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แก๊สไฮโดรเจนเป็นพลังงานเชื อเพลิงที่เป็นมิตรกับส่ิงแวดล้อมทางเลือกหนึ่งที่สามารถใช้
ทดแทนเชื อเพลิงจากฟอสซิลได้ งานวิจัยนี มีวัตถุประสงคเ์พื่อหาสภาวะที่เหมาะสมส้าหรับการผลิต
แก๊สไฮโดรเจนจากกากตะกอนของระบบบ้าบัดน ้าเสียในโรงงานกระดาษรีไซเคิล กากตะกอนของ
ระบบบ้าบัดน ้าเสียมเีซลลูโลสตกค้างอยู่ จึงมีความเป็นไปได้ที่จะน้ากากตะกอนมาใชผ้ลิตเอนไซม์
เซลลูเลสและก๊าซไฮโดรเจนได้ การผลิตเอนไซม์เซลลูเลสสามารถผลิตได้จากวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรด้วยเชื อรา Trichoderma reesei (TR) และ Phanerochaete sp. (PC) การผลิตเอนไซม์     
เซลลูเลสโดยเชื อ TR ในการหมักด้วยฟางข้าวร่วมกับร้าข้าวทีพ่ีเอช 6 ให้ผลผลิตเอนไซม์เซลลูเลส 
(TR-Cs) สูงสุด 2.90±0.02 FPU/g และเชื อ PC ในการหมักด้วยกากตะกอนร่วมกับร้าข้าวทีพ่ีเอช 5 
ให้ผลผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (PC-Cs) 1.53±0.07 FPU/g การปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลาย 
NaOH เข้มข้น 3% ที่อุณหภูมิห้อง 2 ชั่วโมง ก่อนไฮโดรไลซิสด้วย TR-Cs และ PC-Cs 5 FPU ที่     
พีเอช 4.8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ให้ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ 912.18±3.77 
และ 746.82±11.32 mg/L ตามล้าดับ และเมื่อปรับสภาพกากตะกอนด้วยสารละลาย NaOH เข้มข้น 
3% ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง ก่อนไฮโดรไลซิสด้วย TR-Cs และ PC-Cs 5 FPU ที่
สภาวะเดียวกันจะให้ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์เพิ่มขึ นเป็น 1590.06±14.44 และ 1447.05±52.97 mg/L 
ตามล้าดับ การผลิตแก๊สไฮโดรเจนในสภาวะไร้อากาศใช้กากตะกอนที่ผ่านการปรับสภาพและ
ไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลูเลสที่ผลิตได้ โดยหมักกากตะกอนร่วมกับเศษกระดาษที่ปรับสภาพ
ด้วยสารละลาย NaOH เข้มข้น 3% ร่วมกับความร้อนและไฮโดรไลซิสด้วยเอนไซม์เซลลูเลสใน
สัดส่วนกากตะกอน 3.5% และกระดาษ 0.5% ด้วยเชื อที่ปรับสภาพด้วยความร้อนในสภาวะไร้
อากาศโดยใช้อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 40 พีเอช 6 และบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 216 
ชม. ให้ผลผลิตแก๊สไฮโดรเจนสูงสุดคือ 7.23±0.11 mmol/g cellulose 
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Hydrogen is an alternative and environmental friendly fuel capably substituting fossil 
fuels. The objective of this study was to define the suitable culture condition for the hydrogen 
production from sludge of a wastewater in a paper mill. The sludge contained cellulose, which 
can be used as a substrate for cellulase and hydrogen production. Cellulase could be produced 
from agricultural residues and also the sludge by Trichoderma reesei (TR) and Phanerochaete sp. 
(PC). The anaerobic fermentation of sludge that was pretreated and hydrolyzed with the crude 
cellulase was conducted to produce hydrogen. The highest production of cellulase under solid 
state fermentation on rice straw and rice bran with TR (TR-Cs) at pH 6 was 2.90±0.02 FPU/g and 
that on the sludge and rice bran with PC (PC-Cs) at pH 5 was 1.53±0.07 FPU/g. Pretreatment of 
the sludge with 3% NaOH for 2 hr. and hydrolysis with 5 FPU/g of TR-Cs and PC-Cs at 50°C and 
pH 4.8 for 24 hr. provided the highest concentration of reducing sugar at 912.18±3.77 and 
746.82±11.32 mg/L, respectively. Moreover, the pretreatment with 3% NaOH under high 
temperature (121°C) before the enzymatic hydrolysis with TR-Cs and PC-Cs promoted the 
production of reducing sugar to 1590.06±14.44 and 1447.05±52.97 mg/L, respectively. The 
fermentation with heat-shock sludge of pretreated and enzymatic hydrolyzed pulping sludge 
(3.5%) and paper residue (0.5%) under the ratio of carbon and nitrogen (C/N) at 40, pH 6 and 
37°C for 216 hr produced the highest hydrogen yield (7.23±0.11 mmol/g cellulose). 
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เซลเซียส และแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 97 

ข11 พีเอชจากการหมักกากตะกอนที่ปรับสภาพ ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมและการใช
กระดาษรวมในสภาวะแบบไรอากาศ ที่พีเอช 6 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 98 

ข12 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักกากตะกอนที่สภาวะสัดสวนของแขง็ที่แตกตาง
กันดวยสภาวะแบบไรอากาศ พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 
ช่ัวโมง 99 

 
 
 



 

 

(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกที่ หนา 

  
ข13 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศที่อัตราสวนคารบอนตอ

ไนโตรเจน 10 20 และ 40 พีเอช 5 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 
ช่ัวโมง 100 

ข14 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศจากการหมักกากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 4 5 และ 6ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 101 

ข15 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศจากการหมักกากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 102 

ข16 ปริมาณน้ําตาลรดีิวซจากการหมักกากตะกอนที่ปรับสภาพ ไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมและการใชกระดาษรวมในสภาวะแบบไรอากาศ ที่พีเอช 6 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 103 

   
   
   

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

(5) 

สารบัญภาพ  

 
ภาพที ่ หนา 
  

1 แผนภาพกระบวนการผลิตกระดาษจากกระดาษรีไซเคลิและการเกดิกากตะกอน 4 
2 โครงสรางของเซลลูโลส 8 
3 กลไกลการหมกักลูโคสโดยจลิุนทรียกลุมไมใชออกซิเจน 25 
4 กลไลการหมักกลูโคสเพื่อผลิตไฮโดรเจนโดยยอ 27 
5 ขั้นตอนการศกึษาการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนน้ําเสียโรงงานกระดาษ 

รีไซเคิล 33 
6 ผลของแหลงสับสเตรทตอผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei 

และเชื้อ Phanerochaete sp. ในระยะเวลาตางๆ 45 
7 ผลของพีเอชเริ่มตนผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei และเชื้อ 

Phanerochaete sp.  ในระยะเวลาตางๆ 46 
8 ผลของความชื้นเริ่มตนผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei และ

เชื้อ Phanerochaete sp.  ในระยะเวลาตางๆ 48 
9 ผลของอุณหภูมิและการเขยาตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกาก

ตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่พีเอช 4.8 ระยะเวลา 12 ช่ัวโมง 50 
10 ผลของพีเอชตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวย

เอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชม 52 
11 ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยความรอนตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการ

ไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซยีส พี
เอช 4.8 ระยะเวลา 24 ชม. 523 

12 ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารเคมีตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการ
ไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส พีเอช 
4.8 ระยะเวลา 24 ชม. 54 

13 ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยดางรวมกับความรอนตอการผลิตน้ําตาล
รีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูม ิ50 องศา
เซลเซียส พีเอช 4.8 ระยะเวลา 24 ชม. 56 



 

 

(6) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพที ่ หนา 
  

14 ผลของสัดสวนของแข็งของกากตะกอนและกระดาษตอผลผลิตไฮโดรเจนโดยใช
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 20 พีเอช 5 หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่
ระยะเวลา 216 ชม. 59 

15 ผลของคาพีเอชเริ่มตนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน (3.5%) และ
กระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 20 หมักที่อุณหภมูิ 37 องศา
เซลเซียสในระยะเวลา 264 ชม. 61 

16 ผลของสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน 
(3.5%) และกระดาษ (0.5%) พีเอช 5 หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 
240 ชม. 62 

17 ผลของแหลงไนโตรเจนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมกักากตะกอน (3.5%) และ
กระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 63 

18 ผลของการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมและการใชกระดาษรวมตอผลผลิต
ไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอน
ตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมกัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในระยะเวลา 240 ชม. 65 

19 ผลของการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมและการใชกระดาษรวมตออัตราการ
ผลิตแกสไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 
ชม. 66 

20 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ แกสไฮโดรเจนสะสม ปริมาณแกสรวมสะสม จากการหมกักาก
ตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 
หมักที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 66 

21 ปริมาณแกสไฮโดรเจน ปริมาณกรดไขมนัระเหยและพีเอชจากการหมกักากตะกอน 
(3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 68 

 



 

 

(7) 

สารบัญภาพ (ตอ) 

 
ภาพผนวกที ่ หนา 
  
ก1 กราฟมาตรฐานคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร กับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(ม ิลลิกรัม)  86 
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การผลิตแกสไฮโดรเจนชีวภาพจากกากตะกอนน้ําเสียในโรงงานกระดาษรีไซเคิล 
 

Biohydrogen Production from Wastewater Sludge in a Recycle Paper Mill 
 

คํานํา 
 

เชื้อเพลิงฟอสซิลเปนเชื้อเพลิงหลักที่ทุกประเทศใชประโยชน ซ่ึงมีปริมาณจํากดัและลด
นอยลงไปเรื่อยๆ อีกทั้งการเผาไหมเชื้อเพลิงฟอสซิลกอใหเกิดแกสคารบอนไดออกไซดกอใหเกดิ
ภาวะโลกรอน ผลกระทบตอส่ิงแวดลอมทัว่โลกอยางตอเนื่องและมแีนวโนมวาสถานการณนีจ้ะเพิ่ม
ความรุนแรงขึน้ หากไมลดปริมาณการใชเชื้อเพลิงฟอสซิลลง ดังนั้นการสํารวจพลังงานทดแทน
เชื้อเพลิงฟอสซิลจึงเปนสิ่งที่จําเปนในขณะนี้ 
 

แกสไฮโดรเจนเมื่อเผาไหมกับแกสออกซเิจนไดผลิตผลคือพลังงานและน้ําเทานั้น จึงเปน
พลังงานที่สะอาดไมกอใหเกิดมลพิษตอส่ิงแวดลอมสามารถนํามาใชเปนเชื้อเพลิงทดแทนเชื้อเพลิง
ฟอสซิลได การผลิตแกสไฮโดรเจนสามารถทําไดหลายวธีิเชน อีเล็คโตไลซีสทจากน้ํา (water 
electrolysis) การผลิตแกสไฮโดรเจนจากเชือ้เพลิงฟอสซิล (coal gasification), รีฟอรมมิ่งดวยไอน้ํา 
(steam reforming) และวิธีสันดาปบางสวน (partial oxidation) เปนตน นอกจากนีย้งัมีกระบวนการ
ทางชีวภาพในการผลิตแกสไฮโดรเจนดวยจุลินทรีย (จนิตนา, 2543; มงคล, 2547) จลิุนทรียที่ผลิต
แกสไฮโดรเจนมีหลายชนดิทั้งชนิดที่ตองการออกซิเจนและชนิดทีไ่มตองการใชออกซิเจน โดยจุลิ
นทรียกลุม chemotrophs สามารถผลิตแกสไฮโดรเจนได เชน Acetobacterium, Bacteroides, 
Butyrivibrio, Clostridium, Methanococus และ Ruminococus เปนตน (Kondrotieva, et al., 1983; 
Zajic, et al., 1978) โดยปริมาณของแกสไฮโดรเจนที่ไดขึ้นอยูกับชนดิจุลินทรียและสภาวะทีใ่ชใน
การหมัก 

 
กากตะกอนของระบบบําบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษที่มีเซลลูโลสเปนองคประกอบอยู

ซ่ึงสามารถนําไปผลิตเปนน้ําตาลกลูโคสโดยกระบวนการไฮโดรไลซิสเพื่อใชเปนแหลงคารบอนใน
การผลิตแกสไฮโดรเจนได และเปนการนําของเสียมาใชใหเกิดประโยชนไดอีก เซลลูโลสเปน
สารอินทรียที่พบมากที่สุดในเซลลพืช (เนริสา, 2543) ซ่ึงมีสัดสวนปรมิาณเซลลูโลส 40-45 
เปอรเซ็นตของน้ําหนกัแหง โครงสรางของเซลลูโลสหลักประกอบดวยน้ําตาลกลูโคสเชื่อมตอกัน
ดวยพันธะบีตา-1,4 ไกลโคซิดิก (β-1,4 glycosidic) การยอยเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลูโคสที่นิยมใช
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กันมี 2 วิธีคือ การไฮโดรไลซิสดวยกรด และการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส โดยการศึกษานี้
สนใจการยอยเซลลูโลสดวยเอนไซม เอนไซมเซลลูเลสเปนการทํางานรวมกันของเอนไซม 
exoglucanase (1,4-β-D-glucan cellobiohydrolase), endoglucanase (1,4-β-D-glucan 4-
glucanohydrolase) และβ-glucosidase (β-D-glucoside-4-glucohydrolase) ซ่ีงจะไดผลิตภัณฑเปน
น้ําตาลกลูโคส สําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสในระดับอุตสาหกรรมนิยมใชเชื้อรา Trichoderma 
reesei (Gome, et al., 1992) เพราะงายตอการปรับปรุงพันธุในการปรบัปรุงผลผลิต การนําเอนไซม
มาใชในอุตสาหกรรมจะมีขอจํากัดคือ ตนทุนในการผลิตเอนไซมคอนขางสูง สาเหตุหลักนั้นมาจาก
การใชสารที่มีราคาแพงเปนแหลงคารบอนในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส เพื่อแกปญหาดังกลาวจึงมี
ผูสนใจศึกษาแหลงคารบอนชนิดอื่นที่มีราคาถูกมาทดแทน เชน การนํากากตะกอนของระบบบําบัด
น้ําเสียในโรงงานกระดาษ ฟาง ชานออย หรือรําขาว ซ่ึงมีเซลลูโลสเปนสวนประกอบมาใชผลิต
เอนไซม ซ่ึงนอกจากจะลดตนทุนในการผลิตเอนไซมแลว ยังลดปริมาณของเสียไดอีกทางหนึ่ง 

 
งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนของระบบบําบัดน้ําเสียใน

โรงงานกระดาษ โดยมีการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตจาก Trichoderma 
reesei และ Phanerochaete sp.  
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วัตถุประสงค 

 
1.  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากกากตะกอนของระบบ

บําบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษรีไซเคิล ฟางขาว ชานออยและรําขาว 
 

2.  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตน้ําตาลรีดิวซโดยการไฮโดรไลซิสกากตะกอน
ดวยเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตได 
 

3.  เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนของระบบบําบัด
น้ําเสียในโรงงานกระดาษรีไซเคิล 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  กระบวนการผลิตกระดาษจากในอุตสาหกรรมกระดาษรีไซเคิล 
 
 อุตสาหกรรมกระดาษรีไซเคิล คือ อุตสาหกรรมการผลิตกระดาษจากกระดาษที่ใชงานแลว 
ซ่ึงประกอบดวยกระบวนการหลัก 2 กระบวนการ คือ กระบวนการเตรยีมเยื่อกระดาษจากกระดาษ
ใชแลว (recycle fiber process) เปนกระบวนการกําจดัหมกึและสิ่งปนเปอนออกจากกระดาษใชแลว
และเปลี่ยนกระดาษใชแลวใหกลับเปนเยื่อกระดาษ และกระบวนการผลิตกระดาษ (paper making) 
จะใชเยื่อกระดาษที่ไดจากกระบวนการเตรยีมเยื่อกระดาษมาขึ้นรูปเปนผลิตภัณฑตอไป ดังแสดงใน
ภาพที่ 1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 1  แผนภาพกระบวนการผลิตกระดาษจากกระดาษรีไซเคิลและการเกิดกากตะกอนระบบ

บําบัดน้ําเสีย 
 
 
 
 

น้ําเสีย 

น้ําเสีย 

กระบวนการเตรียมเยื่อกระดาษ
จากกระดาษทีใ่ชงานแลว 

 

กระบวนการผลิต
กระดาษ 

กระดาษที่ใชงานแลว 

 

กระดาษ
ผลิตภัณฑ 

 
ระบบบําบัดน้าํเสีย 

 
กากตะกอน 
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1.1  กระบวนการเตรียมเยื่อกระดาษจากกระดาษใชแลว 
 

กระบวนการเตรียมเยื่อกระดาษจากกระดาษที่ใชแลว เปนกระบวนการที่เปลี่ยนเยื่อ
กระดาษในกระดาษทีใ่ชงานแลวใหอยูในสภาพที่พรอมจะนํามาใชในการผลิตกระดาษอีกครั้ง 
กระบวนการผลิตเยื่อกระดาษจะมีความแตกตางกันไปตามลักษณะของกระดาษที่ตองการผลิต 
กระบวนการสาํคัญในการเตรียมเยื่อกระดาษมีดังนี้  

 
1.1.1  กระบวนการแยกเยื่อ (slushing and pulping) เปนกระบวนการเปลี่ยนกระดาษที่

ผานการใชงานแลวใหกลายเปนเสนใยเยื่อกระดาษใหมากที่สุดเทาที่จะเปนไปได  
 

1.1.2  กระบวนการกรองเยื่อกระดาษ (screening) มีจุดประสงคเพื่อทําการแยกสิ่ง
ปนเปอนตาง ๆ ออกจากเยื่อกระดาษ โดยอาศัยความแตกตางของขนาดของสิ่งปนเปอนกับเยื่อ
กระดาษ กระบวนการกรองจะมีการทําการกรองหลาย ๆ ช้ัน โดยเครือ่งจักรและขนาดของตัวกรอง
จะแตกตางกนัไป เพื่อใหสามารถแยกเยื่อกระดาษออกจากสิ่งปนเปอนใหไดมากที่สุด  

 
1.1.3  กระบวนการทําความสะอาดเยื่อ (cleaning) เปนกระบวนการที่จะแยกสิ่ง

ปนเปอนที่มีขนาดเล็ก เชน ทราย เศษโลหะชิ้นเล็ก ๆ เมด็พลาสติกขนาดเล็ก เปนตน  
 

1.1.4  กระบวนการกําจดัหมกึ (deinking) ในการนําเยื่อกระดาษรีไซเคลิมาใชในการ
ผลิตกระดาษหนังสอืพิมพ กระดาษทิชชู หรือกระดาษพิมพเขียน จะตองมีการกําจดัหมึกออกจาก
เยื่อกระดาษทีผ่านการทําความสะอาดแลวในขั้นตอนแรก ในกระบวนการกําจัดหมึกจะมีการเติม
สารเคมีลงไปในน้ําเยื่อเพื่อทําปฏิกิริยาใหอนุภาคของหมึกแยกตวัออกจากเยื่อกระดาษ สารเคมีที่ใช
ในการกําจัดหมึกออกจากเยือ่กระดาษคือสารเคมีประเภทสารลดแรงตึงผิวเชน โซเดยีมไฮดรอกไซด 
(NaOH) โซเดยีมซิลิเกต (NaSiO4) สบูหรือกรดไขมัน เปนตน ในการกาํจัดหมกึควรปรับสภาพความ
เปนกรดดางของน้ําในกระบวนการแยกเยือ่เพื่อใหมีคาพเีอชอยูที่ประมาณ 9-10 เพื่อให
ประสิทธิภาพในการกําจัดหมึกสูงขึ้น การกําจัดหมึกมวีตัถุประสงคหลักคือ เพื่อเพิ่มความขาวสวาง 
(brightness) ของเยื่อกระดาษและกําจดักาวหรือยางสนที่เจือปนอยูในเยือ่กระดาษ กระบวนการ
กําจัดหมึกสามารถทําได 2 วิธี ดังนี ้
 

-  วิธีโฟลทเทชั่น (flotation) ในกระบวนการโฟลทเทชั่น อากาศจะถูกเปาเขาไป
ในน้ําเยื่อทําใหเกิดฟองอากาศขึ้น ฟองอากาศที่เกิดขึน้นีจ้ะทําหนาที่เปนตัวพาจุดหมกึที่ผสมอยูใน
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เยื่อกระดาษกบัน้ําเยื่อใหลอยข้ึนสูผิวหนาของเครื่องแยกหมึก และถูกแยกออกมาจากเยื่อกระดาษ
โดยการกวาดผิวหนาของน้ําเยื่อออก ในระบบโฟลทเทชั่นอาจมีการเตมิสารเคมีกอตะกอน เชน สาร
โพลิเมอร หรือสารอิเลคโตรไลท เปนตน ลงในระบบเพือ่ทําใหเสนใยละเอียดที่มีขนาดเล็ก และเศษ
ขยะขนาดเล็กตาง ๆ รวมตัวกันเปนตะกอน ซ่ึงจะทําใหส่ิงเจือปนเหลานี้สามารถเกาะติดกับ
ฟองอากาศไดดี และสามารถกําจัดสิ่งเจือปนตาง ๆ รวมทั้งอนุภาคหมกึไดอยางมีประสิทธิภาพมาก
ขึ้น  
 

-  วิธีลาง (washing) วิธีลางใชสําหรับการกาํจัดอนภุาคหมึกขนาดเล็กกวา 15 
ไมครอนลงมา ซ่ึงกําจัดดวยวธีิโฟลทเทชั่นไดยาก วิธีการลางจะนําเอาน้าํเยื่อที่ผานการผสมสารเคมี
สําหรับกําจัดหมึกแลวมาฉดีผานบนตะแกรงโคง (deasher) น้ําและจดุหมึกจะถูกแยกทะลุตะแกรง
ออกไป  
 

1.1.5  กระบวนการกระจายเยื่อ (disperser) เปนกระบวนการที่จะชวยเพิ่มคุณภาพ
ใหแกเยื่อกระดาษที่นํากลับมาใชใหมและคุณภาพของผลิตภัณฑได กระบวนการกระจายเยื่อมี
หนาที่หลักคือการแตกสิ่งเจอืปนที่ปนเปอนอยูในเยื่อกระดาษ เชน สารเคลือบผิวและสารเติมแตงใน
กระดาษ กอนสิ่งสกปรก ที่เกิดจากการจับตัวกันของสิ่งปนเปอน และเยื่อกระดาษทีม่ีการจับตัวเปน
กอน เปนตน  
 

1.1.6  กระบวนการฟอกขาว (bleaching) เปนกระบวนการที่ชวยเพิ่มคณุสมบัติดาน
ความขาวของเยื่อกระดาษ ทาํใหกระดาษผลิตภัณฑที่ผลิตไดมีคุณภาพสูงขึ้น ในการผลิตเยื่อ
กระดาษรีไซเคลิ ไมจําเปนตองมีกระบวนการฟอกขาวเสมอไป การนํากระบวนการฟอกขาวมาใช
ในการผลิตเยือ่กระดาษรีไซเคิลจะทําเฉพาะกรณีทีต่องการผลิตภัณฑทีม่ีคุณภาพสูง อยางเชน 
กระดาษขาวทีใ่ชในสํานกังาน เปนตน สารเคมีที่ใชในการฟอกขาวเยื่อกระดาษมีหลายชนิด เชน 
สารเคมีประเภทที่ไมมีคลอรีนเปนองคประกอบ ไดแก ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (H2O2) โซเดียม- 
ไดไทโอไนท (Na2S2O4) เปนตน สารเคมีที่มีสารคลอรีนเปนองคประกอบ ไดแก คลอรีนได-
ออกไซด (ClO2) โซเดียมไฮโปคลอไรด (NaOCl) เปนตน นอกจากนีย้งัมีการใชออกซิเจน (O2) 
รวมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซดในการฟอกขาวเยื่อกระดาษรีไซเคิลอีกดวย 
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1.2  กระบวนการผลิตกระดาษ 
 

กระบวนการผลิตกระดาษจะเริ่มจากการกําจัดสิ่งสกปรกที่ปนเปอนมากับเยื่อกระดาษ
ออกโดยกระบวนการกรอง จากนั้นจึงสงเขาสูเครื่องจักรผลิตกระดาษ (paper machine) เพื่อแปรรูป
เยื่อกระดาษใหเปนกระดาษผลิตภัณฑ โดยกระบวนการตางๆ ในการผลิตกระดาษอาจมีการเติม
สารเคมีเพื่อปรับแตงคุณภาพของกระดาษ เชน แปง ผงสี (pigments) กาว (binder) และสารเติมแตง
อ่ืนๆ เปนตน 
 

