้ยงเซลลตรึงแบบ packed bed ในสภาวะไรออกซเิจนที่อุณหภูมิ 37  

องศาเซลเซยีส ดังภาพที่ 8 และ 9 โดยปอนอาหารเลี้ยงเชื้อและดึงของเหลวที่ผานการหมักออกทุก 24 

ชั่วโมง  
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ตารางท่ี 12  ระยะเวลาในการหมักเพื่อผลิตกาซไฮโดรเจน 

 

พารามิเตอร ระยะท่ี 1 ระยะท่ี 2 ระยะท่ี 3 

ชวงเวลา (วันที่) 1-14 15-28 29-67 

ปริมาณเซลลตรึง (มิลลิลิตร) 35 35 35 

ปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อ (มิลลิลิตร) 75 110 145 

อัตราสวนของเชื้อเร่ิมตนตออาหารเลี้ยงเชื้อ (เปอรเซน็ต ) 46.67 31.82 24.14 

 

นําของเหลวที่ผานการหมักวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลดวยวิธี phenol sulphuric acid 

(สาโรจน และคณะ, 2544) คา COD โดยวิธีรีฟลักซแบบปด (มั่นสิน, 2540) และคา pH สวนปริมาณ

กาซที่เกิดขึ้นทั้งหมดสามารถวัดปริมาณไดโดยใชหลักการแทนที่นํ้า และเมื่อระบบเขาสูสภาวะสมดุล 

(steady state) โดยพิจารณาจากปริมาณการเกิดกาซชีวภาพในแตละวันเร่ิมมีปริมาณคงที่หรือใกล 

เคียงกัน นํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นไปวิเคราะหดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ Shimadzu model GC-

14B  คอลัมนเปน molecular sieve 13 X เปรียบเทียบกับกาซมีเทนและกาซไฮโดรเจนมาตรฐานความ

เขมขนชนิดละ 30 เปอรเซน็ตแสดงในภาคผนวก ก เพื่อหาความเขมขน (เปอรเซน็ต) ของกาซ

ไฮโดรเจน หลังจากน้ันนําคาที่ไดมาคํานวณตามสมการที่ 6 

 

RHM =  RHV/RT    (6) 

 

เมื่อ RHM เปนอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน ซึ่งคํานวณโดยใชกฎกาซในอุดมคติ มีหนวย

เปน mmol H2 / h  

 

RHV เปนอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนซึ่งคํานวณจากปริมาตรการผลิตกาซไฮโดรเจน

ทัง้หมดมหีนวยเปน ml H2 / h  

 

R เทากับ 0.0821 (L atm)/(mol K)  และ T เทากับ 303 K (Zhang et al., 2006)  
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ภาพท่ี 8  แผนภาพของถังหมักสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึง 

 

 
 

ภาพท่ี 9  ถังหมักสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึง 
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3.3  การผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลอิสระ 

 

 นําของเหลวจากการตกตะกอนในขอ 2 แบงเปนสองสวน คือ สวนแรกเปนของเหลว

จากการตกตะกอนในขอ 2 ซึ่งไมผานการปนแยกตะกอน (centrifuge) สวนที่สองเปนของเหลวจาก

การตกตะกอนในขอ 2 ปนแยกตะกอนที่ความเร็ว 6000 rpm เปนเวลา 14 นาท ีนําของเหลวทั้งสอง

สวนปริมาตรสวนละ 230 มิลลิลิตร ผสมผงวุน 0.075 เปอรเซ็นต นําไปฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 110 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 10 นาที ใสกลาเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ปริมาณ 10 เปอรเซน็ต ของ

ปริมาณอาหาร แลวเทพาราฟนชนิดเหลวลงไปในอาหาร โดยใหพาราฟนสูงจากผิวหนาอาหาร

ประมาณ 1.5 เซนติเมตร เลี้ยงเชื้อในสภาวะไรออกซเิจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส สวนของเหลว

ที่ผานการหมักนําไปวิเคราะหหาปริมาณนํ้าตาลดวยวิธี phenol sulphuric acid (สาโรจน และคณะ, 

2544) และคา pH สวนปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้นสามารถวัดปริมาณไดโดยใชหลักการแทนที่นํ้า 

แลวนํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นไปวิเคราะหดวย เคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ Shimadzu model GC-14B  

คอลัมนเปน molecular sieve 13 X เปรียบเทียบกับกาซมีเทนและไฮโดรเจนมาตรฐานชนิดละ 30 

เปอรเซน็ตแสดงในภาคผนวก ก เพื่อหาความเขมขน (เปอรเซน็ต) ของกาซไฮโดรเจน หลังจากน้ัน

นําคาที่ไดมาคํานวณตามสมการที่ 6 

 

4.  ศึกษาการผลิตกาซมีเทน (ดัดแปลงจาก อาริยา, 2546) 

 

 ในการทดลองน้ีใชระบบการยอยสลายภายใตสภาวะไรออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส โดยใชถังหมักแบบอัตราตํ่า ถังหมักมีปริมาตรความจุ 2.6 ลิตร และปริมาตรการหมัก 2.0 

ลิตร แสดงในภาพที่ 10 และ11 นําของเหลวที่ผานการหมักจากขอ 3.2 มาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อสําหรับ

การหมักเพื่อผลิตกาซมีเทน ในการเร่ิมตนระบบโดยการเติมตะกอนจุลินทรียที่ผานการปรับสภาพ

แลวลงไปในถังหมักประมาณ 40 เปอรเซ็นต ของปริมาตรการหมัก หลังจากน้ันเติมของเหลวที่ผาน

การหมักจากขอ 3.2 เขาไปทางดานบนของถังหมักแบบกึ่งตอเนื่อง (semi-continuous) คือ เมื่อเติม

อาหารเลี้ยงเชื้อลงไป อาหารที่ผานการหมักแลวจะไหลออกจากถังหมัก โดยที่ปริมาตรการเติม

อาหารเลี้ยงเชื้อใหมเทากับปริมาตรอาหารที่ผานการหมักแลวไหลออกจากถังหมัก  เพื่อเปนการรักษา

ระดับปริมาตรของเหลวในถังหมักใหคงที่เทากับปริมาตรการหมักตลอดการทดลอง  และมีความถี่ใน

การเติมอาหารเลี้ยงเชื้อทุก 24 ชั่วโมง การนําของเหลวที่ไดผานการหมักดวยเซลลตรึงมาเปนอาหาร

เลี้ยงเชื้อ เน่ืองจากมีปริมาณเซลลอิสระของ C. acetobutylicum TISTR 1462 นอย ทําใหไมสงผลใน

การเพิ่มปริมาณแบคทีเรียที่สรางกรดในกระบวนการยอยสลายสารอินทรียภายใตสภาวะไรออกซิเจน
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เพื่อผลิตกาซมีเทน  ระยะเวลาเก็บกัก (hydraulic retention time, HRT) เร่ิมตนเทากับ 67 วัน การ

ทดลองนี้แบงเปน 3 ระยะ แสดงดังตารางที่ 13  

 

ตารางท่ี 13  ระยะเวลาในการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทน 

 

พารามิเตอร ระยะท่ี 1 ระยะท่ี 2 ระยะท่ี 3 

ชวงเวลา (วันที่) 1-28 29-46 47-54 

HRT (วัน) 67 40 25 

อัตราการเติมอาหาร (ml/day) 30 50 80 

 

นําอาหารเลี้ยงเชื้อที่เขาสูถังหมักและอาหารที่ผานการหมักแลวไปวิเคราะหหาคา pH 

ปริมาณ COD โดยวิธีรีฟลักซแบบปด (มั่นสิน, 2540) ปริมาณของแข็งทั้งหมด ปริมาณของแข็ง

ระเหยทั้งหมด (อาริยา, 2546) และปริมาณธาตุอาหารตาง ๆ ไดแก N P K Ca Mg (ไพลิน, 2546) 

สวนปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้น สามารถวัดปริมาณไดโดยอาศัยหลกัการแทนที่นํ้า และเมื่อระบบเขา

สูสภาวะสมดุล (steady state) โดยพิจารณาจากปริมาณการเกิดกาซชีวภาพในแตละวันเร่ิมมีปริมาณ

คงที่หรือใกลเคียงกัน นํากาซชีวภาพที่เกิดขึ้นไปวิเคราะหดวยเคร่ืองแกสโครมาโทกราฟ Shimadzu 

model GC-14B  คอลัมนเปน molecular sieve 13 X เปรียบเทียบกับกาซมีเทนและไฮโดรเจน

มาตรฐานชนิดละ 30 เปอรเซน็ตแสดงในภาคผนวก ก 

 

 
 

ภาพท่ี 10  แผนภาพของถังหมักสําหรับผลิตกาซมีเทน 
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ภาพท่ี 11  ถังหมักสําหรับผลิตกาซมีเทน 
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ผลและวิจารณ 

 

1. การศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับการผลิตกาซชีวภาพดวย Clostridium sp. 

 

1.1  ศึกษาความสัมพันธของอุณหภูมิและคา pH กับการเกิดกาซชีวภาพ  

 

 จากภาพที่ 12 และตารางที่ 14 พบวา เมื่อเลี้ยง Clostridium sp. ดวยนํ้านม UHT  

ปริมาตรการหมัก 1.00 ลิตร แบบกึ่งตอเน่ือง (semi-continuous) ที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 28 องศา

เซลเซียส) Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพได 405-830  มิลลิลิตรตอวัน นํ้านมที่ผานการ

หมักมีคา pH 5.01-5.12 ไมพบการเกิดตะกอนของนํ้านมที่ผานการหมัก กาซชีวภาพที่เกิดขึ้นสามารถ

จุดไฟติดได ซึ่งกาซชีวภาพเปนกาซผสมระหวางกาซมีเทน กาซคารบอนไดออกไซด กาซไนโตรเจน 

กาซไฮโดรเจน และกาซไฮโดรเจนซลัไฟด (Polprasert, 1996) โดยกาซมเีทนและกาซไฮโดรเจนเปน

กาซเพียงสองชนิดที่สามารถจุดไฟติดได ซึ่งที่ pH ระหวาง 5.5 และ 6.5 เปนชวงที่เหมาะสําหรับ 

clostridia ในการผลิตกาซไฮโดรเจน (Cheng et al., 2002) กรดอะซิติก และกรดบวิทริิก (Girbal and 

Soucaille ,1994) จึงสงผลให pH ของอาหารลดลง สวนแบคทีเรียพวกที่สรางกาซมีเทนหยุดการ

เจริญเติบโตที่ pH 4.5-5.0 (Acher and Kirsop, 1991) ดังนั้น องคประกอบของกาซชีวภาพที่เกิดขึ้น

สวนใหญจึงเปนกาซไฮโดรเจน แตเมื่อเพิ่มอุณหภูมิในการหมักเปน 32 องศาเซลเซียส พบวา 

Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้นจนมีปริมาณสูงสุดเทากับ 2080 มิลลิลิตรตอวัน 

นํ้านมที่ผานการหมักมี pH เทากับ 4.69 พบนํ้านมที่ผานการหมักเกิดตะกอน หลังจากน้ันปริมาณกาซ

ชีวภาพก็มีปริมาณลดลงเร่ือย ๆ จนมีปริมาณคงที่อยูในชวง 1150-1360 มิลลิลิตรตอวัน จึงปรับ pH 

เร่ิมตนของการหมักใหอยูในชวงประมาณ 5 พบวา Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพได

เพิ่มขึ้นจนมีปริมาณกาซชีวภาพคงทีอ่ยูในชวง 1600-1960 มิลลิลิตรตอวัน นํ้านมที่ผานการหมักมี 

pH อยูในชวง 4.80-4.96 และพบการเกิดตะกอนของนํ้านมที่ผานการหมัก แสดงวา การเพิ่มอุณหภูมิ

เปน 32 องศาเซลเซียสและการปรับ pH เร่ิมตนของการหมักใหอยูในชวงประมาณ 5 สงผลให 

Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้น แตเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มขึ้นจะเกิดการ

สะสมของตะกอนเพิ่มขึ้นดวย ดังภาพที่ 13 เน่ืองจากโปรตีนเคซนีซึง่เปนโปรตีนสวนใหญในนํ้านม

มีจุดไอโซอิเล็กทริกเทากับ 4.6 (รังสินี, 2550) และจากการทดลองของ พิสิฐ (2540) พบวา จุดไอโซอิ

เล็กทริกของน้ําทิ้งโรงนม คือ 4.7 ดังน้ัน เมื่อ pH ของนํ้านมที่ผานการหมักดวย Clostridium sp. มีคา

ใกลเคียง 4.6-4.7 โปรตีนจะละลายไดนอยลงและเกิดการตกตะกอนขึ้น เน่ืองจากโปรตีนมีประจุสุทธิ

เปนศูนย สงผลใหถังหมักเกิดการสะสมของตะกอนโปรตีนเพิ่มขึ้นทําใหปริมาตรของเหลวที่อยูใน

ถังหมักสั้นลง เมื่อใสนํ้านม UHT เขาสูถังหมักจึงมีระยะเวลากักเก็บของเหลวนอยลงดวย  
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ทําใหในชวงระยะเวลาหลัง ๆ ของการหมัก Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพลดลงอยาง

ตอเน่ือง และถาเกิดการสะสมของตะกอนโปรตีนมาก ๆ ก็อาจทําใหเมื่อใสนํ้านม UHT เขาสูถังหมัก

แลวมนี้าํนม UHT บางสวนออกมาจากถังหมักพรอมกับของเหลวที่ผานการหมักดวย   

 

 
 

ภาพท่ี 12  ปริมาณกาซชีวภาพและคา pH ของการหมักนํ้านม UHT ดวย Clostridium sp. ที่ 

ระยะเวลาตาง ๆ 

 

จากการทดลองของ Ferchichi et al. (2005) ศึกษาอิทธิพลของ pH เร่ิมตนในการผลิต

ไฮโดรเจนจากเวยของชสี โดย Clostridium saccharoperbutylacetonicum ซึ่งดําเนินการทดลองแบบ 

batch ในชวง pH เร่ิมตนระหวาง 5-10 พบวา ที่ pH เร่ิมตนเทากับ 6 มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน

และผลผลิตสูงสุดเปน 28.3 ml h-1 และ 7.89 mmol g-1 lactose ตามลําดับ แตเมื่อ pH เร่ิมตนเพิ่มขึ้น 

อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนและผลผลิตลดลงอยางตอเน่ือง โดยไมพบความแตกตางของการเมทา

บอไลซนํ้าตาลระหวาง pH 5 และ 9 โดยยังคงเมทาบอไลซนํ้าตาลได 97 เปอรเซ็นต เมื่อ pH เร่ิมตนมี

คาเพิ่มขึ้น pH สุดทายก็มีคาเพิ่มขึ้นดวย โดย pH สุดทายมีคาเปนกรด และถา pH เร่ิมตนเปนกรดจะมี

ชวง lag phase ยาวกวา pH เร่ิมตนเปนดาง 
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ภาพท่ี 13  ลักษณะการเกิดตะกอนของน้ํานม UHT  

 

ระยะเวลา (วัน) ลักษณะของนํ้านม UHT  

ท่ีผานการหมัก 

ลักษณะของนํ้านม UHT ท่ีผาน 

การหมักผสมกับนํ้านม UHT  

ใหมปริมาตร 250 ml 
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ตารางท่ี 14  ปริมาณกาซชีวภาพและคา pH ของการหมักนํ้านม UHT ดวย Clostridium sp. ที่ 

ระยะเวลาตาง ๆ 

 

เวลา 

(วัน) 

pH 

เร่ิมตน 

pH 

สุดทาย 

ปริมาณกาซ

ชีวภาพ  

(ml/d) 

 เวลา 

(วัน) 

pH 

เร่ิมตน 

pH 

สุดทาย 

ปริมาณกาซ

ชีวภาพ 

(ml/d) 

1 N 5.10 405a  19 4.93 4.78 1200 b 

2 N 5.12 600 a  20 5.04 4.76 1480 b 

3 N 5.06 605 a  21 4.99 4.71 1340 b 

4 N 5.09 830 a  22 5.01 4.67 1140 b 

5 N 5.10 710 a  23 5.03 4.71 1480 b 

6 N 5.01 800 a  24 4.97 4.71 1260 b 

7 N 5.02 1210b  25 4.97 4.7 1200 b 

8 N 4.98 1550 b  26 5.01 4.99 1500 b 

9 N 4.80 1780 b  27 5.07 4.96 1960 b 

10 N 4.69 2080 b  28 5.04 4.8 1820 b 

11 N 4.74 2050 b  29 5.00 4.84 1900 b 

12 N 4.76 1680 b  30 5.00 4.83 1860 b 

13 N 4.69 1600 b  31 5.00 4.89 1940 b 

14 N 4.65 1440 b  32 4.98 4.82 1760 b 

15 N 4.57 1340 b  33 5.03 4.87 1920 b 

16 N 4.57 1150 b  34 5.02 4.84 1800 b 

17 N 4.54 1240 b  35 5.02 4.88 1840 b 

18 N 4.57 1360 b  36 5.01 4.87 1800 b 

 

 

 



47 

ตารางท่ี 14 (ตอ) 

 

เวลา  

(วัน) 

pH 

เร่ิมตน 

pH 

สุดทาย 

ปริมาณกาซ

ชีวภาพ (ml/d) 

