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งานวิจัยนี้ ประสบความสําเร็จในการผลิตไฮโดรเจนจากนํ้าทิ้งแปงมันสําปะหลัง การผลิตไฮโดรเจนนี้
เปนการผลิตทางชีวภาพแบบมีแสงดวยแบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ทําการทดลองท้ังในขนาด 
18  23  และ 60 มล. และในถังแบนผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร ผลของการผลิตไฮโดรเจนจากน้ําทิ้ง แสดงให
เห็นวามีความจําเปนตองเพิ่มสารอาหาร แรธาตุ วิตามิน และควบคุมพีเอชเร่ิมตนใหเปนกลางคือ 6.8 ซึ่งทําให
อัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้นได 5-6 เทา และไดปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมเพิ่มมากขึ้นเปน 2 เทา ความ
เขมขนของนํ้าทิ้งที่เหมาะสมในการเปนแหลงใหอิเล็กตรอนในการผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียสายพันธุนี้ คือ 
27 เปอรเซ็นต 

 
สารเคมีที่มีอิทธิพลตอเมแทบอลิซึมการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 มีหลายประการ 

ไดแก ไบโอตินจําเปนสําหรับการผลิตไฮโดรเจน สวนไทอะมีน  พารา-อะมิโนเบนโซอิกเอซิด  และนิโคตินิกเอซิด 
ชวยสงเสริมการผลิตไฮโดรเจน เหล็กไอออนและโมลิบดินั่มไอออนเปนสารจําเปนตอเอนไซมในกลไกการผลิต
ไฮโดรเจน สวนสาร EDTA ไมจําเปนตอกลไก แตการมี EDTA ความเขมขนสูงมีผลตอการผลิตไฮโดรเจน 

 
ดวยการใชทฤษฎีทางคณิตศาสตรประเมินความสัมพันธทางสถิติของเหล็ก  โมลิบดินั่ม  และ EDTA 

ไดผลวาปริมาณสารทั้ง 3 ที่เหมาะสม คือ 10.48  0.38  และ 7.98 มก./ลิตร ตามลําดับ ซึ่งเม่ือทดลองในอาหาร
ที่ยังไมเติมน้ําทิ้ง พบวาอัตราการผลิตกาซสูงสุดไดถึง 13-15 มล./ลิตร/ชม. และไดปริมาณไฮโดรเจนสะสม
เทากับ 8 ลิตร จากปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจน 6 ลิตร อยางไรก็ตาม สภาวะท่ีเหมาะสมน้ีไม
สามารถใชกับน้ําทิ้งแปงมันได เพราะปริมาณโลหะหนักสูงสงผลใหน้ําทิ้งเปล่ียนเปนสีดํา 

 
ปจจัยที่มีความสําคัญมากตอการผลิตไฮโดรเจนคร้ังนี้คือ ความเขมแสง การเพิ่มความเขมแสงจาก 2 

กิโลลักซ เปน 3 กิโลลักซ ทําใหการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้น 2.4 เทา การกําจัดตะกอนและเสนใยมันสําปะหลัง
ออกจากน้ําทิ้งเปนอีกแนวทางหน่ึงในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตกาซจากน้ําทิ้ง การผลิตไฮโดรเจนจากน้ํา
ทิ้งมันสําปะหลังที่ไดสูงสุดไดจากน้ําทิ้งที่ไมมีตะกอน 27 เปอรเซ็นต ไดไฮโดรเจนเทากับ 4 ลิตรจากถังผลิต
ไฮโดรเจนท่ีมีปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร และมีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเทากับ 13.7 มล./ลิตร/ชม. 
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This research is successful in production of biohydrogen from cassava wastewater. It is a 
photoproduction of hydrogen by Rubrivivax gelatinosus SB24. The experiments in 18, 23, 60 mL 
culture and 5.7 L-reactor showed that the H2 production from the cassava wastewater required 
supplementation of nutrient, vitamins and initial pH adjustment to neutral pH of 6.8. Maximum rate 
of H2 production was 5-6 fold improved. Cumulative hydrogen increased by 2-fold. Concentration of 
the wastewater optimal for being an electron donor for H2 production by this bacteria was 27%. 

 
Chemical agents that effected to H2 production metabolism of R. gelatinosus SB24 are 

biotin, thiamine, ρ-aminobenzoic acid and nicotinic acid. Biotin was necessary for H2 production, 
the others enhanced the metabolism. Ferrous and molybdynum ions were essential ions for an 
enzyme catalyzed H2 production pathway. EDTA isn’t necessary on the pathway but high 
concentration of EDTA affected to the metabolism of H2 production.  