จากกระบวนการเตรียมเยื่อกระดาษและการผลิตกระดาษนี้จะทําใหเกิดน้ําเสียออกมา 
และถูกสงไปยงัระบบบําบัดน้ําเสีย 
 

1.3  กากตะกอนน้ําเสยีในโรงงานกระดาษรีไซเคิล 
 

กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษมีองคประกอบของเซลลูโลส
(cellulose) เซลลูโลสเปนพอลิเมอร (polymer) ชนิดหนึง่ที่พบในธรรมชาติ ทําหนาที่ใหความ
แข็งแรงและเปนโครงสรางใหกับพืช โดยทั่วไปเซลลูโลสจะอยูรวมกบัเฮมิเซลลูโลส 
(hemicellulose) และ ลิกนิน (lignin) เชน ไม กระดาษ และฝาย เปนตน โครงสรางของเซลลูโลส
ประกอบดวยกลูโคส (glucose) หลายโมเลกุลเชื่อมตอกันดวยพันธะ β 1-4, กลูโคซิดิกเปนโมโนเม
อรหลายหนวยยาวประมาณ 4,000 ถึง 8,000 โมเลกุล (ภาพที่ 2) เซลลูโลสโมเลกุลมีความแข็งแรงสูง
มาก ซ่ึงสลายไดโดยการยอยดวยกรด ดาง หรือเอนไซมเซลลูเลส (cellulase) เซลลูโลสที่มี
โครงสรางในลักษณะผลึกที่เปนระเบยีบ (crystalline) จะแข็งแรงและทนตอการถูกไฮโดรไลซิสดวย
กรด ดางหรือเอนไซม สวนเฮมิเซลลูโลส มีโครงสรางในลักษณะอสณัฐาน (amorphous) ไมเปน
ระเบียบ มีความแข็งแรงตํ่า ถูกไฮโดรไลซีสไดงายดวยกรด (acid) หรือ ดาง (base) เจอืจางดังนั้นการ
นําเซลลูโลสมาใชจึงควรมกีารปรับสภาพเพื่อใหงายตอการนําไปใชประโยชน (สุภาวนิี, 2550) 
 

การยอยสลายเซลลูโลสที่นิยมใชมี 2 วิธี คือ การไฮโดรไลซิสดวยกรด และการ 
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส (ศุภลักษณ, 2543) 
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1.3.1  การไฮโดรไลซิสดวยกรด (acid hydrolysis) 
 

การยอยสลายเซลลูโลสดวยกรดมีเปน 2 ขั้นตอน คือ ขั้นตอนแรกคือการใช
สารละลายกรดเขาไปทําลายโครงสรางของเซลลูโลส โดยกรดทําใหเซลลูโลสพองตัว ขั้นตอนที่ 2 
เติมน้ําเพื่อลดความเปนกรด จากนั้นใชความรอนซึ่งทําใหเซลลูโลสถูกตัดเปนโมเลกลุเล็กๆ คือ 
น้ําตาล ปจจัยที่มีผลตอการยอยสลายเซลลูโลสดวยกรด คือ ความเขมขนของกรดที่ใชจะตองมีความ
เขมขนสูง และใชอุณหภูมิทีสู่ง ท้ังนี้เพื่อใหโครงสรางประเภท crystalline ซ่ึงทนตอการยอยดวย
กรดเกดิการแตกตัวใหหมดดวย กรดที่นยิมใช ไดแก กรดซัลฟูริกความเขมขน 72 เปอรเซ็นต กรด
ไฮโดรคลอริก ความเขมขน 41 เปอรเซ็นต หรือกรดฟอสฟอริกความเขมขน 80 เปอรเซ็นต (ศุภ
ลักษณ, 2543) แตการยอยสลายดวยกรดไมเปนที่นิยมเนื่องจากปฏิกิริยาการยอยสลายดวยกรดไม
จําเพาะเจาะจงและมีความเสีย่งอันตรายในกระบวนการผลิตสูง 

 

 
  
ภาพที่ 2  โครงสรางของเซลลูโลส 
 
ท่ีมา: ศุภลักษณ (2543) 
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1.3.2  การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม (enzymatic hydrolysis) 
 

ปฏิกิริยาการยอยสลายดวยเอนไซมจะเกิดขึ้นอยางชาๆ เปนกระบวนการยอย
สลายที่มีความจําเพาะเจาะจงสูง เอนไซมจะไมทําปฏิกิริยากับสารอื่นที่ปะปนมา ทําใหไดผลิตภณัฑ
ที่มีความบริสุทธิ์สูง ปฏิกิริยาไมรุนแรง ดังนั้นผลิตภัณฑที่ไดจึงไมถูกทําปฏิกิริยาตอไปเอนไซมที่
ยอยสลายเซลลูโลสไดรวมเรียกวาเอนไซมในกลุมเซลลูเลส ปจจุบันมกีารใชเอนไซมเซลลูเลสหรือ
จุลินทรียที่สามารถสรางเอนไซมเซลลูเลสได ทั้งในภาคเกษตรกรรมและอุตสาหกรรม (ศุภลักษณ, 
2543) 

 
2.  เอนไซมเซลลูเลส  
 

การเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพของเซลลูโลสเปนกลูโคสนั้นเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมใน
กลุมที่เรียกวา เซลลูเลส ซ่ึงจะยอยเซลลูโลสโดยการตัดพนัธะ glycosidic เอนไซมเซลลูเลสแบงออก
ไดเปน 3 ชนิด คือ endo-β-glucanase, exo-β-glucanase และ β-glucosidase ซ่ึงมีกิจกรรมแตกตาง
กันดังนี้ (สุภาวินี, 2550; Fan and Lee, 1983) 

 
2.1  ชนิดของเอนไซมเซลลูเลส 
 

2.1.1  เอนไซมเอนโดกลูคาเนส (EC 3.2.1.4; 1,4-β-D glucan 4-glucanohydrolase) 
หรืออาจเรียกวาเอนไซมคารบอกซีเมทิลเซลลูเลส ทําหนาที่ในการตัดพันธะβ-1,4 -glycosidic ของ
โมเลกุลเซลลูโลสแบบสุม จาํเพาะตอโครงสรางในลักษณะรูปรางไมเปนระเบียบ  

 
2.1.2  เอนไซมเซลโลไบโอไฮโดรเลส หรือเอกโซกลูคาเนส (EC 3.2.1.91;1,4- β-D-

glucan; cellobiohydrolase (CBH)) ทําหนาที่ตัดพันธะ β-1,4 glycosidic จากปลายของสายโซ
เซลลูโลส ซ่ึงอาจยอยจากปลายรีดิวซ (reducing end) หรือปลายนอนรดีิวซ (non-reducing end) 
(Eriksson and Wood, 1985; Terri, 1997) มีความจําเพาะตอโครงสรางในลักษณะที่เรียงตัวเปน
ระเบียบ ไดผลผลิตเปนน้ําตาลเซลโลไบโอส การทํางานคลายกับเอนไซมเอนโดกลูคาเนสคือ แสดง
กิจกรรมสูงตอเซลลูโลสที่มีโครงสรางเรียงตัวไมเปนระเบียบ (amorphous cellulose) แตแสดง
กิจกรรมต่ําตอเซลลูโลสที่มีโครงสรางเรียงตัวเปนระเบียบ (crystalline cellulose)  
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2.1.3  เอนไซมเบตา-กลูโคซิเดส (EC 3.2.1.21; β-D-glucoside glucohydrolase) ทํา
หนาที่ยอยสลายน้ําตาลเซลโลไบโอส หรือเซลโลโอลิโกแซคคารไรดที่ละลายน้ํา ไดผลผลิตเปน
น้ําตาลกลูโคส  

 
2.2  ปจจัยที่มผีลตอการทํางานของเอนไซม 

 
2.2.1  ความเขมขนของเอนไซมและสารเริ่มตน การเรงปฏิกิริยาของเอนไซม จะตองมี

การรวมตัวกันของเอนไซม-สารเริ่มตน อัตราเร็วของปฏิกิริยาจะขึ้นอยูกับจํานวนการชนกันของ
โมเลกุลทั้งสอง ถามีสารเริ่มตนพอเพยีง เมือ่เพิ่มความเขมขนของเอนไซมเปนสองเทาจะทําให
อัตราเร็วเพิ่มขึน้ไปเปน 2 เทาดวย แตเมื่อมกีารเพิ่มปริมาณเอนไซมตอไปเรื่อย ๆ อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาเปนแนวระนาบเพราะสารเริ่มตนเริ่มหมดไป ทําใหเปนตวัจํากดัการเกิดปฏิกิริยาได 
อัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาขึ้นอยูกับการชนกันของโมเลกุล ซ่ึงจะชนกันมากขึ้นเมื่อปริมาณ
เอนไซมหรือสารเริ่มตนมากขึ้น 

 
อัตราการเกิดปฏิกิริยาดังกลาวขางตนนัน้ ถาใหเอนไซมเปนตัวคงทีแ่ละเพิ่ม

ปริมาณสารเริ่มตนขึ้นเรื่อยๆ นั้น ปฏิกิริยาไดเปน 3 ระยะ คือ 
 

ระยะที่ 1 อัตราเร็วของปฏิกริิยาเปนสัดสวนโดยตรงตอความเขมขนของสาร
เร่ิมตน 

 
ระยะที่ 2 อัตราเร็วของปฏิกริิยาเริ่มลดลงเนื่องจากปริมาณของเอนไซมเร่ิมเปน

ตัวจํากดั 
 
ระยะที่ 3 อัตราเร็วถึงจุดอิ่มตวั 

 
2.2.2  พีเอช (pH) พีเอชของสารละลายจะมีผลตอการเกิดปฏิกิริยาของเอนไซมใน

หลายดาน เอนไซมแตละชนดิมพีีเอชที่เหมาะสมในการทํางาน ซ่ึงการทํางานของเอนไซมจะลดลง
เมื่อพีเอชสูงหรือต่ํากวาพีเอชที่เหมาะสม พีเอชที่เหมาะสมของเอนไซมสวนใหญจะอยูในชวง 6-8 
การใชเอนไซมในสารละลายที่พีเอชสูงมากหรือต่ํามาก จะทําใหเอนไซมเสื่อมสภาพ 
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เนื่องจากเอนไซมประกอบดวยกลุมอะมิโนและคารบอกซิล เมื่อมีการ
เปลี่ยนแปลงประจุของไฮโดรเจนไอออนในสารละลาย ทําใหมีการเปลี่ยนแปลง ดังนี้ 

 
พีเอชลดลง    - NH2         กลายเปน    - NH3

+ 

 

พีเอชเพิ่มขึ้น  - COOH    กลายเปน    - COO- 

 

พีเอชอยูที่ isoelectric point 
 

- NH2  ยังคงเปน  - NH2 
 
- COOH ยังคงเปน  - COOH 
 

นอกจากพีเอชจะทําใหเกดิการเสื่อมสภาพของเอนไซมแลวยังมีผลตออัตราการ
เกิดปฏิกิริยาอกี 2 ทาง คือ 

 
-  กิจกรรมของเอนไซมจะขึน้อยูกับการปรากฏของกลุมอะมิโน และกลุม          

คารบอกซิลซ่ึงทั้ง 2 กลุมอาจจะมีประจุหรือไมมีประจุกไ็ดแตเอนไซมจะทํางานไดดีเพียงเมื่อกลุม
ทั้ง 2 มีประจุหรือไมมีประจุแลวแตชนดิของเอนไซม ถาเอนไซมทํางานไดดเีมื่อกลุมอะมิโนไมมี
ประจุพีเอชที่เหมาะสมตอการทํางานของเอนไซมชนิดนีม้ักจะสูง ในขณะที่ถาเอนไซมทํางานไดดี 
เมื่อคารบอกซิลเปนกลางพีเอชที่เหมาะสมจะต่ํา 

 
-  พีเอชควบคมุการแตกตวัของสารเริ่มตน ซ่ึงมีหลายปฏิกิริยาตองเกดิการแตกตวั

ของสารเริ่มตนกอน ปฏิกิริยาจึงจะดําเนนิตอไปได 
 

2.2.3  อุณหภมูิ การเพิ่มอุณหภูมิจะทําใหพลังงานจลนเพิ่มขึ้น ซ่ึงจะสงผลใหปฏิกิริยา
เพิ่มขึ้นดวย  อัตราการเพิ่มความเร็วของปฏิกิริยาคํานวณไดจากคา Q10 หรือ temperature quotient คา 
Q10 ของเอนไซมมักจะมีคามากกวา 1 ขึ้นไป 
  

Q10 =    อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ X  ํ + 10  ํC 

อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ X  ํC 
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 2.2.4  ผลิตภัณฑที่เกิดขึ้น (reaction product)  อัตราการเกิดปฏิกิริยาทีม่ีเอนไซมเปน
ตัวเรงปฏิกิริยานั้น สามารถวดัไดจากอัตราการหายไปของสารเริ่มตนหรืออาจจะวัดจากการปรากฏ
ขึ้นของผลิตภัณฑ หรือทําทัง้ 2 วิธีพรอมกนั แตไมวาจะวัดโดยวิธีใด จะพบวาอัตราเร็วของปฏิกิริยา
จะชาลงเมื่อเวลาผานไป อัตราเร็วของปฏิกิริยาที่เกดิชาลงนี้ เปนเพราะเกดิการเสื่อมสภาพของ
เอนไซม นอกจากนั้นยังเกิดเพราะมีการลดลงของสารเริ่มตน และผลิตภณัฑเพิ่มมากขึน้ เมื่อความ
เขมขนของผลิตภัณฑมากขึ้น จนถึงความเขมขนหนึ่ง อาจจะทําใหเกดิปฏิกิริยาผันกลบั 
(reversibility) โมเลกุลของผลิตภัณฑจะรวมกับเอนไซมแทนสารเริ่มตนทําใหปฏิกิริยาถูกจํากดัได 

 
2.2.5  สารยับยั้งการทํางานของเอนไซม (inhibitors) มีสารหลายชนิดทีส่ามารถยับยั้ง

การเรงปฏิกิริยาของเอนไซมได สารเหลานีอ้าจจะเปนสารอนินทรีย เชน โลหะหนักตาง ๆ หรือ
อาจจะเปนสารอินทรีย เชน  สารประกอบฟโนลิค (phenolic) หรือโปรตีน แตอยางไรก็ตามสาร
เหลานี้แบงเปนกลุมใหญ ๆ ไดดังนี ้

 
-  competitive inhibitor เปนสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมที่มีโครงสราง

คลายคลึงกับสารเริ่มตนมาก และเขาแยงทําปฏิกิริยากับเอนไซมที่ active site ของเอนไซม เมื่อเกิด
การรวมกันเปนเอนไซม-สารยับยั้ง (enzyme-inhibitor) จะทําใหปริมาณของเอนไซมลดลง ทําให
อัตราการเกิดปฏิกิริยาลดลง สารยับยั้งเหลานี้อาจจะเปลี่ยนหรือไมเปลี่ยนไปก็ได การเพิ่มปริมาณ
ของสารเริ่มตนใหมากขึ้นจะลดผลของ competitive inhibitor ได  

 
-  non competitive inhibitor สารชะงักการทํางานของเอนไซมชนิดนีจ้ะเขารวม

กับเอนไซมแตจะไมรวมที่ active site สารพวกนี้มีลักษณะตางจากสารเริ่มตน การเพิ่มปริมาณของ
สารเริ่มตนจะไมสามารถลบลางผลของสารเหลานี้ได โลหะที่เปนพิษทัง้หลาย และสารที่รวมหรือ
ทําลาย กลุมซัลฟไฮดริล มักจะเปนสารในกลุมนี้ เชน การที่มีออกซิเจนมาก จะทําให -SH ถูก 
ออกซิไดซ เกดิไดซัลไฟดบริดจขึ้นมา ซ่ึงทําใหโครงสรางของเอนไซมเปลี่ยนไป ทาํให active site 
รวมกับสารเริ่มตนไมได สวนโลหะ เชน Hg+2 และ Ag+ จะเขาแทนที่ไฮโดรเจนอะตอมของกลุม
ซัลฟไฮดริล เกิดเปน เมอแคบไทด (mercaptides) ซ่ึงไมละลายน้ํา 

 
-  uncompetitive inhibitor  สารยับยั้งการทํางานของเอนไซม ชนิดนี้ไมรวมกับ

เอนไซมอิสระ และไมมีผลกระทบตอปฏิกิริยาของเอนไซม และสารเริ่มตน แตจะเขารวมกับ 
เอนไซม-สารเริ่มตน ทําใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยาตอไปได การชะงกัการทํางานของเอนไซมจะ
เพิ่มขึ้นเมื่อมีสารเริ่มตนมากขึ้น สารชะงักชนิดนี้มักจะพบในปฏิกิริยาซึ่งมีสารเริ่มตนสองชนิด 
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2.3  การปรับสภาพสับสเตรทกอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 
 

การปรับสภาพสับสเตรทกอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเพื่อเพิ่มประสทิธิภาพในการ
ทํางานของเอนไซม เชน การเพิ่มพื้นที่ผิวของสับสเตรท การทําใหโครงสรางของสับสเตรทเสีย
สภาพ หรือการลดปริมาณสารยับยั้งการทํางานของเอนไซม เปนตน (Hendriks and Zeeman, 2009) 
ทําใหสารละลายเอนไซมซึมเขาสับสเตรทไดงายขึ้น การปรับสภาพสับสเตรทสามารถทําไดดวย
วิธีการดังตอไปนี้ 
 

2.3.1  การใชเครื่องกลลดขนาด 
 

การลดขนาดของสับสเตรทดวยเครื่องกลเปนการเพิ่มพืน้ที่ผิวของสับสเตรท
และทําลายโครงสรางของสับสเตรท ทําใหสารละลายเอนไซมสามารถเขาถึงสับสเตรทไดดียิ่งขึน้ 
นอกจากนี้การที่โครงสรงของสับสเตรทถูกทําลายจึงทําใหเอนไซมทํางานไดมีประสิทธิภาพมากขึน้
ดวย (Hendriks and Zeeman, 2009) 
 

2.3.2  การปรับสภาพสับสเตรทดวยความรอน 
 

ความรอนจากการปรับสภาพทําใหสารประกอบบางชนดิ เชน ลิกนนิ หรือเฮมิ
เซลลูโลส เปนตน ละลายน้ําไดเพิ่มขึ้น ทําใหโครงสรางของสับสเตรทมีพื้นผิวเพิ่มขึน้สารละลาย
เอนไซมสามารถเขาถึงสับสเตรทไดมากขึน้ ประสิทธิภาพการทาํงานของเอนไซมจึงสูงขึ้นดวย 
(Zhao et al., 2009) 
 

2.3.3  การปรับสภาพสับสเตรทดวยสารเคมี 
 

การปรับสภาพสับสเตรทดวยสารเคมีจะทําใหโครงสรางของสับสเตรทเสีย
สภาพ สารเคมีทําปฏิกิริยากับสับสเตรททําใหสารประกอบประเภทลิกนิน เฮมิเซลลูโลสละลาย
ออกมาจากโครงสรางของสับสเตรท เอนไซมจึงทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพมากขึน้ ซ่ึงขึ้นอยูกับ
ชนิดของสับสเตรท อุณหภูม ิชนิดของสารเคมี และความเขมขนของสารเคมี สารเคมีที่ใชในการ
ปรับสภาพสับสเตรทไดแก NaOH, HCl, H2SO4, CaCl2 หรือ H2O2 เปนตน (Zhao et al., 2009; 
Zhang and Cai, 2008) 
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Zhao et al.  (2009) ปรับสภาพชานออยดวยสารละลาย NaOH เขมขน 3, 5, 7 
และ 9% โดยการปรับสภาพดวยสารละลาย NaOH เขมขน 9% ใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูงที่สุด การ
ปรับสภาพดวยสารละลาย NaOH เขมขน 7% รวมกับความรอนที่อุณหภูมิ 70, 80, 90 และ 100 องศา
เซลเซียส สําหรับการปรับสภาพดวยดางรวมกับความรอนที่ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดคือ อุณหภูมิ 
100 องศาเซลเซียส 
 

Tokuyasu et al. (2008) ศึกษาการไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลส 

จากเชื้อ Trichoderma ongibrachiatum โดยปรับสภาพเซลลูโลสดวย CaCl2 ที่อุณหภมูิ 37 องศาท

เซลเซียส จะทาํใหน้ําตาลกลโูคสเพิ่มขึ้นจาก 0.527 mmol/mg of cellulose เปน 1.14 nmol/mg of 

cellulose 

 

Dienes  et al. (2004) ศึกษาประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสของเอนไซมเซลลู

เลสทางการคาจากเชื้อ Trichoderma sp. 2 ชนิด พบวาอณุหภูมิที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสดวย

เอนไซมเซลลูเลสอยูที่ 50-60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสใหประสิทธิภาพที่สูง

กวาแตเอนไซมเซลลูเลสอาจเสียสภาพได และพีเอชที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม

เซลลูเลส อยูที่พีเอช 5 และหากเอนไซมเซลลูเลสจากแหลงผลิตตางกันชวงพีเอชที่เหมาะสมก็อาจ

ตางกันดวย 

 

3.  การผลิตเอนไซมเซลลูเลสดวยเชื้อรา 

 
ในธรรมชาติเชื้อราจะยอยสลายอินทรียสารตางๆเพื่อใชในการดํารงชีพและขยายพันธุ โดย

เชื้อราจะผลิตเอนไซมตางๆออกมายอยแหลงอาหารเพื่อนําไปใชในกจิกรรมตางๆ ซ่ึงก็ขึ้นอยูกับ
ชนิดของเชื้อและประเภทของแหลงอาหารนั้นๆ การผลิตเอนไซมเซลลูเลสสามารถทําไดทั้งใน
อาหารเหลวและอาหารแข็งขึ้นอยูกับความเหมาะสม การที่จะใหผลผลิตเอนไซมสูงและคุณภาพดี
นั้นจะตองมีการควบคุมสภาวะตางๆ ใหเหมาะสม เชน พีเอช, ความชื้น, แหลงอาหาร หรือการ
ปนเปอน เปนตน รวมทั้งตองคํานึงถึงราคาตนทุนในการผลิตดวย โดยเชื้อราที่สามารถผลิตเอนไซม
เซลลูเลส ไดแก Trichoderma reesei, Trichoderma hamatum, Trichoderma harzianum, 
Trichoderma polysporum,  Trichoderma koningii, Phanerochaete sp. เปนตน (Gome et al., 1992; 
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สุภาวินี, 2550) นอกจากนี้การผลิตเอนไซมเซลลูเลสสามารถใชวัสดุเหลือใชทางการเกษตร เชน ฟาง
,ขาว, ชานออย, แกลบ หรือรํา เปนตน เปนแหลงอาหารในการผลิตได (เนริสา, 2543) 
 

3.1  การเพาะเลี้ยงราเสนใย (เยาวพา, 2540) 
 

สามารถจะแบงการเพาะเลีย้งได 2 ประเภท ตามลักษณะของสับสเตรทที่ใชเพาะเลี้ยง 
คือ 

 
3.1.1  solid substrate fermentation  

 
เปนการเพาะเลี้ยงบนอาหารแข็ง โดยเชื้อราจะเจริญบนสบัสเตรทที่มีลักษณะ

แข็ง เชน ขาวเปลือก, ถ่ัว, ฟาง, ขาวโพด ฯลฯ โดยการเลีย้งก็จะเลี้ยงในขวด ถุงพลาสติก หรือถาด 
ซ่ึงเชื้อราที่เจริญบนอาหารแข็งก็จะใชสับสเตรทเหลานี้เปนแหลงคารบอน และเปนตัวยดึเกาะให
เสนใยเจริญเตบิโต ดังนั้นในอาหารแข็งเหลานี้ตองมีความชื้น และอณุหภูมิที่พอเหมาะ เชน การผลิต
อาหารหมักดอง ซีอ้ิว เตาเจีย้ว เอนไซมบางชนิด การเลี้ยงดอกเหด็ เปนตน  

 
3.1.2  liquid substrate fermentation  

 
เปนการเพาะเลี้ยงราเสนใยในอาหารเหลว โดยที่สับสเตรทอยูในสภาพแวดลอม

ที่เปนของเหลว ซ่ึงอาหารเหลวนั้นจะมีแหลงคารบอนและธาตุอาหารอืน่ที่เหมาะสมตอการ
เจริญเติบโต การเพาะเลี้ยงในอาหารเหลวนั้นสามารถเพาะเลี้ยงไดในถังหมัก (fermenter) ซ่ึง
สามารถจะควบคุมสภาพแวดลอมตาง ๆ ไดเชน พีเอช, การเติมอากาศ หรือ อุณหภูม ิเปนตน 
นอกจากนี้ยังใชพื้นที่นอยกวา solid substrate fermentation การเพาะเลีย้งในอาหารเหลวจะใชใน
อุตสาหกรรมผลิต กรดซิตริก เอนไซม หรือสารแอนตี้ไบโอติก เปนตน 