 เวลา 

(วัน) 

pH 

เร่ิมตน 

pH 

สุดทาย 

ปริมาณกาซ

ชีวภาพ 

(ml/d) 

37 5.02 4.83 1600 b  40 5.00 4.88 1770 b 

38 5.07 4.9 1880 b  41 4.98 4.87 1680 b 

39 5.00 4.85 1800 b  42 5.01 4.93 1620 b 

 

หมายเหตุ  a ทดลองที่อุณหภูมิหอง (ประมาณ 28 องศาเซลเซยีส) 
b ทดลองที่อุณหภูมิ 32 องศาเซลเซยีส 

N ไมปรับ pH เร่ิมตนของการหมัก 

 

จากการทดลองของ Chen et al. (2005) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจาก Clostridium 

butyricum CGS5 โดยใช sucrose เปนสารต้ังตน ในชวง pH เร่ิมตน 5.0-6.5 พบวา pH เร่ิมตนที่

เหมาะสมคือ 5.5 ซึ่งสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนได 2.78 mol/mol sucrose 

 

จากการทดลองของ Chen et al. (2008) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจาก Clostridium 

ดวยการหมกัแบบ batch และ continuous พบวา เมื่อทําการหมักแบบ batch ที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ใชวัตถุดิบเปนแปงที่ผานการยอยแลว มีความเขมขน 26.7 g COD/L และpH เร่ิมตน 7.5 C. 

butyricum CGS2 และ C. pasteurianum CH5 มีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด116 และ 118 

ml/g VSS/h ตามลําดับ และผลผลิตกาซไฮโดรเจนเปน 1.23 และ 1.28 mol H2/mol glucose 

ตามลําดับ เมื่อ C. butyricum CGS2 หมกัแบบ continuous ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส ใชวัตถุดิบ

เปนแปงที่ผานการยอยแลว มีความเขมขน 29.1 g COD/L และภายในถังหมักมีคา pH อยูระหวาง 5.8 

และ 6.5 พบวาเมื่อระยะเวลาเก็บกักสั้นลงจาก 12 ชั่วโมง เปน 2 ชั่วโมง อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้นจาก 250 ml/g VSS/h เปน 534 ml/g VSS/h ในขณะที่ผลผลิตกาซไฮโดรเจนลดลงจาก 2.03 

mol H2/mol glucose เปน 1.50 mol H2/mol glucose 
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จากการทดลองของ Pattra et al. (2008) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากการหมักชาน

ออยที่ผานการยอยแลวโดย Clostridium butyricum ซึง่ดําเนินการทดลองในชวง pH เร่ิมตนระหวาง 

5.5-8.0 พบวา ที่ความเขมขนน้ําตาลเร่ิมตน 20 g COD/L อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และ pH เร่ิมตน 

5.5 มีผลผลิตกาซไฮโดรเจนดีที่สุดเปน 1.73 mol H2/mol total sugar และมีอัตราการผลติไฮโดรเจน 

1611 ml H2/L/day 

 

1.2  ศึกษาความสัมพันธระหวางการเกิดตะกอนกับปริมาณกาซไฮโดรเจน 

 

เมื่อนํานํ้านม UHT มาเจือจางจนมีความเขมขนเปน 100 50 30 และ 10 เปอรเซน็ต       

มีปริมาณแล็กโทส 4.73 2.64 1.58 และ 0.53 เปอรเซ็นต ตามลําดับ และมีปริมาณโปรตีน 53.13 

26.57 15.94 และ 5.31 กรัมตอลิตร ตามลําดับ แลวนําไปหมักเปนเวลา 8 วัน จากภาพที่ 14 และ

ตารางที่ 15พบวา ในวันที่ 4 Clostridium sp. สามารถเมแทบอไลซนํ้านม UHT ความเขมขน 100 50 

และ 30 เปอรเซ็นต ผลิตกาซชีวภาพไดปริมาณสูงสุด โดยมีปริมาณกาซชีวภาพเปน 320 240 และ180 

มิลลิลิตรตอวัน ตามลําดับ แต Clostridium sp. ไมสามารถเมแทบอไลซนํ้านม UHT ความเขมขน 10 

เปอรเซน็ต เพื่อผลิตกาซชีวภาพได แสดงวา การเพิ่มความเขมขนของนํ้านม UHT สงผลให 

Clostridium sp. สามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้น แตนํ้านม UHT ความเขมขน 10 เปอรเซ็นต เปน

ความเขมขนที่นอยเกินไปจน Clostridium sp. ไมสามารถผลิตกาซชีวภาพได  

 

จากภาพที่ 15 พบวา การเพิ่มความเขมขนของนํ้านม UHT สงผลให Clostridium sp. 

สามารถเมแทบอไลซนํ้านม UHT แลวเกดิเปนตะกอนเพิ่มขึ้น โดยนํ้านม UHT ความเขมขน 100 

เปอรเซ็นต เกิดตะกอนมากที่สุด และผลิตกาซชีวภาพมากที่สุด แตนํ้านม UHT ความเขมขน 10 

เปอรเซ็นต เกิดตะกอนนอยที่สุด และไมมีการผลิตกาซชีวภาพเกิดขึ้น แสดงวา เมื่อเพิ่มความเขมขน

ของนม UHT สงผลให Clostridium sp. สามารถเมทาบอไลซนํ้านม UHT แลวเกดิเปนตะกอน

เพิ่มขึ้น และสามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้นดวย  

 

เมื่อนําของเหลวที่ผานการหมักจากนํ้านม UHT ความเขมขน 100 50 30 และ 10 

เปอรเซน็ต มาวิเคราะหคา pH พบวา มีคาเทากับ 3.29 3.10 3.57 และ 2.68 ตามลําดับ แลวนํา

ของเหลวน้ันมากรองเอาตะกอนออกแลวทําการวิเคราะห พบวา มีปริมาณโปรตีน 0.90 0.58 0.90 

และ 0.05 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อเทียบกับปริมาณโปรตีนกอนหมักพบวามี ปริมาณโปรตีน

ลดลง 98.31 97.82 94.37 และ 99.13 เปอรเซ็นต ตามลําดับ แสดงในตารางที่ 16 สวนตะกอนซึง่

เกิดขึ้นจากการหมักเมื่อวิเคราะหแลวพบวามีโปรตีนเปนองคประกอบ และจากการทดลองของ  
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มัทนียา (2545) พบวา pH ที่เหมาะสมในการตกตะกอนโปรตีนในน้ําทิ้งจากนมจืดอยูในชวง  3.8-4.8 

ดังน้ัน ตะกอนที่เกิดขึ้นหลังจากการหมักของนํ้านม UHT ความเขมขน 100 50 30 และ 10 

เปอรเซน็ต มีองคประกอบสวนใหญเปนโปรตีน แสดงวา นํ้านม UHT ความเขมขนสูง มีปริมาณ

โปรตีนสูง เมื่อนํ้านม UHT น้ัน ผานกระบวนการหมกัดวย Clostridium sp. แลว จะเกดิตะกอนมาก

ดวย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 14  ปริมาณกาซชีวภาพจากการหมักนํ้านม UHT ความเขมขน 100 50 30 และ 10 เปอรเซน็ต

ที่เวลาตาง ๆ 
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ตารางท่ี 15  ปริมาณกาซชีวภาพจากการหมักนํ้านม UHT ความเขมขน 100 50 30 และ 10  

เปอรเซน็ตที่เวลาตาง ๆ 

 

เวลา

(วัน) 

ปริมาณกาซชีวภาพ (ml/day) 

นม UHT 100% นม UHT 50% นม UHT 30% นม UHT 10% 

1 0 0 0 0 

2 210 130 25 0 

3 220 210 60 0 

4 320 240 180 0 

5 280 140 130 0 

6 180 0 110 0 

7 25 0 70 0 

8 0 0 60 0 

 

ตารางท่ี 16  ปริมาณโปรตีนที่ลดลงและคา pH ของนํ้านม UHT ที่ผานการหมัก เมื่อนํ้านม UHT  

มีความเขมขนตางๆ  

 

ความเขมขนของนม UHT 

(เปอรเซ็นต) 

pH ของอาหารท่ีผานการหมัก ปริมาณโปรตีนท่ีลดลง 

(เปอรเซ็นต) 

10  2.68 99.13 

30  3.57 94.37 

50  3.10 97.82 

100  3.29 98.31 
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ภาพท่ี 15  ลักษณะการเกิดตะกอนของน้ํานม UHT ความเขมขนตางๆ
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จากการศึกษาเบื้องตนเกี่ยวกับการผลิตกาซชีวภาพดวย Clostridium sp. พบวา ถานํา

นํ้านม UHT มาเปนวัตถุดิบสําหรับการหมักแบบกึ่งตอเน่ืองเพื่อผลิตกาซชีวภาพจะเกิดการสะสม

ตะกอนโปรตีนขึ้น และปริมาณตะกอนโปรตีนที่เกิดขึ้นก็ยังมีความสัมพันธกับการผลิตกาซชีวภาพ

ดวย โดยเมื่อเพิ่มความเขมขนของนํ้านม UHT สงผลให Clostridium sp. สามารถเมแทบอไลซนํ้านม 

UHT แลวเกดิเปนตะกอนเพิ่มขึ้น และสามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้นดวย ดังน้ันจึงตองแยก

โปรตีนออกจากนํ้านมกอน แลวจึงนํานํ้านมที่ผานการแยกโปรตีนออกแลวไปเปนวัตถดิุบสาํหรับ

ผลิตกาซไฮโดรเจนตอไป 

 

2.  การตกตะกอนโปรตีนในนํ้านมพาสเจอรไรส 

 

นํานํ้านมพาสเจอรไรสชนิดจืด 4 ยี่หอ มาตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.5 1.0 1.5 

2.0  และ 3.0 เปอรเซน็ต แลวนํามาศึกษาปริมาณตาง ๆ ดังนี้ 

 

 2.1  ศึกษาปริมาณแล็กโทสและโปรตีน 

 

เมื่อนํา CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 และ3.0 เปอรเซน็ต มาตกตะกอน

นํ้านมพาสเจอรไรส พบวา ในของเหลวที่ผานการตกตะกอนมีปริมาณแล็กโทสไมแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซน็ต (p ≤ 0.05) โดยมีปริมาณแลก็โทสเฉลี่ยอยูในชวง 52.92 

± 4.75 ถึง 49.67 ± 5.33 กรัมตอลิตร ดังแสดงในตารางที่ 17 แสดงวา การตกตะกอนดวย 

CaSO4·2H2O 0.5 ถึง 3.0 เปอรเซน็ต ไมสงผลตอปริมาณแล็กโทสในนมที่ผานการตกตะกอน  

 

เมื่อพิจารณาปริมาณโปรตีนในของเหลวทีผ่านการตกตะกอน พบวา เมื่อนํา 

CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 และ 3.0 เปอรเซ็นต มาตกตะกอนนํ้านมพาสเจอรไรส 

สงผลใหของเหลวที่ผานการตกตะกอนมีปริมาณโปรตีนแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความ

เชื่อมั่น 95 เปอรเซน็ต (p ≤ 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 17 โดยเมื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของโปรตีนใน

ของเหลวทีผ่านการตกตะกอนดวยวิธีของ Tukey สามารถแบงปริมาณโปรตีนไดเปนสองกลุม

เน่ืองจากมีปริมาณโปรตีนแตกตางกัน โดยกลุมแรกคือ เมื่อนํา CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 และ 0.5 

เปอรเซ็นต มาตกตะกอนนํ้านมพาสเจอรไรสสงผลใหของเหลวที่ผานการตกตะกอนมีปริมาณ

โปรตีนไมแตกตางกนั ซึ่งมีปริมาณโปรตีนเฉลี่ย 43.60 ± 9.96 และ 29.71 ± 19.54 กรัมตอลติร 

ตามลําดับ กลุมที่สองคือ เมื่อนํา CaSO4·2H2O ปริมาณ 1.0 1.5 2.0 และ3.0 เปอรเซน็ต มาตกตะกอน

นํ้านมพาสเจอรไรสสงผลใหของเหลวที่ผานการตกตะกอนมีปริมาณโปรตีนไมแตกตางกนั ซึ่งมี
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ปริมาณโปรตีนเฉลี่ยอยูในชวง 4.91 ± 1.87 ถึง 7.44 ± 1.87 กรัมตอลติร (ดังตารางในภาคผนวก ข) 

แสดงวา การเติม CaSO4·2H2O พรอมกับการใหความรอนที่ 95 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาที 

สงผลใหโปตีนบางสวนเกิดการเสียสภาพ จนสามารถแยกโปรตีนสวนน้ันออกจากนํ้านมได 

เน่ืองจากความคงตัวของนํ้านมซึ่งไดรับความรอนจะลดลงเมื่อมีแคลเซียมอิสระเพิ่มขึ้น โดยโปรตีน

หลายชนิด เชน αs1-casein, αs2-casein, β-casein และ β-lactoglobulin จะเกิดการเสียสภาพเมื่อมี

แคลเซียมไอออนปริมาณสูง (Belitz, 2004) และที่อุณหภูมิสูงกวา 75 องศาเซลเซยีส จะสงผลให

โปรตีน α-lactalbumin และ β-lactoglobulin เสียสภาพได (นิธิยา, 2551) จากการทดลองแสดงวาการ

ตกตะกอนนํ้านมควรใช CaSO4·2H2O ปริมาณ 1.0 เปอรเซนต เนื่องจากการใช CaSO4·2H2O ปริมาณ 

1.0 และ 3.0 เปอรเซนต เพือ่ตกตะกอนโปรตีนไดของเหลวที่มีปริมาณโปรตีนไมแตกตางกนั ซึ่ง

สอดคลองกับการทดลองของ ดวงพร (2540) ที่นํา CaSO4·2H2O ปริมาณ 1.0 เปอรเซ็นต มา

ตกตะกอนนมถัว่เหลอืง  

 

เมื่อนํา CaSO4·2H2O ปริมาณ 1.0 เปอรเซน็ต มาตกตะกอนโปรตีน พบวา อัตราสวน

ของเหลวที่ไดตอนํ้านมพาสเจอรไรสที่ใช เทากับ 60.33 ± 4.85 เปอรเซน็ต (v/v) 

 

ตารางท่ี 17  ปริมาณแล็กโทสและโปรตีนของน้ํานมที่ผานการตกตะกอนดวย  CaSO4·2H2O 

 

 

 

 

 

 
 

ปริมาณ  CaSO4·2H2O   

(เปอรเซ็นต) 

นํ้านมท่ีผานการตกตะกอน 

ปริมาณแล็กโทส (กรัม/ลิตร) ปริมาณโปรตีน (กรัม/ลิตร) 

0.0 52.55 ± 4.33 43.60 ± 9.96 

0.5 52.92 ± 4.75 29.71 ± 19.54 

1.0 50.92 ± 4.07 7.33 ± 1.12 

1.5 50.17 ± 5.48 7.44 ± 1.87 

2.0 49.67 ± 5.33 5.80 ± 1.76 

3.0 51.42 ± 3.94 4.91 ± 1.87 

 

http://www.researchgate.net/researcher/21403681�
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ภาพท่ี 16  ปริมาณแล็กโทสและโปรตีนของน้ํานมซึ่งผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O 

 

2.2  ศึกษาปริมาณแคลเซียม 

 

เมือ่เปรียบเทยีบนํ้านมทีผ่านการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O 1.0 เปอรเซ็นต กับนํ้านม

พาสเจอรไรส พบวา นํ้านมพาสเจอรไรสมีปริมาณแคลเซียม (105.33 ± 3.79) x 10-3 เปอรเซน็ต 

(w/w) สวนนํ้านมที่ผานการตกตะกอนมีปริมาณแคลเซียม (75.83 ± 2.75) x 10-3 เปอรเซน็ต (w/w) 

ซึ่งนอยกวาปริมาณแคลเซียมในนํ้านมพาสเจอรไรส ดังแสดงในภาพที่ 17 แสดงวา การตกตะกอน

นํ้านมพาสเจอไรสดวย CaSO4·2H2O สงผลใหปริมาณแคลเซียมในนํ้านมที่ผานการตกตะกอนลดลง 

28.01 เปอรเซน็ต เนื่องจากเมื่อมีแคลเซียมไอออนปริมาณสูงโปรตีนหลายชนิดภายในนํ้านมเกดิการ

เสียสภาพ (Belitz et al., 2004) การแยกโปรตีนออกไปอาจมีแคลเซียมบางสวนออกไปดวย จึงสงผล

ใหนํ้านมที่ผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O มีปริมาณแคลเซียมนอยกวานํ้านมพาสเจอรไรส  
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ภาพท่ี 17  ปริมาณแคลเซียมในน้ํานมที่ผานการตกตะกอนและน้ํานมพาสเจอรไรด 

 

3.  การผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึงของ C. acetobutylicum TISTR 1462 

 

 นําเซลลตรึงของ C. acetobutylicum TISTR 1462 ปริมาณ 35 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงในถังหมัก

แบบ packed bed ในสภาวะไรออกซิเจน โดยนํานํ้านมซึ่งผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O 

ปริมาณ 1 เปอรเซน็ต มาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อมีอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยง

เชื้อเปน 24.14  31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต ที่ระยะเวลาเก็บกัก 24 ชั่วโมง ศึกษาการเปลี่ยนแปลง

ตาง ๆ ดังน้ี 

 

3.1  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซชีวภาพที่เกิดขึ้น 

 