 
Using mathematical theory evaluated statistical relationships between Fe, Mo and EDTA 

could predicted and verified that optimal concentrations of the 3 factors were 10.48, 0.38 and 7.98 
mg/L, respectively. Experimental results from original medium without cassava wastewater showed 
that the highest rate of H2 production could achieved to 13-15 mL/L culture/h with cumulative 
hydrogen gas of 8 L from 5.7 L cell suspension culture in the 6 L-reactor. However, the optimized 
conditions could not be implemented to cassava wastewater because of the addition of high 
amount of heavy metal ions resulting the wastewater color to be darkened. 

 
An important factor on the photobiohydrogen production of H2 was light intensity. 

Increasing light intensity from 2 klux to 3 klux increased the H2 production by 2.4 fold. Elimination of 
the suspended fibre in the wastewater increased the production. The highest H2 production 
obtained in 27% of non-sediment cassava wastewater was 4 liter from 5.7 L-culture with the highest 
rate H2 production of 13.7 mL/L culture/h. 
     /  /  
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         ความเขมขนตางๆ เจอืจางดวยน้าํ ปริมาตร 60 มล. (น้าํทิง้เกบ็คร้ังที่ 1)  96 
14     ผลสรุปพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน 
         ความเขมขนตางๆ เจอืจางดวยอาหารเหลว ปริมาตร 60 มล. 
         (น้าํทิง้เก็บคร้ังที ่1)        101 
15     คุณสมบัติของน้ําทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่2 (วันที ่2 เมษายน 2551)   105 
16     ผลสรุปพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน 

เก็บคร้ังที ่2 ความเขมขนตางๆ เจือจางดวยอาหารเหลว ปริมาตร 60 มล.  107 
17     ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน 

เก็บคร้ังที ่2 ความเขมขน 18 และ 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยอาหารเหลว  
         ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร        114 
18     ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมันที่ม ี

ตะกอน 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s-minimal-glutamate 
เปรียบเทยีบระหวางสภาวะที่ใชความเขมแสง 2,000 กับ 3,000 ลักซ ปริมาตรบรรจุ 
5.7 ลิตร         123 



 

 

(4) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่                  หน า 
 

19     ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน 
         ที่ไมมีตะกอน 18 และ 27 เปอรเซ็นตเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s-minimal-     
         glutamate เพาะเล้ียงเช้ือในสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง  
         2,000 ลักซ ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร      128 
20     แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทเีรีย 
         Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย 
         ของการผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s ในขนาด 60 มิลลิลิตร  
         ที่ไมเติมวิตามนิชนิดใดชนิดหนึ่ง และที่ไมเติมวิตามินทัง้ 4 ชนิด เปรียบเทยีบกบั  
         Ormerod's ที่เติมวิตามินครบ (Control)      135 
21     แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทเีรีย  
         Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย  
         และอัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate- 
         glutamate ปริมาตรบรรจุ 60 มล. ทีม่ี FeSO4.7H2O ความเขมขนตางๆ  143 
22     ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถิติของ FeSO4.7H2O  
         ตอการผลิตไฮโดรเจน         143 
23     แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทเีรีย  
         Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย  
         และอัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate- 
         glutamate ในปริมาตรบรรจุ 60 มล.ที่ม ีNa2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ  147 
24     ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถิติของ Na2MoO4.2H2O  
         ตอการผลิตไฮโดรเจน        147 
25     แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทเีรีย  
         Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย  
         และอัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate- 
         glutamate ในปริมาตรบรรจุ 60 มล. ทีม่ ีEDTA ความเขมขนตางๆ   151 

 



 

 

(5) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่                  หน า 

 
26     ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถิติของ EDTA  ตอการผลิตไฮโดรเจน 151 
27     แสดงความเขมขนของสารประกอบ 3 ชนิดเปนมลิลิกรัมตอลิตรของปจจัยทัง้สาม  
         ที่นาํมากําหนดใหเปนระดับตางๆ ทีใ่ชในการออกแบบการทดลอง 
         โดย Box-Behnken        155 
28     ผลการออกแบบการทดลองโดยใช Box-Behnken design ของปจจัย 3 ปจจัย   
         และปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทดลองจริง (experimental value) หรือ  
         true value  และปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทํานาย (predicted value)  
         ดวยสมการที ่14        156 
29     แสดงผลของการวิเคราะหรีเกรสชัน (regression) หรือคาถดถอยของ 
         การวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken design สําหรับการผลิตไฮโดรเจน  
         ดวยโปรแกรม SPSS-Statistica        159 
30     การวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอยที่ใชสําหรับหาสภาวะ 
         ที่เหมาะสมของการผลิตไฮโดรเจนโดยใชแสง (Analysis of variance in  
          the regression model for optimization of  photoproduction of H2 ) ที่ได 