 
3.2  ลักษณะการเจริญเติบโตของเชื้อราเสนใย  
 

การเจริญเติบโตของราเสนใยในอาหารแขง็ จะแตกตางกบัการเจริญเตบิโตของราเสน
ใยในอาหารเหลว โดยทัว่ไปการเพาะเลีย้งในอาหารเหลวในถังหมักที่มใีบพัดกวนนั้น เชื้อราจะเพิ่ม
จํานวนโดยการแตกหกัของ mycelium แตในบางครั้งเสนใยของเชื้อราอาจจะรวมกันเปนกลุมทําให
เกิดลักษณะที่เรียกวา pellet ซ่ึงลักษณะนี้จะเกดิขึ้นกับเสนใยของเชื้อราเมื่อเล้ียงในอาหารเหลว 
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ลักษณะ pellet นั้น ก็ขึ้นอยูกบัปจจัยตาง ๆ เชน อัตราสวนของคารบอน:ไนโตรเจน ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ ปริมาณของสปอรในเชื้อที่เติม 

  
อาหารเลี้ยงเชือ้ที่มีเสนใยราในรูป pellet มีความหนดืนอยกวาอาหารเลีย้งเชื้อที่ราเจรญิ

เปนเสนใย และปญหาเกีย่วกบั mixing และ gas transfer นอยกวา แตปญหาที่พบในราที่ form pellet 
ก็คือการขนสงสารอาหารเขาสูเซลล (โดยทั่วไปจะเกดิโดยวิธี diffusion) ซ่ึงอยูขางใน pellet ก็จะ
ขนสงไดยากกวา โดยการเจรญิเติบโตของเสนใยจะเกิดขึน้ที่เสนใยดานนอกของ pellet  

 
สําหรับการเจริญเติบโตของราเสนใยในอาหารแข็ง สวนของปลายเสนใยทั้งสองดาน

จะมีการเจริญเติบโตยืดออก แตทิศทางของการเจริญเติบโตและอัตราการเจริญเติบโตนั้นจะขึ้นอยู
กับสารอาหารและชนิดของสับสเตรท โดยทั่วไปพบวาอัตราการเจริญเติบโตของเชื้อราในอาหาร
แข็งจะต่ํากวาอัตราการเจริญเติบโตในอาหารเหลวมาก โดยคาเฉลี่ยของ doubling time ของรา
จําพวกเหด็ในอาหารเหลวที่เล้ียงในถังหมกัจะมีคาประมาณ 4-8 ช่ัวโมง ขณะที่คา doubling time ที่
เล้ียงบนอาหารแข็ง จะมีคาประมาณ 5.5 วัน  

 
3.3  ปจจัยที่มผีลตอการเจริญเติบโตของราเสนใย  
 

สภาพแวดลอมมีผลตอการเจริญเติบโตของราเสนใย ตลอดจนคุณภาพของผลผลิต 
เชน ชนิดของ สับสเตรท, พีเอช, อุณหภูมิ ฯลฯ สับสเตรทสําหรับ solid substrate fermentation สวน
ใหญจะเปนของเหลือใชทางการเกษตร เชน ขี้เล่ือย, ฟาง, ขาวโพด, ขาวฟาง โดยสับสเตรทเหลานีจ้ะ
มีแหลงคารบอนซึ่งก็คือคารโบไฮเดรตเปนอาหารหลัก เชื้อราจะเจริญไดแตกตางกนับนสับสเตรท
แตละชนดิ สําหรับคาพีเอชและอุณหภูมิ กม็ีผลตอการเจริญเติบโตของราเสนใยเพราะ พีเอชและ
อุณหภูมิจะมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมภายในเซลล โดยทั่วไป พบวาพีเอชที่เหมาะสม ตอการ
สราง mycelium คือ พีเอชประมาณ 5.0 - 6.0 

 
Kansoh et al. (1999) ไดศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei. 

โดยใชแหลงสับสเตรทเปนชานออยที่ปรับสภาพดวยสารเคมี ซ่ึงพบวาการใชชานออยที่ปรับสภาพ
ดวย 16% NaOH+0.1% AQ+1% H2O2+0.3% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ที่อุณหภูมิ 
160 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง เปนแหลงสับสเตรทที่พีเอช 6 อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ใหปริมาณเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดคือ 7.4 U/ml 
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Olsson et al. (2003) ไดทําการศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma 
reesei Rut C-30 บนแหลงคารบอนที่แตกตางกันโดยแหลงคารบอนที่ทําการศึกษาคอื cellulose 
sugar beet pulp และ sugar beet pulp ที่ปรับสภาพดวยความรอน พบวาการใชแหลงคารบอนเปน 
cellulose รวมกับ sugar beet pulp ที่ปรับสภาพในอัตราสวน 1 ตอ 1 เอนไซม endoglucanase สูงสุด 
คือ 0.49 U/ml 

 
Szabo et al. (1996) ศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Phanerochaete 

chrysosporium ในอาหาร α cellulose cellobiose และ cellobiose:glucose ที่พีเอช 5 ซ่ึงใหผลผลิต
เอนไซมเซลลูเลสเปน 1.41 1.18 และ 2.15 mg/ml ตามลําดับ 

 
Igarashi et al. (1997) ไดทําการศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ 

Phanerochaete chrysosporium ในอาหารเหลวที่มีเซลลูโลสเปนองคประกอบที่มีการเขยา 120 รอบ
ตอนาที ที่อุณหภูมิ 26.5 องศาเซลเซียส ไดคากิจกรรมเอนไซม β-glucosidase , endoglucanase และ 
exoglucanase สูงสุดเปน 750 0.008 และ 500 U/L ตามลําดับ 

 
นอกจากนี้ยังมกีารศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชนิดตางๆซึ่งไดแสดง

ไวในตารางที่ 1 
 

4.  คุณสมบัตขิองไฮโดรเจน 
 
  ไฮโดรเจนเปนธาตุที่เบาที่สุดและเปนองคประกอบของน้ําที่เปนปจจัยที่สําคัญมากที่สุดของ
ส่ิงมีชีวิตบนโลก โดยทั่วไปในชั้นบรรยากาศของโลกมีแกสไฮโดรเจนประมาณ 0.1 ppm. แกส
ไฮโดรเจนความแข็งแรงในการยึดโมเลกุล เทากับ 436 kJ/mol (104 kcal/mol) ดังนั้น เมื่อตองการให
ไฮโดรเจนโมเลกุลทาํปฏิกิริยา จึงตองใชพลังงานเพื่อทําลายความแข็งแรงในการยึดโมเลกุลดังกลาว 
เชน เพิ่มอณุหภูม ิใชสารเรงปฏิกิริยา เปนตน ไฮโดรเจนอะตอมประกอบดวยนิวเคลียส ภายในนวิ
เคลียสมีโปรตอน และนวิตรอน โดยมีอิเลคตรอนวิ่งรอบนอก เหมือนธาตุอ่ืนๆ ไฮโดรเจนมี 3 
ไอโซโทปขึ้นกับจํานวนโปรตอน และจํานวนนิวตรอนที่ตางกัน ดังนี ้(มงคล, 2547)   
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ตารางที่ 1  การผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
  

Fungal species  Substrate 
FPA 

(IU/ml) 

Aspergillus ustus  Wheat bran 3.80 

Chaetomium globosum Kunze  Oil palm fruit fiber 0.95 

Neurospora crassa 4335 (cell-1)  Wheat straw  1.33 

Penicillium capsulatum  Beet pulp 2.70 

Talaromyces emersonii UCG208 Wheat bran/beet pulp (1:1) 18.0 

Thermoascus aurantiacus Wheat straw 4.30 

Trichoderma reesei RUT C30  Steam-treated willow 1.55 

Trichoderma harzianum KM07  Wheat bran  11.00 

Trichoderma reesei RUT C30 Dairy manure 1.72 

Trichoderma reesei MCG77 Beet pulp  7.70 

Scytalidium thermophilum 3-A Apple pomace  0.39 

Scytalidium thermophilum 3-A Lentil bran  0.23 

Scytalidium thermophilum 3-A Bagasses 0.21 
 
 
ท่ีมา: Haq et al. (2006); Kang et al. (2004) และ Zhiyou et al. (2005)  
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4.1  ไฮโดรเจน (hydrogen) มีจํานวนโปรตอน 1 โปรตอน จํานวน 1 นิวตรอน มีน้าํหนัก
อะตอม เทากบั 1.0078  

 
4.2  ดิวเทอเรยีม (deuterium) มีจํานวนโปรตอน 2 โปรตอน จํานวน 1 นิวตรอน มีน้าํหนัก

อะตอม เทากบั 2.0141  
 
4.3  ตริเที่ยม (tritium) มีจํานวนโปรตอน 3 โปรตอน จํานวน 1 นิวตรอน มีน้ําหนักอะตอม 

เทากับ 3.0161 
 

  ไฮโดรเจนสามารถอยูในรูปทั้งของแข็ง ของเหลวและแกส ไฮโดรเจนที่เปนของแข็ง ไมมีสี 
โครงสรางผลึก 6 เหล่ียม molar volume = 24.56 L/mol ไฮโดรเจนที่เปนของเหลวไมมีสี คา 
viscosity ต่ํา เคลื่อนที่ไดเร็วและไฮโดรเจนที่เปนแกสไมมีสี ไมมีกล่ิน ไมเปนพษิ แกสไฮโดรเจน 1 
ลิตร มีมวล 0.0898 กรัม  
 
5.  กระบวนการผลิตแกสไฮโดรเจน 
 

กระบวนการผลิตแกสไฮโดรเจนมีหลายวิธี โดยขึ้นกับความเหมาะสมของปจจัยตางๆ ที่
เกี่ยวของแกสไฮโดรเจนสามารถผลิตไดดวยวิธีตาง ๆ ดงัตอไปนี้ (มงคล, 2547) 

 
1)  รีฟอรมมิ่งดวยไอน้ํา (steam reforming) เปนกระบวนการผลิตแกสไฮโดรเจนโดยการ

ปอนไอน้ําเขาไปทําปฏิกิริยา กับ แกสมีเทน ไดแกสไฮโดรเจน และแกสคารบอนไดออกไซดเปน
ผลิตภัณฑโดยปฏิกิริยาดูดความรอน                                                                                                              

 
CH4 + 2H2O + heat               CO2 + 4H2  
 

2)  วิธีสันดาปบางสวน (partial oxidation)  
CH4  + 0.5O2     CO + 2H2    
 

3)  รีฟอรมมิ่งดวยความรอน (auto thermal reforming) เปนการรวมกนัระหวางปฏิกิริยาการ
เผาไหมบางสวน และปฏิกิริยารีฟอรมมิ่งดวยไอน้ํา 
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4)  แกสซิฟเคชั่น/ไพโรไลซีส (gasification/pyrolysis) เปนการใหความรอนแกชีวมวลหรือ
ถานหินภายใตสภาวะที่ควบคุม ความดัน ไอน้ํา และปริมาณออกซิเจนที่ปอนเขา ชีวมวล หรือถาน
หินจะถูกเปลี่ยนเปนแกสผสมระหวางไฮโดรเจน แกสคารบอนมอนอกไซด คารบอนไดออกไซด 
และสารประกอบอื่นๆ เชน char  tar และ phenols ดังปฏิกิริยาที่เกดิขึ้นดังนี ้

 
C6H2O6 + H2O + Heat                            CO + CO2 + H2 + other species  
 

5)  อีเล็คโตไลซีสทจากน้ํา (electrolysis of water) วิธีอิเล็คโตไลซีสท (electrolysis) จะใช
พลังงานไฟฟา โดยปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นดังสมการ 

        
 2H2O + electricity               2H2  + 2O2   

 
6)  วิธีทางชีวภาพ (biological treatment) เปนการผลิตแกสไฮโดรเจนโดยใชกลุมจุลินทรียที่

สามารถผลิตแกสไฮโดรเจนได โดยกลุมจลิุนทรียขึ้นอยูกับสภาวะและชนิดของกลุมจุลินทรียชนิด
ตางๆ ซ่ึงสามารถใชกากของเสียที่เปนชีวมวล (biomass) เปนวัตถุดิบ จงึเปนแนวทางหนึ่งในการ
จัดการของเสียอีกทั้งเปนการอนุรักษส่ิงแวดลอมและเปน “เทคโนโลยีสีเขียว” (green technology) 
สําหรับอนาคต  

 
6.  การผลิตแกสไฮโดรเจนดวยวิธีทางชวีภาพ 
 

จุลินทรียหลายชนิดมีความสามารถในการผลิตแกสไฮโดรเจนได ทั้งชนิดที่เปนโฟโตโทร-
ฟคยูคาริโอตและโปรคาริโอต (phototrophic eukaryote and prokaryote) และเคโมโทรฟค ยูคาริโอต 
และโปรคาริโอต (chemotrophic eukaryote and prokaryote) ในทีน่ี้จะกลาวถึงกลุมของจุลินทรียทีม่ี
ความสามารถในการผลิตแกสไฮโดรเจน 2 กลุมคือ กลุมโฟโตโทรฟ (phototrophs) และกลุมเคโม
โทรฟ (chemotrophs) (มงคล, 2547) 
  

6.1  กลุมโฟโตโทรฟ (phototrophs) 
 
6.1.1  สาหราย (algae) สาหรายบางชนิดสมารถผลิตแกสไฮโดรเจนได เชน 

Scenedesmus, Chlorella, Ceremium และ Corallina เปนตน โดยการผลิตแกสไฮโดรเจนของ
สาหรายเกดิขึ้นเมื่อมีการปรบัตัวภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน ระยะเวลาที่มีการปรับตัวจะเกดิการ
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กระตุนหรือสังเคราะหเอนไซมไฮโดรจีเนส (hydrogynase) โดยอิเล็กตรอนจะถูกสงผานจาก 
ferredoxin เพื่อไปใชในการรีดิวซโปรตอน (H+) ไปเปนแกสไฮโดรเจน ปฏิกิริยาดังกลาวถูกเรง
ปฏิกิริยาดวยเอนไซมไฮโดรจีเนส ซ่ึงระยะเวลาในการปรับตัวนั้นจะแตกตางกันไปตั้งแต 30 นาทถึีง 
4 ช่ัวโมง (มงคล, 2547) 
 

6.1.2  oxygenic phototrophic bacteria กลุมนี้ไดแก cyanobacteria หรือแบคทีเรียสี
เขียวแกมน้าํเงนิที่สามารถผลิตแกสไฮโดรเจน เชน Anabaena, Oscillatoria, Chlorogloea และ 
Spirulinar เปนตน โดย cyanobacteria เปนจุลินทรียกลุม oxygenic phototrophic prokaryote ที่มี
ระบบแสง 2 ระบบเหมือนสาหราย และพชืสีเขียว กระบวนการผลิตแกสไฮโดรเจนของ 
cyanobacteria คลายกับสาหราย แตสวนใหญจะผานกระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 
6.1.3  anoxygenic phototrophic bacteria แบคทีเรียกลุม anoxygenic phototrophic 

bacteria ประกอบดวย 3 กลุมคือ (1) non-sulfur purple bacteria (2) sulfur purple bacteria (3) green 
sulfur bacteria โดยกระบวนการสังเคราะหแสงของแบคทีเรียกลุมนี้มีรงควัตถุที่ตางจาก 
cyanobacteria และสาหราย คือเปน bacteriochlorophyll และ carotenoid กระบวนการสังเคราะห
แสงของแบคทีเรียกลุมนี้ไมไดออกซิเจนเปนผลิตภัณฑ และสามารถใชสารประกอบซัลไฟด สาร
ประกอบซัลเฟอร สารประกอบไธโอซัลเฟต สารประกอบอินทรีย หรือโมเลกุลไฮโดรเจนเปนสาร
รับอิเล็กตรอนได 

 
แบคทีเรียสังเคราะหแสงสามารถผลิตแกสไฮโดรเจนไดทั้งภายใตสภาวะที่มแีสง 

หรือไมมีแสง โดยภายใตสภาวะที่มแีสง แสงจะไปกระตุนแบคเทอริโอฟลลใหปลดปลอย
อิเล็กตรอนเพือ่ไปสรางสารใหพลังงานสูง (ATP) และเกดิการรีดิวซ NAD และ ferredoxin จากการ
ใช ATP และภายใตสภาวะทีไ่มมีออกซิเจน ทําใหไดแกสไฮโดรเจนเปนผลิตภัณฑ แตภายใตสภาวะ
ที่ไมมีแสงจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของสารอินทรียที่เปนสับสเตรท 

 
6.2  กลุมเคโมโทรฟ (chemotrophs) 

 
6.2.1  แบคทีเรียกลุมที่ไมตองการออกซิเจน (anaerobic bacteria) 

 
แบงแบคทีเรียไดออกเปน 2 กลุม คือ 
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- กลุม strictly anaerobic bacteria เชน Acetobacterium, Acetomicrobium, 
Bacteroides และ Clostridium เปนตน  

 
- กลุม facultative anaerobic bacteria เชน Aeromonas, Bacillus, Citrobacter, 

Escherichia และ Enterobacter เปนตน 
 

กระบวนการผลิตแกสไฮโดรเจนของแบคทเีรียแบบไมใชอากาศในสภาวะที่ไม
ใชแสงเปนแบบ clostridial system โดยแกสไฮโดรเจนจะถูกผลิตผานทางเอนไซม H2:ferredoxin 
oxidoreductase ดังสมการ 
 

2H+ + 2Fd(red)                            2Fd(ox) + 2H2    
 

6.2.2  แบคทีเรียกลุมที่ตองการออกซิเจน (aerobic bacteria) 
 

แบคทีเรียกลุมที่ตองการออกซิเจนบางชนิดที่มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนในสภาพที่มีออกซิเจน ไดแก Azomonas, Azospirillum, Azotobacter, Methylomonas, 
Mycobacterium, Pseudomonas, Rhizobium และ Xanthobacter เปนตน 

 
นอกจากนี้ยังมกีารงายงานผลการศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนชวีภาพจาก

สับสเตรทหลากหลายชนดิดวยกลุมจุลินทรียตางๆซึ่งแสดงในตารางที่ 2 การปรับสภาพกลุมจุลินท
รียทําใหจุลินทรียที่ไมสามารถทนตอสภาวะนั้นๆตายไปทําใหเกิดการปรบัตัวของกลุมจุลินทรียขึ้น 
สําหรับการหมักเพื่อผลิตแกสไฮโดรเจนโดยใชกลุมจุลินทรียที่ไมผานการปรับสภาพมีจุลินทรียที่
ผลิตแกสมีเทนซึ่งใชแกสไฮโดรเจนทําใหไดผลผลิตแกสไฮโดรเจนลดลง ดังนั้นในการผลิตแกส
ไฮโดรเจนชวีภาพจึงตองมกีารกําจัดจุลินทรียกลุมที่ผลิตแกสมีเทนกอน (Wang and Wan, 2009) ซ่ึง

สามารถทําไดหลายวิธี เชน การปรับสภาพดวยกรด ดาง ความรอน หรือ สารเคมีอ่ืนๆ เปนตน 
(ตารางที่ 3) 
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ตารางที่ 2  การผลิตแกสไฮโดรเจนจากจุลินทรียชนิดตางๆ 
 

จุลินทรีย สับสเตรท ผลผลิตไฮโดรเจน 

Clostridium acetobutylicum  Glucose 2.0 mol/mol glucose 

Clostridium acetobutylicum ATCC 824 Glucose 1.08 mol/mol glucose 

Clostridium butyricum CGS5  Xylose   0.73 mol/mol xylose  

Clostridium butyricum CGS2  Starch  9.95 mmol/g COD  

Clostridium pasteurianum CH4 Sucrose  2.07 mol/mol hexose 

Clostridium paraputrificum M-21  Chitinous wastes 2.2 mol/mol substrate 

Clostridium thermocellum 27405  Cellulosic biomass 2.3 mol/mol glucose 

Clostridium thermolacticum Lactose  3.0 mol/mol lactose 

Clostridium sp. strain no. 2 Cellulose 0.3 mol/mol glucose  

Clostridium sp. Fanp2  Glucose  0.2 mol/L  

Enterobacter aerogenes HO-39 Glucose 1.0 mol/mol glucose 

Enterobacter aerogenes NBRC 13534 Glucose 0.05 mol/L  

Enterobacter aerogenes HU-101  Glycerol  0.6 mol/mol glycerol  

Enterobacter aerogenes  Starch  1.09 mol/mol starch  

Enterobacter aerogenes E 82005  Molasses 3.5 mol/mol sugar  

Enterobacter cloacae IIT-BT 08  Sucrose  6 mol/mol sucrose  

Enterobacter cloacae IIT-BT 08  Cellobiose 5.4 mol/mol cellobiose  
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 

จุลินทรีย สับสเตรท ผลผลิตไฮโดรเจน 

Escherichia coli MC13-4  Glucose  1.2 mol/mol glucose  

Escherichia coli Glucose  2.0 mol/mol glucose  

Escherchia coli Glucose 2.0 mol/mol glucose  

Pseudomonas sp. GZ1  Waste sludge 0.007 mol/g TCOD  

Thermoanaerobacterium 
thermosaccharolyticum KU001  

Glucose 2.4 mol/mol glucose  

Thermotoga elfii  Glucose 84.9 mmol/L  

Hydrogen-producing bacterial B49  Glucose 0.1 ml/L  

Ruminococcus albus  Glucose 2.52 mol/mol glucose  

Citrobacter amalonaticus Y19 Glucose 8.7 mol/mol glucose  

Ethanoligenens harbinense YUAN-3  Glucose 1.93 mol/mol glucose  

 

ท่ีมา: Wang and Wan (2009) 
 

ตารางที่ 3  การผลิตแกสไฮโดรเจนจากแหลงจุลินทรียที่ปรับสภาพในสภาวะตางๆ 
 

แหลงจุลินทรยี การปรับสภาพเชื้อ แหลงสับสเตรท ผลผลิตแกสไฮโดรเจน 

Digested sludge Heat-shock Glucose  1.8 mol/mol glucose 

Cattle manure sludge Acid Glucose 1.0 mol/mol glucose 

Methanogenic granules Chloroform Glucose 1.2 mol/mol glucose 

Digested wastewater Base Sucrose 6.12 mol/mol sucrose 

Anaerobic sludge Sodium 2-
bromoethanesulfonate 

Dairy wastewater 0.0317 mmol/g COD 

 

ท่ีมา: Wang and Wan (2009) 
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7.  กลไกการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนจากน้ําตาลกลูโคส 
 

กระบวนการหมักแบบไมใชแสงเพื่อผลิตไฮโดรเจนโดยมีกลูโคสเปนแหลงอาหารแสดงดัง
ภาพที่ 3 เมื่อกลูโคสไดรับพลังงาน ATP จะถูกเปลี่ยนเปน pyruvate จากนั้นเอนไซม pyruvate:Fd 
oxidoreductase (PFOR) จะยอย pyruvate เพื่อสราง ferredoxin และ pyruvate ถูกเปลี่ยนเปน acetyl-
CoA โดย acetyl-CoA จะถูกเปลี่ยนเปน volatile fatty acid (VFAs) ซ่ึงขึ้นกับชนิดของแบคทีเรียและ
สภาวะในการหมักนัน้ๆ 

 
จากภาพที่ 3 การหมักกลูโคสดวยจุลินทรียชนิดไมใชออกซิเจนจะผลิต VFAs ขึ้นมา และได

แกสไฮโดรเจนเปนผลิตภณัฑรวม โดยแกสไฮโดรเจนเกดิไดจาก ferredoxin ที่ถูกเอนไซม 
hydrogenase ยอย การเกิดของ VFAs บางชนิดนั้นอาจจะใช NADH ในกระบวนการดวย ดังนั้นใน
การหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจนนั้น ชนิดของVFAs จึงตองมี ferredoxin เกิดขึ้นระหวางกระบวนการ
หมัก และในกระบวนการเกดิ VFAs หากมีการใช NADH ไมเกินจากที่กระบวนการหมักสรางไดจะ
ทําใหไดแกสไฮโดรเจนเปนผลิตภัณฑ  แตหากมี NADH ไมเพียงพอจะทําใหตองดึงแกสไฮโดรเจน
มาแทน NADH ในกระบวนการเกิด VFAs ทําใหแกสไฮโดรเจนที่ไดลดลง การเกดิของ VFAs ชนดิ
ตางๆ มีผลตอการเกิดแกสไฮโดรเจนดังนี ้