จากภาพที่ 18 พบวา เมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 

31.82 และ 46.67 เปอรเซน็ต ถังหมักผลิตกาซชวีภาพไดปริมาณ 600.71 ± 12.05 และ 409.67 ± 8.04 

มิลลิลิตรตอวัน แตเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 เปอรเซน็ต 

ถังหมักสามารถผลิตกาซชวีภาพไดปริมาณแตกตางกันมาก จึงแบงเปน 2 ชวง คือ ชวงแรกถังหมัก

สามารถผลิตกาซชวีภาพไดปริมาณ 1394.29 ± 190.37 มิลลิลิตรตอวัน ชวงที่สองถังหมักสามารถ

ผลิตกาซชวีภาพไดปริมาณ 555.33 ± 121.59 มิลลิลิตรตอวัน แสดงวา การลดอัตราสวนปริมาณเซลล

ปริมาณแลกโตส(กรัมตอลิตร) 
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ตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อสงผลใหถังหมักสามารถผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้น โดยเมื่ออัตราสวน

ปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 เปอรเซน็ต สามารถผลิตกาซชีวภาพไดสูงสุด

ในชวงแรก แตในชวงทีส่องถังหมักกลับผลิตกาซชีวภาพไดปริมาณลดลง เน่ืองจากเซลลตรึงเกิดการ

เสียสภาพ ซึ่งการตรึงเซลลดวยวิธีดักจับ (entrapment) โครงสรางของเจลสามารถถูกทําลายไดเมื่อ

จุลินทรียมีการเจริญเติบโตภายในเจลและมีการผลิตกาซคารบอนไดออกไซด (Mansi et al., 2007) 

และเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 เปอรเซน็ต ในชวงที่สอง 

ถังหมักผลิตกาซชีวภาพไดเพิ่มขึ้นเปน 720-840 มิลลิลิตรตอวัน ในวันที ่61-62 เน่ืองจากการตรึง

เซลลดวยวิธีดักจับมีขอจํากัดในการแพรกระจายของสารอาหารสูเซลลตรึงและเมื่อโครงสรางของ

เซลลตรึงถูกทําลายและปลอยเซลลอิสระออกมา (ภาวิณี, 2531)  ถังหมักจึงผลิตกาซชีวภาพได

เพิ่มขึ้น แตสภาพแวดลอมภายในถังหมักไมเหมาะแกการเจริญของ เซลลอิสระ จึงสงผลใหถังหมัก

ผลิตกาซชีวภาพไดลดลงอยางตอเน่ือง 

 

 
 

ภาพท่ี 18  ปริมาณกาซชีวภาพจากการหมกัดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยง 

     เชื้อ เปน 24.14  31.82 และ 46.67 เปอรเซน็ต 

 

 

3.2  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง ( pH )  

ระยะเวลา (วัน) 
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จากภาพที่ 19 พบวา เมื่อระยะเวลาในการหมักเพิ่มขึ้น pH ของอาหารกอนและหลงั

หมกัมแีนวโนมลดลง โดยเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 46.67 

31.82 และ 24.14  เปอรเซน็ต pH ของอาหารมีคา 6.90 ± 0.32 6.86 ± 0.59 และ 6.18 ± 0.28 

(ชวงแรก) 6.03 ± 0.17 (ชวงที่สอง) เมือ่หมกัเปนเวลา 24 ชั่วโมง อาหารมีคา pH เทากับ 4.91 ± 0.15 

4.62 ± 0.09 และ 4.14 ± 0.27 (ชวงแรก) 3.91 ± 0.05 (ชวงที่สอง) แสดงวา เกิดการสะสมสารตาง ๆ 

ซึ่งเกิดจากการหมักในเซลลตรึง เน่ืองจาก C. acetobutylicum สราง primary metabolite เชน กาซ

ไฮโดรเจน กรดอะซิติก และกรดบวิทริิก เปนหลัก (Girbal and Soucaille ,1994) ดังน้ันถามีการ

สะสมของสารผลิตภัณฑในเซลลตรึง อาจสงผลให pH ของอาหารลดลงได  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

ภาพท่ี 19  คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหาร 

    เลี้ยงเชื้อ เปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 
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3.3  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคา COD (chemical oxygen demand) 

 

 อาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณ COD 82.44 ± 11.38 กรัมตอลิตร เมื่ออัตราสวนปริมาณเซลล

ตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 46.67 31.82 และ 24.14  เปอรเซน็ต อาหารที่ผานการหมักมี

ปริมาณ COD เปน 54.37 ± 11.29 46.71 ± 11.23 และ 57.99 ± 10.00 (ชวงแรก) 58.95 ± 10.31 (ชวงที่

สอง) กรัมตอลิตร โดยมีประสิทธิภาพการกําจัด COD เทากับ 31.09 40.38 และ 34.79 (ชวงแรก) 

27.61 (ชวงที่สอง) เปอรเซน็ต (จากภาพที่ 20) โดยเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหาร

เลี้ยงเชื้อเปน 31.82 เปอรเซน็ต ถังหมักมีประสิทธิภาพการกําจัด COD สูงที่สุด คอื 40.38 เปอรเซน็ต 

และเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14  เปอรเซน็ต ชวงที่สอง ถัง

หมกัมีประสิทธิภาพการกําจัด COD ตํ่าที่สุด คือ 27.61 เปอรเซน็ต จากคาประสิทธิภาพการกําจัด 

COD ของทั้ง 3 อัตราสวน พบวามีประสิทธิภาพการกําจัด COD ตํ่า เน่ืองจาก C. acetobutylicum มี 

metabolite ซึ่งสามารถผลิตกาซไฮโดรเจน กรดอะซิติก กรดบิวทิริก บิวทานอล อะซิโตน และเอทา

นอลเปนผลิตภัณฑ (Taha et al., 1973; Abou-Zeid et al., 1976; Compere and Griffith, 1979; Girbal 

and Soucaille, 1994)) โดยถอืเปนการยอยสลายสารโมเลกลุใหญใหเปนสารโมเลกุลเล็ก การกําจัด 

COD จึงเปนเพียงสวนนอยเมื่อเทียบกับทั้งหมด 

 

 
 

ภาพท่ี 20  ประสิทธิภาพการกําจัด COD เมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหาร 

เลี้ยงเชื้อเปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 
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3.4  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณแลก็โทส  

 

อาหารเลี้ยงเชื้อมีปริมาณแลก็โทส 41.98 ± 4.11 กรัมตอลิตร เมื่ออัตราสวนปริมาณ

เซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 46.67 31.82 และ24.14  เปอรเซน็ต อาหารซึ่งผานการหมักมี

ปริมาณแล็กโทสลดลงเปน 35.43 ± 1.84 33.70 ± 6.12 และ 28.10 ± 1.56 (ชวงแรก) 29.21 ± 0.98 

(ชวงที่สอง) กรัมตอลิตร โดยมีปริมาณการใชแล็กโทสเทากับ 29.18 ± 5.95 25.42 ±10.27 และ 28.85 

± 4.74 (ชวงแรก) 26.36 ± 3.46 (ชวงที่สอง) เปอรเซน็ต (ดังภาพที่ 21) พบวา C. acetobutylicum 

TISTR 1462 มีปริมาณการใชแลก็โทสใกลเคียงกัน คือ ประมาณ 27 เปอรเซ็นต โดยเมื่ออัตราสวน

ปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 46.67 เปอรเซน็ต C. acetobutylicum TISTR 1462 

สามารถใชแลก็โทสไดมากที่สุด ซึ่งยังมีปริมาณการใชแล็กโทสนอย แสดงวาควรเจือจางความ

เขมขนของอาหารเลี้ยงเชื้อลง เนื่องจากสารอาหารจะซึมผานสารพาหะกอนที่เซลลจะไดรับ

สารอาหาร ดังนั้นถาสารอาหารมีความเขมขนสูงจะทําใหสารละลายมีความหนืด ซึ่งจะสงผลให

อัตราการแพรกระจายของสารละลายอาหารเขาไปยังเซลลไดนอย (ภาวิณี, 2531) ปริมาณการใช

สารอาหารของเซลลจึงนอยดวย 

 

 
 

ภาพท่ี 21  ปริมาณการใชแล็กโทสเมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหาร 

เลี้ยงเชื้อเปน 24.14 31.82 และ 46.67 เปอรเซน็ต 
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จากการทดลองของ Mitchell et al. (2009) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนและกรด 

บิวทิริค โดยการตรึง Clostridium tyrobutyricum ATCC 25755 ภายใน polyurethane ซึ่งเปนการหมัก

แบบตอเน่ือง ที่ระยะเวลาเก็บกัก (HRT) 8 10 12 และ 16.7 ชั่วโมง ความเขมขนของกลูโคสเปน 30 

40 และ 50 กรัมตอลติร พบวา เมื่อความเขมขนของกลูโคส 50 กรัมตอลิตร ที่ HRT 8 และ 10 ชั่วโมง 

เชื้อสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนปริมาตรสูงสุด 20.7 และ 22.9 L H2 L
-1d-1 แตที่ HRT 16.7 ชั่วโมง 

เชือ้สามารถผลติไฮโดรเจนปริมาตร 15.1 L H2 L
-1d-1 เมื่อนําไปเทียบกับปริมาณกลูโคสแลวเปน 370 

ml H2/g glucose ซึ่งเปนผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อเทียบกับกลูโคส และพบการลางออก (wash out) 

ของกลูโคสสูงสุด เมื่อความเขมขนของกลูโคสเปน 50 กรัมตอลิตร โดยมีปริมาณกลูโคสในนํ้าทิ้ง 

22.7 กรัมตอลิตร ที่ HRT 16.7 ชั่วโมง 

 

3.5  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซไฮโดรเจน 

 

เมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 46.67 และ 31.82 

เปอรเซน็ต มีปริมาณกาซไฮโดรเจนเกิดขึ้น 1.67 และ 2.08 โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส แตเมื่อ

อัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14  เปอรเซน็ต มีปริมาณกาซ

ไฮโดรเจนเกิดขึ้นแตกตางกัน โดยสามารถแบงไดเปนสองชวง คือ ชวงแรกมีปริมาณกาซไฮโดรเจน 

3.81 โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส สวนชวงที่สองมีปริมาณกาซไฮโดรเจน 1.66 โมลไฮโดรเจน

ตอโมลแล็กโทส (ภาพที่ 22) แสดงวา การผลิตกาซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึง

ตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อลดลง โดยเมื่ออัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 

24.14  เปอรเซน็ต ทําใหเซลลมีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็ว และมีการสะสมของสารผลิตภัณฑใน

เซลลตรึง (สังเกตจากคา pH ซึ่งลดลงอยางตอเน่ือง) จึงสงผลใหโครงสรางของเซลลตรึงถูกทําลาย

และปลอยเซลลอิสระออกจากเซลลตรึง (ภาวิณี, 2531) ปริมาณกาซไฮโดรเจนเมื่ออัตราสวนปริมาณ

เซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14  เปอรเซน็ต จึงมีปริมาณแตกตางกันมาก  
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ภาพท่ี 22  ปริมาณการผลิตกาซไฮโดรเจนเมื่อหมักดวยอัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณ 

อาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 31.82 และ46.67 เปอรเซน็ต 

 

จากการทดลองของ Zhang et al. (2006) ศึกษาการผลติกาซไฮโดรเจนโดย Clostridium 

acetobutylicum ATCC 824 ในถังหมักแบบ unsaturated flow ซึ่งประกอบดวยลูกแกวและเชื้อ

บริสุทธิ์ โดยการหมักแบบตอเน่ือง พบวา ถังหมักผลิตกาซไฮโดรเจนเขมขน 74 ± 3 เปอรเซ็นต เมื่อ

ความเขมขนของกลูโคสเปลี่ยนแปลงจาก 1.0 ถึง 10.5 กรัมตอลิตร อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้นจาก 89 ถึง 220 ml/h L ของถังหมัก แตภายใน 60-72 ชั่วโมง ถังหมักจะเกิดการอุดตันจากชีว

มวล 

 

จากการทดลองของ Jo et al. (2008) ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากเซลลตรึงของ 

Clostridium tyrobutyricum JM1 ในถงัหมกัแบบ fixed-bed ซึ่งประกอบดวยโฟม polyurethane 

พบวา ระยะเวลาเก็บกัก 2 ชั่วโมง มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 7.2 LH2 L
-1 d-1  และกาซชีวภาพมี

ความเขมขนของไฮโดรเจน 50.0 เปอรเซน็ต เมื่อความเขมขนของกลโูคสเปน 5 กรัมตอลิตร 

สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุดคือ 223 ml/g hexose 
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4.  การผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลอิสระของ C. acetobutylicum TISTR 1462 

 

 เมื่อนําของเหลวจากการตกตะกอน pH 6.59 แบงเปน 2 สวน คือ สวนแรกนํามาเลี้ยง          

C. acetobutylicum TISTR 1462 สวนที่สองนําไปปนแยกตะกอน (centrifuge) ที่ความเร็ว 6000 rpm 

เปนเวลา 14 นาที แลวนําไปเลี้ยง C. acetobutylicum TISTR 1462   

 

เมื่อนําของเหลวจากการตกตะกอนซึ่งไมผานการปนแยกตะกอนมาเลี้ยง C. acetobutylicum 

TISTR 1462 เปนเวลา 5 วัน พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อมี pH ลดลงอยูในชวง 4.71-4.79 (ดังภาพที่ 23) ซึ่ง 

C. acetobutylicum TISTR 1462 มีปริมาณการใชแล็กโทส 16.82 เปอรเซน็ต สามารถผลิตกาซ

ไฮโดรเจนปริมาตร 655.21 มิลลิลิตร มีอัตราสวนปริมาณกาซไฮโดรเจนกับแล็กโทสเทากับ 4.17 

โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส (ดังตารางที่ 18) โดยวันที ่1 สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดความ

เขมขนและปริมาณสูงสุด เทากับ 55.80 เปอรเซ็นต และ 418.50 มิลลิลิตรตอวัน pH 4.79 มีปริมาณ

การใชแล็กโทส 1.23 กรัม สวนในวันที่ 2 ถึง 5 การผลิตกาซไฮโดรเจนมีความเขมขนและปริมาณ

ลดลงเร่ือย ๆ (ดังภาพที่ 24) โดยการผลติกาซไฮโดรเจนมีความเขมขนอยูในชวง 0.50-17.08 

เปอรเซ็นต ปริมาณกาซไฮโดรเจนอยูในชวง 21.61-116.13 มิลลิลิตรตอวัน pH มีคาอยูในชวง 4.78-

4.71 และมีปริมาณการใชแล็กโทส 0.56-0.18 กรัม แสดงวา ระยะเวลาที่เหมาะสมในการเลี้ยง C. 

acetobutylicum TISTR 1462 คอื 1 วัน โดยในวันที่ 2-5 ปริมาณการผลิตกาซไฮโดรเจน ปริมาณการ

ใชแลก็โทส และคา pH มีการลดลงอยางมาก  เนื่องจากเมื่อระยะเวลาการหมักผานไป 1 วัน pH 

ลดลงจาก 6.59 เหลอืเพยีง 4.79 ซึ่ง pH ที่เหมาะสําหรับการผลิตไฮโดรเจนอยูในชวงระหวาง  5.5 

และ 6.5 (Cheng et al., 2002) แตถา pH ลดลงเหลอืเพยีง 4.5 C. acetobutylicum จะเปลี่ยนไปผลิตตัว

ทําละลาย และไมผลิตกาซไฮโดรเจน (Jones and  Woods, 1986) จึงทําใหในวันที่ 2 ถึง 5 มีปริมาณ

การผลิตกาซไฮโดรเจนลดลงอยางมาก 

 

สวนของเหลวจากการตกตะกอนที่ผานการปนแยกตะกอนออกเมื่อนํามาเลี้ยง C. 

acetobutylicum TISTR 1462 เปนเวลา 5 วัน พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อมี pH ลดลงอยูในชวง 5.81-4.85 

(ดังภาพที่ 23) ซึ่ง C. acetobutylicum TISTR 1462 มีปริมาณการใชแล็กโทส 15.38 เปอรเซน็ต 

สามารถผลติกาซไฮโดรเจนปริมาตร 0.04 มิลลิลิตร (ดังตารางที่ 18 และภาพที่ 24) มีอัตราสวน

ปริมาณกาซไฮโดรเจนกับแลกโตสเทากับ 2.77x10-4 โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส โดย 4 วันแรก

ไมมีการผลิตกาซไฮโดรเจนจนกระทั่งในวันที่ 5 สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดปริมาณ 0.04 

มิลลิลิตรตอวัน มีความเขมขน 0.40 เปอรเซน็ต  
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ตารางท่ี 18  ปริมาณการใชแล็กโทส ปริมาณไฮโดรเจน และผลผลิตกาซไฮโดรเจน เมื่อนําอาหาร 

เลี้ยงเชื้อไปปนแยกตะกอนและไมปนแยกตะกอน 

 

ลักษณะอาหาร  ปริมาณการใช

แล็กโทส (เปอรเซ็นต) 

ปริมาณกาซไฮโดรเจน 

(มิลลิลิตร) 

ผลผลิตกาซไฮโดรเจน 

(mol H2/mol lactose) 

ปนแยกตะกอน  15.38 0.04 2.77x10-4 

ไมปนแยก

ตะกอน  

16.82 655.21 4.17 

 