         จากโปรแกรม SPSS-Statistica       160 
31     แสดงผลของการวิเคราะหรีเกรสชัน (regression) หรือคาถดถอยของการวาง 
         แผนการทดลองแบบ Box-Behnken design สําหรับการผลิตไฮโดรเจน  
         ดวยโปรแกรมมินแิทบ โดยใชคาโคด (code value)    166 
32     การวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอยที่ใชสําหรับหาสภาวะที่เหมาะสม 
         ของการผลิตไฮโดรเจนโดยใชแสง (Analysis of variance in the regression  
         model for optimization of  photoproduction of H2 ) ที่ไดจาก 

         โปรแกรม Minitab        167 
33     เปรียบเทียบผลการทาํนายปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตไดในสภาวะที่เหมาะสมของ 

ปจจัยทัง้สาม ที่ทาํนายดวย SPSS-Statistica และ Minitab ปรับแกนคร้ังที่ 1 (1st )        
เปรียบเทยีบกบัสภาวะเดิม (Original medium)     169 

 



 

 

(6) 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่                 หน า 

 
34     เปรียบเทียบสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยทัง้สาม ที่ทาํนายดวย SPSS-Statistica  

  หรือ Minitab ปรับแกนคร้ังที่ 2 (2nd) และ Minitab ปรับแกนคร้ังที ่1 ( 1st) และคา 
  ไฮโดรเจนจากการทํานาย (predicted H2) คาเฉลี่ยปริมาณไฮโดรเจนที่ไดจากการ 
  ทดลองจริง (Exp H2) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเฉล่ียเปรียบเทียบกับ 
  สภาวะเดิม (คาเฉลี่ยจากการทดลอง 8 ซ้าํ)     172 

 
 
 



 

 

(7) 

สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 

1 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธทีางชีวภาพของจุลินทรีย    15 
2 แสดงโครงสรางของ Chlorophyll a และ Bacteriochlorophyll a   26 
3 ระบบการขนสงอิเล็กตรอนในสภาวะมีแสงของ purple non-sulfur   

phototroph ชนิด Rhodobacter sphaeroides     29 
4 ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจน (N2- fixation)      31 
5 กระบวนการทีเ่กี่ยวของกับไฮโดรเจนของ purple non sulfur bacteria  

(PNS)          34 
6 ความสามารถของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในการยอยแปงในน้ําทิ้ง 

แปงมันความเขมขนน้ําทิง้ 81 เปอรเซ็นต (ก) โคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญได 
บนอาหารที่มนี้ําทิ้ง 81 เปอรเซ็นต (%) (ข) clear zone แสดงการยอยแปง 
รอบโคโลนีของแบคทีเรียหลังจากทดสอบดวยสารละลายไอโอดีน   76 

7 การเจริญของเชื้อ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ําทิ้งแปงมันเปอรเซ็นตตางๆ  
โดยปริมาตร ที่เจือจางดวยน้ํา ไมมีการปรับพีเอชเร่ิมตน บมในทีม่ีแสง 
และไมมีออกซิเจน เปนเวลา 84 ชม. โดย (ก) กอนบม (ข) การเจริญของเช้ือใน  
ชั่วโมงที ่60 โดยเปอรเซ็นตของน้ําทิ้งเรียงจากมากไปนอยคือ 90  81  72  63   
54  45  36  27  18  และ 9 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (%) และหลอดควบคุม  
คือ อาหาร Ormerod’s ที่ไมมีน้ําทิง้ เรียงตามลําดับจากซายไปขวา   79 

8 การเจริญของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มนี้ําทิ้งแปงมัน 
เปอรเซ็นตตางๆ โดยปริมาตร เจือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate  
ปรับพีเอชเร่ิมตน 6.8 บมทีม่ีแสงและไมมอีอกซิเจน เปนเวลา 72 ชม.  
โดย (ก) กอนบม (ข) การเจริญของเช้ือในชั่วโมงที ่24 โดยเปอรเซ็นตของน้ําทิ้ง 
เรียงจากมากไปนอยคือ 90  81  72  63  54  45  36  27  18  และ 9 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร (น้ําทิ้ง 90 เปอรเซ็นต คือ ปริมาณน้าํทิง้ : ปริมาณเชื้อเร่ิมตน 
เทากับ 90:10 ไมมีสารประกอบอ่ืนๆ)  และหลอดควบคุม คือ อาหาร Ormerod’s  
ที่ไมมีน้าํทิ้ง เรียงตามลําดับจากซายไปขวา     85 

 



 

 

(8) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 

9 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
ในปริมาตรการทดลอง 23 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหาร Ormerod’s 
minimal-glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 27  45  81  และ 90 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร (น้ําทิ้ง 90 เปอรเซ็นต คือ ปริมาณน้าํทิง้ : ปริมาณเชื้อเร่ิมตน  
เทากับ 90:10 ไมมี glutamate แตจะใชไนโตรเจนในน้ําทิ้งเปนแหลง 
ไนโตรเจนเทานั้น) พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจน 
และมีแสง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 72 ชม.    91 