 

1 กรดบิวทาริก (butyric acid)  
 
ในระหวางการหมักกลูโคส 1 โมลในสภาวะไรอากาศที่เกิดกรดบวิทารกิ 1 โมล จะให

ไฮโดรเจนเปนผลิตภัณฑรวม 2 โมล จาก ferredoxin ที่เกิดจาก การยอยของ pyruvate ดังแสดงใน
สมการดานลาง 

 

C6H12O6                     CH3CH2CH2COOH + 2H2 + 2CO2  
 

2 กรดอะซิติก (acetic acid) 
 

ในการหมกักลูโคสที่เกิดอะซิติก 1 โมลจะใหไฮโดรเจนเปนผลิตภัณฑรวม 2 โมล จาก 
ferredoxin ที่เกิดจาก การยอยของ pyruvate และ NADH แตการหมกัโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรท
จะเกิดกรดอะซิติก 2 โมล ดังนั้นเมื่อหมกักลูโคส 1 โมลก็จะเกิดแกสไฮโดรเจนถึง 4 โมล  

 

C6H12O6 + 2H2O                        2CH3COOH +  4H2  + 2CO2 
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ภาพที่ 3  กลไกการหมกักลูโคสโดยจุลินทรียกลุมไมใชออกซิเจน 
 
หมายเหตุ  1 คือ Pyruvate: ferrodoxin oxidoreductase (PFOR) 

2 คือ Hydrogenase 
3 คือ NADH: ferrodoxin oxidoreductase 

 
ท่ีมา: Ruggeri et al.(2009) 
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3 กรดโพไพโอนิก (propionic acid) 
 

ในการหมกัที่เกิดกรดโพไพโอนิก 1 โมล ใชไฮโดรเจนเปนสารตั้งตนในการผลิต 1 โมล 
เนื่องจากการหมักที่เกิดกรดโพไพโอนิก 2โมลใช NADH 4 โมล ขณะที่กระบวนการหมักกรดโพไพ
โอนิกผลิต NADH ได 2 โมล ดังนั้นตองมกีารนําไฮโดรเจนจากสวนอืน่มาใชในการหมักเพื่อผลิต
กรดโพไพโอนิก ดังแสดงในสมการดานลาง 

 
C6H12O6 + 2H2                        2CH3CH2COOH + 2H2O  
 
จากภาพที่ 3 สามารถสรุปกลไกการเกิดแกสไฮโดรเจนดวยจุลินทรียกลุมไมตองการ

ออกซิเจนจากกลูโคสโดยยอไดตามภาพที่ 4  
 

 
 

ภาพที่ 4 กลไกการหมกักลูโคสเพื่อผลิตไฮโดรเจนโดยยอ  
 
หมายเหตุ  1) Glucose                   Pyruvate + e- 

    2) Pyruvate                  VFA                 H+ 
      3) 2H+ + 2e-                       H2 

 
ท่ีมา: Ruggeri et al.(2009) 
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ดังนั้นในกระบวนการหมักเพื่อผลิตไฮโดรเจน หากเปนกระบวนการหมักโดยผาน
กระบวนการการเกิดกรดบวิทาริก และกรดอะซิติก จะทาํใหไดผลผลิตไฮโดรเจนที่สูง และ
กระบวนการหมักโดยผานกระบวนการการเกิดกรดโพไพโอนิกที่เกิดขึ้นทําใหผลผลิตไฮโดรเจน
ลดลง  

 
8.  ปจจัยท่ีมีผลตอการผลิตไฮโดรเจน 
 

8.1 อุณหภูม ิ
 

การยอยสลายสารอินทรียภายใตสภาวะไรออกซิเจนมีอุณหภูมิที่เหมาะสมอยู 2 ชวง 
คือ อุณหภูมิระหวาง 30-40 องศาเซลเซียส จุลินทรียที่ทํางานในชวงนี้เรียกวา mesophilic bacteria 
และอุณหภูมิระหวาง 50-60 องศาเซลเซียส จุลินทรียที่ทํางานในชวงนี้เรียกวา thermophilic bacteria 
แตการหมกัอณุหภูมิที่สูงมีขอเสียคือ thermophilic bacteria ทนตอการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิไดไมดี
เทา mesophilic bacteria (มงคล, 2547) 
 

8.2 พีเอช (pH) 
 

ชวงของพีเอชที่ตางกันจะทําใหเกิดการเจริญเติบโตของจุลินทรียที่ตางชนิดกัน โดย
ชวงพีเอชที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียกลุมที่ผลิตไฮโดรเจนคือ ระหวาง 4.5-6.5 
นอกจากนี้พีเอชยังสงผลโดยตรงตอการทํางานของเอนไซมและกิจกรรมตางๆของจุลินทรีย ดังนัน้พี
เอชที่แตกตางกันจะใหผลผลิตไฮโดรเจนที่แตกตางกันไปดวย (ดวงพร, 2545)   
 

8.3 กรดไขมันระเหย (volatile fatty acid; VFAs) 
 

VFAs แตละชนิดที่เกดิจากการหมักจะสงผลตอการผลิตไฮโดรเจน โดยการผลิตที่ 
เกิดกรดบิวทาริก และกรดอะซิติก สงผลใหเกิดไฮโดรเจนในระบบ แตการผลิตกรดโพไพโอนิก ทํา
ใหไฮโดรเจนในระบบลดลง นอกจากนี้การที่มี VFAs สะสมอยูมากจะทําใหสภาวะในการหมักเปน
กรดที่ทําใหกจิกรรมและการเจริญเติบโตของจุลินทรียเปลี่ยนไปตามสภาพวะของพีเอชในขณะนั้น
จึงทําใหการเกดิแกสไฮโดรเจนเปลี่ยนแปลงไปดวย (Ruggeri et al.,  2009) 
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8.4 สารอาหาร 
 

สารอาหารแบงออกเปน 2 ชนิด คือสารอาหารหลัก เชน คารบอน ไนโตรเจน และ 
ฟอสฟอรัส เปนตน และสารอาหารรอง เชนแคลเซียม แมกนีเซียม และสังกะสี เปนตน ปริมาณ
ไนโตรเจน และฟอสฟอรัสที่จุลินทรียตองการใชในการยอยสลายสารอินทรียนอยทีสุ่ดในระบบไร
อากาศคือ อัตราสวน BOD:N:P เปน 100:1.1:2 (Lin and Lay, 2004) โดยใชคารบอนเปนตัว
สังเคราะหพลังงาน ไนโตรเจนในการสังเคราะหโปรตีน และฟอสฟอรสัในการสังเคราะหกรด
นิวคลีอิก 
 

8.5 ระยะเวลาในการกักเก็บในระบบ (HRT) 
 

ระยะเวลาในการกักเก็บในระบบเปนอกีปจจัยหนึ่งที่ควบคุมประสิทธิภาพของระบบ
การยอยสลายสารอินทรียภายใตสภาวะที่ไรออกซิเจน อัตราการยอยสลายจะเพิ่มมากขึ้นตาม
ระยะเวลาการกักเก็บสงผลใหมีปริมาณแกสไฮโดรเจนทีเ่พิ่มมากขึ้นจนถึงจุดหนึ่ง แลวเกดิการลดลง 
ทั้งนี้เกิดจากจลิุนทรียกลุมผลิตแกสมีเทน (methanogen) ที่ใชไฮโดรเจนเกิดการเจริญขึ้นทําให
ปริมาณไฮโดรเจนลดลง (มงคล, 2547) 

 
Fang and Liu (2002) ศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวยเชือ้ผสมที่ผานการปรับสภาพ

ดวยความรอนแลว โดยใชกลูโคส 7000 mg/L เปนแหลงอาหารที่พีเอชเริ่มตนตางกันพบวาที่พีเอช 
5.5 ใหปริมาณผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 2.1±0.1 mol/mol glucose  
 

Fang et al. (2006) ศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนโดยใชกลูโคสเปนสับสเตรทดวยเชื้อ 
Clostridium butyricum  และ Rhodobacter sphaeroides ที่พีเอช 7.8 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดย
เมื่อใชเชื้อ 2 ชนิดผสมกันจะทําใหไดผลผลิตแกสไฮโดรเจนเปน 0.6 ml/ml glucose 
 

Wang et al. (2008) ศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวยเชื้อ Clostridium acetobutylicum 
X9 และ Ethanoigenens harbinense B49 ในอาหารmicrocrystalline cellulose ที่พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียสไดปริมาณแกสไฮโดรเจน 127 มิลลิลิตร โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงอยางรวดเรว็
เพียงชัว่โมงที่ 2 แตยังสามารถผลิตแกสไฮโดรเจนไดอยางตอเนื่อง 
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Kaparaju et al. (2009) ศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนโดยใชฟางขาวสาลีที่ผานการ
ปรับสภาพดวยความรอนและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเปนแหลงสับสเตรท โดยทําการทดลองใน  
รีแอคเตอรแบบตอเนื่องขนาด 700 มิลลิลิตร ระยะเวลาในการกักเก็บในระบบ 72 ช่ัวโมง ใหผลผลิต
แกสไฮโดรเจน 178 ml H2/g glucose 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

1.  เคร่ืองมือ 
 

1.1  เครื่องยูว/ีวิสิเบิลสเปคโตรโฟมิเตอร ยี่หอรุน GBC 932 
1.2  เครื่องวัดคาความเปนกรด-ดาง (pH meter) 
1.3  เครื่องชั่งไฟฟาชนิดจานเดยีว 
1.4  ตูอบ (oven) 
1.5  เครื่อง autoclave 
1.6  กลองจุลทรรศนแบบเลนสประกอบ 
1.7  เครื่อง gas chromatography (Shimadzu  GC 2014) 
1.8 ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
1.9 ขวดวดัปริมาตร (volumetric flask) ขนาด 100 250 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
1.10 ขวดหมกั ขนาด 100 มิลลิลิตร 
1.11 ปเปตต ขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
1.12 บีกเกอร ขนาด 50 100 250 600 และ 1,000 มิลลิลิตร 
1.13 กระบอกตวง 
1.14 หลอดทดลอง 
1.15 เข็มฉีดยา (syringe)  
1.16 เครื่องเขยา 

 
2.  สารเคมี 
 

2.1   สารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
2.2 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด (NaOH) 
2.3   ยูเรีย ((NH2 ) 2CO) 
2.4 NH4CO3 
2.5 NH4Cl 
2.6  กรดซิตริก (C3H4(OH)(COOH)3 
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2.7  ไตรโซเดียมซิเตรต (C6H5O7Na3)  
2.8  โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4)  
2.9  ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)  
2.10 โซเดียมไบซัลไฟด (NaHSO3)  
2.11 3,5-dinitrosaliccylic acid (C7H4N2O7)  
2.12 โซเดียมโพแทสเซียมทารเทต (COOK(CHOH)2COONa)  
2.13 ฟนอล (C6H6O)  

 
3.  วัสดุอ่ืนๆ 
 

3.1  กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษ  
3.2  ฟางขาว 
3.3  ชานออย 
3.4  รําขาว 
3.5  กระดาษสํานักงาน 

 
วิธีการ 

 
การศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนน้ําเสียโรงงานกระดาษรีไซเคิลแบงเปน 3 

ขั้นตอน ดังแสดงในภาพที่ 5 โดยขั้นตอนที่ 1 เปนการศึกษาคุณสมบัติของสับสเตรท (กากตะกอน, 
ฟางขาว, ชานออย และรําขาว) และสภาวะสําหรับการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma 
reesei (TR) และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) ขั้นตอนที่ 2 เปนการศึกษาสภาวะในการไฮโดรไลซิ
สกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตได และการปรับสภาพ (ความรอน สารเคมี และสารเคมี
รวมกับความรอน) กากตะกอนกอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม และขั้นตอนที่ 3 ศึกษาสภาวะในการ
ผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอน 
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ภาพที่ 5 ขั้นตอนการศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนน้ําเสยีโรงงานกระดาษรีไซเคิล 
 
 
 
 
 

 

การผลิตเอนไซม 
เซลลูเลส 

 

การไฮโดรไลซิส 
กากตะกอน 

 
การผลิตแกสไฮโดรเจน 

 

การศึกษาคณุสมบัติ
ของสับสเตรท 

สภาวะการไฮโดรไล
ซิสกากตะกอน 
 

   - อุณหภูมิและการ
เขยา 

   - พีเอช การผลิตเอนไซม
เซลลูเลสจากเชื้อ 
Trichoderma reesei 
และ 
Phanerochaete sp. 
 

   - แหลงสับสเตรท 
   - พีเอช 
   - ความชื้น 

การปรับสภาพกาก
ตะกอน 
 

  - ความรอน 
   - สารเคมี 
   - สารเคมีรวมกับ

ความรอน 

สภาวะในการหมัก 
 

   - สัดสวนของแข็ง 
   - อัตราสวน

คารบอนตอ
ไนโตรเจน 

   - พีเอช 
   - แหลงไนโตรเจน 

ผลการปรับสภาพ
กากตะกอน, การ
ไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส
และการใชกระดาษ
รวม 

1 2 3 
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1.  การผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei (TR) และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) 
 
1.1  วิเคราะหองคประกอบของกากตะกอนของระบบบาํบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษ ฟาง

ขาว รําขาวและชานออย 
 

หาปริมาณคารบอน ไนโตรเจนรวม ความชื้น เซลลูโลส ลิกนิน เถา และเซลลูโลสของ
กากตะกอน ฟางขาว รําและชานออย 
 

1.2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตเซลลูเลสดวยจุลินทรีย Trichoderma reesei และ 
Phanerochaete sp. 
 

1.2.1  ศึกษาชนิดของแหลงสับสเตรทที่เหมาะสม 
 

ศึกษาชนดิของแหลงอาหาร โดยใชฟางขาว ชานออย และกากตะกอนเปน
สับสเตรท และใชรําขาวเปนแหลงไนโตรเจน ปรับอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) 
เปน 25 โดยใชสัดสวนสับสเตรท 3 สภาวะ ซ่ึงเตรียมแหลงสับสเตรทในขวดทดลองขนาด 250 
มิลลิลิตร ดังนี้  

 
1)  ฟางขาว 1 กรัม ผสมรําขาว 4 กรัม  
 
2)  ชานออย 1 กรัม ผสมรําขาว 4 กรัม   
 
3)  กากตะกอน 2.5 กรัม ผสมรําขาว 2.5 กรัม  

 
นําอาหารมาปรับความชื้นเปน 70% ดวยสารละลายที่มี 2.7 กรัมตอลิตร 

โซเดียมอะซีเตท, 2.0 กรัมตอลิตร KH2PO4, 0.5 กรัมตอลิตร MgSO4•7H2O และ 0.1 กรัมตอลิตร 
CaCl2 และปรับเปนพีเอช 5 นํามาฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 บาร 20 นาที 
หลังจากที่สับสเตรทเย็น เติมเชื้อ Trichoderma reesei (TR) และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) บมที่
อุณหภูมิหอง (27 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางมาสกัดเอนไซมเซลลูเลสทุก 3 วัน ในระยะเวลา
การศึกษา 12 วันโดยวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นดวยวิธีของ Ghose (1987) 
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1.2.2  ศึกษาคาพีเอชที่เหมาะสม 
 

เติมฟางขาว 1 กรัม ผสมรําขาว 4 กรัม และกากตะกอน 2.5 กรัม ผสมรําขาว 2.5 
กรัม ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับความชื้นเปน 70% ดวยสารละลายที่มี 2.7 กรัมตอลิตร 
โซเดียมอะซีเตท, 2.0 กรัมตอลิตร KH2PO4, 0.5 กรัมตอลิตร MgSO4•7H2O และ 0.1 กรัมตอลิตร 
CaCl2 และปรับเปนพีเอช 5 นํามาฆาเชื้อทีอุ่ณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 บาร 20 นาที 
หลังจากที่สับสเตรทเย็น เติมเชื้อ Trichoderma reesei (TR) และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) บมที่
อุณหภูมิหอง (27 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอยางมาสกัดเอนไซมเซลลูเลสทุก 3 วันในระยะเวลา
การศึกษา 12 วันโดยวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลสที่เกิดขึ้นดวยวิธีของ Ghose (1987) 

 
1.2.3  ศึกษาปริมาณความชืน้เริ่มตนที่เหมาะสม 

 
นาํฟางขาว 1 กรัม ผสมรําขาว 4 กรัมปรับความชื้นเปน 65 75 และ 85% ดวย

สารละลาย     ( 2.7 กรัมตอลิตร โซเดียมอะซีเตท, 2.0 กรัมตอลิตร KH2PO4, 0.5 กรัมตอลิตร 
MgSO4•7H2O และ 0.1 กรัมตอลิตร CaCl2) ที่พีเอช 6 ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร นํามาฆา
เชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ความดัน 15 บาร 20 นาที หลังจากที่สับสเตรทเย็น เติมเชื้อ 
Trichoderma reesei (TR) และนํากากตะกอน 2.5 กรัม ผสมรําขาว 2.5 กรัม ปรับความชื้นเปน 60 70 
และ 80% ดวยสารละลายที่มี 2.7 กรัมตอลิตร โซเดียมอะซีเตท, 2.0 กรัมตอลิตร KH2PO4, 0.5 กรัม
ตอลิตร MgSO4•7H2O และ 0.1 กรัมตอลิตร CaCl2 และปรับเปนพีเอช 5 นํามาฆาเชือ้ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส ความดัน 15 บาร 20 นาที หลังจากที่สับสเตรทเย็น เติมเชื้อ Trichoderma reesei (TR) 
และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) บมที่อุณหภูมหิอง (27 องศาเซลเซียส) เก็บตวัอยางมาสกัดเอนไซม
เซลลูเลสทุก 3 วันในระยะเวลาการศึกษา 15 วันโดยวิเคราะหกจิกรรมของเอนไซมเซลลูเลสที่
เกิดขึ้นดวยวิธีของ Ghose (1987) 

 
1.2.4  การสกัดเอนไซม 

 

เติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมล พีเอช 7 ปริมาตร 20 
มิลลิลิตร ในขวดตวัอยาง นําไปเขยาดวยอัตรา 180 รอบตอนาที เปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง นําไปกรอง
แลวนําไปเหวีย่งที่ความเรว็ 5000 รอบตอนาที ที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที เก็บสารละลายสวน
ใสที่ได (เอนไซมดิบ, crude enzyme) เพื่อวเิคราะหปริมาณกิจกรรมของเอนไซมเซลลูเลส 
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1.2.5  การวิเคราะหกจิกรรมเอนไซมเซลลูเลส 
 

วิเคราะหกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสดวยวธีิ Filter Paper Analysis (FPA) โดย
วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซที่ไดจากการไฮโดรไลซิสกระดาษกรองเบอร 1 ดวยเอนไซม ซ่ึงมี
หนวยเปน FPU โดย 1 FPU จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 1 ไมโครโมลตอนาที โดยวธีิการวิเคราะหคํา
เนินการดงันี้ เติมสารละลายเอนไซมดิบ 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายซิตริกบัฟเฟอรเขมขน 0.05 
โมล พีเอช 4.8 ปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใสหลอดทดลองที่มีกระดาษกรองเบอร 1 ปริมาณ 50 
มิลลิกรัม แชหลอดทดลองในน้ําที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 1 ช่ัวโมง เก็บตัวอยาง
แลวนําไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซทีผ่ลิตได (Ghose, 1987) 
 

1.2.6  การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ  
 

วิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดวิซดวยวิธี 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) โดยใส
สารละลายตัวอยาง 0.5 มิลลิลิตร ในหลอดทดลองที่มีสารละลาย DNS ความเขมขน 1% ปริมาณ 1 
มิลลิลิตร ตมสารละลายในหลอดทดลองในน้ําเดือดนาน 10 นาที แลวตั้งทิ้งไวใหเยน็ เติมน้ํากลั่น 20 
มิลลิลิตร วัดคาดูดกลืนแสงของสารละลายดวยเครื่องยวู/ีวิสิเบิลสเปคโตรโฟโตมิเตอร รุน GBC 932 
ที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร (Ghose, 1987) 

 
2.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส 
  
 2.1  ศึกษาผลของอุณหภูมิ และการเขยาในไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

เติมกากตะกอน 2 กรัม และน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร 
นํามาไฮโดรไลทซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสดิบ 5 FPU จาก Trichoderma reesei (เอนไซมเซลลูเลส; 
TR-Cs) และ Phanerochaete sp (เอนไซมเซลลูเลส; PC-Cs) ใน 0.05 โมล สารละลายซิตริกบัฟเฟอร
ที่พีเอชเปน 4.8 ปริมาตรรวม 40 มิลลิลิตร บมที่ 

 
1)  อุณหภูมิหอง 27 องศาเซลเซียส โดยไมเขยา 

 
2)  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยไมเขยา 
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3)  อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส โดยไมเขยา  
 

4)  อุณหภูมิหอง 27 องศาเซลเซียส และเขยาดวยความเรว็ 120 รอบตอนาที 
 

เก็บสารละลายตัวอยางในชัว่โมงที่ 6 12 และ 24 เพื่อวดัปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

2.2  ศึกษาพีเอชที่เหมาะสมในการยอย 
 

เติมกากตะกอน 2 กรัม และน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร 
นํามาไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสดิบ 5 FPU จาก Trichoderma reesei (TR-Cs) และ 
Phanerochaete sp (PC-Cs) ในสารละลายซิตริกบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมล ที่พีเอชเปน 3.8 4.8 และ 
5.8 ปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภมูิ 50 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายตัวอยางในชั่วโมงที่ 6 
12 และ 24 เพื่อวัดปริมาณน้าํตาลรดีิวซ 
 

2.3  การปรับสภาพกากตะกอนกอนการยอยดวยความรอน  
 
เติมกากตะกอน 2 กรัม และน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร 

บมที่อุณหภูมิ 27 (ชุดควบคมุ), 100 และ 121องศาเซลเซียสเปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวนาํมา    
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสดิบ 5 FPU จาก Trichoderma reesei (TR-Cs) และ 
Phanerochaete sp (PC-Cs) ในสารละลายซิตริกบัฟเฟอรเขมขน 0.05 โมล พีเอช 4.8 ปริมาตรรวม 
50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เก็บสารละลายตัวอยางในชั่วโมงที่ 6 12 และ 24 เพื่อ
วัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

 
2.4  การปรับสภาพกากตะกอนกอนการยอยดวยกรดและดาง  

 
เติมกากตะกอน 2 กรัมและสารละลาย NaOH หรือ HCl ที่ความเขมขน 1, 2 และ 3% 

10 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 250 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
แลวนํามาลางดวยน้ํากลั่นจนพีเอชเปนกลาง และนํามาไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสดิบ 5 FPU 
จาก Trichoderma reesei (TR-Cs) และ Phanerochaete sp (PC-Cs) ในสารละลายซิตริกบัฟเฟอร
เขมขน 0.05 โมล พีเอช 4.8 ปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เก็บ
สารละลายตัวอยางในชัว่โมงที่ 6 12 และ 24 เพื่อวัดปริมาณน้ําตาลรีดวิซ 
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2.5  การปรับสภาพกากตะกอนกอนการยอยดวยดางรวมกับความรอน  
 
เติมกากตะกอน 2 กรัมและสารละลาย 3% NaOH 10 มิลลิลิตร ในขวดทดลองขนาด 

250 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 27 100 และ 121องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 ช่ัวโมง แลวนําลางดวยน้ํากลั่น
จนพีเอชเปนกลาง และนํามาไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมโดยใช 5 FPU ของเอนไซมเซลลูเลสดิบจาก 
Trichoderma reesei (TR-Cs) และ Phanerochaete sp (PC-Cs) ในสารละลายซิตริกบฟัเฟอรเขมขน 
0.05 โมล พีเอช 4.8 ปริมาตรรวม 50 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เก็บสารละลาย
ตัวอยางในชัว่โมงที่ 6 12 และ 24 เพื่อวัดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 
3.  ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลติแกสไฮโดรเจน 
 

3.1  ปริมาณสัดสวนของแขง็ และการใชกระดาษรวม 
 

เตรียมกากตะกอนและกระดาษที่ปรับสภาพดวย 3% NaOH ที่อุณหภูม ิ100 องศา
เซลเซียสดวยสัดสวนของแข็งในขวดทดลอง 250 มิลลิลิตร (ปริมาตรสารละลาย 70 มิลลิลิตร) ดังนี้ 

  
1)  สัดสวนของกากตะกอน 3% และ 4% (มวลตอปริมาตร) 