 
 

ภาพท่ี 23  คา pH ของการหมักดวยเซลลอิสระที่เวลาตาง ๆ  

 

 

 

 

 

 

 

 



64 

 
 

ภาพท่ี 24  ปริมาณกาซไฮโดรเจนของการหมักดวยเซลลอิสระที่เวลาตาง ๆ  

 

แสดงวาของเหลวจากการตกตะกอนที่ไมผานการปนแยกตะกอนเหมาะตอการเลี้ยง C. 

acetobutylicum TISTR 1462 เพื่อผลิตกาซไฮโดรเจนมากกวาของเหลวจากการตกตะกอนที่ผานการ

ปนแยกตะกอน โดยเมื่อมีปริมาณการใชแลกโตสใกลเคียงกัน C. acetobutylicum TISTR 1462 

สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดปริมาณสูงกวา เนื่องจากของเหลวจากการตกตะกอนอาจจะมโีปรตีน

ที่เสียสภาพแลวแตมีขนาดเล็กและโปรตีนที่ยังไมเสียสภาพรวมอยูดวย การปนแยกตะกอนจึงอาจทํา

ใหโปรตีนในของเหลวจากการตกตะกอนแยกตัวออกไป จึงมีปริมาณไนโตรเจนไมเพียงพอตอการ

เจริญและผลติกาซไฮโดรเจนของ C. acetobutylicum TISTR 1462 เพราะวาแบคทีเรียสวนใหญมี

ไนโตรเจนเปนองคประกอบประมาณ 14 เปอรเซ็นต ของนํ้าหนักแหง (สุวณี และ มาลัย, 2536) และ

แอมโมเนียมไอออนยังมีสวนกระตุนการทํางานของเอนไซมบางชนิด เชน phosphofructokinase 

และ phosphotransacetylase ซึ่งเกี่ยวของกับการผลิตกาซไฮโดรเจนและอะซเิตทใน C. 

acetobutylicum (Uyeda and Kurooka, 1970; Hartmanis and Gatenbeck, 1984) และโปรตีนยังเปน

ประโยชนในการทําให pH คงที ่(Cheng et al., 2002) 
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จากการทดลองของ Collet et al. (2004) ศกึษาผลติไฮโดรเจนโดย C. thermolacticum ใน

การหมักแบบตอเน่ืองดวยแล็กโทส พบวา อาหารเลี้ยงเชื้อซึ่งผสมแล็กโทส 29 mmol/L ที่ pH 7.0 

อัตราการเจือจาง 0.28 h-1 C. thermolacticum ผลิตกาซไฮโดรเจน 3.0 mol /mol lactose 

 

จากการทดลองของ Lin et al. (2007) ศึกษาเมแทบอลิซึมและแบบจําลองทางคณิตศาสตร

จากการผลิตกาซไฮโดรเจนดวย Clostridium พบวา เมื่อนํา Clostridia จํานวน 4 สปชีส มาเลี้ยงใน

อาหารซึ่งผสมกลูโคส 3000 มิลลิกรัมตอลิตร และ peptone 2000 มิลลิกรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 35 ± 1 

องศาเซลเซยีส และ pH 7.2 C. acetobutylicum M121 ผลิตกาซไฮโดรเจน 1.8 ± 0.02 mmol/mmol 

glucose โดยทุกสายพันธุมีคา pH ของอาหารลดลงจาก 7.2 เปน 4.6 - 5.0  

 

จากการทดลองของ Oh et al. (2009) ศึกษาเทคนิคการใช headspace ปริมาณมากเพื่อผลิต

กาซไฮโดรเจนโดย C. acetobutylicum ATCC 824 และสายพันธุกลาย M5 ซึ่งขาด megaplasmid 

พบวา ในอาหารซึ่งผสมกลูโคส 7 กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส และ pH 6.2 เชือ้ C. 

acetobutylicum ATCC 824 ผลิตกาซไฮโดรเจน 1.79 ± 0.05 mol/mol glucose  

 

จากการทดลองของ Klein et al. (2010) ศึกษาอิทธิพลการ overexpression ของ hydrogenase 

ในการผลิตกาซไฮโดรเจนดวย C. acetobutylicum DSM 792 พบวา ในอาหารซึ่งผสมกลูโคส 20 

กรัมตอลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส C. acetobutylicum DSM 792 (wild type) ผลิตกาซ

ไฮโดรเจน 1.79 mol/mol glucose 

 

5.  เปรียบเทียบการผลิตกาซไฮโดรเจนโดยเซลลตรึงและเซลลอิสระของ C. acetobutylicum  

TISTR 1462 

 

จากการศึกษาเมื่อนําของเหลวจากการตกตะกอนที่ไมผานการปนแยกตะกอนมาเลี้ยงเซลล

อิสระของ C. acetobutylicum TISTR 1462 เปนเวลา 1 วัน มีการผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด จึงนํา

ผลการทดลองมาเปรียบเทียบกับการเลี้ยงเซลลตรึงของ C. acetobutylicum TISTR 1462 เมื่อ

อัตราสวนปริมาณเซลลตรึงตอปริมาณอาหารเลี้ยงเชื้อเปน 24.14 เปอรเซน็ต เปนเวลา 1 วัน ซึ่ง

อัตราสวนน้ีเซลลตรึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงสุด จากการเปรียบเทียบพบวา เซลลตรึงมี

ปริมาณการใชแลก็โทส 1.66 กรัม สามารถผลิตกาซไฮโดรเจนเขมขน 32.99 เปอรเซน็ต ปริมาณ 

460.03 มิลลิลิตร เมื่อนําปริมาณกาซไฮโดรเจนเทียบกับปริมาณแล็กโทสที่เซลลตรึงใชไป เทากับ 

3.81 โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส สวนเซลลอิสระสามารถใชนํ้าตาลแล็กโทส 1.23 กรัม แลว
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ผลิตกาซไฮโดรเจนเขมขน 55.80 เปอรเซน็ต ปริมาณ 418.50 มิลลิลิตร เมื่อนําปริมาณกาซไฮโดรเจน

เทียบกับปริมาณน้ําตาลแล็กโทสที่เซลลอิสระใชไป เทากับ 4.67 โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส 

(ดังตารางที่ 19) แสดงวา เซลลอิสระสามารถนําแล็กโทสไปใช ในกิจกรรมของเซลลแลวผลิตกาซ

ไฮโดรเจนไดดีกวาเซลลตรึง เน่ืองจากการตรึงเซลลดวยวิธีดักจับ (entrapment) มีขอจํากัดในการ

แพรกระจายของสารอาหาร และอาจมีการสะสมของสารผลิตภัณฑเกิดขึ้น (ภาวิณี, 2531) ซึ่งการ

สะสมของสารผลิตภัณฑจะยับยั้งการผลิตกาซไฮโดรเจน (Vazquez and Varaldo, 2009) จึงสงผลให

เซลลตรึงสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนไดนอยกวาเซลลอิสระ 

 

ตารางท่ี 19  ปริมาณการใชแล็กโทสและการผลิตกาซไฮโดรเจนของเซลลตรึงและเซลลอิสระ 

 

พารามิเตอร 
ชนิดของเซลล 

เซลลตรึง เซลลอิสระ 

ปริมาณการใชแลก็โทส (กรัม) 1.66 1.23 

ปริมาณกาซไฮโดรเจน (มิลลิลิตร) 460.03 418.50 

ความเขมขนของกาซไฮโดรเจน (เปอรเซน็ต) 32.99 55.80 

ปริมาณกาซไฮโดรเจนตอปริมาณแล็กโทส  

(โมลไฮโดรเจนตอโมลแลก็โทส) 

3.81 4.67 

 

6.  การผลิตกาซมีเทนจากเชื้อผสม 

 

นําเชื้อจุลินทรียจากบอบําบัดมูลสุกรแบบไรออกซิเจนซึ่งผานการปรับสภาพแลวมาเปนเชื้อ

เร่ิมตน เพาะเลี้ยงในถังหมักแบบกึ่งตอเน่ือง (semi-continuous) ในสภาวะไรออกซิเจน ปริมาตรการ

หมกั 2 ลิตร โดยนําของเหลวที่ผานการหมักจากถังผลิตกาซไฮโดรเจนมาเปนอาหารเลี้ยง เชื้อ 

จุลินทรีย  ซึ่งมีระยะเวลากักเก็บ 67 40 และ 25 วัน แลวศึกษาการเปลี่ยนแปลงตาง ๆ 

 

6.1  ศึกษาคุณสมบัติของอาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

ในการทดลองนี้เปนการใชของเหลวที่ผานการหมักจากถังผลิตกาซไฮโดรเจนเปน

อาหารเลี้ยงเชือ้ ซึ่งมีอัตราสวนคา BOD:COD เทากับ 0.57 เมื่อเทียบกับนํ้าทิ้งจากบานเรือนซึ่งมีคา 

BOD:COD เทากับ 0.5 (สเุทพ, 2529) แสดงมีวาความเปนไปไดในการนําของเหลวชนิดนี้มาบําบัด

ดวยวิธีทางจุลชีววิทยา อัตราสวน BOD:N:P ของอาหารเลี้ยงเชื้อ เทากับ 100:1.12:0.68 ซึ่งเปน
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อัตราสวนที่สามารถบําบัดดวยกระบวนการยอยสลายภายใตสภาวะไรออกซิเจนได  โดยไม

จําเปนตองเติมสารอาหารตาง ๆ เพิ่มใหกับระบบ เน่ืองจากจุลินทรียที่เกี่ยวของกับการสรางมีเทน

ตองการไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในอัตรา 11 และ 2 เปอรเซน็ต ของปริมาณจุลินทรียที่เกิดขึ้นใหม 

ดังน้ันถาจุลินทรียใชอาหารในรูปของที่ถูกทําลายไป 1 กโิลกรัม เพื่อใชสรางเซลลใหม 0.1 กโิลกรัม 

จะทําใหอัตราสวนของ BOD:N:P เปน 100:1.1:0.2 ซึ่งเปนอัตราสวนที่เหมาะสมสําหรับการยอย

สลายภายใตสภาวะไรออกซิเจน (อาริยา, 2546) 

 

6.2  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรดดาง (pH) 

 

จากการศึกษาคา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อกอนหมักที่ระยะเวลากักเก็บ 67 40 และ 25 วัน 

พบวามีคาใกลเคียงกัน โดยมีคาเทากับ 3.86 ± 0.06  3.97 ± 0.02 และ 3.99 ± 0.01 แตเมือ่ระยะเวลา

เก็บกักลดลง คา pH ของอาหารเลี้ยงเชื้อหลังหมัก ซึ่งแสดงถึงคา pH ภายในถังหมัก มีคาลดลง โดย

ระยะ เวลาเก็บกัก 67 40 และ 25 วัน มีคาความเปนกรดดางเทากับ 7.66 ± 0.24 7.03± 0.39 และ 5.14 

±0.40 (ดังภาพที่ 25) โดยคา pH ภายในถังหมักที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 และ 40 วัน เปนคาที่เหมาะสม

ตอแบคทีเรียพวกที่สรางกาซมีเทนคือ อยูในชวง 6.8-7.2 (Gerardi, 2003) แตคา pH ที่ระยะเวลาเก็บ

กัก 25 วัน มีคาตํ่ากวาชวงที่เหมาะสมตอแบคทีเรียพวกที่สรางกาซมีเทน และยังเปนอันตรายตอ

แบคทีเรียพวกที่สรางกาซมีเทนเน่ืองจากคา pH ซึ่งตํ่าลง แสดงวาแบคทีเรียเหลาน้ีใชกรดอินทรีย

ระเหยไมทัน ทําใหปริมาณกรดอินทรียระเหยสะสมเพิ่มมากขึ้น ถาคา pH ตํ่าลงถึง 4.5-5.0 จะทําให

แบคทีเรียพวกที่สรางกาซมีเทนหยุดการเจริญเติบโต (Acher and Kirsop, 1991) 

 

 
 

ภาพท่ี 25  คา pH ของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 และ 67 วัน 
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6.3  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงคา COD 

 

จากตารางที่ 20 และภาพที่ 26 พบวาเมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลง ประสิทธิภาพการกําจัด 

COD ก็ลดลงเชนกัน โดยที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 40 และ 25 วัน มีประสิทธิภาพการกําจัด COD เปน 

87.64 ± 1.97 83.64 ± 3.23 และ 73.62 ± 6.39 เปอรเซ็นต ตามลําดับ เน่ืองจากเมื่อระยะเวลาเก็บกัก

นอยลงทําใหจุลินทรียในระบบมีเวลาทีจ่ะเมแทบอไลซ (metabolize) สารอินทรียตาง ๆ นอยลงดวย 

ทําใหระบบมีสารอินทรียเหลืออยูมาก ระบบจึงมีประสิทธิภาพการกําจัดสารอินทรียตํ่าลง โดย

สอดคลองกับการทดลองของอาริยา (2546) ซึ่งศึกษาการผลิตกาซชีวภาพจากเศษอาหารดวย

กระบวนการยอยสลายภายใตสภาวะไรออกซิเจนแบบสองขั้นตอน พบวาระบบมีประสิทธิการกําจัด 

COD เปน 90.13 87.93 85.62 และ 82.11 เปอรเซน็ต เมื่อมีระยะเวลาเก็บกัก 35 30 25 และ 20 วัน 

ตามลําดับ 

 

ตารางท่ี 20  คา COD และปริมาณการกําจัด COD ที่ระยะเวลาเก็บกักตาง ๆ 

 

ระยะเวลาเก็บกัก 

(วัน) 

คา COD เร่ิมตน 

 (g/L) 

คา COD สุดทาย 

(g/L) 

ปริมาณการกําจัด COD 

(%) 

25 77.36 ± 3.97 20.43 ± 5.31 73.62 ± 6.39 

40 56.90 ± 12.84 19.61 ± 14.64 83.64 ± 3.23 

67 64.53 ± 5.99 7.88 ± 0.83 87.64 ± 1.97 
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ภาพท่ี 26  ประสิทธิภาพการกําจัด COD ของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40  

และ 67 วัน 

 

6.4  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณของแข็งทั้งหมด 

 

 ปริมาณของแข็งทั้งหมดของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน (4.86 ± 0.43) x 10-2 มิลลิกรัมตอลิตร 

โดยที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 40 และ 25 วันภายในถังหมักมีปริมาณของแข็งทั้งหมดเปน  

(1.35±0.04) x10-2 (1.51±0.07) x10-2 และ(1.65±0.04) x10-2 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (ดังภาพที่ 

27) ซึ่งของเหลวภายในถังหมักควรมีปริมาณของแข็งนอยกวา 5000 มิลลิกรัมตอลิตร (Gerardi, 

2003) จุลินทรียภายในถังหมักสามารถลดปริมาณของแข็งทั้งหมดลงได 72.26 68.87 และ 65.99 

เปอรเซน็ต เมือ่มีระยะเวลาเก็บกัก เปน 67 40 และ 25 วัน ตามลําดับ แสดงวาเมื่อระยะเวลาเก็บกัก

ลดลง การกําจัดปริมาณของแข็งทั้งหมดกล็ดลงเชนกนั ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของอาริยา 

(2546) ที่ศึกษาการผลิตกาซชีวภาพจากเศษอาหารดวยกระบวนการยอยสลายภายใตสภาวะไร

ออกซเิจนแบบสองขัน้ตอน พบวา ถังหมักสามารถลดปริมาณของแข็งทั้งหมดลง 84.34 79.75 77.48 

และ 75.29 เปอรเซน็ต เมื่อมีระยะเวลาเก็บกัก 35 30 25 และ 20 วัน ตามลําดับ 
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ภาพท่ี 27  ปริมาณของแข็งทั้งหมดของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 และ  

67 วัน 

 

6.5  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงของแข็งระเหยทั้งหมด 

 

 ปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดของอาหารเลี้ยงเชื้อเปน (3.96±0.42) x 10-2 มิลลิกรัมตอ

ลติร โดยที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 40 และ 25 วันภายในถังหมักมีปริมาณของแข็งทั้งหมดเปน 

(0.48±0.02)x10-2 (0.63±0.07)x10-2 และ(0.74±0.02) x10-2 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (ภาพที่ 28)

จุลินทรียภายในถังหมักสามารถลดปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดลงได 87.80 84.00 และ 81.26 

เปอรเซน็ต เมือ่มีระยะเวลาเก็บกักเปน 67 40 และ 25 วัน ตามลําดับ แสดงวาเมือ่ระยะเวลาเก็บกัก 

ลดลง การกําจัดปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดกล็ดลงเชนกนั  
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ภาพท่ี 28  ปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40  

และ 67 วัน 

 

6.6  ศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซมีเทน 

 

เมื่อเติมอาหารแบบกึ่งตอเน่ืองโดยเปลี่ยนระยะเวลาเก็บกักเปน 3 ชวง คือ 67 40 และ 25 

วัน แลวศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณกาซชีวภาพ พบวา ระยะเวลาเก็บกัก 67 และ 40 วัน ถังหมัก

ผลิตกาซชีวภาพปริมาณใกลเคียงกัน โดยระยะเวลาเก็บกัก 67 วัน ถังหมักผลิตกาซชีวภาพเฉลี่ย 

1199.29 ± 45.99 มิลลิลิตรตอวัน และระยะเวลาเก็บกัก 40 วัน ถังหมักผลิตกาซชีวภาพเฉลี่ย 1152.86 