10 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
ในปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยน้าํ ความเขมขนสุดทาย 
เปน 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8  
บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  
 เปนเวลา 3-11 วัน        95 

11 การเจริญของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ําทิง้แปงมนัทีเ่จือจาง 
ที่เปอรเซ็นตตางๆ (ก) เจือจางดวยน้าํ (ข) เจือจางดวยอาหารเหลว  
Ormerod’s minimal glutamate ในขนาด 60 มล. เมื่อบมใน 
ที่ไมมีออกซิเจน และมีแสง อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชม. 
เรียงจากซายไปขวา หลอดควบคุม คือ อาหาร Ormerod’s ที่ไมมนี้ําทิง้,  
น้ําทิ้ง 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นต        98 

12 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
ในปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal- 
glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นต 
โดยปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมอีอกซิเจนและมีแสง  
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4-7 วัน     100 



 

 

(9) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 

13 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
ที่เก็บคร้ังที่ 2 ในปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหารเหลว  
Ormerod’s minimal-glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 9  18  27  45  และ 81 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง  
ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4-7 วัน     106 

14 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน 18  
  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate  
  พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถงัผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร เพาะเล้ียงภายใต 
  สภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส  
  เปนเวลา 9 วัน         113 

15 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน 27 
  เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate  
  พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถงัผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร เพาะเล้ียงภายใต 
  สภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส 
  เปนเวลา 5 วัน         117 

16 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน 
  27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate  
  พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถงัผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร เพาะเล้ียงภายใต 
  สภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 3,000 ลักซ อุณหภูม ิ40  
  องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 วัน       122 
 

 



 

 

(10) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 
17 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
 ที่ไมมีตะกอน 18 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s  
 minimal-glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถงัผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร  
 เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ  
 อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 วัน  127 
18 การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน 
 ที่ไมมีตะกอน 27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s  
 minimal-glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถงัผลิตไฮโดรเจน 
 ขนาด 6 ลิตร เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมอีอกซิเจน และมีแสง 
 ความเขมแสง 2,000 ลักซ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วนั  130 
19 การผลิตกาซสะสมโดยแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rubrivivax gelatinosus SB24  

ในอาหาร Ormerod’s ในขนาด 60 มิลลิลิตร ที่ขาดวิตามินอาหารละ1 ชนิด 
แตกตางกนั และที่ไมเติมวิตามินทัง้ 4 ชนดิ เปรียบเทยีบกับหลอดควบคุม (Control)  
ซึ่งเปนอาหาร Ormerod's สูตรปกติ ที่มีครบ 4 ชนิด คือ พาราอะมิโนเบนโซอิกเอซิด  
(p-aminobenzoic acid)  ไทอะมนี (thiamine)  ไบโอติน (biotin)  และนิโคตินกิเอซดิ
(nicotinic acid)         134 



 

 

(11) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 
20 การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rubrivivax gelatinosus  
 SB24 ปริมาตร 60 มล. เมื่อใชน้ําทิ้งแปงมนัความเขมขน 27 เปอรเซ็นต 
 โดยปริมาตรเจือจางดวย  Ormerod’s minimal-glutamate medium  
 ที่เติมยีสตสกดั 0.1 กรัมตอลิตร แทนวิตามินทัง้ 4 ชนิด เปรียบเทยีบกบั  
 น้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต ทีเ่จือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium  
 ที่มีวิตามนิครบ บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง อุณหภูม ิ40  
 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วัน       137 
21 กาซไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร  
 Ormerod’s malate-glutamate ที่ม ีFeSO4.7H2O ความเขมขนตางๆ คือ  
 0.0  10.6  53.1  106.2  531.0  และ 1,062.0 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล. 142 
22 กาซไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร  
 Ormerod’s malate-glutamate ที่ม ีNa2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ คือ  
 0.0  0.7  6.8  33.8  และ 67.5 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล.   146 
23 กาซไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร  
 Ormerod’s malate-glutamate ที่ม ีEDTA ความเขมขนตางๆ คือ  
 0.0  4.5  9.0  13.5  18.0  และ 90.0 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล.  150 
24 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมสุดทายทีว่ัดไดจริง เมื่อเปล่ียนแปลงความเขมขน 
 ของ FeSO4.7H2O (ก) Na2MoO4.2H2O (ข)  และ EDTA (ค)   155 
25 (ก) แผนภาพพื้นผิวสัมผัส ( 3D response surface plot) และคอนทัวร  

(contour plot)แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต  
(FeSO4.7H2O)  และโซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4..2H2O) 
ตอการผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax  gelatinosus SB24    161 