 
2)  สัดสวนผสมระหวางกากตะกอนตอกระดาษที่ 2.5:0.5, 2.0:1.0, 3.5:0.5, 3.0:1.0 

และ 2.5:1.5 % (มวลตอปริมาตร) 
 

นํากากตะกอนและกระดาษทีเ่ตรียมมาไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสจาก TR 5 
FPU ที่พีเอช 4.8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง แลวมาใสขวดขนาด 100 มิลลิลิตร ปรับคา
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของกากตะกอนและกระดาษโดยใช yeast extract เปน 20 และ
ปรับพีเอชใหมีคาเปน 5 เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนที่
ผานการปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นําไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจน
ดวยแกสอารกอน 5 นาที บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสแลวเก็บตวัอยางแกสชีวภาพ และตัวอยาง
น้ําทุก 24 ช่ัวโมงเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชวีภาพตามหัวขอ 3.6 กรดไขมัน
ระเหยตามหวัขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดวิซในสารละลาย 
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3.2  ศึกษาคาพเีอช 
 

เตรียมกากตะกอนและกระดาษในสัดสวน 3.5 และ 0.5% (มวลตอปริมาตร) ตามลําดับ 
ที่ผานการปรับสภาพและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส ในปริมาตร 70 มิลลิลิตร แลวปรับคา
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของสารละลายผสมโดยใช yeast extract เปน 20 และปรับพีเอชให
มีคาเปน 4, 5 และ 6 เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสยีแบบไรออกซิเจนที่ผาน
การปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1%โดยปริมาตร นําไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจนดวย
แกสอารกอน 5 นาที บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสแลวเก็บตวัอยางแกสชีวภาพ และตัวอยางน้าํ
ทุก 24 ช่ัวโมงเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชีวภาพตามหัวขอ 3.6 กรดไขมันระเหย
ตามหัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

 
3.3  ศึกษาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio)  
 

เตรียมกากตะกอนและกระดาษที่ปรับสภาพและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสใน
สัดสวน 3.5 และ 0.5% ตามลําดับ ในปริมาตร 70 มิลลิลิตร ปรับคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
ของสารละลายผสมโดยใช yeast extract เปน 10 20 และ 40 และปรับพีเอชใหมีคาเปน 5 เติม
เชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการปรับสภาพดวยความ
รอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นําไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจนดวยแกสอารกอน 5 นาที บมที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสแลวเก็บตวัอยางแกสชีวภาพ และตัวอยางน้าํทุก 24 ช่ัวโมงเพื่อนําไป
วิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชีวภาพตามหัวขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตามหวัขอ 3.7 พีเอช และ
น้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

 
3.4  ศึกษาแหลงไนโตรเจน  
 

เตรียมกากตะกอนและกระดาษที่ปรับสภาพและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส
แลวในสัดสวน 3.5 และ 0.5% ตามลําดับ ในสารละลายผสม 70 มิลลิลิตร ปรับคาอัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจนเปน 40 ดวยแหลงไนโตรเจนจาก yeast extract NH4Cl NH4CO3 และ urea 
ปรับเปนพีเอช 6 เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการ
ปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นาํไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจนดวยแกส
อารกอน 5 นาที บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสแลวเกบ็ตัวอยางแกสชวีภาพ และตวัอยางน้ําทุก 24 
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ช่ัวโมงเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชวีภาพตามหวัขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตาม
หัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

  
3.5  ศึกษาการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมเซลลูเลสและการใชกระดาษรวม  

 
3.5.1  เตรียมกากตะกอนที่ไมผานการปรับสภาพ (control) ที่สัดสวนของแข็ง 4% โดย

ปริมาตร (70 มิลลิลิตร) ปรับคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของสวนผสมโดยใช yeast extract 
เปน 40 ที่พีเอช 6 เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการ
ปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นาํไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจนดวยแกส
อารกอน 5 นาที บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสแลวเกบ็ตัวอยางแกสชวีภาพ และตวัอยางน้ําทุก 24 
ช่ัวโมงเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชวีภาพตามหวัขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตาม
หัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

 
3.5.2  เตรียมกากตะกอนที่การปรับสภาพดวยดางรวมกับความรอน (pre) ที่สัดสวน

ของแข็ง 4% โดยปริมาตร (70 มิลลิลิตร) ปรับคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของสวนผสมโดย
ใช yeast extract เปน 40 ที่พีเอช 6 ใน 70 มิลลิลิตร เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา
เสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นําไปปรับเปน
สภาวะไรออกซิเจนดวยแกสอารกอน 5 นาที บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสแลวเกบ็ตัวอยางแกส
ชีวภาพ และตวัอยางน้ําทกุ 24 ช่ัวโมงเพื่อนาํไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชีวภาพตาม
หัวขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตามหัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

 
3.5.3  เตรียมกากตะกอนที่ผานการปรับสภาพดวยดางรวมกับความรอนที่สัดสวน

ของแข็ง 4% โดยปริมาตร (70 มิลลิลิตร) และไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 5 FPU ที่พีเอช 4.8 
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง (pre+enz) ปรับคาอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของ
สวนผสมโดยใช yeast extract เปน 40 ที่พีเอช 6 เติมเชื้อจลิุนทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ํา
เสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการปรับสภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นําไปปรับเปน
สภาวะไรออกซิเจนดวยแกสอารกอน 5 นาที บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสแลวเกบ็ตัวอยางแกส
ชีวภาพ และตวัอยางน้ําทกุ 24 ช่ัวโมงเพื่อนาํไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชีวภาพตาม
หัวขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตามหัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 
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3.5.4  เตรียมกากตะกอนและกระดาษที่ผานการปรับสภาพดวยดางรวมกับความรอนที่
สัดสวนของแข็ง 3.5% และ 0.5% โดยปริมาตร (70 มิลลิลิตร) ตามลําดับ และไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส 5 FPU ที่พเีอช 4.8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 24 ช่ัวโมง (pre+enz+p) ปรับคา
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนของสวนผสมโดยใช yeast extract เปน 40 ที่พีเอช 6 ใน 70 
มิลลิลิตร เติมเชื้อจุลินทรีย (กากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียแบบไรออกซิเจนที่ผานการปรับ
สภาพดวยความรอน 1 ช่ัวโมง) 1% โดยปริมาตร นําไปปรับเปนสภาวะไรออกซิเจนดวยแกส
อารกอน 5 นาที บมที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสแลวเกบ็ตัวอยางแกสชวีภาพ และตวัอยางน้ําทุก 24 
ช่ัวโมงเพื่อนําไปวิเคราะหปริมาณไฮโดรเจนในแกสชวีภาพตามหวัขอ 3.6 กรดไขมันระเหยตาม
หัวขอ 3.7 พีเอช และน้ําตาลรีดิวซในสารละลาย 

 
3.6  การวิเคราะหปริมาณแกสไฮโดรเจน  

 
วิเคราะหความเขมขนของแกสไฮโดรเจนในแกสชวีภาพ ดวยเครื่องแกสโครมาโต

กราฟ รุน Shimadzu GC 2014 ใชหัววัดชนิด thermal conductivity detector (TCD) คอลัมน 
molecular sive 5A และ porapak Q เปน packing material และใชแกสอารกอนเปนแกสพาซึ่งใช
อุณหภูมิของคอลัมน injection port  และ detector เทากับ 60 90 และ 100 องศาเซลเซียส ตามลําดับ 
และอัตราการไหลของ carrier gas 40 มิลลิลิตร/นาที  
 

3.7.  การวิเคราะหปริมาณกรดไขมันระเหย (volatile fatty acid, VFAs)  
 
เก็บตัวอยางของเหลวจากการหมักนํามาปนเหวี่ยงที่ 5000 รอบตอนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที และแยกเอาสวนน้ําใสไปวิเคราะห VFAs โดยเครื่องแกส          
โครมาโตกราฟ Shimadzu GC 2014 ที่มีหัววัดแบบ flame ionization detector (FID) คอลัมน FFAP 
+ H3PO4 (0.3+0.3%) Graphite C และใชแกสฮีเลียมเปนแกสพาซึ่งใชอุณหภูมิของคอลัมน injection 
port และ detector เทากับ 220 60 และ 260 องศาเซลเซียส ตามลําดับ และอัตราการไหลของแกสพา
เปน 40 มิลลิลิตร/นาที  

 
4.  ระยะเวลาในการทําวิจัย 
 

เร่ิมตั้งแต เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2551 – เดือนสิงหาคม พ.ศ. 2552 
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5.  สถานที่ทําการวิจัย 
 
 ภาควิชาวิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม คณะวิทยาศาสตร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร บางเขน 
กรุงเทพมหานคร 
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ผลและวิจารณ 
 

1. การผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei และ Phanerochaete sp. 
 

1.1  องคประกอบของกากตะกอน ฟางขาว รําขาว และชานออย 
 

กากตะกอนทีใ่ชในการศึกษาครั้งนี้เปนกากตะกอนของระบบบําบัดน้าํเสียในโรงงาน
กระดาษรีไซเคิล เมื่อนํามาวเิคราะหปริมาณความชืน้ เถา คารบอน ไนโตรเจน ลิกนนิ โฮโล-
เซลลูโลส และอัลฟาเซลลูโลส ผลการวิเคราะหแสดงในตารางที่ 4 และ 5 จากผลการศึกษา         
กากตะกอนทีใ่ชในการศึกษานี้มีปริมาณเถาสูงและปริมาณคารบอนนอยซ่ึงหากมกีารนํามาใชใน
การเปนแหลงสับสเตรท ควรมีการเพิ่มปริมาณคารบอนเพื่อใหไดผลผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น 
นอกจากนี้กากตะกอนยังมีปริมาณลิกนินสงูจึงควรมีการลดปริมาณลิกนินเพื่อชวยในกระบวนการ
ยอยกากตะกอนใหดียิ่งขึ้น (Zhao et al., 2009) ฟางขาวและชานออนมปีริมาณคารบอนและ
เซลลูโลสสูงจึงสามารถนํามาเปนแหลงสับสเตรทในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสได นอกจากนี้รําขาว
มีสัดสวนไนโตรเจนถึง 1.6% โดยน้ําหนกัแหงซึ่งสามารถใชเปนแหลงอินทรียไนโตรเจนไดอีกดวย 

 
ตารางที่ 4  คุณสมบัติของกากตะกอนจากระบบบําบัดน้าํเสียในโรงงานกระดาษ ฟางขาว ชานออย 

และรําขาว 
 

 คุณสมบัติ 

 ความชื้น (%) เถา (%) คารบอน (%) ไนโตรเจน (%) 

กากตะกอน 47.53 ± 0.56 65.39 ± 0.42 19.23 ± 0.24 0.63 ± 0.01 

ฟางขาว 7.06 ± 0.36 11.61 ± 0.14 49.10 ± 0.08 0.95 ± 0.01 

ออย 7.72 ± 0.41 0.94 ± 0.22 55.03 ± 0.12 0.61 ± 0.01 

รําขาว 9.23 ± 0.16 10.85 ± 0.20 49.52 ± 0.11 1.61 ± 0.02 

กระดาษ 2.86 ± 0.12 20.08 ± 0.78 44.40 ± 0.43         * 

 
หมายเหตุ  * คือ ไมไดทําการวิเคราะห 
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 ตารางที่ 5  ปริมาณสัดสวนเซลลูโลสของกากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียในโรงงานกระดาษ 
ฟางขาว และชานออย  

 

                                                                                      คุณสมบัติ      

 โฮโล- อัลฟา- 
  

ลิกนิน (%) 
เซลลูโลส (%) เซลลูโลส (%) 

กากตะกอน 37.65±0.16 16.06±0.62 11.60±0.03 

ฟางขาว 24.03±.0.01 51.65±0.02 43.73±0.11 

ชานออย 14.81±0.06 63.89±2.46 48.42±0.11 

 
1.2  การผลิตเอนไซมเซลลูเลสดวยจุลินทรีย Trichoderma reesei และ Phanerochaete sp. 
 

1.2.1  ผลของแหลงสับสเตรท 
 

เชื้อ Trichoderma reesei ที่เล้ียงบนอาหารทีม่ีฟางขาวผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูง
กวาอาหารที่มชีานออยและกากตะกอน โดยเชื้อ Trichoderma reesei ที่เล้ียงบนฟางขาวใหผลผลิต
เอนไซมเซลลูเลสสูงสุดในวันที่ 9 ของการทดลองคือ 1.41±0.01 FPU/g และผลผลิตเอนไซมลดลง
เมื่อระยะเวลาของการทดลองมากขึ้นเนื่องจากความชืน้ในอาหารลดลงทําใหกจิกรรมตางๆของจุลิ
นทรียนอยลง (Panagiotou et al, 2003) ดังแสดงในภาพที่ 6 สําหรับเชื้อ Phanerochaete sp. ให
ปริมาณผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดเมื่อใชกากตะกอนเปนสับสเตรท รองลงมาเปนอาหารที่
ประกอบดวยฟางขาวและชานออย ตามลําดับโดยเชื้อ Phanerochaete sp. ใหผลผลิตเอนไซม   
เซลลูเลส สูงสุด 0.94±0.01 FPU/g บนอาหารที่มีกากตะกอนเปนแหลงสับสเตรทในวนัที่ 9 ของการ
ทดลองและใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสลดลงเมื่อเวลาเพิ่มขึ้นเชนเดียวกันกับเชื้อ Trichoderma 
reesei นอกจากนี้เอนไซมจากเชื้อ Trichoderma reesei ยงัใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงกวาเชื้อ 
Phanerochaete sp. เนื่องจากการผลิตเอนไซมเซลลูเลสสามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายประเภท
และแหลงสับสเตรท แตตองมีการปรับสภาวะใหเหมาะสมเพื่อที่จะใหไดปริมาณผลผลิตเอนไซม
เซลลูเลสที่มากที่สุด (Bhat, 2000)  
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Olsson et al. (2003) ศึกษาการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma 
reesei Rut C-30 บนแหลงคารบอนที่แตกตางกันคือ cellulose sugar beet pulp และ sugar beet pulp 
ที่ปรับสภาพ พบวาการใช cellulose รวมกับ sugar beet pulp ที่ปรับสภาพในอัตราสวน 1 ตอ 1 
เอนไซม endoglucanase สูงสุด การใชแหลงสับสเตรทที่แตกตางกัน คุณสมบัติของสับสเตรทก็
ตางกันดวยเชนเดียวกับการศึกษาของ Kansoh et al. (1999) ศึกษาการปรับสภาพสับสเตรทดวย
สารเคมีและความรอน กอนนํามาผลิตเอนไซมเซลลูเลสดวยเชื้อ Trichoderma reesei โดยพบวา
สับสเตรทชนิดเดียวกนัแตมกีารปรับสภาพจะทําใหคณุสมบัติของสับสเตรทเปลี่ยนไป ปริมาณ
เอนไซมเซลลูเลสที่ไดแตกตางกัน 

 

 
 
ภาพที่ 6  ผลของแหลงสับสเตรทตอผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei และเชื้อ 

Phanerochaete sp. ในระยะเวลาตางๆ 
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จากการศึกษานี้การเพาะเลี้ยง Trichoderma reesei บนฟางขาวรวมกับรําขาว
และการเพาะเลี้ยง เชื้อ Phanerochaete sp. บนกากตะกอนรวมกับรําขาว ใหผลผลิตเอนไซม     
เซลลูเลสสูงสุดซึ่งจะใชเปนแหลงสับสเตรทในการศึกษาตอไป 

 
1.2.2  ผลของพีเอชเริ่มตน 

 
จุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดในชวงพีเอชที่เหมาะสมตางกัน 

เนื่องจากพีเอชจะสงผลตอการทํางานของเอนไซมที่เชื้อจุลินทรียผลิตมายอยแหลงสับสเตรทเพื่อใช
ในการเจริญเติบโต หากมีพีเอชที่ไมเหมาะสมประสิทธิภาพในการทํางานของเอนไซมจะลดลงทํา
ใหเชื้อจุลินทรยีมีอาหารในการดํารงชีพไมเพียงพอ นอกจากนี้หากพีเอชสูงหรือต่ํามากเกินไปจะทํา
ใหเชื้อจุลินทรยีตายได (เยาวพา, 2540) สําหรับการศึกษานี้เชื้อ Trichoderma reesei ผลิตกิจกรรม
เอนไซมเซลลูเลสสูงสุด (1.22±0.10 FPU/g) ในสารละลายที่พีเอช 6 ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ 
Kansoh et al. (1999) ที่ไดทําการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesie. โดยใช 
cellulose powder เปนแหลงสับสเตรท ที่พีเอช 6 อุณหภมูิ 30 องศาเซลเซยีส ใหปริมาณเอนไซม 
 

 
 
ภาพที่ 7  ผลของพีเอชเริ่มตนผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei และเชื้อ 

Phanerochaete sp.  ในระยะเวลาตางๆ 



47 

 

เซลลูเลส สูงสุดคือ 8.9 U/ml สําหรับเชื้อ Phanerochaete sp. ผลิตกิจกรรมเอนไซมเซลลูเลสสูงสุด 
(0.72±0.03 FPU/g) ในสารละลายที่พีเอช 5 สอดคลองกับการศึกษาของ Szabo et al. (1996) ที่ผลิต
เอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Phanerochaete chrysosporium ในอาหาร α cellulose cellobiose และ 
cellobiose: glucose ที่พีเอช 5 ซ่ึงใหผลิตผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงสุด นอกจากนี้จากภาพที่ 7 เห็นได
วาความเปนกรด-ดางในสารละลายมีผลตอเชื้อ Trichoderma reesei ในการผลิตเอนไซมเซลลูเลส 
ในขณะที่ความเปนกรด-ดางของสารละลายมีผลเพียงเลก็นอยตอเชื้อ Phanerochaete sp. ในการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลส อาจเปนเพราะวาเชือ้ Phanerochaete sp. มีชวงพีเอชในการเจริญเติบโต และ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสที่กวางกวาเชื้อ Trichoderma reesei 

 
จากการศึกษานี้ทําใหไดคาพีเอชที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสจาก

เชื้อ Trichoderma reesei และ Phanerochaete sp. คือ พีเอช 5 และ 6 ตามลําดับ ซ่ึงจะนําไปใชเปน
คาพีเอชสําหรับการศึกษาตอไป 

 
1.2.3  ผลของความชื้นเริ่มตน  

 
ความชื้นมีผลตอการเจริญเตบิโตของจุลินทรียเนื่องจากการยอยสับสเตรท จุลิ

นทรียผลิตเอนไซมออกมายอยสับสเตรทในรูปของสารละลายดังนั้นความชื้นในแหลงอาหารจึงมี
ความสําคัญอยางยิ่งตอกิจกรรมตางๆ ของจุลินทรีย ดังนัน้ความชื้นของสับสเตรทที่เหมาะสมจะทํา
ใหสารละลายเอนไซมทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ จุลินทรียจึงเจริญเติบโตไดดี นอกจากนี้
ความชื้นยังมีผลตอปริมาณอากาศในชองวางของสับสเตรท หากมีความชื้นมากเกนิไปก็จะทําให
อากาศในชองวางมีนอยจึงอาจเกิดสภาวะไรอากาศทําใหเชื้อจุลินทรียทีใ่ชออกซิเจนจงึไมสามารถ
เจริญเติบโตได ภาพที่ 8 แสดงใหเห็นวาเชือ้ Trichoderma reesei เจริญไดดีบนแหลงสับสเตรทที่
ปรับความชื้นเริ่มตนเพิ่มขึ้นทําใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสจะเพิ่มขึ้นดวย โดยความชื้นเริ่มตน 
85%(TR-m 85%) ใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดคือ 2.90±0.02 FPU/g สําหรับเชื้อ 
Phanerochaete sp. เจริญไดดีบนแหลงสับสเตรทที่ปรับความชื้นเริ่มตนเปน 70%  (PC-m 70%) ให
ผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดคือ 1.53±0.07 FPU/g และเมื่อปรับความชื้นเริ่มตนเพิม่ขึ้นมากกวา 
70% ทําใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสลดลงเนื่องมาจากในกากตะกอนยังมีโพลีเมอรและสารเติมแตง
(filler) จากการผลิตกระดาษ และระบบบําบัดน้ําเสียทําใหขนาดของชองวางในสับสเตรทมีขนาด
เล็ก เมื่อความชื้นเพิ่มขึ้นจะทําใหชองวางเต็มไปดวยน้ําจงึเกิดภาวะไรออกซิเจนซึ่งเชือ้ 
Phanerochaete sp. เปนเชื้อราที่ตองการใชออกซิเจนทําใหเชื้อ Phanerochaete sp.เจรญิเตบิโตได
เพียงแคผิวหนาของสับสเตรทเทานั้น ผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสจึงลดลง สวนเชื้อ Trichoderma 
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reesei ที่เติบโตบนอาหารทีม่ีฟางขาวและรําขาวเปนแหลงสับสเตรท สามารถใชความชื้นเริ่มตนได
ถึง 85% เนื่องจากฟางขาวและรําขาวซึ่งมีขนาดใหญกวาชองวางในสบัสเตรทจึงมีขนาดใหญจึงไม
ทําใหเกิดสภาวะไรออกซิเจนในชองวางของสับสเตรท เชื้อ Trichoderma reesei จึงสามารถ
เจริญเติบโตไดดีกวา 

 

 
 
ภาพที่ 8  ผลของความชื้นเริม่ตนผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสของเชื้อ Trichoderma reesei และเชื้อ 

Phanerochaete sp.  ในระยะเวลาตางๆ 
 

จากตารางที่ 6 การผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma sp. และ
Phanerochaete sp. สามารถผลิตไดจากหลากหลายสับสเตรทเชน ฟางขาว เซลลูโลสทางการคา 
ชานออย หรือรําขาว เปนตน ซ่ึงจะใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลส แตกตางกัน เมื่อเปรียบเทียบการ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากการศึกษานี้กับการศึกษาอื่นๆ ในตารางที่ 6 พบวาเอนไซมเซลลูเลสมี
ปริมาณใกลเคยีงหรือนอยกวาไมมาก ซ่ึงสามารถนํามาใชงานได 
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ตารางที่ 6  การผลิตเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma sp. และ Phanerochaete sp. 
 