± 26.73 มิลลิลิตรตอวัน สวนระยะเวลาเก็บกัก 25 วัน ถังหมักผลิตกาซชีวภาพเฉลี่ย 503.75 ± 36.83 

มิลลิลิตรตอวัน ซึ่งมีปริมาณนอยที่สุด (ดังตารางที่ 21 และภาพที่ 29) 

 

เมื่อพิจารณาถึงปริมาณกาซมีเทน พบวา ระยะเวลาเก็บกัก 25 วัน ถังหมักผลิตกาซมีเทน

ไดปริมาณนอยที่สุด โดยมีปริมาณเทากับ 315.00 ± 23.03 มิลลิลิตรตอวัน สวนระยะเวลาเก็บกัก 67 

และ 40 วัน ถังหมักผลิตกาซมีเทนไดใกลเคียงกัน โดยระยะเวลาเก็บกัก 67 วัน ผลิตกาซมีเทน

ปริมาณ 1032.48 ± 39.59 มิลลิลิตรตอวัน และระยะเวลาเก็บกัก 40 วัน ผลิตกาซมีเทนปริมาณ 

1008.54 ± 23.38 มิลลิลิตรตอวัน (ดังตารางที่ 21) 
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ที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 และ 40 วัน กาซชีวภาพมีความเขมขนของกาซมีเทนใกลเคียงกัน 

คอื 86.09 และ 87.48 เปอรเซ็นต สวนระยะเวลาเก็บกัก 25 วัน มีความเขมขนของกาซมีเทนนอยที่สุด 

คอื 62.53 เปอรเซน็ต (ดังตารางที่ 21) 

 

ตารางท่ี 21  ปริมาณกาซชีวภาพและปริมาณกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก ตาง ๆ 

 

ระยะเวลาเก็บกัก 

(วัน) 

ปริมาณกาซชีวภาพ 

(ml/d) 

ความเขมขนของกาซมเีทน

(%) 

ปริมาณกาซมีเทน

(ml/d) 

25 503.75 62.53 315.00 

40 1,152.86 87.48 1,008.54 

67 1,199.29 86.09 1,032.48 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 29  ปริมาณกาซชีวภาพของการหมักเพื่อผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 40 และ 67 วัน 

 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงตาง ๆ พบวา ที่ระยะเวลาเก็บกัก 25 วัน ภายในถังหมักมี

คา pH เปน 5.14±0.40 ซึ่งเปน pH ที่ไมเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียสรางมีเทน มีปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดและปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดมากที่สุด มีประสิทธิภาพการกําจัด COD ตํ่าที่สุด 
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และมปีริมาณการผลิตกาซชีวภาพนอยที่สุด สวนระยะเวลาเก็บกัก 67 และ 40 วัน มีการเปลี่ยนแปลง

คาตาง ๆ ใกลเคียงกัน แตในชวงหลังของการหมักที่ระยะเวลาเก็บกัก 40 วัน pH ภายในถังหมักมีคา

ตํ่ากวา 6.8 (ซึ่งเปน pH ที่เหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียสรางมีเทน) ปริมาณของแข็งทั้งหมด

และปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมดมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อระยะเวลาการหมักเพิ่มขึ้น แตปริมาณกาซ

ชีวภาพมแีนวโนมลดลง แสดงวา ระยะเวลาเก็บกัก 40 และ 25 วัน นอยเกนิไปสงผลใหจุลินทรียใน

ถังหมักมีเวลาทีจ่ะเมแทบอไลซ (metabolize) สารตาง ๆ นอย ทําใหระบบมีสาร อาหารเหลอือยูมาก 

จึงเกิดการเปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอมภายในถังหมักซึ่งไมเหมาะตอการเจริญของแบคทีเรีย

สรางมีเทน ดังน้ันระยะเวลาเก็บกัก 67 วัน จึงเหมาะสมสําหรับการผลิตกาซมีเทน โดยใชของเหลวที่

ผานการหมักจากถังผลิตกาซไฮโดรเจนมาเปนอาหารเลี้ยงเชื้อ สอดคลองกับการทดลองของ Yan et 

al. (1988) ซึ่งศึกษาการผลิตกาซมีเทนโดยเวยจากชีส เมื่อใชถังหมักแบบ upflow sludge blanket 

พบวา ที่ความเขมขนของสารอาหารเขาสูระบบคงที่ อัตราการผลิตกาซมีเทน(LCH4 g
-1COD d-1) 

ลดลง เมื่อระยะเวลาเก็บกักลดลง โดยระยะเวลาเก็บกักที่สั้นมีผลตออัตราการผลิตกาซมีเทนอยาง

มาก เมื่อสารอาหารเขาสูระบบมีความเขมขนสูง 

 

จากการทดลองของ Kavacik and Topaloglu (2010) ศึกษาการผลิตกาซชีวภาพจากการ

ยอยสวนผสมของเวยจากชีสและปุยคอก พบวา เมื่อสวนผสมมีปริมาณของแข็งทั้งหมด 8 เปอรเซน็ต 

ที่อุณหภูมิ 34 องศาเซลเซยีส สามารถผลิตกาซชีวภาพไดสูงสุด 1.510 m3m-3 d-1 ที่ระยะเวลาเก็บกัก 5 

วัน มีอัตราการผลิตกาซมีเทน 60 ± 1 เปอรเซน็ต แตที่ระยะเวลาเก็บกัก 10 วัน มีประสิทธิภาพการ

กําจัด ของแข็งทั้งหมด ของแข็งระเหยทั้งหมด และ COD สูงสุดเปน 49.5 49.4 และ 54 เปอรเซน็ต 

ตามลําดับ 

 

จากการทดลองของ Desai et al. (1994) ศึกษาผลของอุณหภูมิและระยะเวลาเกบ็กกัตอ

การผลิตกาซมีเทนจาก มูลวัว ของเสยีจากสัตวปก และเวยจากชีส พบวา สามารถผลิตกาซชีวภาพ

สูงสุด 2.2 L L-1ของถังหมัก d-1 เปนกาซมีเทน 62 เปอรเซน็ต ที่ระยะเวลาเก็บกัก 10 วัน อุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซยีส มปีระสิทธิภาพการกําจัด COD 71 เปอรเซน็ต โดยใชสวนผสมของมลูวัว ของเสยีจาก

สัตวปก และเวยจากชีส ในอัตรา 2:1:3 (w/w)  

 

จากการทดลองของ Yang et al. (2003) ศึกษาการคัดเลือกสภาวะซึ่งเหมาะสําหรับ

กระบวนการแอซโิดเจเนซสิจากนํ้าเสียชีสเวยและการผลิตมีเทน พบวา ในกระบวนการ 

แอซโิดเจเนซสิ อัตราการผลิตกรดอะซิติก และกรดบิวทิริก สูงสุด คือ ระยะเวลาเก็บกัก 0.40 วัน pH 

6.0 อุณหภูมิ 54.1 องศาเซลเซยีส และระยะเวลาเก็บกัก 0.22 วัน  pH 6.5 อุณหภูมิ 51.9 องศา
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เซลเซียส ตามลําดับ โดยเลือกสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตกรดอะซิติกเพื่อผลิตกาซมีเทน การ

หมักแบบสองขั้นตอนนี้มีอัตราการผลิตกาซมีเทน 43 เปอรเซน็ต ซึ่งสูงกวาการหมักแบบขั้นตอน

เดียว 

 

จากการทดลองของ Venetsaneas et al. (2009) ศึกษาการใชเวยจากชีสเพื่อผลิตกาซ

ไฮโดรเจนและมเีทนโดยกระบวนหมกัสองขัน้ตอนแบบตอเน่ือง พบวา การหมักเวยซึ่งไมถูกเจือจาง 

ที่สภาวะ mesophilic ระยะเวลาเก็บกัก 24 ชั่วโมง เมื่อควบคุม pH 5.2 ดวยการเติม NaHCO3 มีการ

ผลิตกาซไฮโดรเจน 0.78 ± 0.05 mol H2 /mol กลูโคสบริโภค สวนการควบคุม pH อยางอัตโนมติั มี

การผลติกาซไฮโดรเจน 0.61 ± 0.04 mol H2/mol กลูโคสบริโภค นํ้าทิ้งจากการผลติกาซไฮโดรเจน

ถูกยอยตอโดยถังหมักเพื่อผลิตกาซชีวภาพในสภาวะ mesophilic อยางตอเน่ือง ที่ระยะเวลาเก็บกัก 20 

วัน ผลิตกาซมีเทนประมาณ 1 L/วัน และ 6.7 ลิตรของมีเทนตอลิตรของอาหารที่เขาระบบ 

 

เมื่อนําของเหลวที่ผานการหมักจากถังหมักผลิตกาซมีเทนที่ระยะเวลาเก็บกัก 67 วัน มา

ศึกษาปริมาณธาตุอาหาร พบวามีปริมาณดังนี้ ไนโตรเจน 0.21 ± 0.01 เปอรเซน็ต (w/w) ฟอสฟอรัส 

0.02 ± (1.63x10-3) เปอรเซ็นต (w/w) โพแทสเซียม 0.15 ± (2.36x10-3) เปอรเซ็นต (w/w) แคลเซียม 

0.07± (5.19x10-3) เปอรเซ็นต (w/w) และแมกนีเซยีม (5.00x10-3) ± 0 เปอรเซน็ต (w/w) แสดงวา

ของเหลวที่ผานการหมักจากถังหมักผลิตกาซมีเทนมีปริมาณธาตุอาหารตาง ๆ นอยจึงไมเหมาะที่จะ

นําของเหลวที่ผานการหมักจากถังหมักผลิตกาซมีเทนมาใชเปนปุย 
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สรุปและขอเสนอแนะ 

 

สรุป 

 

เมื่อนําผลิตภัณฑนมเหลือทิ้งมาเปนวัตถุดิบสําหรับผลิตกาซไฮโดรเจนซึ่งเปนขั้นตอนแรก

ของการผลิตกาซชีวภาพซึ่งมีการผลิตกาซมีเทนในขั้นตอนที่สอง พบวาเกิดการสะสมของกรด

อินทรียเพิ่มขึ้น ทําใหโปรตีนในนํ้านมตกตะกอน ดังน้ันจึงตองแยกโปรตีนออกจากนํ้านมโดยการ

ผสมกับ CaSO4·2H2O ปริมาณ 1 เปอรเซน็ต ของปริมาตรน้ํานม ใหความรอน 95 องศาเซลเซยีส เปน

เวลา 15 นาที เกิดการตกตะกอนโปรตีนและแยกออกกอนนําของเหลวไปเปนวัตถุดิบสําหรับผลิต

กาซชีวภาพตอไป 

 

สําหรับงานวิจัยน้ีเปนการหมกัแบบสองขัน้ตอนในสภาวะไรออกซเิจน โดยแบงการหมัก

เปนสองถัง ซึ่งถังหมักแรกสามารถผลิตกาซชีวภาพที่มีความเขมขนของกาซไฮโดรเจนเปน 32.99 

เปอรเซ็นต จากเซลลตรึง และ 55.80  เปอรเซ็นต จากเซลลอิสระ สวนถังหมักที่สองสามารถผลิต

กาซชีวภาพที่มีความเขมขนของกาซมีเทนเปน 86.09 เปอรเซน็ต  

 

จากผลการทดลองนี้สามารถปรับปรุงคุณภาพกาซชีวภาพที่ผลิตจากผลิตภัณฑนมเหลือทิ้ง

ไดโดยกาซชีวภาพมีความเขมขนของกาซไฮโดรเจนและมีเทนเพิ่มขึ้น เนื่องจากโดยทั่วไปกาซ

ชีวภาพประกอบดวยกาซมีเทน 55-65 เปอรเซน็ต กาซไฮโดรเจน 0-1 เปอรเซน็ต และกาซชนิดอ่ืน ๆ 

(Polprasert, 1996)  
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ขอเสนอแนะ 

 

การเพิ่มปริมาณกาซไฮโดรเจนจากการหมักผลิตภัณฑนมเหลือทิ้ง หากตองการให

กระบวนการหมกัเปนไปอยางตอเน่ือง ขัน้แรกควรแยกโปรตีนในนมออกไปกอน หลงัจากน้ันจึง

นําไปผลิตกาซไฮโดรเจนดวยเซลลตรึงของเชื้อ C. acetobutylicum TISTR 1462 ในถงัแรก ถึงแมวา

ผลผลิตจากการหมักดวยเซลลอิสระจะใหปริมาณกาซไฮโดรเจนมากกวาเซลลตรึง แตการหมักดวย

เซลลอิสระจะมีปญหาในการแยกเซลลออกจากของเหลวเพื่อนําไปหมักตอในถังมีเทน 

 

สวนขั้นตอนการผลิตกาซมีเทนน้ัน มีความนาสนใจที่จะทดลองในรูปแบบเซลลอิสระและ

เซลลที่ถูกตรึงของแบคทีเรียที่สรางมีเทน แบบถังหมักใบเดียว (หมักกรด + หมักมีเทน)  และถัง

หมักสองถัง (หมกักรดถงัแรก + หมักมีเทนถังที่สอง)  เพื่อตองการหาระบบผลิตกาซไฮโดรเจน 
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สารเคมีและวิธีการวิเคราะห 

 

1.  Biochemical oxygen demand (BOD) 

 

BOD คือปริมาณออกซิเจนที่แบคทีเรียตองการใชในการยอยสลายสารอินทรียในนํ้าเสีย  คา 

BOD น้ีจะบอกถึงคุณลักษณะของนํ้าเสียน้ันวามีสารอินทรียปนอยูมากหรือไม ถาคา BOD มีมาก

แสดงวามีสารอินทรียปนอยูมาก แตถาคา BOD นอยแสดงวามีสารอินทรียปนอยูนอยดวย 

 

1.1  เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 

1.1.1  ขวดมาตรฐานความจุ 250-300 มิลลิลิตร มีจุกปดไดสนิทปากกวางออกเล็กนอยมี

รองเหนือจุกและปากขวดเพื่อใหมีนํ้าหลออยูเสมอขณะ incubate ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส เพื่อ

ปองกันการดึงอากาศจากภายนอกเขาไปในขวด ขวดนี้ตองลางใหสะอาดทุกคร้ังกอนนํามาใช 

 

1.1.2 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิที่ 20 องศาเซลเซยีส 

 

1.1.3 ตูเย็นขนาด 6 คิวบิคฟุต 

 

1.1.4 กระบอกตวงขนาด 1,000 มิลลิลิตร 

 

1.2  สารเคมี 

 

1.2.1  นํ้ากลั่นบริสุทธิ์คุณภาพสูงปราศจากคลอรีน อัลคาไลนิต้ี กรด และสารอินทรีย มี

ทองแดงปนไดไมเกิน 0.01 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

1.2.2  สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร ละลาย KH2PO4 8.5 กรัม K2HPO4 21.75 กรัม 

Na2HPO4.7H2O 33.4 กรัม และ NH4Cl 1.7 กรัม ในนํ้ากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร แลวเจือจาง

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร สารละลายนี้ควรจะมีคา pH 7.2 

 

1.2.3  สารละลายแมกนีเซียมซัลเฟต ละลาย MgSO4.7H2O จํานวน 22.5 กรัม ในนํ้า

กลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 
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1.2.4  สารละลายแคลเซียมคลอไรด ละลาย CaCl2 ที่อบแหง 27.5 กรัม ในนํ้ากลั่นแลว

เจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

1.2.5  สารละลายเฟอริคคลอไรด ละลาย FeCl3.6H2O 0.25 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจาง

ปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

1.2.6  สารละลายโซเดียมซัลไฟด 0.025 N ละลาย Na2SO3 ที่อบแหง 1.575 กรัม ในนํ้า

กลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร สารละลายนี้ไมคงที่สลายตัวไดงาย จึงควรเตรียม

เฉพาะเวลาที่ตองการเทานั้น 

 

1.2.7  สารละลายกรดและดาง 1 N สําหรับใชปรับคา pH ใหเปนกลาง 

 

1.2.8  การเติมนํ้าเชื้อ (seeding) เพื่อตองการใหมีจํานวนแบคทีเรียเพียงพอในการยอย

สลายสารอินทรียในนํ้าเสีย นํ้าเสียประเภทสารอินทรีย เชน น้ําโสโครกจากบานเรือนซึ่งมีแบคทีเรีย

อยูเปนจํานวมากแลวก็ไมจําเปนตองเติมนํ้าเชื้อลงไปอีก 

 

ตัวอยางนํ้าที่มีเชื้อแบคทีเรียอยูนอยหรือไมมีเลย เชน นํ้าทิ้งที่ผานการฆาเชื้อดวย

คลอรีน นํ้าทิ้งที่อุณหภูมิสูง เปนกรดหรือดางแรงจะตองเติมเชื้อลงในนํ้าที่ใชเจือจาง  นํ้าเชื้อ

มาตรฐานเตรียมไดจากนํ้าโสโครกจากบานเรือนที่ปลอยใหตกตะกอนและใสไวในตูอุณหภูมิ  20 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24-36 ชั่วโมง จึงดูดเอาน้ําสวนบนมาใช โดยทั่วไปแลวใชนํ้าเชื้อมาตรฐาน 

1-2 มิลลิลิตรตอนํ้าที่ใชเจือจาง 1,000 มิลลิลิตร 

 