 
 
 
 



 

 

(12) 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 

ภาพท่ี                   หนา 
 
    (ข) แผนภาพพื้นผิวสัมผัส ( 3D response surface plot) และคอนทัวร  

(contour plot) แสดงความสัมพันธของความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต  
(FeSO4.7H2O) และ EDTA ตอการผลิตไฮโดรเจน 
โดย Rubrivivax gelatinosus SB24       162 

    (ค) แผนภาพพื้นผิวสัมผัส (3D response surface plot) และคอนทวัร  
(contour plot) แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ 
โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) และ EDTA  ตอการผลิตไฮโดรเจน 
โดย Rubrivivax gelatinosus SB24       163 

26 กราฟแสดงผลตอบสนองของระดับปจจัยที่เหมาะสม ซึง่ไดจากการ 
วิเคราะหโดย optimizer mode ในโปรแกรม Minitab (ก) แสดงผล 
กอนปรับแกน (ข) แสดงผลหลังปรับแกนคร้ังที ่1 ตามคําแนะนํา 
ของ ดร.นนัทยิา และ (ค) แสดงผลหลังปรับแกนคร้ังที ่2  
โดยต้ังคาโคดตามสภาวะ        168 

 27 แสดงการผลิตไฮโดรเจนในถังผลิตไฮโดรเจน ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร ความเขมแสง  
  3,000 ลักซ โดย (ก) การผลิตกาซไฮโดรเจน และ (ข) การเจริญของเช้ือ 
  ในอาหารสภาวะทเีหมาะสมที่ไดจาก SPSS-Statistica (Optimal medium)   
  (      ) และในอาหารด้ังเดิม (Original or Ormerod’s medium) (      )  176 
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28 การผลิตไฮโดรเจนของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในถังผลิตไฮโดรเจน  
 ขนาดบรรจุ 5.7 ลิตร ในสภาวะไมมีออกซิเจน แตมีแสง อุณหภูมิ 40  
 องศาเซลเซยีส ในอาหารเล้ียงเชื้อที่มีสวนผสมของนํ้าทิง้ 27 เปอรเซ็นต ประกอบ 
 กับเจือจางดวย Optimal mediumบมที่ความเขมแสง 3,000 ลักซ  (     )  
 ความเขมแสง 7,000 ลักซ (      ) เปรียบเทยีบกับเมื่อใชน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต 
 เจือจางดวยสูตรอาหารด้ังเดิม (Original medium) ความเขมแสง 3,000  
 ลักซ (      )                                                                                                            178 
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การผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพแบบมีแสง จากน้ําทิ้งโรงงานแปงมันสําปะหลัง 
และปจจัยที่มีอิทธิพลตอการผลิต 

 
Photoproduction of Biohydrogen using Cassava Wastewater from 

Cassava Starch Manufacturing and Factors Affecting 
 

คํานํา 
 
ต้ังแตป ค.ศ. 1979 กลุมของหวัหนาโครงการวิจยั รศ.ดร.เลอลักษณ จิตรดอน ไดรายงาน

การใชแบคทีเรียกลุม  non-sulfur purple photosynthetic bacteria หรือ anoxygenic 
photosynthetic bacteria ในการผลิตพลังงานทดแทนในรูปกาซไฮโดรเจนทางชีวภาพ ซึ่ง
แบคทีเรียสังเคราะหแสงนั้น คัดแยกไดจากดิน และนาขาว ในประเทศญี่ปุน เกาหลี และไทย 
(Takahashi et al., 1979, 1980; Watanabe et al., 1980, 1981; Kim et al., 1980, 1981, 1982; 
Okuda et al., 1981; Buranakarl et al., 1982, 1983, 1985a, 1985b, 1986a, 1986b) โดยกลุม
ของหัวหนาโครงการวิจยั รศ.ดร. เลอลักษณ และกลุมนกัวิทยาศาสตรอ่ืนๆไดมีการศึกษา และวิจยั
เร่ือยมา จนถงึปจจุบันมีรายงานมากมาย ที่ผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทเีรียสังเคราะหแสง (Zhu et 
al., 1999; Yetis et al., 2000; Ngmjarearnwong et al., 2003, 2004; Eroglu et al., 2004, 
2006, 2008; Mahakhan et al., 2005; Chitradon et al., 2008; Tao et al., 2008; Liu et al., 
2009a, 2009b; Melniki et al., 2009; Dechprae et al., 2009, 2010a, 2010b; Channarong et 
al., 2010;  Kars and Gunduz, 2010) 

 
กลุมผูวิจยัไดทําการคัดเลือกแบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus สายพันธุ SB24 ซึง่เปน