จุลินทรีย แหลงสับสเตรท 
 เซลลูเลส   
(FPU/ml) 

อางอิง 

Trichoderma reesei QM 9414  Acid-swollen cellulose  0.54 Gadgil et al. (1995)  

Trichoderma reesei RUT C30  Cellulose 4.65 Velkovska et al. (1997)  

Trichoderma reesei RUT C30  Cellulose 2.10  Domingues et al. (2000)  

Trichoderma reesei Rut C-30 Cellulose: sugar beet 0.49 Olsson et al. (2003)  

Phanerochaete chrysosporium  Cellulose 0.75 Igarashi et al. (1997)  

Phanerochaete sp. Paper sludge: rice bran 0.68 การศึกษานี ้

Trichoderma reesei   Rice straw: rice bran 0.46 การศึกษานี ้

 
จากผลการศึกษาแสดงใหเหน็ถึงสภาวะที่ใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสของ

เชื้อ Trichoderma reesei คือ การผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนสับสเตรทฟางขาว 1 สวน ตอรําขาว 4 
สวน ที่พีเอช 6 ความชื้น 85% ในขณะที่สภาวะที่เหมาะสมของเชื้อ Phanerochaete sp.  คือ การ
ผลิตเอนไซมเซลลูเลสบนสับสเตรทกากตะกอน 1 สวนตอรําขาว 1 สวน ที่พีเอช 5 ความชื้น 70 % 
ซ่ึงจะใชเปนสภาวะที่ใชในการผลิตเอนไซมเซลลูเลสที่ใชในการศึกษาตอไป 

 
2.  การไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

2.1  ผลของอุณหภูมิ และการเขยาในไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส 
 

จากภาพที่ 9 แสดงใหเห็นวาการเพิ่มอุณหภุมิในการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวย
เอนไซมเซลลูเลสที่สูงขึ้นจะใหปริมาณน้ําตาลที่สูงขึ้นดวย โดยเมื่อปรับอณุหภุมิในการ     
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ไฮโดรไลซิสเปน 50 องศาเซลเซียส จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงที่สุดทั้งเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ 
Trichoderma reesei (TR-Cs) และเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Phanerochaete sp. (PC-Cs) 
เนื่องมาจากการศึกษาครั้งนี้เปนการใหเอนไซมเซลลูเลสดิบทําใหยังมีเชื้อจุลินทรียอยูทําใหเมื่อ
ไฮโดรไลซิสในสภาวะที่อุณหภูมิที่ไมสูง (27 และ 35 องศาเซลเซียส) จะทําใหเชื้อจุลินทรีย
เจริญเติบโตไดดีและดึงน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดมาใช ในขณะที่การปรับอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิส
เปน 50 องศาเซลเซียสนั้นมีเพียงแคเชื้อจุลินทรียที่ทนอณุหภูมิสูงไดเทานั้นที่ยังมกีจิกรรมและเจริญ
อยูไดทําใหน้ําตาลรีดิวซที่ผลิตไดลดลงในปริมาณที่ไมมาก สําหรับการเขยาที่อุณหภมูิหอง (27 
องศาเซลเซียส) ขณะไฮโดรซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลสนั้นใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงกวา
การที่ไฮโดรไลซิสที่อุณหภมูิหองและที่ 35 องศาเซลเซียส แตวายังมีปริมาณน้ําตาลรีดิวซนอยกวา
การไฮโดรไลซิสที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เนื่องจากการเขยาสามารถเพิ่มการสัมผัสระหวาง   
 

 
 
ภาพที่ 9  ผลของอุณหภูมิและการเขยาตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอน

ดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่พีเอช 4.8 ระยะเวลา 12 ช่ัวโมง 
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กากตะกอนและเอนไซมเซลลูเลสไดทําใหไดปริมาณน้าํตาลที่มากกวาการไฮโดรไลซิสกากตะกอน
ที่อุณหภูมิหองแตวาการเขยาที่อุณหภูมิหองไมไดยบัยั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียทําใหน้ําตาล
รีดิวซที่ผลิตไดถูกจุลินทรียดึงไปใช ดังนัน้ปริมารน้ําตาลรีดิวซจึงนอยกวาการไฮโดรไลซิส        
กากตะกอนทีอุ่ณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Kaur et al.  (1998) ที่ได
ไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma sp. ที่อุณหภูมิตางๆ พบวาที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียสใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงที่สุด เชนเดยีวกบั Dienes  et al. (2004) ที่ได
ทําการศึกษาการประสิทธิ ภาพในการไฮโดรไลซิสของเอนไซมเซลลูเลสทางการคาจากเชื้อ 
Trichoderma sp. 2 ชนิดโดยพบวา อุณหภมูิที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 
อยูที่ 50-60 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียสใหประสิทธิภาพที่สูงกวาแตเอนไซม
เซลลูเลสอาจเสียสภาพได  

 
ดังนั้นการไฮโดรไลซิสกากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสยีในโรงงานกระดาษดวย

เอนไซมเซลลูเลสในการศึกษาตอไปจะใหอุณหภูมิในการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมที ่50 องศา
เซลเซียส 

 
2.2  ผลของคาพีเอช 

 
พีเอชมีความสาํคัญตอประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซมชนิดตางๆ โดยที่พีเอชจะ

สงผลตอกลุมอะมิโนและคารบอกซิลของเอนไซมจึงทําใหเอนไซมแตละชนิดมีพีเอชที่เหมาะสมใน

การยอยสลายแตกตางกันไป สําหรับการศึกษาพีเอชในการไฮโดรไลซกากตะกอนโดยใชคาพีเอช 

3.8 4.8 และ 5.8 ดังแสดงผลในภาพที่ 10 พบวาการไฮโดรไลซกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลเลส 

ที่พีเอช 3.8 เอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei (TR-Cs) ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

157.20±12.35 mg/L และเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Phanerochaete sp. (PC-Cs) ใหปริมาณน้ําตาล

รีดิวซ 163.02±24.70 mg/L เมื่อไฮโดรไลซกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลเลสที่พีเอช 4.8 ให

ปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงสุดทั้งTR-Cs และ PC-Cs คือ 449.77±14.41 และ 461.42±18.53 mg/L 

ตามลําดับ และเมื่อปรับคาพเีอชเปน 5.8 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจะลดลงทั้ง TR-Cs และ PC-Cs โดย

ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 180.49±12.35 และ 327.50±26.76 mg/L ตามลําดับ ซ่ึงสอดคลองกับ

การศึกษาของ Dienes  et al. (2004) ที่ศึกษาประสิทธิภาพในการไฮโดรไลซิสของเอนไซมเซลลูเลส

ทางการคาจากเชื้อ Trichoderma sp. 2 ชนิดโดยพบวาพีเอชที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสดวย
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เอนไซมเซลลูเลส อยูที่พีเอช 5 และหากเอนไซมเซลลูเลสจากแหลงผลิตตางกันชวงพีเอชที่

เหมาะสมก็อาจตางกันดวย 

 

 
 
ภาพที่ 10  ผลของพีเอชตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซม  

เซลลูเลส ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชม 
 

จากการศึกษาพบวาที่พีเอช 4.8 เปนสภาวะที่เหมาะสมในการไฮโดรไลซิสกากตะกอน
ของเอนไซมเซลลูเลส ซ่ึงจะใชเปนขอมูลในการทดลองขั้นตอไป 
 

2.3  ผลการปรับสภาพกากตะกอนดวยความรอน  
 
การปรับสภาพกากตะกอนดวยความรอน 121 องศาเซลเซียส กอนการไฮโดรไลซดวย

เอนไซมเซลลูเลสสามารถผลิตน้ําตาลรีดิวซไดสูงสุดทั้ง TR-Cs และ PC-Cs คือ 514.77±11.31 และ 
456.09±11.31 mg/L ตามลําดับ จากภาพที่ 11 เมื่อปรับสภาพกากตะกอนกอนไฮโดรไลซดวยความ
รอนสูง จะทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซสูงขึ้นดวย เพราะวาความรอนจะทําใหโครงสรางของ
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เซลลูโลสในกากตะกอนเสียสภาพ (Zhang and Cai, 2008) นอกจากนีก้ารที่อุณหภูมเิพิ่มสูงขึ้นทําให
เฮมิเซลลูโลสและลิกนินอาจจะละลายน้ําไดเพิ่มขึ้น โครงสรางของสับสเตรทจึงมีพื้นที่ผิวเพิ่มขึ้น
ดวย สงผลใหเอนไซมเซลลูเลสสามารถซึมผานไปยังเซลลูโลสและยอยกากตะกอนไดงายขึ้น 
(Zhang and Cai, 2008) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Zhao et al.  (2009) ที่ไดปรับสภาพชานออย
ดวยความรอนที่อุณหภูมิ 70, 80, 90 และ 100 องศาเซลเซียส กอนการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม 
พบวาการปรับสภาพดวยความรอนที่อุณหภูมิสูงขึ้นจะทาํใหไดผลผลิตน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น 

 
 
ภาพที่ 11  ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยความรอนตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการ

ไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูม ิ50 องศาเซลเซียส พีเอช 4.8 
ระยะเวลา 24 ชม. 

 
2.4  ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารเคมี  
 

จากการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลาย NaOH เขมขน 1 2 และ 3% โดยมวลตอ
ปริมาตรที่อุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียสกอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส ใหปริมาณน้ําตาล
รีดิวซจากการไฮโดรไลซิสดวย TR-Cs คือ 722.81±7.54, 794.82±3.77 และ 912.18±3.77 mg/L 
ตามลําดับ ปริมาณน้ําตาลรีดวิซจากการไฮโดรไลซิสดวย PC-Cs คือ 565.45±3.77, 636.13±5.66 
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และ 746.82±11.32 mg/L ตามลําดับ สวนการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลาย HCl เขมขน 1, 
2 และ 3% กอนการไฮโดรไลซิสดวย TR-Cs คือ 496.10±3.77, 566.78±5.66 และ 642.80±15.09 
mg/L ตามลําดับ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสดวย PC-Cs คือ 320.06±3.77, 
397.41±7.54 และ 461.42±7.54 mg/L ตามลําดับ จากภาพที่ 12 แสดงใหเห็นวา การปรับสภาพดวย
สารเคมีที่มีความเขมขนเพิ่มขึ้นจะทําใหไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่เพิ่มขึ้นดวยทั้งการปรับสภาพดวย
สารละลาย NaOH และ HCl โดยการปรับสภาพดวยสารเคมีนี้จะทําใหเฮมิเซลลโูลสและลิกนิน
ละลายน้ําออกมาไดเพิ่มขึ้น ทําใหพืน้ที่ผิวในการสัมผัสเพิ่มขึ้นเชนเดียวกับการปรับสภาพดวยความ
รอน จึงทําใหเอนไซมสามารถไฮโดรไลซิสเซลลูโลสในกากตะกอนเพิ่มขึ้นดวย (Zhang and Cai, 
2008)  

 
นอกจากนี้การปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลาย NaOH จะใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูง

กวาการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลาย HCl เนื่องจากการปรับสภาพกากตะกอนดวย 
 

 
 
ภาพที่ 12  ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารเคมีตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไล

ซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 4.8 ระยะเวลา 
24 ชม. 
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สารละลายดางจะลดปริมาณลิกนินไดมากกวาการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลายกรด โดย
ลิกนินที่เหลืออยูจะมีผลยับยัง้การทํางานของเอนไซมเซลลูเลส และการปรับสภาพดวยสารละลาย
กรดจะทาํใหเกิดผลิตภัณฑรวมคือสารประกอบกลุม furfural ซ่ึงมีผลทําใหประสิทธภิาพการทํางาน
ของเอนไซมเซลลูเลสลดลง ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจึงนอยกวาการปรับสภาพกากตะกอนดวย
สารละลายดาง (Hendriks and Zeeman, 2009) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Zhao et al. (2009) ที่
ศึกษาการปรับสภาพชานออย ดวยสารละลาย NaOH เขมขน 3, 5, 7 และ 9% พบวาการปรับสภาพ
ดวยสารละลาย NaOH ที่มีความเขมขนเพิม่ขึ้นจะทําใหไดผลผลิตน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นดวยโดยทีก่าร
ปรับสภาพดวยสารละลาย NaOH เขมขน 9% จะไดผลผลิตน้ําตาลรีดิวซสูงสุด จากการศึกษานี้
สารละลายที่เหมาะสมในการปรับสภาพดวยสารเคมีคือ สารละลาย NaOH เขมขน 3% เปนขอมูล
ในการศึกษาเรือ่งการปรับสภาพกากตะกอนรวมกับความรอนในขั้นตอไป 
 

2.5  ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารเคมีรวมกับความรอน  
 

การปรับสภาพกากตะกอนดวยวิธีการตางๆเชน สารละลายดาง กรด หรือความรอน 
จะใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้น ดังนัน้หากนําวิธีการเหลานี้มาใชรวมกันอาจมีความเปนไปไดที่
จะไดน้ําตาลรดีิวซเพิ่มขึ้น จากการศึกษาทีผ่านมาทําใหทราบถึงสารเคมีและความรอนที่ใชในการ
ปรับสภาพกากตะกอนที่ดีทีสุ่ด จึงนํามาปรับสภาพกากตะกอนรวมกนัซึ่งแสดงในภาพที่ 13 เมื่อ
ความใชความรอนรวมกับสารละลาย NaOH เขมขน 3% ในการปรับสภาพกากตะกอนจะสงเสริม
ใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพิ่มขึ้นทั้ง TR-Cs และ PC-Cs โดยการปรับสภาพกากตะกอนในสารละลาย 
NaOH ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส กอนไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลสจาก TR-Cs และ PC-
Cs ไดปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 1402.79±38.52 และ 1276.81±24.08 mg/L ตามลําดับ การเพิ่มอุณหภูมิ
ในการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลายดางเปน 121 องศาเซลเซียส กอนไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลส TR-Cs และ PC-Cs จะเพิม่ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เปน 1590.06±14.44 และ 
1447.05±52.97 mg/L ตามลําดับ สําหรับการปรับสภาพดวยสารละลายดางรวมกับความรอนชวย
สงเสริมใหปริมาณรีดิวซเพิ่มขึ้นเนื่องจาก ดางจะมีประสิทธิภาพในการละลายเฮมิเซลลูโลสและ
ลิกนินหลุดออกจากโครงสรางเซลลูโลสเพิ่มขึ้นเมื่ออุณหภูมิในการทําปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น (Zhang and 
Cai, 2008; Hendriks and Zeeman, 2009)  

 
หลังจากปรับสภาพของกากตะกอนดวย 3% NaOH  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 

ปริมาณสัดสวนของเถา ลิกนิน โฮโลเซลลูโลสและอัลฟาเซลลูโลสไดเปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบ
กันกากตะกอนกอนการปรบัสภาพ (ตารางที่ 7) โดยพบวาการปรับสภาพจะทําใหปริมาณลิกนิน 
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โฮโลเซลลูโลสและอัลฟาเซลลูโลสลดลง ปริมาณของเถาเพิ่มขึ้น สัดสวนของปริมาณโฮโล- 
เซลลูโลสตอลิกนินของกากตะกอนที่ผานการปรับสภาพกากตะกอนเพิ่มขึ้นแสดงใหเห็นวา ปริมาณ
ลิกนินลดลงมากกวาปริมาณโฮโลเซลลูโลสที่สูญเสียในกระบวนการปรับสภาพ ซ่ึงทําใหการ
ไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลสมีประสิทธิภาพมากขึน้ ผลผลิตน้ําตาลรีดิวซจึง
เพิ่มขึ้นดวยเชนกัน ซ่ึงสอดคลองกับ Zhang and Cai (2008) ที่ไดทําการศึกษาการปรับสภาพฟางขาว 
ดวยสารละลาย 2% NaOH พบวาปริมาณลิกนินลดลงและปริมาณของเถาเพิ่มขึ้นเชนกัน ดังนั้นเมือ่
ไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่ผานการปรับสภาพดวยเอนไซมเซลลูเลสจะทําใหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เพิ่มขึ้นดวย 

 

 
 
ภาพที่ 13  ผลของการปรับสภาพกากตะกอนดวยดางรวมกับความรอนตอการผลิตน้ําตาลรีดิวซจาก

การไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลส ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พีเอช 
4.8 ระยะเวลา 24 ชม. 
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ตารางที่ 7  ปริมาณองคประกอบบางประการของกากตะกอนกอนและหลังการปรับสภาพดวย
สารละลาย NaOH เขมขน 3% ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง 

 

  
เถา 
(%) 

ลิกนิน 
(%) 

โฮโล- 
เซลลูโลส (%) 

อัลฟา- 
เซลลูโลส (%) 

อัตราสวน 
โฮโลเซลลูโลส 

ตอลิกนิน 

กอน 65.39 13.03 25.77 18.75 1.98 
กาก

ตะกอน 
หลัง 68.80 7.75 23.67 15.43 3.05 

กอน 20.08 1.76 57.32 28.09 32.65 
กระดาษ 

หลัง 22.66 1.49 68.18 40.04 45.81 

 
จากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่ผานการปรับสภาพดวยสารละลายดางดวยเอนไซมเซลลู

เลสจากเชื้อ Trichoderma reesei (TR-Cs) และเชื้อ Phanerochaete sp. (PC-Cs) พบวาการไฮโดรไล
ซิสดวย TR-Cs ใหปริมาณน้าํตาลรีดิวซสูงกวาการไฮโดรไลซิสดวย PC-Cs (ตารางที ่8 ) ซ่ึงมีผลมา
จากการที่เอนไซมเซลลูเลสเปนการทํางานรวมกันของกลุมเอนไซม 3 ชนิด คือ endo-β-glucanase 
(EC 3.2.1.4), exo-β-glucanase (EC 3.2.1.91) และ β-glucosidase (EC 3.2.1.21) ดังนั้น 
การที่เชื้อจุลินทรียตางชนิดหรือสภาวะในการผลิตตางกันจะทําใหกลุมเอนไซมเซลลูเลสมี
ความสามารถในการไฮโดรไลซิสสับสเตรทไดไมเทากนั (Juhasz et al., 2005) ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Matins et al. (2008) ที่ไดทําการศึกษา คณุสมบัติในการไฮโดรไลซิสเซลลูโลสดวย
เอนไซมเซลลูเลสจาก Trichoderma reesei และ Penicillium echinulatum โดยใชปริมาณเอนไซม
เซลลูเลสในหนวยที่วัดจาก FPA ที่เทากัน และไฮโดรไลซิสเซลลูโลสชนิดเดยีวกัน พบวาปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซทีไ่ดไมเทากัน โดยขึ้นอยูกับชนิดของจุลินทรียและสภาวะที่ใชในการผลิตเอนไซม 

 
การปรับสภาพกากตะกอนทําใหโครงสรางของกากตะกอนเปลี่ยนแปลงเพื่อใหงายตอ

การไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม สงผลใหปริมาณน้ําตาลรีดวิซเพิ่มขึ้น เนือ่งจากสารละลายดางชวย
ยอยสารประกอบอื่นๆ และทําใหโครงสรางกลุมไฟเบอรในกากตะกอนหลวมมากขึ้น จึงงายตอการ
ซึมผานของสารละลายเอนไซม และเมื่อใชความรอนสูง ชวยใหปฎิกิริยาของดางเพิ่มขึ้น (Zhang 
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and Cai, 2008) การที่ใชอุณหภูมใินการปรับสภาพเพิ่มจาก 27 เปน 100 และ 121 องศาเซลเซียส 
สามารถเพิ่มปริมาณน้ําตาลรีดิวซที่ไดการการไฮโดรไลซีสดวย TR-Cs 183 และ 207% ตามลําดับ 
และเมื่อเปรียบเทียบการปรบัสภาพดวยดางที่อุณหภูมิ 100 และ 121 องศาเซลเซียส พบวาการปรับ
สภาพดวยดางที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียสใหปริมาณน้าํตาลรีดิวซสูงกวาการปรับสภาพ          
กากตะกอนดวยสารละลายดางที่อุณหภูม ิ100 องศาเซลเซียสเพียง 13% ดังนั้นสภาวะที่เหมาะสม
สําหรับการผลิตน้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนดวยเอนไซมเซลลูเลสที่จะใชตอใน
การผลิตแกสไฮโดรเจน คือ การปรับสภาพกากตะกอนดวยสารละลาย NaOH เขมขน 3% ที่
อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากนั้นนํามาไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม
เซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei 5 FPU ที่พีเอช 4.8 อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 
24 ช่ัวโมง 

 
ตารางที่ 8  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซจากการไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่ปรับสภาพในสภาวะตางๆดวย

เอนไซมเซลลูเลสที่ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
 

อุณหภูม ิ ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 
สภาวะในการปรับสภาพ 

(องศาเซลเซียส) TR-Cs  PC-Cs  

Control 27 394.74±11.32 308.06±13.20 

T 100°C 100 450.76±11.32 365.41±3.77 

T 121°C 121 514.77±11.31 456.09±11.31 

NaOH 1% 27 722.81±7.54 565.45±3.77 

NaOH 2% 27 794.82±3.77 636.13±5.66 

NaOH 3% 27 912.18±3.77 746.82±11.32 

HCl 1% 27 496.10±3.77 320.06±3.77 

HCl 2% 27 566.78±5.66 397.41±7.54 

HCl 3% 27 642.80±15.09 461.42±7.54 

T 100°C + NaOH 3% 100 1402.79±38.52 1276.81±24.08 

T 121°C + NaOH 3% 121 1590.06±14.44 1447.05±52.97 
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3. การผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนที่ผานการปรบัสภาพ 
 

3.1  ผลของสัดสวนของแขง็ของกากตะกอนและกระดาษ 
 

เนื่องจากกากตะกอนทีใ่ชในการทดลองนี้ มีปริมาณคารบอนเพียง 19.23% จึงเพิ่ม
ปริมาณคารบอนโดยการเตมิกระดาษสํานกังานที่ผานการปรับสภาพเชนเดียวกับกากตะกอนรวม 
โดยกระดาษทีใ่ชในการศึกษามีความชื้น 2.86±0.12%, เถา 20.08±0.78% และคารบอน 
44.40±0.43% จากภาพที่ 14 เมื่อเปรียบเทียบผลผลิตไฮโดรเจนจากสภาพวะการหมกัที่สภาวะ
ของแข็ง 3% โดยไมเติมกระดาษเพิ่ม (SC 3% (P0.0%)) และสัดสวนของแข็ง 4% (SC 4 % (P0.0%)) 
จะเพิ่มขึน้เมื่อปริมาณสัดสวนของแข็งเพิ่มขึ้น คือ 0.15±0.01 และ 0.23±0.02 mmol/g cellulose  

 

 
 
ภาพที่ 14 ผลของสัดสวนของแข็งของกากตะกอนและกระดาษตอผลผลิตไฮโดรเจนโดยใช

อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 20 พีเอช 5 หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่
ระยะเวลา 216 ชม. 
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ตามลําดับ และเมื่อดูผลผลิตไฮโดรเจนเมื่อเพิ่มปริมาณคารบอนโดยการใชกระดาษที่ผานการปรับ
สภาพ (P 0.5 และ 1.0%) ในสัดสวนของแข็ง 3% พบวาเมื่อเพิ่มปริมาณกระดาษเปน 1.0% จะให
ผลผลิตไฮโดรเจนที่สูงกวาคอื 0.46±0.01 mmol/g cellulose ในขณะทีสั่ดสวนของแข็ง 4% การเพิม่
ปริมาณกระดาษจะทําใหผลผลิตไฮโดรเจนตอกรัมคารบอนลดลง แตเมื่อดูปริมาณไฮโดรเจนสะสม 
(ภาพที่ 14 ) พบวาการเพิ่มปริมาณคารบอนดวยกระดาษจะใหปริมาณคารบอนสะสมเพิ่มขึ้น แตเมื่อ
คํานวณเทียบกลับปริมาณคารบอนทําใหคาที่ไดนอยลง การที่สัดสวนของแข็งเพิ่มขึ้นแลวทําให
ปริมาณผลผลิตไฮโดรเจนเพิม่ขึ้นเนื่องมาจากมีแหลงคารบอนเพิ่มขึ้น ทาํใหจุลินทรยีเจริญเติบไดดี
ขึ้น(สัดสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่เทากนั) ทําใหปริมาณแกสไฮโดรเจนเพิ่มขึน้ จากการศึกษานี ้
สภาวะสดัสวนของแข็งที่จะนําไปใชตอไปคือ SC 4%(P0.5%) ซ่ึงใหผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 
0.61±0.03 mmol/g cellulose 
 

3.2  ผลของคาพีเอชเริ่มตน 
 

จุลินทรียตางชนิดกันก็สามารถเจริญเติบโตไดดีตามสภาวะทีแ่ตกตางกนัแตละกลุมกนั
โดยพีเอชจะมผีลโดยตรงตอกิจกรรมตางๆ ของจุลินทรีย คาพีเอชเปนปจจัยที่มีผลตอโปรตีน ประจุ
ของกรดะมิโน polypeptide chain และมีอิทธิพลตอโครงสรางและหนาที่ของโปรตีน โดยปกติเอน 
ไซนจะหมดกจิกรรมที่คาพีเอชต่ํามากหรือสูงมาก ทําใหเอนไซมและสารตาง ๆ ภายในเซลลของ
เชื้อจุลินทรียถูกทําลาย (ดวงพร, 2545) จากภาพที่ 15 การใชสภาวะในการหมักที่พเีอชต่ําจะทําให  
จุลินทรียผลิตแกสไฮโดรเจนไดชา โดยท่ีพีเอช 4 เร่ิมผลิตแกสไฮโดรเจนในชัว่โมงที่ 192 และที่พี
เอช 5 เร่ิมผลิตแกสไฮโดรเจนในชัว่โมงที่ 96 สวนที่พีเอช 6 เร่ิมผลิตแกสไฮโดรเจนในชั่วโมงที่ 24 
ใหผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคอื 0.28±0.02, 0.82±0.13 และ 2.15±0.06 mmol/g cellulose ตามลําดับ 
 

Fang and Liu (2002) ไดทําการศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวยเชื้อผสมที่ผานการ
ปรับสภาพแลว โดยใชกลูโคส 7000 mg/L เปนแหลงอาหารที่พีเอชเริม่ตนตางกันพบวาที่พีเอช 5.5 
ใหปริมาณผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 2.1±0.1 mol/mol glucose จากการศึกษานี้คาพเีอชที่
เหมาะสมที่จะนําไปใชในการผลิตแกสไฮโดรเจนคือ พีเอช 6 
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ภาพที่ 15  ผลของคาพีเอชเริ่มตนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมกักากตะกอน (3.5%) และ

กระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 20 หมักที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส
ในระยะเวลา 264 ชม. 