นํ้าทิ้งจากโรงงานอุตสาหกรรมหลายชนิดที่มีสารอินทรียที่เชื้อแบคทีเรียจากนํ้า

โสโครกจากบานเรือนไมสามารถยอยสลายได ในกรณีเชนน้ีจะตองเตรียมนํ้าเชื้อจากดิน ทําใหเชื้อ

เคยชินกับนํ้าทิ้งชนิดน้ันเสียกอนหรือเก็บจากแหลงรับนํ้าใตจุดที่ทิ้งนํ้าเสียน้ัน (โดยปกตินิยมเก็บที่

ระยะ 2-3 กโิลเมตร) การทําใหเชื้อเคยชินกับนํ้าเสียที่ตองการน้ันทําไดโดยการเปาอากาศใหนํ้า

โสโครกหรือจากแหลงนํ้าทิ้ง แลวคอย ๆ เพิ่มปริมาณนํ้าเสียที่ตองการหา BOD ลงไปทุกวัน

จนกระทั่งไดเชื้อที่เคยชินกับนํ้าเสียน้ันเจริญขึ้นจนเปนที่นาพอใจ 
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1.3  วิธกีารวิเคราะห 

 

1.3.1  การเตรียมนํ้าสําหรับใชเจือจาง 

 

ก.  ตวงนํ้ากลั่นใหมากกวาปริมาณที่ตองการใช 1,000 มิลลิลิตร ใสลงในภาชนะ

ที่สะอาด 

 

ข.  เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร แมกนีเซียมซัลเฟต แคลเซียมคลอไรด และ 

เฟอริคคลอไรด ตามลําดับ ใชสารละลายแตละชนิด 1 มิลลิลิตร ตอนํ้าเจือจาง 1,000 มิลลิลิตร 

 

ค.  เปาอากาศที่สะอาด เพื่อเพิ่มปริมาณสารละลายออกซิเจนใหกับนํ้าเจือจางเปน

เวลาอยางนอย 1 ชั่วโมง 

 

ง.  เติมนํ้าเชื้อ 2 มิลลิลิตรตอนํ้าที่ใชเจือจาง 1,000 มิลลิลิตร ในกรณีที่จําเปนตอง

ใช 

 

1.3.2  การเตรียมตัวอยางนํ้าที่จะวิเคราะห 

 

ก.  ตัวอยางนํ้าที่เปนดางหรือกรดจะตองปรับใหเปนกลาง  คือ pH ประมาณ 7 

ดวย H2SO4 1 N หรือ NaOH 1 N แลวแตกรณี 

 

ข.  ตัวอยางนํ้าที่มีสารประกอบคลอรีนสวนเหลือ โดยปกติถาต้ังตัวอยางน้ํ าทิ้ง

ไว 1-2 ชั่วโมงคลอรีนสวนที่เหลือก็จะสลายตัวไป แตถาตัวอยางนํ้าที่ปรับใหเปนกลางแลวยังมี

คลอรีนสวนเหลอือยูมากตองกําจัดโดยใชโซเดียมซลัไฟด การหาปริมาณคราว ๆ ของโซเดียม

ซัลไฟดที่จะเติมทําไดโดยใชตัวอยางนํ้า 100-1,000 มิลลิลิตร เติมกรดอะซิติค (1+1) หรือกรดซัลฟูริค 

(1+50) 10มิลลิลิตร แลวไตเตรตดวยโซเดียมซลัไฟด 0.025 N ใชนํ้าแปงเปนอินดิเคเตอร ก็จะทราบ

ปริมาณโซเดียมซัลไฟดที่จะตองใช แลวจึงนําตัวอยางนํ้าที่กําจัดคลอรีนสวนเกนิแลวไปหาคา BOD 

ตอไป 

 

ค.  ตัวอยางนํ้าที่มีโลหะหนักหรือสารเปนพิษชนิดอ่ืนปนอยู จะตองศึกษาและ

กําจัดเสียกอนเปนพิเศษ 
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1.3.3  วิธีเจือจาง 

 

ก.  เลือกเปอรเซ็นตตัวอยางในการเจือจางที่คาดวาจะใหคา  BOD อยูในชวงที่

กําหนด แลวจึงเลือกเปอรเซ็นตตัวอยางเจือจางที่สูงกวาและตํ่ากวาที่อยูติดกันไปอีก 2 ขั้น ตามตาราง

ผนวกที่ 1 ดังน้ันจําเปนตองรูคา BOD โดยประมาณของนํ้าเสยีกอน 

 

ข.  คอย ๆ รินนํ้าเจือจาง 700-800 มิลลิลิตร ในกระบอกตวงขนาด 1,000 

มิลลิลิตร โดยพยายามอยาใหมีฟองอากาศ 

 

ค.  เติมตัวอยางนํ้าจํานวนทีต่องการแลวเติมนํ้าเจือจางจนปริมาตรเปน 1,000 

มิลลิลิตร 

 

ง.  ใชแทงแกวคนใหเขากัน อยาใหมีฟองอากาศ 

 

จ.  คอย ๆ รินใสขวด BOD 3 ขวด ปดจุกแลวนําไปเก็บไวในตูอุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส 2 ขวด สวนขวดทีเ่หลอืนําไปหา DO ทันท ีเพื่อทราบคา DO ที่จุดเร่ิมตน (D1) 

 

ฉ.  ทําเชนเดียวกันต้ังแตขอ 2 ถึงขอ 5 สําหรับเปอรเซ็นตตัวอยางเจือจางที่ ตํ่ากวา

และสงูกวา ตามลําดับ 

 

1.3.4  การหาปริมาณ DO 

 

 หาปริมาณ DO ที่จุดเร่ิมตนโดยวิธี Azide modification of the iodometric method 

ดังที่จะกลาวตอไป 

 

1.3.5  การเพาะเลี้ยง (incubation) 

 

 เพาะเลี้ยงโดยเก็บ 2 ขวดของแตละเปอรเซ็นตตัวอยาง เจือจางในตูเย็นมืด

อุณหภูมิ 20±1 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 วัน จึงนําออกมาหาปริมาณ DO (D2) เหมอืนการหา

ปริมาณ DO ที่จุดเร่ิมตน 
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 1.3.6  การลดปริมาณ DO เน่ืองจากนํ้าเชื้อ 

 

 ในกรณีที่มีการเติมนํ้าเชือ้ลงในนํ้ากลั่นสําหรับเจือจางก็จะตองหาปริมาณ DO ที่

ลดลง เน่ืองจากนํ้าเชือ้ในนํ้าเจือจาง แลวนําไปคิดคํานวณเทียบตามเปอรเซ็นตของนํ้าเชื้อที่ใชในการ

เจือจางตัวอยางนํ้า โดยปกติแลวปริมาณ DO ที่ลดลงเน่ืองจากนํ้าเชื้อไมควรเกิด 1 มิลลิกรัมตอลิตร 

 

1.3.7  การควบคุมคุณภาพนํ้าเจือจาง 

 

รินนํ้ากลั่นที่ใชเจือจางแตไมไดใสนํ้าเชื้อลงในขวด BOD 2 ใบ ปดจุกแลวเอา

ขวดหน่ึงเพาะที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซยีส สวนอีกขวดหน่ึงหาปริมาณ DO ทันที ผลตางของ

ปริมาณ DO ทีไ่ดในตอนแรกและตอนหลงั (5 วัน) จะเปนเคร่ืองชี้ใหเห็นคุณภาพของนํ้ากลั่นที่ใช

เปนนํ้าเจือจาง ถาปรากฏวาปริมาณ DO ลดลง ผลที่ไดน้ันไมควรใชเปน blank collection ปกติแลว

ปริมาณ DO ไมควรลดเกนิกวา 0.2 มิลลิลิตร หรือที่ดีแลวไมควรเกิน 0.1 มิลลิลิตร 

 

1.3.8  การพิจารณาผลเพื่อใชคํานวณคา BOD 

 

ผลที่นาเชื่อถือและจะใชคํานวณตอไปน้ัน จะตองมีคาปริมาณ DO เหลอือยูอยาง

นอย 1 มิลลิกรัมตอลิตร และตองมีการลดปริมาณ DO ลงไปอยางนอย 2 มิลลิกรัมตอลิตร จึงจะทําให

คา BOD ที่คํานวณออกมาไดน้ันถูกตองที่สุด 

 

1.3.9  การคํานวณ 

 

ก.  ในกรณีที่ไมเติมเชื้อ 

 

มิลลิกรัม/ลติร BOD = (D1-D2) / P 

 

ข.  ในกรณีที่เติมเชื้อ 

 

มิลลิกรัม/ลติร BOD = [(D1-D2)-(B1-B2)f] / P 
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D1 = DO ของตัวอยางที่ทําการเจือจางแลวเปนเวลา 15 นาที ของวันที่ 0 

 

D2 = DO ของตัวอยางที่ทําการเจือจางแลวและบมเปนเวลา 5 วัน 

 

P = อัตราสวนของตัวอยางที่ใชตอตัวอยางที่เจือจางแลว 

 

B1 = DO ของหัวเชื้อคุม (seed control) กอนการบม 

 

B2 = DO ของหัวเชื้อคุม (seed control) หลังการบม 5 วัน 

 

f = อัตราสวนของหัวเชื้อในตัวอยางตอในหัวเชื้อคุม  

 

   = (% seed in D1)/(% seed in B1) 

 

ตารางผนวกท่ี ก1  ชวงของคา BOD ที่วัดไดตามคาเปอรเซ็นตตัวอยางของการเจือจาง  

 

ชวง BOD % ตัวอยาง 

20,000-70,000 

10,000-25,000 

4,000-14,000 

2,000-7,000 

1,000-3,500 

400-1,400 

200-700 

100-350 

40-140 

20-70 

10-35 

4-14 

0-7 

0.01 

0.02 

0.05 

0.10 

0.20 

0.50 

1.00 

2.00 

5.00 

10.00 

20.00 

50.00 

100.00 
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2.  Dissolved oxygen (DO) โดย Azide modification of iodometric method 

 

วิธีน้ีเหมาะสําหรับการหาปริมาณสารละลายออกซิเจนในนํ้าโสโครก นํ้าทิ้งจากโรงงาน

อุตสาหกรรม นํ้าในแมนํ้าลําคลอง แตใชไดไมดีกับนํ้าที่มีอนุภาคของเหล็กที่มีวาเลนซี 2 เกนิกวา 1

มิลลิกรัมตอลิตร หรือสารที่เปนตัวเติมหรือลดออกซิเจนปนอยู  

 

2.1  สารเคมี 

 

2.1.1  สารละลายแมงกานีสซัลเฟต ละลาย MnSO4.2H2O 400 กรัม หรือ MnSO4.H2O 

364 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

2.1.2  สารละลายอัลคาไล-ไอโอไดด-อาไซด ละลาย NaOH 500 กรัม และ NaI 135 

กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เสร็จแลวเติม NaN3 10 กรัม ที่ละลายในนํ้า

กลั่น 40 มิลลิลิตร 

 

2.1.3  กรดซลัฟวริกเขมขน 

 

2.1.4.  นํ้าแปง ละลายแปงมัน 5 กรัม ในนํ้ากลั่นประมาณ 50 มิลลิลิตร คอย ๆ เทลงใน

นํ้ากลั่นประมาณ 800 มิลลิลิตร ตมจนเปนเน้ือเดียวกัน เติมนํ้าอีกจนไดปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

ปลอยใหเดือดประมาณ 5 นาที ปลอยใหเย็นแลวเติมกรด salicylic 1.25 กรัม หรือใช toluene 2-3 

หยด เติมลงในสารละลายนํ้าแปงเพื่อกันบูด 

 

2.1.5  สารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.025 N ใชในการไตเตรท ละลาย 

Na2S2O3.5H2O 6.205 กรัม ในนํ้ากลั่นที่ตมจนเดือดใหม ๆ และปลอยทิ้งใหเย็นแลวเติมจนปริมาตร

เปน 1,000 มิลลิลิตร สารละลายน้ีสามารถเก็บรักษาใหคงสภาพอยูไดโดยเติม NaOH 0.4 กรัมตอลิตร 

สารละลายมาตรฐานนี้ 1 มิลลิลิตร จะมีคาเทากับปริมาณสารละลายออกซิเจน (DO) 0.200 มิลลิกรัม 

 

ก.  การหาคามาตรฐานของสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตดวยสารละลาย 

ไดโครเมต 
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1)  สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 0.025 N ละลาย K2Cr2O7 ที

อบแหงแลว 1.225 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร 

 

2)  ละลาย KI 2 กรัม ในขวดแกวรูปชมพู (Erlenmeyer flask) ดวยนํ้ากลั่น 

100-150 มิลลิลิตร 

 

3)  เติม H2SO4 (1+9) 10 มิลลิลิตร 

 

4)  เติมสารละลายมาตรฐาน K2Cr2O7 20 มิลลิลิตร 

 

5)  ต้ังทิ้งไวในที่มืด 5 นาที 

 

6)  เจือจางดวยนํ้ากลั่นจนปริมาตรเปน 400 มิลลิลิตร โดยประมาณ 

 

7)  ไตเตรทไอโอดีนที่เกิดขึ้น ดวยสารละลายโซเดียมไทโอซลัเฟต  

 

8)  Normality ของสารละลายไทโอซลัเฟต = (a × N)/20 

 

a = มิลลิลิตรไทโอซัลเฟตที่ใช 

 

N= Normality ของสารละลายมาตรฐาน K2Cr2O7 

 

9)  ปรับสารละลายโซเดียมไทโอซัลเฟตใหมีความเขมขนแนนอนเปน    

0.025 N 

 

2.2  วิธกีารวิเคราะห 

 

2.2.1  จากตัวอยางนํ้าที่เก็บไดในขวด 250-300 มิลลิลิตร เติมสารละลายแมงกานีส

ซัลเฟต 2 มิลลิลิตร 
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2.2.2  เติมสารละลายอัลคาไล-ไอโอไดด-อาไซด ตามลงไปทันที 2 มิลลิลิตร ใหปลาย

หลอดจมอยูในตัวอยางนํ้า 

 

2.2.3  ปดจุกระวังอยาใหมีฟองอากาศติดอยูในขวด จับขวดควํ่าลงเขยาแบบพลิกมือให

ขวดต้ังขึ้นและลงสลับกันอยางนอย 15 คร้ัง ปลอยทิ้งไวใหตะกอนที่เกิดขึ้นนอนกน 

 

2.2.4  รอจนไดนํ้าใสสวนบนประมาณ 100 มิลลิลิตร คอย ๆ เปดจุกแลวเติมกรด

ซัลฟวริกเขมขนลงไปทันที 2 มิลลิลิตร ใหกรดไหลลงไปตามคอขวด 

 

2.2.5  ปดจุกคอย ๆ เขยาจนกระทั่งตะกอนละลายหมด 

 

2.2.6  ตวงสารละลายที่ได 203 มิลลิลิตร ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร 

(ปริมาตรจํานวนน้ีจะแทนปริมาตรของตัวอยางนํ้าจริง ๆ 200 มิลลิลิตร เนื่องจากปริมาตรของ

ตัวอยางนํ้าถกูแทนทีด่วยนํ้ายาทั้งหมด 4 มิลลิลิตร คือ แมงกานีสซัลเฟต 2 มิลลิลิตร และอัลคาไล-ไอ

โอไดด-อาไซด 2มิลลิลิตร ที่เติมลงไปในขวดขนาด 300 มิลลิลิตร ดังน้ันปริมาตรที่จะนํามาเพือ่ไตเต

รทจึงควรเปน (200×300)/ (300-4) = 203 มิลลิลิตร 

 

2.2.7  ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไทโอซลัเฟต 0.025 N จนไดสเีหลอืง

ออน ๆ 

 

2.2.8  เติมนํ้าแปง 1-2 มิลลิลิตร และไตเตรทจนกระทัง่สีนํ้าเงนิหายไป 

 

การคํานวณ 

 

เน่ืองจาก 1 มิลลิลิตรของ 0.025 N โซเดียมไทโอซัลเฟตที่ใชไตเตรท จะเทากับ

ปริมาณ DO 0.200 มิลลิกรัม เพราะฉะน้ัน 1 มิลลิลิตรของโซเดียมไทโอซลัเฟตจะเทากบั 1 มิลลิกรัม

ตอลติร DO เมื่อใชปริมาตรของตัวอยาง 200 มิลลิลิตร ในการไตเตรท 
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3.  Chemical oxygen demand (COD) โดย Titrimetric method 

 

การวิเคราะหหาคา COD โดยวิธีรีฟลักซแบบปด (Closed reflux) มีหลักการเชนเดียวกับวิธี

รีฟลักซแบบเปด (Open reflux) สารอินทรียที่ระเหยจะสามารถถูกออกซิไดซไดมากกวาในระบบ

เปดเพราะมีเวลาสัมผัสกับสารออกซิไดซไดนานกวา กอนทําการทดลองทุกคร้ังควรตรวจดูฝาปด

หลอดแกววามรีอยแตกหรือไม ฝาจุกของหลอดทดลองที่อาจเกิดชํารุดในขณะทําการยอยสลายใน

ตูอบจะทําใหเกดิการปนเปอนและทําใหมีการสูญหายของสารอินทรียได ดังน้ันจึงควรที่จะตอง

ระมดัระวังสําหรับการยอยสลายในตูอบจะใชอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง การ

เลือกขนาดของหลอดที่ใชขึ้นอยูกับความไว (sensitivity) ที่ตองการ 

 