แบคทีเรียในกลุม purple non-sulfur มีรงควัตถุในเซลลทาํใหเห็นเซลลเปนสีแดง และไมมีเม็ด
ซัลเฟอร (sulfur granule) อยูในเซลล เปนสายพนัธุที่เจริญไดดีที่อุณหภูมิสูง 40 องศาเซลเซียส 
และเจริญไดดีในสภาวะไมมอีอกซิเจนและมีแสงมากกวาในสภาวะมีออกซิเจนและไมมีแสง  จาก
การตรวจสอบคุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคม ีและลําดับเบสบนยนี 16S rDNA จัดจําแนก
เปน Rubrivivax gelatinosus อยูใน beta subclass (Ngmjarearnwong et al., 2003, 2004; 
Mahakhan et al., 2005)  มคีวามแตกตางจากแบคทีเรียในยีนัส Rhodobacter sp. ที่มีการศึกษา
กันมากในเร่ืองการผลิตไฮโดรเจน ซึง่ Rhodobacter  จัดอยูในกลุม alfa subclass (Sasikala et 
al., 1992, 1995; Boone et al., 2001; Koku et al., 2002, 2003; Eruglu et al., 2004, 2006, 
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2008; He et al., 2005; Ozturk et al., 2006; Kars et al., 2006, 2008; Markov and Weaver, 
2008)  คณะผูวิจัยไดรายงานความสามารถของแบคทีเรียนี้ในการใชกรดอินทรีย หรือสารอินทรีย
เปนแหลงคารบอนและแหลงใหอิเล็กตรอน (จนิตนา, 2543; มงคล, 2547; Mahakhan et al., 
2005)  พบวา สายพนัธุ SB24 สามารถใชโซเดียมอะซิเตด (sodium acetate) ไพรูเวด (pyruvate) 
แลคเตด (lactate) มาเลด (malate) ซัคซิเนด (succinate) แอสปารเตด (aspartate) กลูตาเมด 
(glutamate) กลูโคส (glucose) และฟรุกโตส (fructose) เปนแหลงใหอิเล็กตรอนไดหลากหลาย
ชนิด และยังสามารถผลิตเอนไซมอะไมโลไลติกชนิดที่ยอยแปงดิบไดดวย (Mahakhan et al., 
2005; Chitradon et al., 2008) โดยที่ Rubrivivax gelatinosus สายพันธุ SB24 สามารถใชแปง
ดิบของมันสําปะหลัง ขาวเจา ขาวเหนียว ขาวโพด และถั่วเขียว เปนแหลงสําหรับใหอิเล็กตรอน 
เพื่อการผลิตไฮโดรเจนไดดวยประสิทธิภาพที่ไมแตกตางจากการใชแปงสุกหรือในบางกรณีดีกวา
ดวย ในสภาวะมีแสงและไรออกซิเจน และที่อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซยีส เมื่อใชแปงมันสําปะหลัง
ดิบผลิตไฮโดรเจนในถังหมักขนาด 5.7 ลิตร อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เทากับ 39 มิลลิลิตร
ของไฮโดรเจนตอลิตรเซลลซัสเพนชัน่ตอช่ัวโมง (มล./ลิตร/ชม.) ในถงัหมักขนาด 5.7 ลิตร 
(Mahakhan et al., 2005; Chitradon et al., 2008) และจากคุณลักษณะของแบคทเีรียกลุมนีท้ี่
สามารถใชสารอินทรียไดหลายชนิดเปนแหลงใหอิเล็กตรอน ดังนั้นอีกทางเลือกหนึง่คือ การใชน้าํ
ทิ้ง และวัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตร เพื่อเปนการลดตนทุนการผลิตพลังงานไฮโดรเจน (Sasikala 
et al.,1992; Yigit et al., 1999; Eroglu et al., 2004, 2006, 2008; Chitradon et al., 2008; Tao 
et al., 2008; Dechprae et al., 2009) โครงการวิจยันีม้คีวามประสงคจะใชน้ําทิง้จาก
อุตสาหกรรมเกษตรประเภทแปงเปนสารต้ังตนในการผลิตกาซไฮโดรเจน คือ น้ําทิ้งจาก
กระบวนการสกัดแปงจากหวัมันสําปะหลัง ซึง่เปนน้าํทิง้ของโรงงานผลิตแปงที่พบวายังคงมี
คารโบไฮเดรตอยูมาก น้าํทิ้งจากกระบวนการสกัดแปงนีค้อนขางสะอาด มีการปนเปอนจากเศษ
ตะกอนดิน หนินอย อยางไรก็ตาม น้ําเหลือทิ้งจากการสกัดแปงจากหัวมนัที่เก็บแตละคร้ัง มี
คารโบไฮเดรต และโลหะหนกั ในปริมาณที่ไมแนนอนซ่ึงยอมสงผลตอกลไกการเจริญ และกลไก
การผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ดังนัน้ งานวิจยันีน้อกจากจะทดลองผลิตกาซไฮโดรเจนจาก
น้ําทิ้งโรงงานประเภทแปงแลวยังไดศึกษาถึงปจจัยที่สําคัญบางประการตอกลไกของแบคทีเรีย เพือ่
เปนขอมูลพืน้ฐานที่สําคัญในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย เมื่อใชน้ําทิ้ง
จากอุตสาหกรรมเกษตรเปนสารต้ังตนผลิตพลังงานไฮโดรเจน 