 
3.3  ผลของอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio)  
 

ปริมาณแกสชวีภาพสะสมที่ 240 ช่ัวโมง ในสภาวะที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน
10 20 และ 40 เปน 190.50, 180.67 และ 200.00 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปริมาณแกสที่เกดิขึ้นไม
แตกตางกันมาก แตผลผลิตไฮโดรเจนแตกตางกนัซึ่งเปนผลมาจากรอยละในปริมาณแกสชีวภาพ
ของแกสไฮโดรเจนมากนอยแตกตางกัน โดยที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 ใหผลผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดคือ 2.39±0.02 mmol/g cellulose ซ่ึงแสดงไวในภาพที่ 16 การที่อัตราสวนคารบอน
ตอไนโตรเจนต่ํา เชื้อจุลินทรียสามารถเจริญเติบโตได แตผลผลิตที่ไดเปนแกสชนดิอืน่ทําใหปริมาณ
แกสไฮโดรเจนนอย อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนทีม่ีความเหมาะสมจะทําใหมปีริมาณแกส
ไฮโดรเจนที่เกดิขึ้นสูงดวย ซ่ึงถามีอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนต่ําเกินไปจะทําใหมีความ
เขมขนของแอมโมเนียในระบบสูง แตถามีอัตราสวนนี้มากเกินไปใหใหไนโตรเจนมปีริมาณไม
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เพียงพอตอการเจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย ซ่ึงในสภาวะเชนนี้จะสงผลตอกิจกรรมของ
เชื้อจุลินทรีย และทําใหการผลิตแกสไฮโดรเจนลดลงได (Lin and Lay, 2004)  
 

นอกจากนี้ไนโตรเจนเปนสวนประกอบทีสํ่าคัญสําหรับโปรตีน กรดนวิคลีอิค และ
เอนไซมมีความสําคัญตอเชื้อแบคทีเรีย เนื่องจากเปนสารอาหารที่จําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของ
เชื้อแบคทีเรียจึงตองมีปริมาณที่เหมาะสมกับกลุมจุลินทรียชนิดนัน้ๆ (Bisaillon et al., 2006 ) ดังนัน้
อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนคือ 40  
 

 
 
ภาพที ่16  ผลของสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน 

(3.5%) และกระดาษ (0.5%) พีเอช 5 หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 
ชม. 
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3.4  ผลของแหลงไนโตรเจน  
 

การใชแหลงไนโตรเจนเติม ไดแก urea NH4CO3 NH4Cl และ yeast extract ที่พีเอช 6 
และสัดสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พบวา yeast extract เปนแหลงไนโตรเจนใหผลผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดคือ 7.33±0.16 mmol/g cellulose รองลงมาคือ urea, NH4Cl และ NH4CO3 ซ่ึงใหผล
ผลิตไฮโดรเจนเปน 5.17±0.33, 4.23±0.33 และ 4.20±0.23 mmol/g cellulose ตามลําดบั เนื่องจาก 
yeast extract มีองคประกอบหลักที่ประกอบไปดวยไนโตรเจน วิตามนิ B-complex มากที่เปน
องคประกอบของเอนไซม และ โคเอนไซม ซ่ึงเปนสารอินทรียที่มีความจําเปนและชวยสงเสริมการ
เจริญเติบโตของเชื้อจุลินทรีย ที่ไมสามารถสังเคราะหขึ้นมาใชเองได จําเปนตองไดจากอาหาร
เทานั้น 

 

 
 
ภาพที่ 17  ผลของแหลงไนโตรเจนตอผลผลิตไฮโดรเจนจากการหมกักากตะกอน (3.5%) และ

กระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส 

 



64 

 

ดังนั้น yeast extract จึงชวยสนับสนุนกระบวนการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และชวย
สงผลใหเพิ่มปริมาณแกสไฮโดรเจนเพิ่มขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกับแหลงไนโตรเจนอื่น แตหากมกีาร
เปรียบเทียบเรื่องคาใชจายแลว urea อาจเปนทางเลือกหนึ่งในการนําไปใชเปนแหลงไนโตรเจนใน
การผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะตอนเนือ่งจากมีราคาถูกกวา (ผลผลิตไฮโดรเจนลดลงเหลือ 
70.52% เมื่อเทยีบกับการใช yeast extract) ดังนั้นจากการศึกษานี้พบวา yeast extract เปนแหลง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมในการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกากตะกอน 

 
3.5  ผลการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมและการใชกากตะกอนรวม  
 

จากการที่กากตะกอนของระบบบําบัดน้ําเสยีในโรงงานกระดาษมีเซลลูโลสเปนอง
ประกอบอยูแตการนํามาใชประโยชนควรมีการปรับสภาพเซลลูโลสและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซม
เซลลูเลสเสียกอน เพื่อที่จะใชประโยชนจากกากตะกอนไดมีประสิทธิภาพมากขึ้น โดยการศึกษานี้
แสดงใหเห็นถึงผลของการไมปรับสภาพกากตะกอน (control) การปรับสภาพกากตะกอนดวยดาง
รวมกับความรอนใหผลผลิตไฮโดรเจน (pre) การใชเอนไซมเซลลูเลสไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่
ปรับสภาพกอนการหมัก (pre+enz) และการใชเอนไซมเซลลูเลสไฮโดรไลซิสกากตะกอนการใช
กระดาษรวมกอนการหมัก (pre+enz+p) ตอผลผลิตไฮโดรเจนไดแสดงไวในภาพที่ 18 โดยให
ผลผลิตไฮโดรเจน 0.19±0.02, 1.97±0.02, 4.56±0.33และ 7.23±0.11 mmol/g cellulose ตามลําดับ 
และอัตราการผลิตแกสไฮโดรเจนตอช่ัวโมงสูงสุดในระยะเวลา 24 ช่ัวโมงคือ 2.46±0.24, 
26.14±0.26, 37.45±2.62และ 74.29±1.66 ml/L·hr. ตามลําดับ จากผลการศึกษานี้การปรับสภาพ  
กากตะกอนดวยดางรวมกับความรอน(pre)ใหผลผลิตไฮโดรเจนสูงกวาการไมปรับสภาพกาก
ตะกอน (control) ถึง 10.7 เทา โดยการปรับสภาพจะทําใหโครงสรางของเซลลูโลสมีพื้นที่ผิวสัมผัส
มากขึ้นจุลินทรียจึงสามารถเขาไปยอยสลายสับสเตรทไดมากขึ้นทําใหไดผลผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น
ดวย (Zhang and Cai, 2008; Hendriks and Zeeman, 2009) นอกจากนีก้ารปรับสภาพกากตะกอนจะ
ทําใหปริมาณเฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงเปนอุปสรรคและตัวยับยั้งในการยอยสลายเซลลูโลสของ
จุลินทรียลดลงอีกดวย (Hendriks and Zeeman, 2009) 

 
การใชเอนไซมเซลลูเลสไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่ปรับสภาพกอนการหมัก 

(pre+enz) จะใหปริมาณผลผลิตไฮโดรเจนสูงกวาการปรบัสภาพกากตะกอนดวยดางรวมกับความ
รอนใหผลผลิตไฮโดรเจน (pre) ถึง 2.3 เทา เพราะนอกจากการปรับสภาพกากตะกอนจะทําให
เซลลูโลสถูกยอยดวยเชื้อจุลินทรียไดงายขึน้แลวการไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมจะชวยเพิ่มปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซจากการไฮโดรไลซิสเซลลูโลสและชวยยอยกากตะกอนไดมากขึ้นทําใหผลผลิต
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ไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นดวย นอกจากนี้การใชเอนไซมเซลลูเลสไฮโดรไลซิสกากตะกอนและการใช
กระดาษที่ผานการปรับสภาพรวม (pre+enz+p) จะใหผลผลิตไฮโดรเจนมากกวาการใชเอนไซม
เซลลูเลสไฮโดรไลซิสกากตะกอนที่ปรับสภาพกอนการหมัก (pre+enz) ถึง 1.7 เทา เนื่องจากมี
ปริมาณคารบอนและเซลลูโลสที่สูงกวาจึงไดน้ําตาลรีดวิซจากการไฮโดรไลซิสมากกวาการใช   
กากตะกอนทีผ่านการปรับสภาพเพยีงอยางเดียว ดังนัน้ผลผลิตไฮโดรเจนที่ไดจากการเติมกระดาษที่
ผานการปรับสภาพจึงสูงกวาดวยเชนกนั 

 

 
 
ภาพที่ 18  ผลของการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมและการใชกระดาษรวมตอผลผลิต

ไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 

 

จากภาพที่ 20 ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ จะลดลงอยางมากในระยะเวลา 24 ช่ัวโมง และ
เหลือปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพียงเล็กนอย การที่ปริมาณน้ําตาลลดลงเหลือนอยอาจเกิดจากอัตราการ
ยอยเซลลูโลสใหเปนน้ําตาลกลูโคสนอยกวาอัตราการนํากลูโคสไปใชของจุลินทรียจงึทําใหเหลือ
ปริมาณน้ําตาลหลังจากชั่วโมงที่ 24 นอยลงแตยังมแีกสไฮโดรเจนเกิดขึน้ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษา 
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ภาพที่ 19  ผลของการปรับสภาพกากตะกอน การใชเอนไซมและการใชกระดาษรวมตออัตราการ

ผลิตแกสไฮโดรเจนจากการหมักกากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวน
คารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 
ชม. 

 

 
 
ภาพที่ 20  ปริมาณน้ําตาลรีดวิซ แกสไฮโดรเจนสะสม ปริมาณแกสรวมสะสม จากการหมัก         

กากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 
หมักที่อุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 
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ของ Wang et al. (2008) ที่ทาํการศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนดวยเชื้อ Clostridium acetobutylicum 
X9 และ Ethanoigenens harbinense B49 ในอาหาร microcrystalline cellulose ที่   พีเอช 5 อุณหภมู ิ
37 องศาเซลเซียสไดปริมาณแกสไฮโดรเจน 127 มิลลิลิตร โดยปริมาณน้ําตาลรีดิวซลดลงอยาง
รวดเร็วเพียงชัว่โมงที่ 2 แตยงัสามารถผลิตแกสไฮโดรเจนไดอยางตอเนื่อง 

 
3.6 ปริมาณของกรดไขมันระเหย (volatile fatty acid, VFA) 

 
 ปริมาณกรดไขมันระเหยที่เกิดจากการหมกักากตะกอน (3.5%) และกระดาษ (0.5%) ที่
ผานการปรับสภาพ อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 ใช yeast extract เปนแหลงไนโตรเจน     
พีเอช 6 ปริมาตร 70 มิลลิลิตร แสดงในภาพที่ 21 กรดไขมันระเหยที่เกดิขึ้นสวนใหญคือ         
กรดอะซิติก จากการยอยกลูโคส 1 โมล จะเกดิกรดอะซิติก บิวทาริกและโพรไพโอนิก ดังแสดงใน
สมการขางลาง โดยการยอยกลูโคส 1 โมล จะไดผลิตภันฑเปนกรดอะซิตริก 2 โมล ไดแกส
ไฮโดรเจน 4 โมล การยอยกลูโคส 1 โมล ที่ไดผลิตภันฑเปนกรดบวิทาริก 1 โมล ไดแกสไฮโดรเจน 
2 โมล และการยอยกลูโคส 1 โมล ที่ไดผลิตภันฑเปนกรดโพรไพโอนกิ 2 โมล จะตองใชแกส
ไฮโดรเจน 2 โมล ดังนั้นสัดสวนของกรดไขมันระเหยทีเ่กิดขึ้นจึงมีความสัมพันธกับผลผลิตแกส
ไฮโดรเจนที่ไดจากการหมัก การศึกษานี้มกีรดอะซิติกเปนผลิตภัณฑสวนใหญ สอดคลองกับ
การศึกษาของ Wen-Hsing et al. (2009) ที่ศึกษาการผลิตแกสไฮโดรเจนโดยใชเชื้อแบคทีเรียผสมใน
การหมัก และมีกรดอะซิติกเปนผลิตภัณฑหลักเชนเดียวกัน เนื่องจากมปีริมาณกรดอะซิติกสูง 
ปริมาณกรดบวิทาริกต่ํา ทําใหไดผลผลิตไฮโดรเจนที่สูง 
 

C6H12O6 + 2H2O        2CH3COOH + 2CO2 + 4H2            G = -215.67 kJ/mol 
  
C6H12O6                     CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2             G = -261.46 kJ/mol 

 
C6H12O6 + 2H2                        2CH3CH2COOH + 2H2O              G = -357.87 kJ/mol 
 

 จากผลการศึกษาทําใหทราบถึงสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแกสไฮโดรเจนจากกาก
ตะกอนโรงงานกระดาษ (ตารางที่ 9) คือ การหมักกากตะกอน (3.5%) รวมกับกระดาษ (0.5%) ที่
ผานการปรับสภาพดวย 3%  NaOH  ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส (2 ช่ัวโมง) และนาํมา    
ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเซลลูเลส 5 FPU โดยใชอัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 ใช yeast 
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extract เปนแหลงไนโตรเจน พีเอช 6 ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ปรับสภาพการหมักแบบไรอากาศดวย
แกสอารกอน และใชเชื้อเร่ิมตน 10% โดยปริมาตร หมักที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

 
 
ภาพที่ 21  ปริมาณแกสไฮโดรเจน ปริมาณกรดไขมนัระเหยและพีเอชจากการหมกักากตะกอน 

(3.5%) และกระดาษ (0.5%) อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 พีเอช 6 หมักที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในระยะเวลา 240 ชม. 

 
ตารางที่ 10 แสดงผลผลิตแกสไฮโดรเจนที่ไดจากการศกึษานี้เปรยีบเทียบกับการศกึษา

อ่ืนพบวา เมื่อใชกลูโคส ซูโคส หรือแปง เปนแหลงสับสเตรทในการผลิตแกสไฮโดรเจนจะใหผล
ผลิตแกสไฮโดรเจนสูงกวาการใชสับสเตรทที่เปนสารโมเลกุลที่ซับซอนกวาเชน น้ําเสียจาก
อุตสาหกรรมนม และกากตะกอนน้ําเสียโรงงานกระดาษ เนื่องจากจุลินทรียตองมีกระบวนการยอย
สับสเตรทที่มีขนาดโมเลกุลใหญใหเปนสารประกอบทีม่ีโมเลกุลเล็กเพื่อเขาสูกระบวน 
การเมตาโบลิซึมของเซลลไดเสียกอน จากการศึกษานีแ้สดงใหเห็นถึงความเปนไปไดในการผลิต
แกสไฮโดรเจนจากกากตะกอนน้ําเสียโรงงานกระดาษรไีซเคิลที่ปรับสภาพและไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมเซลลูเลสที่ผลิตได 
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ตารางที่ 9  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมและผลผลิตไฮโดรเจนที่สภาวะในการหมักตางๆ 
 

ปริมาณแกส 
ผลผลิตแกส
ไฮโดรเจน 

สภาวะการหมัก pH C:N Ratio 
ระยะเวลา
การหมัก 

(hr) 
ไฮโดรเจนสะสม 

(ml/L) 
(mmol/g 
cellulose) 

สัดสวนของแข็ง           

SC 3% (P 0.0%) 5 20 216 21.56±6.07 0.15±0.04 

SC 3% (P 0.5%) 5 20 216 75.19±6.54 0.40±0.03 

SC 3% (P 1.0%) 5 20 216 108.83±10.03 0.46±0.01 

SC 4% (P 0.0%) 5 20 216 46.05±17.55 0.23±0.02 

SC 4% (P 0.5%) 5 20 216 144.40±8.24 0.61±0.03 

SC 4% (P 1.0%) 5 20 216 146.84±1.84 0.53±0.01 

SC 4% (P 1.5%) 5 20 216 147.40±20.67 0.46±0.04 

C:N Ratio      

10 5 10 240 194.08±24.64 0.68±0.09 

20 5 20 240 191.06±12.60 0.67±0.04 

40 5 40 240 680.76±2.78 2.39±0.01 
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ตารางที่ 9  (ตอ) 
 

ปริมาณแกส 
ผลผลิตแกส
ไฮโดรเจน 

สภาวะการหมัก pH 
C:N 

Ratio 
ระยะเวลาการ
หมัก (hr) ไฮโดรเจนสะสม 

(ml/L) 
(mmol/g 
cellulose) 

พีเอช           

4 4 20 240 79.01±9.13 0.28±0.02 

5 5 20 240 233.96±38.38 0.82±0.13 

6 6 20 240 612.61±16.91 2.15±0.06 

แหลงไนโตรเจน      

Yeast Extract 6 40 216 2093.24±32.42 7.23±0.16 

NH4Cl 6 40 216 1168.20±89.29 5.32±0.33 

Urea 6 40 216 1474.71±67.20 5.17±0.33 

NH4CO3 6 40 216 1195.80±65.86 4.20±0.23 

การปรับสภาพกากตะกอนและการใชเอนไซม   

pre+enz+p 6 40 216 2093.24±32.42 7.23±0.11 

pre+enz 6 40 216 915.48±66.23 4.56±0.33 

pre 6 40 216 396.25±4.33 1.97±0.02 

control 6 40 216 36.96±3.95 0.19±0.02 
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ตารางที่ 10  ผลผลิตแกสไฮโดรเจนจากกลุมจุลินทรียดวยสับสเตรทชนิดตางๆ 

 

กลุมจุลินทรีย สับสเตรท ผลผลิตไฮโดรเจน อางอิง 

Cattle manure sludge Glucose 1.0 mol/mol glucose  Cheong and Hansen (2006)  

Digested sludge Glucose  1.8 mol/mol glucose Wang and Wan (2008) 

Methanogenic granules Glucose 1.2 mol/mol glucose Hu and Chen (2007) 

Digested wastewater Sucrose 6.12 mol/mol sucrose  Zhu and Beland (2006)  

Anaerobic sludge Starch 2.2 mol/mol hexose Lin et al. (2008) 

Anaerobic sludge Dairy wastewater 0.032 mmol/g COD  Mohan et al. (2008) 

Anaerobic sludge Food waste 1.8 mol/mol hexose Shin et al. (2004) 

Anaerobic sludge Paper sludge 7.23 mmol/g cellulose การศึกษานี ้
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

สภาวะการหมกัเพื่อผลิตเอนไซมเซลลูเลสขึ้นอยูกับชนดิของเชื้อจุลินทรีย โดยเชื้อจุลินทรีย
ที่ใชในการศึกษานี้คือ เชื้อ Trichoderma reesei (TR) ใหผลผลิตเอนไซมเซลลูเลสสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยง
บนฟางขาวรวมกับรําขาวที่ความชื้น 85% พีเอช 5 และเชื้อ Phanerochaete sp.(PC) ใหผลผลิต
เอนไซมเซลลูเลสสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงบนกากตะกอนรวมกับรําขาวที่ความชื้น 70% พีเอช 6 เนื่องจาก
กากตะกอนน้ําเสียของโรงงานกระดาษรีไซเคิลประกอบดวยเซลลูโลสและสารประกอบอื่นๆ ซ่ึง
ยอยไดยากดวยเชื้อจุลินทรียจึงตองมีการปรับสภาพกากตะกอนดวยสารเคมีกอนนํามาใช เมื่อความ
เขมขนของสารเคมีเพิ่มขึ้นจะใหปริมาณน้าํตาลที่สูงขึ้น และเมื่อเปรียบเทียบการปรบัสภาพดวย
สารละลายกรดและดางพบวา การปรับสภาพดวยดางจะทําใหไดผลผลิตที่สูงกวาการปรับสภาพดวย
กรด นอกจากนี้การปรับสภาพดวยสารละลายดางที่อุณหภูมิสูงไดปริมาณน้ําตาลรีดวิซสูงขึ้น 
หลังจากน้ํานํากากตะกอนทีผ่านการปรับสภาพและไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมมาหมกัเพื่อผลิตแกส
ไฮโดรเจน สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษาคือ การใชกากตะกอน (3.5%) รวมกบักระดาษ 
(0.5%) ที่ปรับสภาพดวยสารละลาย NaOH เขมขน 3% ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 2 ช่ัวโมง 
กอนไฮโดรไลซิสกากตะกอนและกระดาษดวยเอนไซมเซลลูเลสจากเชื้อ Trichoderma reesei 5 
FPU ที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 40 โดยใช yeast extract เปนแหลงคารบอนที่พีเอช 6 โดย
ใชเชื้อผสมที่ผานการปรับสภาพดวยความรอน 1% โดยปริมาตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส
โดยใหผลผลิตไฮโดรเจนสูงกวาการนํากากตะกอนที่ไมไดผานการปรบัสภาพและไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมมาหมกัที่สภาวะเดยีวกันถึง 41.7 เทา 
 

ขอเสนอแนะ 
 
 การศึกษานีแ้สดงความเปนไปไดในการนํากากตะกอนจากระบบบําบัดน้ําเสียในโรงงาน
กระดาษรีไซเคิลมาผลิตแกสไฮโดรเจน หากมีการนาํไปประยุกตใชควรศึกษาในระดับที่ใหญขึ้น
เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดานอื่นเชน การเขยาขณะไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมเพื่อเพิ่มปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ การควบคุมพีเอชระหวางการหมัก เพื่อที่จะใหไดผลผลิตไฮโดรเจนที่เพิ่มขึ้น 
นอกจากนี้ยังสามารถใชยูเรียเปนแหลงไนโตรเจนเพื่อลดคาใชจายจากการใช yeast extract  
ที่มีราคาสูง 
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1.  การวิเคราะหไนโตรเจนรวม ( total kjeldahl nitrogen; TKN) 
 

วิเคราะหโดยวธีิ kjeldahl และ titration สามารถหาปริมาณรวมของ ammonia และ nitrogen 
ในรูปสารอินทรียโดยเรยีกรวมตามวิธีการวิเคราะหวา kjeldahl nitrogen ปริมาณไนโตรเจนที่หาได
โดยวิธี kjeldahl นี้ไมรวมถึง azide azine azo Hydrazone nitrate nitrite nitro nitroso oxime และ 
semi-carbazone 

 
1.1  สารเคมี 
 

-  สารละลาย NaOH เขมขน 40 % เตรียมโดยละลาย NaOH 400 กรัม ในน้ํากลั่น    10 
ลิตร 

-  สารละลาย bromocresol green เตรียมโดยละลาย bromocresol green 0.2 กรัม 
ใน ethyl alcohol 95% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 

-  สารละลาย methy red โดยละลาย methy red 0.1 กรัมใน ethyl alcohol 95% 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

 
-  สารละลาย boric acid เขมขน 4 % ละลาย boric acid 400 กรัมในน้ํากลั่น 6 ลิตร 

แลวนําไปตั้งบน hot plate จนละลายหมด จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากลั่นไดปริมาตร 9 ลิตร ทิ้งไว
ใหเย็นที่อุณหภูมิหอง แลวเติมสารละลาย bromocresol green และสารละลาย methy red ที่ไดเตรยีม
ไว ปริมาตร 100 และ 70 มิลลิลิตร ตามลําดับ ปรับปริมาตรใหเปน 10 ลิตร ดวยน้ํากลั่นและเขยาให
ละลายเปนเนือ้เดียวกัน 

 
-  เตรียมสารละลาย HCl 0.02 โมล โดยดูดสารละลาย HCl เขมขนปริมาตร 1.64 

มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดวยน้าํกลั่น 
 

1.2  วิธีวิเคราะห 
 
 1.2.1  การยอยตัวอยาง :โดยนําตัวอยาง 2 กรัม ใสใน digestion tube เติม K2SO4 2 กรัม 
CuSO4.5H2O 0.8 กรัม และ ซัลฟูริกเขมขน 12 มิลลิลิตร ยอยนาน 60 นาที หลังจากนั้นปลอยใหเยน็
ประมาณ 15 นาที 
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1.2.2  การกลั่น : โดยเติมน้ํา 70 มิลลิตรใน digestion tube ที่ไดจากการยอย เติม 40 % 
NaOH ปริมาตร 60 มิลลิลิตร (จากเครื่อง) และเติม 4 % boric acid ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ในขวดรูป
ชมพูขนาดปรมิาตร 250 มิลลิตร (erlenmeyer flask)  กล่ันนาน 4 นาที  และไตเตรทดวยสารละลาย 
HCl 0.02 โมล 
 
การคํานวณ 
 
total kjeldahl nitrogen (TKN) (มิลลิกรัม/ลิตร)  =       (T-B) X 14.007 X [HCl] X 1,000  
                              ปริมาตรตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

 

T =  ปริมาตรสารละลายที่ใชไตเตรทตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
B = ปริมาตรสารละลายที่ใชไตเตรทแบลงค (มิลลิลิตร) 