3.1  สารเคมี 

 

3.1.1  สารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 0.0167 M ละลาย K2Cr2O7 4.913 

กรัม ที่อบแหงในตูอบอุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งใหเย็นใน

โถดูดความชืน้ในนํ้ากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร คอย ๆ เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 167 มิลลิลิตร เติม 

HgSO4 33.3 กรัม คนใหละลาย ต้ังทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวเจือจางใหมีปริมาตรเปน 1,000 

มิลลิลิตร ดวยนํ้ากลั่น 

 

3.1.2  กรดซลัฟวริกรีเอเจนต ละลาย Ag2SO4 22 กรัม ลงในกรดซลัฟวริกเขมขน 1 ขวด 

ซึ่งมีนํ้าหนัก 4.0 กโิลกรัม (ตองใชเวลาในการละลาย 1-2 วัน) 

 

3.1.3  สารละลายเฟอโรอินอินดิเคเตอร ละลาย FeSO4.7H2O 0.695 กรัม และ 1,10 

phenanthroline monohydrate 1.485 กรัม ในนํ้ากลั่นแลวเจือจางปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

3.1.4  สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 0.1 M ละลาย 

Fe(NH4)2(SO4)2.H2O 39.2 กรัม ในนํ้ากลั่นประมาณ 500 มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริคเขมขน 20 

มิลลิลิตร คนใหละลาย ทิ้งไวใหเย็นแลวเติมนํ้ากลั่นจนมีปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร สารละลายนี้

ตองเทียบมาตรฐานกับสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมตที่ใชในการยอยสลายทุกคร้ังที่

นํามาใช เติมสารเคมีตามตารางผนวกที่ 2 ในภาชนะยอยสลายแตใชนํ้ากลัน่แทนตัวอยางน้ํ า ทิ้งให

เย็นที่อุณหภูมิหองแลวไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต  ใชเฟอโรอินเปน
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อินดิเคเตอร 1-2 หยดทําประมาณ 1-2 หลอด ไตเตรทจนถึงจุดยุติสีจะเปลี่ยนจากสีฟาอมเขียวเปนสี

นํ้าตาลแดง 

 

Molarity ของ Fe(NH4)2(SO4)2 = (มิลลิลิตร K2Cr2O7×0.1) / มิลลิลิตร Fe(NH4)2(SO4)2 

 

3.2  วิธกีารวิเคราะห 

 

3.2.1  ลางหลอดยอยสลายและฝาจุกดวยกรดซัลฟวริก 20 เปอรเซน็ต กอนนําไปใช เพื่อ

ปองกันการปนเปอนดวยสารอินทรีย 

 

3.2.2  เลือกใชปริมาตรของตัวอยางนํ้าและสารเคมีที่เหมาะสม ตามตารางผนวกที่ 2 

 

3.2 3  นําตัวอยางนํ้ามาใสหลอดยอยสลายหรือแอมพลู เติมสารละลายที่ใชในการยอย

สลาย ซึ่งไดแกสารละลายมาตรฐานโพแทสเซียมไดโครเมต 

 

3.2 4  คอย ๆ เทกรดซลัฟวริกรีเอเจนตใหไหลลงกนหลอดแกว เพื่อใหชั้นของกรดอยู

ใตชั้นตัวอยางนํ้าและสารละลายในการยอยสลาย 

 

3.2 5  ปดจุกหลอดแกวใหแนนหรือถาใชแอมพูลก็ใหเชื่อมใหสนิท แลวควํ่าหลอดแกว

ไปมาหลาย ๆ คร้ังเพื่อผสมใหเขากันอยางทั่วถึง 

 

3.2 6  นําหลอดทดลองน้ีไปใสเคร่ืองยอยสลาย (block digester) หรือตูอบ ซึ่งไดทําให

รอนถึงอุณหภูมิ 150 องศาเซลเซยีสกอน ใชเวลารีฟลักซ 2 ชั่วโมง แลวทิ้งใหเย็นถึงอุณหภูมิหอง 

โดยนําหลอดทดลองมาวางในที่วางหลอดทดลอง 

 

3.2 7  เปดฝาจุก แลวจึงใสแทงแมเหล็กที่หุมดวยทีเอฟอี (TFE covered magnetic bar) 

ถาใชแอมพูล ใหเทของผสมลงไปในภาชนะที่ใหญกวา เพื่อนําไปไตเตรท เติมเฟอโรอินอินดิเคเต

อรประมาณ 1-2 หยด คนโดยใชเคร่ืองกวนชนิดใชแมเหลก็ (magnetic stirrer) อยางรวดเร็ว ในขณะ

ที่ไตเตรทดวยสารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต 0.1 M จุดยุติจะเปลี่ยนอยางรวดเร็ว

จากสีฟาอมเขียวเปนสีนํ้าตาลแดง ถึงแมบางคร้ังสีฟาอมเขียวอาจจะกลับมาปรากฏอีกในหลายนาที
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ถดัมา และในลกัษณะเดียวกนัใหทํารีฟลักซและไตเตรทแบลงคที่มีรีเอเจนตกับนํ้ากลั่นในปริมาตร

เทากับตัวอยางนํ้าดวย 

 

การคํานวณ 

 

มิลลิกรัม/ลติร COD = [(A-B)×M×8,000]/มิลลิลิตรตัวอยาง 

 

A = มิลลิลิตร Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไตเตรทแบลงค 

 

B = มิลลิลิตร Fe(NH4)2(SO4)2 ที่ใชในการไตเตรทตัวอยางนํ้า 

 

M = Molarity ของ Fe(NH4)2(SO4)2 

 

ตารางผนวกท่ี ก2  ปริมาณตัวอยางและรีเอเจนตที่ใชสําหรับขนาดตาง  ๆ ของภาชนะที่ใชในการ 

ยอยสลาย 

 

ขนาดของ

ภาชนะ 

ยอยสลาย 

ตัวอยางนํ้า 

(ml) 

 

สารละลายใน 

การยอยสลาย 

(ml) 

กรดซัลฟวริก 

รีเอเจนต 

(ml) 

ปริมาตรท้ังหมด 

(ml) 

หลอดยอยสลาย     

16×100 mm  

20×150 mm  

25×150 mm  

2.5 

5.0 

10.0 

1.5 

3.0 

6.0 

3.5 

7.0 

14.0 

7.5 

15.0 

30.0 

แอมพลู

มาตรฐาน 

    

10 ml 2.5 1.5 3.5 7.5 

 

4.  ของแข็งท้ังหมด (total solids, TS) 

 

ของแข็งทั้งหมด หมายถึง ปริมาณสารที่เหลืออยูในภาชนะหลังจากระเหยนํ้าออกจากสาร

ตัวอยางจนหมด แลวนําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซยีส จนกระทั่งนํ้าหนักคงที่
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ปลอยใหเยน็ในโถดูดความชืน้ แลวชัง่หานํ้าหนักของของแข็งในภาชนะนั้น จะไดปริมาณของ

ของแข็งทั้งหมด 

 

4.1  วิธกีารวิเคราะห 

 

4.1.1  การเตรียมจานระเหย จานที่จะใชตองอบแหงที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซยีส 

ประมาณ 1 ชั่วโมง ปลอยใหเยน็ในโถดูดความชืน้ แลวชั่งนํ้าหนักทีแ่นนอน สมมติ = A มิลลิกรัม 

 

4.1.2  เลือกใชปริมาตรตัวอยางนํ้าใหเหมาะสม 

 

4.1.3  คอย ๆ รินตัวอยางนํ้าที่ตองการหาของแข็งทั้งหมดใสในจานระเหย นําไประเหย

นํ้าออกใหหมดบน water bath หรือ hot plate นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซยีส 

จนนํ้าหนักคงที่ ปลอยใหเยน็ในโถดูดความชืน้ 

 

4.1.4  ชั่งนํ้าหนักจานระเหยทันทีที่เย็นลงเทาอุณหภูมิหอง สมมติ = B มิลลิกรัม 

นํ้าหนักที่เพิ่มขึ้นก็คือ นํ้าหนักของปริมาณของแข็งทั้งหมด ซึ่งคํานวณออกมาในรูปของมิลลิกรัมตอ

ลติร 

 

การคํานวณ 

 

มิลลิกรัม/ลติร total solids = [(A-B) มิลลิกรัม×1,000]/มิลลิลิตรตัวอยาง 

 

5.  ของแข็งระเหยท้ังหมด (total volatile solids, TVS) 

 

ของแข็งระเหยทั้งหมด หมายถึง ปริมาณของสารที่ระเหยไปไดที่อุณหภูมิ 550 องศา

เซลเซียส สวนใหญเปนสารอินทรีย สวนตะกอนที่เหลืออยูไมสลายไปเรียกวาปริมาณของแข็งคงตัว 

(fix solids) 

 

5.1  วิธกีารวิเคราะห 
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5.1.1  นําจานระเหยที่ไดจากการหาปริมาณของแข็งทั้งหมดแลว นําไปเผาในเตาเผา 

(muffle furnace) ที่ต้ังอุณหภูมิไวที่ 550 องศาเซลเซยีส จนหนักคงที่ (ประมาณ 15-20 นาท)ี 

 

5.1.2  ปลอยใหเย็นลงเทากับอุณหภูมิหองในโถดูดความชื้น ชั่งหานํ้าหนักของแข็งที่

เหลอือยู (fix solids) 

 

 การคํานวณ 

 

 มิลลิกรัม/ลติร fix solids = (มิลลิกรัม fix solids×1,000)/มิลลิลิตรตัวอยาง 

ดังน้ัน มิลลิกรัม/ลติร total volatile solid = มิลลิกรัม/ลติร total solid – มิลลิกรัม/ลติร fix solids 

 

6.  ปริมาณไนโตรเจน 

 

หลักการ 

  

ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดในตัวอยางจะถูกเปลี่ยนมาเปน (NH4)2SO4 โดยการยอยดวย

กรดซัลฟุริก (H2SO4) เขมขน มี K2SO4 และ CuSO4 เปนตัวเรงปฏิกิริยาเพิ่มจุดเดือดของสารละลาย

ใน flask ใหสูงขึ้น กลั่นหาปริมาณไนโตรเจนในสารละลายที่ไดจากการยอย โดยใหสารละลายทํา

ปฏิกิริยากับดาง (NaOH) ใชสารละลายกรดบอริก (H3BO3) เปนตัวจับกาซ NH3 จากน้ันไตเตรทหา

ปริมาณ NH 3 ดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริกมาตรฐาน (0.01 N) ใช mixed indicator ในการดูจุด

ยุติ (end point)  

 

การวิเคราะหปริมาณไนโตรเจนโดยวิธ ีKjeldahl โดยสรุปม ี 2 ขั้นตอนดังรายละเอียดที่จะ

กลาวตอไป 

 

6.1  สารเคมี 

 

6.1.1 กรดซัลฟวริกเขมขน (96% AR grade) 

 

6.1.2  K2SO4 และ CuSO4 (อัตราสวน 20: 1) 
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6.1.3  สารละลาย 40 % NaOH (w/v) AR grade 

 

 ละลาย NaOH 400 กรัมในนํ้ากลั่น 1000 มิลลิลิตร 

 

 6.1.4  Mixed indicator 

 

ละลาย methyl red 0.05 กรัม และ bromocresol green 0.075 กรัม ใน 95% 

ethanol 100 มิลลิลิตร 

 

6.1.5  สารละลาย 0.3 % H3BO3 (w/v) 

 

สารละลาย H3BO3 ปริมาณ 6 กรัม ในน้ําที่ปราศจากไอออนพรอมปรับปริมาตร

เปน 2000 มิลลิลิตร  

 

6.1.6  Na2CO3 (AR grade) 

 

6.1.7  สารละลาย 1 N กรดไฮโดรคลอริก 

 

ใสนํ้าที่ปราศจากไอออนลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร ไปเปตกรด

ไฮโดรคลอริกเขมขนลงไป 83 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจากไอออน 

 

6.1.8  สารละลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริกเขมขน 0.01 N 

 

เจือจางสารละลายกรดไฮโดรคลอริกในขอ 7 ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 

มลิลลิติร โดยใชสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (1 N) 10 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้ําปราศจาก

ไออน จะไดสารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขนประมาณ 0.01 N 

 

ทําการ standardize ดวย Na2CO3 โดยชั่ง Na2CO3 (ที่ผานการอบ 105 oC เปนเวลา 

2 ชั่วโมง) 0.00x กรัม (บันทึกนํ้าหนักที่แนนอน) ใสลงในขวดวัดปริมาตรขนาด 125 มิลลิลิตร เติม

น้ําปราศจากไอออนประมาณ 20 มิลลิลิตรเพื่อละลาย NaCO3 เมือ่ละลายหมดแลวหยด mixed 

indicator 2-3 หยด ไตเตรทดวยสารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขมขน 0.01 N จนถึงจุดยุติ 
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สารละลายจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีชมพู บันทึกปริมาตรของกรดที่ใชไตเตรท คํานวณความเขมขน

ทีแ่นนอนของสารละลายกรดไฮโดรคลอริกไดดังน้ี 

 

Normality ของสารละลายกรดไฮโดรคลอริก = (นํ้าหนักของ Na2CO3 x 2 x 

100)/(105.99 x ปริมาตรของกรดทีใช) 

 

6.2  วิธีการ 

 

6.2.1  การยอย 

 

ชั่งตัวอยาง 0.5 -1 กรัม ใสใน Kjeldahl flask ขนาด 500   มิลลิลิตร เติม catalyst 

K2SO4 10 กรัม กับ CuSO4 0.5 กรัม และกรดซัลฟวริกเขมขน 25-30 มิลลิลิตร นําไปยอยในชุดเตา

ไฟฟา เร่ิมเปดไฟออน ๆ กอน จนกระทั่งไอกรดไดระเหยไปเปนสวนใหญแลว คอยเพิ่มอุณหภูมิของ

เตายอยใหสูงขึ้น จนกระทั่งสารละลายในขวดใสเปนสีเขียว ฟาออน เอาออกจากเตาทิ้งไวใหเย็น นํา

สารละลายที่เย็นแลวมาเติมน้ํากลั่นและถายใสขวดวัดปริมาตรขนาด 250 มิลลิลิตร โดนลาง 3-4 คร้ัง

ดวยนํ้ากลั่นคร้ังละ 30 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น 

 

6.2.2  การกลั่น 

 

ดูดสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยในขอ 1 แลว 10 มิลลิลิตร ใสในเคร่ืองกลั่น

ชนิด micro distillation เติม 40 เปอรเซน็ต NaOH 5 มิลลิลิตร นําขวดชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร ซึ่ง

บรรจุสารละลาย 0.3 เปอรเซน็ต H3BO3 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เติม mixed indicator 2-3 หยด นําไป

วางใตกาน condenser โดยใหปลายกาน condenser จุมใตสารละลาย เปดระบบการกลั่นใหทํางาน ถา

มไีนโตรเจนสารละลาย H3BO3 ในขวดชมพูจะเปลี่ยนจากสีแดงเปนสีเขียว กลั่นใหไดสารละลาย

ประมาณ 75 มิลลิลิตร หรือประมาณ 10 นาที ปดเคร่ืองกลั่น นําสารละลายในขวดรูปชมพูมาไตเตรท

ดวยสารสะลายมาตรฐานกรดไฮโดรคลอริก 0.01 N บันทึกปริมาตรสารละลายที่ใช โดยดูจุดยุติจาก

สารละลายสีเขียวเร่ิมเปนสีชมพูออน 
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การคํานวณ 

 

% ไนโตรเจน = [Normality Std. HCl x cc.HCl (titrate) x 250 x 100 x 14]/[1000 

x 10 x wt.sample (g)] 

 

7.  การยอยตัวอยางโดยใชกรดผสมไนตริกและเปอรคลอริก 

 

วิธีการ 

 

7.1  การยอย 

 

ชั่งตัวอยาง 1-2 กรัม ใสในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ใส glass bead 4-5 เมด็ (เพื่อ

ปองกันการกระเด็นขณะยอย) แขวนแทงแกวงอ ใสกรวยแกว เติมกรดไนตริกเขมขน 15-18 

มิลลิลิตร กรดเปอรคลอริกเขมขน 5-7 มิลลิลิตร (อัตราสวน HNO3: HClO4 = 3:1) หลังจากเติมกรด

ทั้งสองชนิดแลวต้ังทิ้งไวคางคืนในตูดูดไอกรด กอนนําขึ้นยอยบนแผนใหความรอน เมื่อเร่ิมยอยจะ

ใชอุณหภูมิ 80-100 องศาเซลเซียส กรดไนตริกซึ่งมีจุดเดือดประมาณ 120 องศาเซลเซยีส การยอย

ระยะน้ีจะเกิดควันสีขาวของเปอรคลอริก ยอยตอประมาณ 1-2 ชั่วโมง สารละลายจะเร่ิมใส การยอย

ตัวอยางจะเสร็จสมบูรณเมื่อควันขาวเจือจางลงมากแลว สารละลายใน flask จะใสและเหลือปริมาตร

ประมาณ 3-5 มิลลิลิตร ทิ้งไวใหเย็นกอนนําไปกรอง 

 

7.2  การกรอง 

 

เติมนํ้ากลั่นหรือนํ้าปราศจากไอออนลงในขวดตัวอยางที่ยอยสมบูรณแลวพอควร ตมให

รอนบนแผนใหความรอน กรองโดยใชกระดาษกรอง Whatman No.1 ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 