 
ไฮโดรเจน เปนพลังงานทางเลือกหนึ่งที่ถกูนํามาใชเปนพลังงานทดแทนไดดี เพราะเปน

พลังงานที่สะอาด และใหพลังงานสูง การใชประโยชนจากไฮโดรเจนมหีลายดาน โดยเฉพาะใชเปน
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เซลลเชื้อเพลิง ที่เปนเซลลบรรจุกาซไฮโดรเจน และแปรรูปกาซนี้ไปผลิตเปนกระแสไฟฟา 
(สารานุกรมออนไลนทางอินเทอรเนท, 2550; Wikipedia, the free cyclopedia, 2009; บริษัท ลีโอ
นิคส จํากัด, 2552) ในปจจุบัน วิธีการผลิตกาซไฮโดรเจนมีหลายวิธ ีเกือบ 90 เปอรเซ็นต ผลิตกาซ
ไฮโดรเจนดวยกระบวนการ steam reforming ซึ่งผลิตไฮโดรเจนจากกาซธรรมชาติ และยังมีวิธีอ่ืน
อีกที่ใชในอุตสาหกรรม ไดแกวิธ ีcoal gasification, thermal cracking, partial oxidation of 
heavy oil และ electrolysis แตวิธีผลิตไฮโดรเจนเหลานี ้สวนใหญแหลงที่มาของไฮโดรเจนมาจาก
เชื้อเพลิงฟอสซิล ซึ่งเปนพลังงานไมหมนุเวียน และไมสามารถทดแทนได ยกเวน กระบวนการ 
electrolysis ที่ใชน้าํเปนวัตถุดิบ กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในระดับอุตสาหกรรม ถาไมกอใหเกดิ
ปญหามลพิษ ก็ตองเสียพลังงานสูง ในทางตรงกันขามกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ ซึง่
เปนการผลิตกาซไฮโดรเจนจากส่ิงมีชีวิตและจากสารอินทรียเปนกระบวนการผลิตที่ไมใชพลังงาน
มากเทาและกระบวนการไมรุนแรง อีกทั้งเปนมิตรกับส่ิงแวดลอม แตกระบวนการจะเกิดอยางชาๆ 
ตามกิจกรรมของส่ิงมีชวีิต  การไดกาซไฮโดรเจนจึงเปนแบบสะสม ปจจุบันไดรับความสนใจทัว่โลก  

 
 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธทีางชีวภาพ มกีารใชกระบวนการของจุลินทรีย 2 
กระบวนการหลักๆ คือ กระบวนการในสภาวะที่มีแสง และในสภาวะเฟอรเมนต โดยใชจุลินทรีย 3 
กลุมคือ 1. กลุมจุลินทรียสังเคราะหแสงที่เปน Anoxygenic phototrophic bacteria ไดแก sulfur 
และ non-sulfur bacteria ทัง้ที่เปน green และ purple bacteria 2. กลุมจุลินทรียสังเคราะหแสงที่
เปน Oxygenic photosynthetic microorganisms ไดแก สาหราย และ cyanobacteria และ 3. 
แบคทีเรียกลุมที่มีกิจกรรมแบบเฟอรเมนต (fermentative bacteria) แบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม 
Anoxygenic phototrophic bacteria มีขอไดเปรียบในการผลิตกาซไฮโดรเจน (Das and 
Veziroglu, 2001) คือมีประสิทธิภาพสูงในการเปล่ียนแปลงสับสเตรดไปเปนไฮโดรเจนที่ให
เปอรเซ็นตความบริสุทธิ์สูง อีกทั้งในกระบวนการ ไมมกีารสรางออกซิเจนเปนผลผลติสุดทาย ซึ่ง
ออกซิเจนเปนสาเหตุของการยับยั้งกลไกการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย และการทีก่าซมี
สวนประกอบของออกซิเจนจะสงผลเสียตอเซลลเชื้อเพลิง นอกจากนี้แบคทีเรียกลุมนี้ยงัสามารถใช
ชวงคลืน่แสงทีก่วาง และสามารถใชสารอนิทรียไดหลายชนิดเปนแหลงอาหาร รวมทั้งสารอินทรียที่
ไดมาจากของเหลือทิง้ ซึง่การใชของเหลือทิ้งได เชน การใชน้ําเสีย (Sasikala et al.,1992; Arik et 
al.,1995) เปนผลพลอยไดใหเกิดการบําบัดน้ําทิ้งดวย จงึเปนแบคทีเรียที่กลุมวิจยัใหความสนใจ  
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วัตถุประสงค 
 