 
2.  การหาปริมาโฮโลเซลลูโลส อัลฟาเซลลูลส และลิกนิน 
 

2.1  หาปริมาณสารแทรกทีล่ะลายในสารละลายผสมเอทิลแอลกอฮอล และโทลูอีน โดยนํา
ตัวอยางแหง 2 กรัม ใสใน cellulose extraction thimble แลวนําไปสกัดดวยสารละลายผสม
เอทิลแอลกอฮอล 2 สวน และโทลูอีน 1 สวน เปนระยะเวลา 8 ช่ัวโมง นําตัวอยางหลงัจากการสกัด
อบที่อุณหภูมิ 103.5 องศาเซลเซียส แลวหาปริมาณสารที่ถูกสกัดออกมาและเก็บตวัอยางแหงที่ถูก
สกัดไวเพื่อวเิคราะหตอไป 

 
2.2  หาปริมาณสารแทรกทีล่ะลายในน้ํารอน โดยนําตวัอยางแหง 2 กรัม ใสในขวดรูปชมผู

ขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร แลวนําไปแชในน้ําเดือดเปนระยะเวลา 3 ช่ัวโมง นํา
ตัวอยางไปกรองดวย fritted glass crucible ที่ทราบน้ําหนกัที่แนนอน อบที่อุณหภูมิ 103.5 องศา
เซลเซียส แลวหาปริมาณสารที่ถูกสกดัออกมา 

 
2.3 หาปริมาณสัดสวนลิกนิน โดยนําตวัอยางแหงที่ไดจากขอ 2.1 1 กรัม ใสในบีเกอร 150 

มิลลิลิตร เติมกรดซัลฟูริกเยน็เขมขน 72% ปริมาตร 15 มิลลิลิตร นําไปบมที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เปนระยะเวลา 2 ช่ัวโมง แลวนํามาปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น แลวนาํไป
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แชในน้ําเดือด 4 ช่ัวโมง ตัวอยางไปกรองและลางดวย fritted glass crucible ที่ทราบน้ําหนักที่
แนนอน อบทีอุ่ณหภูมิ 103.5 องศาเซลเซียส แลวหาปริมาณสารที่เหลืออยู 

 
2.4 หาปริมาณสัดสวนโฮโลเซลลูโลส โดยนําตัวอยางแหงที่ไดจากขอ 2.1 2 กรัม ใสใน

ขวดรูปชมผูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมน้ํากลั่น 150 มิลลิลิตร, กรดอะซิติกเย็น 0.2 มิลลิลิตร และ 
NaClO2 1 กรัม แลวนําไปแชในน้ําที่มีอุณหภูมิ 70- 80 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 ช่ัวโมง โดย
เติม กรดอะซติิกเยน็ 0.22 มิลลิลิตร และ NaClO2 1 กรัม ทุกชั่วโมง นําตัวอยางไปกรองและลางดวย 
fritted glass crucible ที่ทราบน้ําหนกัที่แนนอน อบที่อุณหภูมิ 103.5 องศาเซลเซียส แลวหาปริมาณ
สารที่เหลืออยูและเก็บตวัอยางแหงที่ถูกสกดัไวเพื่อวิเคราะหตอไป 

 
2.5  หาปริมาณสัดสวนอัลฟาเซลลูโลส โดยนําตวัอยางแหงที่ไดจากขอ 2.4 3 กรัม ใสใน

ขวดรูปชมผูขนาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย NaOH เขมขน 17.5% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร แลว
คนทันที บมทีอุ่ณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 30 นาที เติมน้าํกลั่น 5 มิลลิลิตร แลวคน
ตอไปอีก 5 นาที นําตัวอยางไปกรองดวย fritted glass crucible ที่ทราบน้ําหนักทีแ่นนอน โดยลาง
ดวยสารละลาย NaOH เขมขน 8.3% ปริมาตร 50 มิลลิลิตร, กรดอะซิติก เขมขน 10% ปริมาตร 40 
มิลลิลิตร และน้ํากลั่น 1000 มิลลิลิตร แลวอบที่อุณหภูมิ 103.5 องศาเซลเซียส แลวหาปริมาณสารที่
เหลืออยู 

 
3.  การวิเคราะหหากิจกรรมเอนไซมเซลลูเลส 
 
 1. นํา crude enzyme ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง  
 
 2.  เติม 0.05 sodium citrate buffer pH 4.8 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร. และกระดาษกรอง 
Whatman No.1 ขนาด 1.0x6.0 ซม. (50 มก.) เขยาใหเขากนั 
 
 3. นําไปบมใน water bath ที่อุณหภูมิ 50 oC นาน 1 ช่ัวโมง 
 
 4.  เติมสารละลาย Dinitrosalicylic acid (DNS) regent ปริมาตร 3 มิลลิลิตร. เขยาใหเขากัน 
นําไปตม ในน้าํเดือด นาน 10 นาที ตั้งทิ้งไวใหเยน็ที่อุณหภูมหิอง 
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 5.  เติมน้ํากลั่นหลอดละ 40 มิลลิลิตร เขยาใหเขากันนําไปวัดคาการดดูกลืนแสง ที่ความยาว 
คล่ืนแสง 540 นาโนเมตร โดยใช 0.05 M sodium citrate buffer เปนหลอดควบคุม (blank) 
จากนั้นนําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเปรียบเทียบหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสจากกราฟมาตรฐานเพื่อ
นําไปใชคํานวณหาคากจิกรรมของเอนไซมเซลลูเลสจากสูตรมาตรฐานการคํานวณยนูิตของ 
เอนไซมเซลลูโลส 
  
 1 หนวยของเอนไซม = 1μM ของสารตั้งตนที่ถูกยอยใน 1 นาท ี
    = (มิลลิกรัมกลูโคส)x (0.093) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที่ ก1  กราฟมาตรฐานคาการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร กับปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 

(ม ิลลิกรัม)  
 
 
 
 
 

ม ิลลิลิตรของเอนไซม 

y = 0.282x

R² = 0.999
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ภาคผนวก ข 
ขอมูลจากการทดลอง 
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ตารางผนวกที่ ข1  ปริมาณกรดไขมันระเหยในการหมักกากตะกอนที่สภาวะสัดสวนของแข็งที่
แตกตางกันในสภาวะแบบแบบไรอากาศ พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 192 ช่ัวโมง  

 
VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 2.1 29.2 55.6 65.6 87.4 92.4 90.6 84.8 48.6 

Pr 2.6 0.7 10.0 3.7 10.2 12.7 11.1 14.8 10.9 

Bu 1.1 0.7 6.3 2.2 6.7 8.1 7.5 10.2 7.3 
SC 3% (P 0.0%) 

Va 0.0 0.0 575.7 453.1 291.1 282.6 291.1 388.1 292.9 

AC 1.2 33.1 50.6 72.3 89.1 68.4 98.7 68.8 29.7 

Pr 1.5 1.2 8.5 7.2 13.1 11.2 13.9 12.2 5.8 

Bu 0.5 0.5 2.3 4.8 11.1 9.5 11.8 9.8 5.3 
SC 3% (P 0.5%) 

Va 0.0 0.0 144.4 976.2 316.7 165.1 313.6 322.6 109.8 

AC 1.6 24.2 54.5 67.5 81.9 97.3 71.5 69.3 43.7 

Pr 1.4 0.5 9.8 5.3 10.7 11.4 6.7 12.5 12.3 

Bu 0.6 0.6 4.5 4.7 12.8 11.9 8.9 16.3 18.1 
SC 3% (P 1.0%) 

Va 0.0 0.0 419.4 989.9 272.8 136.4 97.7 349.4 414.4 
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ตารางผนวกที่ ข2  ปริมาณกรดไขมันระเหยในการหมักกากตะกอนที่สภาวะสัดสวนของแข็งที่
แตกตางกันดวยสภาวะแบบไรอากาศ พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 192 ช่ัวโมง 

 
VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 1.4 15.1 54.9 83.9 89.8 82.9 57.5 50.9 43.3 

Pr 0.8 0.5 11.5 10.9 12.8 11.7 10.2 10.4 12.1 

Bu 0.5 0.5 4.0 6.2 9.9 9.4 8.4 7.7 9.2 
SC 4% (P 0.0%) 

Va 0.0 0.0 511.3 330.8 445.8 298.4 293.8 2093.5 442.3 

AC 1.6 33.3 83.0 69.8 75.5 78.3 64.9 63.3 32.8 

Pr 1.2 0.8 5.6 6.0 8.4 12.4 10.6 12.1 9.3 

Bu 0.4 0.4 2.1 3.7 9.4 13.9 12.8 15.2 13.7 
SC 4% (P 0.5%) 

Va 0.0 0.0 0.0 308.5 11.6 302.9 253.8 329.0 305.1 

AC 1.2 29.9 83.3 75.2 83.8 61.9 53.0 44.0 25.6 

Pr 0.9 1.0 3.4 8.2 11.4 10.1 9.0 7.7 7.4 

Bu 0.3 0.3 0.7 7.9 15.1 13.3 12.5 12.5 14.3 
SC 4% (P 1.0%) 

Va 0.0 0.0 0.0 253.2 431.3 326.1 278.3 285.7 352.4 

AC 1.6 31.0 67.2 75.0 79.6 55.8 44.8 44.8 42.9 

Pr 1.4 0.7 17.1 7.9 9.7 0.9 8.6 9.9 11.5 

Bu 0.5 0.5 4.5 8.6 14.0 15.9 13.8 16.0 19.6 
SC 4% (P 1.5%) 

Va 0.0 0.0 329.5 1774.0 420.2 420.2 339.5 423.8 573.5 
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ตารางผนวกที่ ข3  ปริมาณกรดไขมันระเหยในการหมักแบบไรอากาศทีอั่ตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจน 10 20 และ 40 พีเอช 5 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 192 
ช่ัวโมง  

 

VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 1.3 19.1 13.3 12.6 24.4 50.2 46.0 60.6 60.6 

Pr 0.8 0.7 1.0 0.7 0.7 0.7 0.6 14.7 6.1 

Bu 0.4 0.5 1.3 0.8 0.8 0.7 0.7 6.3 7.2 
CN 10 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 779.4 1226.5 

AC 2.1 10.2 13.2 13.1 34.0 44.3 46.7 56.4 60.0 

Pr 0.6 0.5 8.3 0.7 0.7 0.7 0.6 10.7 12.9 

Bu 0.4 0.3 0.6 0.6 0.6 0.6 0.5 5.0 6.8 
CN 20 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 168.9 261.1 

AC 2.9 10.5 14.0 17.9 72.7 77.5 68.9 67.3 64.3 

Pr 0.7 0.6 3.2 0.6 0.6 0.6 0.6 5.2 14.6 

Bu 0.4 0.3 2.8 0.5 0.5 0.5 0.6 3.4 5.7 
CN 40 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 109.8 345.0 
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ตารางผนวกที่ ข4  ปริมาณกรดไขมันระเหยในการหมักแบบไรอากาศจากการหมกักากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 4 5 และ 6ระยะเวลา 192 ช่ัวโมง  

 

VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 2.33 11.57 17.19 21.43 20.44 32.58 27.17 31.55 51.06 

Pr 0.53 0.69 1.31 0.89 0.82 0.91 0.97 4.06 5.62 

Bu 0.41 0.38 0.92 0.49 0.54 0.48 0.83 3.56 3.73 
pH 4 

Va 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 159.62 221.03 

AC 2.94 11.36 20.47 18.36 39.45 46.15 61.26 72.39 69.73 

Pr 0.44 0.79 1.21 0.54 0.56 0.65 0.61 3.08 7.59 

Bu 0.32 0.37 1.07 0.42 0.41 0.46 0.60 2.34 6.05 
pH 5 

Va 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 78.10 325.75 

AC 2.47 40.95 57.68 80.24 72.22 75.03 69.34 58.23 51.23 

Pr 0.56 0.75 0.45 0.63 0.66 0.79 0.72 4.29 4.46 

Bu 0.38 0.40 2.28 14.35 15.88 11.11 8.85 10.64 14.68 
pH 6 

Va 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 105.59 307.75 
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ตารางผนวกที่ ข5  ปริมาณกรดไขมันระเหยในการหมักแบบไรอากาศจากการหมกักากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆระยะเวลา 192 
ช่ัวโมง 

 

VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 2.7 78.1 116.2 100.9 70.5 84.1 90.0 66.0 56.5 

Pr 2.8 1.1 3.9 5.4 6.2 9.1 10.9 3.5 9.1 

Bu 2.0 0.4 1.2 13.7 12.4 22.5 26.6 4.5 21.2 
Yeast Extract 

Va 0.0 0.0 0.0 380.9 398.7 956.9 1133.4 119.1 3082.6 

AC 1.6 34.7 39.3 50.5 50.6 50.6 57.2 58.0 46.3 

Pr 1.7 0.5 3.1 6.1 4.9 8.7 10.9 12.3 5.9 

Bu 1.1 0.4 0.7 3.5 8.3 8.0 9.4 7.8 5.0 
NH4Cl 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 150.0 175.5 234.3 187.3 98.3 

AC 1.8 33.4 34.0 36.3 41.1 42.1 40.2 47.1 27.5 

Pr 2.4 0.5 4.3 7.0 4.8 7.2 8.3 9.6 3.2 

Bu 1.8 0.3 0.9 2.9 5.7 5.4 5.5 3.5 2.2 
Urea 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 86.1 91.3 102.0 286.5 

AC 0.4 28.4 30.8 32.3 29.5 28.5 29.7 30.9 23.8 

Pr 1.8 1.0 5.5 8.0 6.5 4.1 5.3 3.6 4.0 

Bu 1.3 0.9 1.8 2.9 5.5 3.2 2.5 1.4 2.2 
NH4CO3 

Va 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 50.4 68.6 97.8 206.2 
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ตารางผนวกที่ ข6  ปริมาณกรดไขมันระเหยจากการหมักกากตะกอนทีป่รับสภาพ ไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมและการใชกระดาษรวมในสภาวะแบบไรอากาศ ที่พีเอช 6 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 192 ช่ัวโมง  

 

VFAs (mg/L) 

 hr. 0 24 48 72 96 120 144 168 192 

AC 2.7 78.1 116.2 100.9 70.5 84.1 90.0 66.0 56.5 

Pr 2.8 1.1 3.9 5.4 6.2 9.1 10.9 3.5 9.1 

Bu 2.0 0.4 1.2 13.7 12.4 22.5 26.6 4.5 21.2 
Enz+pre+p 

Va 0.0 0.0 0.0 380.9 398.7 956.9 1133.4 119.1 3082.6 

AC 3.6 56.2 64.8 53.8 46.4 48.7 75.5 77.6 44.7 

Pr 3.7 1.4 3.2 6.6 6.0 5.9 10.3 10.5 6.2 

Bu 3.9 1.4 2.5 16.2 12.7 12.5 23.2 19.3 13.5 
Enz+pre 

Va 0.0 0.0 0.0 456.9 475.7 490.8 936.2 1081.6 2382.9 

AC 2.9 74.0 71.2 46.9 37.7 51.8 69.9 78.0 53.1 

Pr 3.9 0.9 6.7 7.3 4.5 6.1 8.6 9.4 6.8 

Bu 3.2 0.7 3.0 15.6 10.8 15.1 20.8 22.3 17.9 
Pre 

Va 0.0 0.0 0.0 456.8 349.8 513.1 734.7 783.7 1990.9 

AC 2.2 60.8 75.1 56.5 40.6 37.6 62.5 64.7 44.5 

Pr 3.1 1.1 4.2 11.2 4.3 5.3 10.6 10.6 8.1 

Bu 2.7 0.9 3.6 11.0 15.8 8.4 13.1 13.9 9.8 
Control 

Va 0.0 0.0 0.0 365.3 281.6 316.1 515.7 566.4 431.6 
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ตารางผนวกที่ ข7  พีเอชในการหมักกากตะกอนที่สภาวะสัดสวนของแข็งที่แตกตางกนัดวยสภาวะ
แบบไรอากาศ พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  พีเอช 

เวลา (hr) 
SC 3% (P 

0.0%) 
SC 3% (P 

0.5%) 
SC 3% (P 

1.0%) 
SC 4% (P 

0.0%) 
SC 4% (P 

0.5%) 
SC 4% (P 

1.0%) 
SC 4% (P 

1.5%) 

0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0 

24 5.1 5.1 5.1 5.1 5.0 5.0 5.2 

48 6.0 5.6 5.5 6.2 5.2 5.0 5.3 

72 7.5 6.8 6.4 7.1 5.8 5.9 7.0 

96 6.3 6.4 6.1 7.1 7.1 7.1 7.0 

120 6.2 6.1 6.0 6.9 7.1 7.0 6.9 

144 6.0 5.7 5.8 7.0 7.0 7.0 6.8 

168 5.9 5.5 5.5 6.9 6.7 6.8 6.3 

192 5.9 5.5 5.5 7.0 6.4 6.6 6.1 

216 6.0 5.6 5.6 7.2 5.9 6.1 5.5 

240 6.0 5.6 5.6 7.2 5.9 6.1 5.5 
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ตารางผนวกที่ ข8  พีเอชในการหมักแบบไรอากาศที่อัตราสวนคารบอนตอไนโตรเจน 10 20 และ 
40 พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  พีเอช 

เวลา (hr) C:N ratio 10 C:N ratio 20 C:N ratio 40 

0 5.0 5.0 5.0 

24 5.2 5.0 5.0 

48 5.2 5.2 5.1 

72 4.9 5.0 5.0 

96 6.0 6.2 7.1 

120 6.3 6.5 7.1 

144 6.8 6.3 6.9 

168 7.2 6.9 7.0 

192 7.1 7.0 7.1 

216 7.2 6.9 7.0 

240 7.2 6.9 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข9  พีเอชในการหมักแบบไรอากาศจากการหมักกากตะกอนที่ อุณหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส พีเอช 4 5 และ 6ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  พีเอช 

เวลา (hr) pH 4 pH 5 pH 6 

0 4.0 5.0 6.0 

24 3.9 4.9 6.1 

48 3.8 4.9 6.5 

72 4.6 5.0 7.6 

96 4.7 6.7 7.4 

120 5.5 7.3 7.5 

144 5.7 7.5 7.3 

168 6.0 7.4 7.4 

192 6.9 7.3 7.4 

216 7.0 7.1 7.2 

240 7.0 7.1 7.2 
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ตารางผนวกที่ ข10  พีเอชในการหมักแบบไรอากาศจากการหมักกากตะกอนที่ อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และแหลงไนโตรเจนชนิดตางๆระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  พีเอช 

เวลา (hr) Yeast Extract NH4Cl Urea NH4CO3 

0 6.0 6.0 6.0 6.0 

24 7.6 7.5 7.7 7.5 

48 7.3 7.8 7.8 7.7 

72 7.0 7.2 7.3 7.2 

96 7.4 7.4 7.6 7.7 

120 7.2 7.2 7.5 7.1 

144 7.3 7.1 7.3 7.2 

168 6.9 6.9 7.1 7.1 

192 7.3 7.6 7.6 7.5 

216 7.4 7.5 7.7 7.0 

240 7.4 7.5 7.7 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข11  พีเอชจากการหมกักากตะกอนที่ปรับสภาพ ไฮโดรไลซิสดวยเอนไซมและการ
ใชกระดาษรวมในสภาวะแบบไรอากาศ ที่พีเอช 6 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  พีเอช 

เวลา (hr) pre+enz+p pre+enz pre control 

0 6.0 6.0 6.0 6.0 

24 7.6 7.7 7.5 7.2 

48 7.3 7.2 7.5 7.3 

72 7.0 7.1 7.2 7.1 

96 7.4 7.5 7.5 7.4 

120 7.2 7.1 7.4 7.1 

144 7.3 7.1 7.4 7.3 

168 6.9 7.0 7.1 7.0 

192 7.3 7.5 7.2 7.3 

216 7.4 7.3 7.0 7.0 

240 7.4 7.3 7.0 7.0 
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ตารางผนวกที่ ข12  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักกากตะกอนที่สภาวะสัดสวนของแข็งที่
แตกตางกันดวยสภาวะแบบไรอากาศ พีเอช 5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  น้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 

เวลา (hr) 
SC 3% 

(P 0.0%) 
SC 3% 

(P 0.5%) 
SC 3%  

(P 1.0%) 
SC 4% 

(P 0.0%) 
SC 4%  

(P 0.5%) 
SC 4%  

(P 1.0%) 
SC 4%  

(P 1.5%) 

0 675.768 887.372 1180.887 866.894 1276.451 1358.362 1529.010 

24 54.608 81.911 61.433 34.130 211.604 47.782 109.215 

48 6.826 13.652 13.652 6.826 6.826 13.652 6.826 

72 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

96 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

120 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

144 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

168 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

192 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

216 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 

240 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 6.826 
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ตารางผนวกที่ ข13  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศที่อัตราสวนคารบอนตอ
ไนโตรเจน 10 20 และ 40 พีเอช 5 อุณหภมู ิ37 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 
ช่ัวโมง 

 

  น้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 

เวลา (hr) C:N ratio 10 C:N ratio 20 C:N ratio 40 

0 1235.495 1276.451 1303.754 

24 163.823 109.215 150.171 

48 6.826 13.652 6.826 

72 6.826 6.826 6.826 

96 6.826 6.826 6.826 

120 6.826 6.826 6.826 

144 6.826 6.826 6.826 

168 6.826 6.826 6.826 

192 6.826 6.826 6.826 

216 6.826 6.826 6.826 

240 6.826 6.826 6.826 
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ตารางผนวกที่ ข14  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศจากการหมกักากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 4 5 และ 6ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  น้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 

เวลา (hr) pH 4 pH 5 pH 6 

0 1331.058 1255.973 1262.799 

24 136.519 116.041 61.433 

48 13.652 13.652 13.652 

72 6.826 6.826 6.826 

96 6.826 6.826 6.826 

120 6.826 6.826 6.826 

144 6.826 6.826 6.826 

168 6.826 6.826 6.826 

192 6.826 6.826 6.826 

216 6.826 6.826 6.826 

240 6.826 6.826 6.826 
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ตารางผนวกที่ ข15  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซในการหมักแบบไรอากาศจากการหมกักากตะกอนที่ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และแหลงไนโตรเจนชนดิตางๆระยะเวลา 240 
ช่ัวโมง 

 

  น้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 

เวลา (hr) Yeast Extract NH4Cl Urea NH4CO3 

0 1194.539 1235.495 1310.580 1249.147 

24 143.345 122.867 129.693 170.648 

48 13.652 6.826 6.826 13.652 

72 6.826 6.826 6.826 6.826 

96 6.826 6.826 6.826 6.826 

120 6.826 6.826 6.826 6.826 

144 6.826 6.826 6.826 6.826 

168 6.826 6.826 6.826 6.826 

192 6.826 6.826 6.826 6.826 

216 6.826 6.826 6.826 6.826 

240 6.826 6.826 6.826 6.826 
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ตารางผนวกที่ ข16  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซจากการหมกักากตะกอนที่ปรับสภาพ ไฮโดรไลซิสดวย
เอนไซมและการใชกระดาษรวมในสภาวะแบบไรอากาศ ที่พีเอช 6 อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ระยะเวลา 240 ช่ัวโมง 

 

  น้ําตาลรีดิวซ (mg/L) 

เวลา (hr) pre+enz+p pre+enz pre control 

0 1194.539 696.246 27.304 13.652 

24 143.345 61.433 6.826 6.826 

48 13.652 6.826 6.826 6.826 

72 6.826 6.826 6.826 6.826 

96 6.826 6.826 6.826 6.826 

120 6.826 6.826 6.826 6.826 

144 6.826 6.826 6.826 6.826 

168 6.826 6.826 6.826 6.826 

192 6.826 6.826 6.826 6.826 

216 6.826 6.826 6.826 6.826 

240 6.826 6.826 6.826 6.826 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 

ชื่อ –นามสกุล นายศภุโชค ตาปนานนท 

วัน เดือน ป ท่ีเกิด 16 มกราคม 2524 
สถานที่เกิด  จังหวดักรุงเทพมหานคร 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (วิทยาศาสตรส่ิงแวดลอม) 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  
ส.บ. (อาชีวอนามัยและความปลอดภัย) 
มหาวิทยาลัยสุโขทัยธรรมาธิราช 

ตําแหนงปจจบุัน - 

สถานที่ทํางานปจจุบัน - 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  นําเสนอผลงานวิจยัในการประชุมวิชาการสมาคม

วิศวกรรมแหงประเทศไทย คร้ังที่ 10 ณ มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี จ.นครราชสีมา 
นําเสนอผลงานวิจยัในการประชุมวิชาการวิทยาศาสตร
วิจัย คร้ังที่ 2 ณ มหาวิทยาลยันเรศวร จ.พษิณุโลก 

ทุนการศึกษาที่ไดรับ - 
 
 
 

 