100 มิลลิลิตร ลางสารละลายตัวอยางซ้ําดวยนํ้ากลั่นรอนคร้ังละ 10 มิลลิลิตร 2-3 คร้ัง ใช rubber 

polishman ถูรอบ ๆ ภายใน flask ใหทั่ว ทิ้งใหเย็น ปรับปริมาตร ปดจุกเขยาใหเขากัด สารละลายที่ได

สามารถนําไปวิเคราะหหา P K S Ca Mg Fe Mn Zn และ Cu ได 
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8.  การวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัส 

 

หลักการ 

 

Ammonium molybdate ทําปฏิกิริยากับ Phosphate ในสารละลายที่มีสภาพเปนกรดได 

colloid สเีหลอืงของ Ammonium phosphomolybdate ความเขมขนของสีจะเปนปฏิภาคโดยตรงกับ

ปริมาณฟอสฟอรัสในสารละลาย  

 

วิธีการ 

 

8.1  การเตรียม Barton’s solution ใชในการ develop สี 

 

ชั่ง Ammonium molybdate 25 กรัม ละลายในนํ้ากลั่นประมาณ 400 มิลลิลิตร พักไว ชั่ง 

Ammonium metavanadate 1.25 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 300 มิลลิลิตร แลวรินใสขวดวัดปริมาตร

ขนาด 1000 มิลลิลิตร เติมกรดไนตริกเขมขน 250 มิลลิลิตร ผสมกันทิ้งไวใหเย็น แลวคอยๆเติม 

Ammonium molybdate ที่ละลายแลวผสมกันใน flask เขยาใหผสมกัน ทิ้งไวใหเย็นเทาอุณหภูมิหอง 

ปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่น เก็บใสขวดสีชา 

 

8.2  การเตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัส 

 

ชั่ง KH2PO4 0.2197 กรัม ละลายดวยนํ้ากลัน่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1000 มิลลิลิตร 

ปรับปริมาตรใหครบ สารละลายนี้จะมีฟอสฟอรัสเขมขน 50 ppm 

 

8.3  การ develop สี  

 

ดูดสารละลายตัวอยางที่ผานการยอยดวยกรดผสมของกรดไนตริกและเปอรคลอริกดังที่

กลาวมาแลว ปริมาตร 2-5 มลิลลิติร ใสในขวดวัดปริมาตรขนาด 50 มิลลิลิตร เติมนํ้ากลั่นจนครบ 50 

มิลลิลิตร เขยาแลวทิ้งไวใหสีคงที่อยางนอย 30 นาที 

 

8.4  เตรียมสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสเขมขน 1 2 3 4 5 6 7 8 9 และ 10 ppm จาก

สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสเขมขน 50 ppm 
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8.5  อานคาความเขมขน 

 

นําสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสเขมขน 1-10 ppm สารละลายตัวอยาง และ blank ที่

ได develop สีและทิ้งใหสีคงที่ครบตามเวลาแลว ไปวัดคาการดูดกลืนแสงของสารดวยเคร่ือง 

spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 420 นาโนเมตร เปรียบเทียบความเขมขนของสารละลายตัวอยาง

กับกราฟสารละลายมาตรฐาน 

 

8.6  การคํานวณ 

 

เปอรเซน็ตฟอสฟอรัส = (ppm equi. x dilution factor x original solution x 100)/(106 x 

wt.sample) 

 

9.  การวิเคราะหปริมาณธาตุ K Ca และMg  

 

9.1  สารเคมี 

 

9.1.1  สารละลายมาตรฐานของ K Ca และMg ที่ความเขมขน 100 ppm ซึ่งเตรียมจาก 

KCl CaCO3 MgSO4.7H2O ตามลําดับ 

 

9.1.2  Strontrium solution 1000-2000 มิลลิกรัมตอลิตร เตรียมจากการละลาย 

SrCl2.6H2O 121.7 กรัม ในน้ําปราศจากไอออน ปรับปริมาตรเปน 2000 มิลลิลิตร 

 

9.2  วิธีการ 

 

9.2.1  นําสารละลายมาตรฐานของ K Ca และ Mg ที่ความเขมขน 100 ppm มาเจือจาง

จนมีความเขมขน 1 2 3 4 และ 5 ppm เติมสารละลาย SrCl2 ในอัตราสวน 1:10 

 

9.2.2  นําสารละลายที่ผานการยอยดวยกรดผสมของกรดไนตริกและเปอรคลอริกดังที่

กลาวมาแลว เจือจางจนมีความเขมขนอยูในชวง 1-5 ppm เติมสารละลาย SrCl2 ในอัตราสวน 1:10 
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9.2.3  นําสารละลายมาตรฐานและสารละลายตัวอยางจากขอ 1 และ 2 มาทําการวัด

ปริมาณธาตุตาง ๆ ดวยเคร่ือง Atomic absorption spectrophotometer 

 

การคํานวณ 

 

% K Ca และ Mg = (ppm equi. x dilution factor x original solution x 100)/(106 

x wt.sample) 

 

10.  การหาปริมาณโปรตีนดวยวิธีไบยูเรต 

 

สารเคมี 

 

สารละลายไบยูเร็ต เตรียมจาก CuSO4.5H2O 1.5 กรัม และ KNaC4H4O6.4H2O 6 กรัม 

ละลายนํ้า 500 มิลลิลิตร เติม 10% NaOH 300 มิลลิลิตร ผสมกันแลวปรับปริมาตรดวยนํ้ากลั่นเปน 

1000 ลติร 

 

วิธีการ 

 

10.1  ปเปตตสารละลายตามลําดับในตารางผนวกที่ 3   

 

10.2  เขยาสารละลายในหลอดใหเขาเปนเน้ือเดียวกัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 

นาท ี

 

10.3  วัดคาการดูดกลนืแสงดวยเคร่ือง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร  
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ตารางผนวกท่ี ก3  ปริมาตรของสารละลายตาง ๆ ในการทดสอบ  

 

สารละลาย (ml) หลอดทดลอง 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Bovine serum albumin 10 mg/ml 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 - - - 

นํ้ากลั่น 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 0.8 0.6 0.2 

สารตัวอยาง - - - - - - 0.2 0.4 0.8 

สารละลายไบยูเร็ต 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 

 

11.  การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ ตามวิธี Nelson-Samogi Method 

 

11.1  สารเคมี 

 

11.1.1  สารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐาน 

ชั่งกลูโคส 0.100 กรัม ใสใน volumetric flask เติมนํ้ากลั่นใหครบ 100 มิลลิลิตร เปน stock solution  

 

11.1.2  สารละลาย Law-alkalinity of Samogyi (สารละลาย A) 

 

ก.  นํา Sodium potassium tartrate 12 กรัม และ Sodium carbonate 24 กรัม 

ละลายในนํ้ากลั่นตมปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติม CuSO4.5H2O 4 กรัม ซึ่งละลายในนํ้ากลั่น 50 

มิลลิลิตร กวนใหสารละลายผสมกัน จากน้ันเติม NaHCO3 16 กรัม 

 

ข.  ละลาย NaSO4 180 กรัม ในนํ้ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร ตมใหเดือด ทิ้ง

ไวใหเย็นนําสารละลายในขอ ข. เติมลงในสารละลายขอ ก. แลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 1 ลิตร เก็บใน

ขวดสีชา สารละลายน้ีเก็บที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1 สัปดาห กอนนําไปใช 

 

11.1.3  เตรียมสารละลาย Arsenomolybdate reagent of Nelson (สารละลาย B) 

 

ก.  ละลาย ammonium molybdate 25 กรัม ในนํ้ากลั่นปริมาตร 450 มิลลิลิตร 

เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 21 มิลลิลิตร 
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ข.  ละลาย Na2HAsO4.7H2O 3 กรัม ในนํ้ากลั่น 25 มิลลิลิตร 

 

นําสารละลายในขอ 2 เติมลงในสารละลายขอ 1 แลวเติมนํ้ากลั่นใหครบ 1 

ลิตร เก็บในขวดสีชา สารละลายน้ีเก็บที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง กอน

นําไปใช 

 

11.2  วิธีการ 

 

11.2.1  หากราฟมาตรฐานโดยใชสารละลายกลูโคสมาตรฐานเขมขน 20 40 60 80 และ 

100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 

 

11.2.2  ใสสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ในหลอดทดสอบ 

 

11.2.3  เติมสารละลาย A ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันนําไปตมในนํ้าเดือดนาน 

10 นาที แลวทําใหเย็นทันทีเพื่อหยุดปฏิกิริยา 

 

11.2.4  เติมสารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันทันที ทิ้งไว 15 นาที 

 

11.2.5  เติมนํ้ากลั่นปริมาตร 10 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร นําขอมูลที่ไดไปเขียนกราฟ 

 

11.2.6  หาปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากสารตัวอยาง ทําเชนเดียวกับการหากราฟมาตรฐาน

ของน้ําตาล และหาปริมาณของน้ําตาลโดยเทียบกับกราฟมาตรฐาน ถาปริมาณน้ําตาลสูงกวาคากราฟ

มาตรฐาน ตองเจือจางใหอยูในชวงที่วิเคราะหได  

 

12.  การวิเคราะหปริมาณนํ้าตาลท้ังหมด ดวยวิธีฟนอล-ซัลฟวริก 

 

12.1  สารเคมี 

 

12.1.1  กรดซัลฟวริก 
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12.1.2  ฟนอล 5 เปอรเซน็ต โดยนํ้าหนัก เตรียมโดยชั่งฟนอล 5 กรัมแลวเติมนํ้ากลั่น

อีก 95 กรัม 

 

12.1.3  สารละลายกลูโคสมาตรฐาน เตรียมโดยชั่งกลูโคสมา 0.0400 กรัม ละลายใน

นํ้ากลั่นปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร จะไดสารละลายกลูโคสเขมขน 400 ไมโครกรัมตอ

มิลลิลิตร จากน้ันนํามาเจือจางใหไดความเขมขนต้ังแต 0-80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ดังตารางผนวก

ที่ 4     

 

ตารางผนวกท่ี ก4  การเตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

 

หลอดท่ี สารละลายกลูโคส 

400 µg/ml (µl) 

นํ้ากลั่น 

(µl) 

สารละลายกลูโคส

มาตรฐาน (µg/ml) 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

0 

25 

50 

100 

125 

200 

1000 

975 

950 

900 

875 

800 

0 

10 

20 

40 

50 

80 

 

12.2  วิธีการ 

 

12.2.1  ปเปตตสารละลายตัวอยางหรือสารละลายกลูโคสมาตรฐาน (ความเขมขน 0-

80 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง แลวเติมฟนอล 5 เปอรเซน็ต 

ลงไป 1.0 มิลลิลิตร 

 

12.2.2  เติมกรดซัลฟวริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว โดยปลอยกรดลงไปที่

ผิวหนาของของเหลวโดยตรงจะทําใหการผสมเกิดขึ้นไดดีกวาการคอย ๆ ปลอยลงที่ขางหลอด  

 

12.2.3  ต้ังหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นเขยาแลวนํามาบม

ในอางนํ้าที่ควบคุมอุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส เปนเวลาประมาณ 10-20 นาที 
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12.2.4  นําไปวัดคาการดูดกลืนแสง โดยถาเปนน้ําตาลเฮกโซสวัดที่ความยาวคลื่น 490 

นาโนเมตร 

 

12.2.5  นําคาการดูดกลืนแสงไปเทียบกับกราฟมาตรฐาน เพื่อคํานวณหาความเขมขน

ของกลูโคสตอไป 

 

13.  การวิเคราะหองคประกอบของกาซชีวภาพ (gas composition) 

 

การวิเคราะหองคประกอบของกาซชีวภาพ คือ การวิเคราะหปริมาณกาซไฮโดรเจนและ

มีเทน 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 

 

เคร่ือง gas chromatography ( Shimadzu model GC-14B) ภายใตสภาวะการทดลอง ดังน้ี 

 

- คอลัมนบรรจุ molecular sieve 13 X 

 

- เคร่ืองตรวจวัดแบบ thermal conductivity detector (TCD) 

 

- อุณหภูมิคอลัมน 40 องศาเซลเซยีส 

 

- อุณหภูมิ injection port 60 องศาเซลเซยีส 

 

- อุณหภูมิ detector 70 องศาเซลเซยีส 

 

- carrier gas ที่ใชคือ กาซอารกอน 

 

วิธกีารวิเคราะห 

 

การฉีดตัวอยางกาซชีวภาพโดยใช syringe แบบ gas tight syringe ขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดกาซ 
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ชีวภาพจากหลอดสุญญากาศที่ใชเก็บตัวอยางกาซชีวภาพมา 1 มิลลิลิตร ฉีดเขาเคร่ือง gas 

chromatography คํานวณหารอยละของกาซไฮโดรเจนและมีเทนโดยเทียบจากรอยละของพื้นที่ใตพีค 

(peak area) ของกาซไฮโดรเจนและมีเทนมาตรฐานชนิดละ 30 เปอรเซน็ต 

 
14.  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

 

14.1  cook meat (1 ลติร) 

 

14.1.1  beef heart 20 กรัม 

 

14.1.2  protease peptone 20 กรัม 

 

14.1.3  dextrose 2 กรัม 

 

14.1.4  sodium chloride 5 กรัม 

 

14.2  Reinforced Clostridial medium (1 ลติร) 

 

14.2.1  beef extract 10 กรัม 

 

14.2.2  yeast extract 3 กรัม 

 

14.2.3  dextrose 5 กรัม 

 

14.2.4  sodium chloride 5 กรัม 

 

14.2.5  soluble starch 1  กรัม 

 

14.2.6  cysteine HCl 0.5  กรัม 

 

14.2.7  sodium acetate 3 กรัม 
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14.2.8  agar 0.5 

 

14.4  Thioglycolate medium (1 ลติร) 

 

14.4.1  yeast extract 5 กรัม 

 

14.4.2  tryptone 15 กรัม 

 

14.4.3  glucose 5.5 กรัม 

 

14.4.4  sodium thioglycolate 0.5 กรัม 

 

14.4.5  sodium chloride 2.5 กรัม 

 

14.4.6  L-cysteine 0.5กรัม 

 

14.4.7  resazurin 0.001 กรัม 

 

14.4.8  agar 0.75กรัม 

 

14.5  อาหาร Lactose Yeast extract Peptone (1 ลติร) 

 

14.5.1  peptone 2.5 กรัม 

 

14.5.2  yeast extract 1.5 กรัม  

 

14.5.3  Lactose 5 กรัม  
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ภาคผนวก ข 

ขอมูลจากการทดลอง 
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ตารางผนวกท่ี ข1  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณแล็กโทสจากของเหลวซึง่

ผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0  และ3.0 

เปอรเซน็ต โดยใชวธิวีเิคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และใช student’s       

t-test ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (p ≤ 0.05) 

 

Source 
Type III Sum  

of Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

การตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O  

ปริมาณตางๆ 
33.052 5 6.610 0.638 0.674 

REP 240.365 3 80.122 7.738 0.002 

Error 155.323 15 10.355   

Total 63538.010 24    

Corrected Total 428.740 23    

 

หมายเหตุ  คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) = 0.638 

 

ตารางผนวกท่ี ข2  การวิเคราะหความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนจากของเหลวซึง่

ผานการตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0  และ3.0 

เปอรเซน็ต โดยใชวธิวีเิคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และใช student’s t-test 

ทดสอบความมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % (p ≤ 0.05) 

 

Source 
Type III Sum  

of Squares df 

Mean 

Square F Sig. 

การตกตะกอนดวย CaSO4·2H2O ปริมาณ

ตางๆ 
5295.484 5 

1059.09

7 

14.20

9 
0.000 

REP 358.597 3 119.532 1.604 0.230 

Error 1118.073 15 74.538   

Total 13279.441 24    

Corrected Total 6772.154 23    

 

หมายเหตุ  คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) = 0.835 
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ตารางผนวกท่ี ข3  การเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนจากของเหลวซึ่งผานการตกตะกอน

ดวย CaSO4·2H2O ปริมาณ 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0  และ3.0 เปอรเซน็ต จากการ

ทดลอง 4 ซ้ํา ดวยวิธี Tukey’s test 

 

 TRT N Subset 

    1 2 

Tukey HSD (a,b) 6.00 4 4.9062  

  5.00 4 5.8015  

  3.00 4 7.3340  

  4.00 4 7.4423  

  2.00 4  29.7155 

  1.00 4  43.5979 

  Sig.  0.998 0.263 

 

หมายเหตุ  Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  

    Based on Type III Sum of Squares The error term is Mean Square(Error) = 74.538. 

    a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 4.000. 
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ประวัติการศึกษาและการทํางาน 

 

ชื่อ –นามสกุล นางสาวสุภานันทน จันทรประอบ 

วัน เดือน ป ท่ีเกิด 16 พฤศจิกายน 2525 

สถานท่ีเกิด  อําเภอเมือง จังหวัดพัทลุง 

ประวัติการศึกษา วท.บ. (เคมี-ชวีวิทยา) มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจุบัน นักวิทยาศาสตร 

สถานท่ีทํางานปจจุบัน กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  - 

ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ทุนอุดหนุนการวิจัยจากกองทุนเพื่อสงเสริมการอนุรักษ

พลังงาน (พ.ศ. 2550) 
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