1.  ทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน โดยใชน้าํทิง้จากการสกัดแปงมันสําปะหลังจากโรงงานผลิต
แปงมันสําปะหลัง 

 
2.  ศึกษาอิทธพิลของความเขมแสงที่มีผลตอการผลิตไฮโดรเจน โดยใชน้ําทิ้งจากการสกัด

แปงมันสําปะหลัง 
 
3.  ศึกษาความจําเปนของวติามิน 4 ชนิด ตอกลไกการเจริญ และการผลิตไฮโดรเจนของ 

Rubrivivax gelatinosus SB24  
 
4.  ประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจน เมือ่ใชสารอินทรียเชิงซอนประเภทยีสตสกัด

แทนที่วิตามินทั้ง 4 ชนิด 
 
5.  ศึกษาอิทธพิลของโลหะไอออนไดแก เฟอรัสไอออน โมลิบดินั่มไอออน และสาร 

chelating agent ชนิด EDTA ตอกลไกการเจริญ และการผลิตกาซไฮโดรเจนของ R. gelatinosus 
SB24  
 

6.  ใชวิธีทางสถิติหาสภาวะที่เหมาะสมของปจจัย 3 ปจจัย ในการผลิตไฮโดรเจนโดย R.  
gelatinosus SB24  
 

7.  ทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน จากน้ําทิ้งจากการสกัดแปงจากหวัมนัสําปะหลัง โดยใช
สภาวะที่มีความเขมขนของโลหะไอออนและสาร chelating agent ที่เหมาะสม 
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การตรวจเอกสาร 
 

พลังงาน เปนปจจัยที่สําคัญ ในการตอบสนองความตองการข้ันพื้นฐานของมนุษย และ
พลังงานเปนปจจัยพืน้ฐานของการผลิตในภาคธุรกิจและอุตสาหกรรม ดังนัน้จึงตองมีการจัดหา
พลังงานใหมปีริมาณเพยีงพอ มีราคาเหมาะสม และมีคุณภาพดี สอดคลองกับความตองการของ
ผูใช นอกจากนี้พลังงาน ยงัเปนปจจัยหนึ่งที่ทาํใหโลกปจจุบันขับเคลื่อนไปขางหนา 
 

การใชพลงังานและแหลงสํารองพลังงาน 
 

แหลงพลังงานที่มนษุยใชมานานแลว คือ พลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิล ซึง่แปรรูปมาจาก
พลังงานธรรมชาติที่สะสมมานานนับศตวรรษ เมื่อพืชและสัตวสมัยดึกดําบรรพ (ยุคไดโนเสาร) 
เสียชีวิตลงจะถูกยอยสลายและทับถมกันเปนชัน้ๆ อยูใตดินหรือใตพภิพ ใชเวลาหลายลานปกวาที่
จะเปล่ียนซากเหลานี้ใหกลายเปนเช้ือเพลิงฟอสซิล อยางเชน ปโตรเลียม (น้าํมันดิบ) ถานหนิ และ
กาซธรรมชาติ ในป พ.ศ. 2552-2553 ทั่วโลกมีการใชพลังงานฟอสซิลเทากบั 9,876-10,442  ลาน
ตันเทยีบเทาน้าํมันดิบ (MTOE) ตอป คิดเปนสัดสวนการใชพลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิลเฉล่ียเทากับ
รอยละ 87 จากแหลงพลังงานทัง้หมด ซึง่มคีาตํ่าลงเล็กนอยจาก พ.ศ. 2550 ที่มีการใชพลังงาน
ฟอสซิลรอยละ 88 ตอแหลงพลังงานทัง้หมดคือใช 9,768 MTOE ตอป และอีกรอยละ 12  เปน
พลังงานที่ไดจากพลังงานนวิเคลียร น้าํ และพลังงานหมุนเวยีนจากแหลงอ่ืนๆ (BP Statistical 
Review of World Energy, 2008, 2011)  ซึ่งเปนไปตามการคาคการณ ที่วาการใชพลังงาน
เชื้อเพลิงฟอสซิลเปนพลังงานข้ันตน (primary energy) จะเปล่ียนแปลงไปโดยจะลดลงในชวง 
พ.ศ. 2550-2578 และทั่วโลกจะใชพลังงานจากแหลงอ่ืนๆ เพิ่มข้ึน เชน พลังงานนวิเคลียร และ
พลังงานหมุนเวียนอ่ืนๆ (ดนยั, 2554)  ป พ.ศ. 2553 ทัว่โลกมีการบริโภคน้ํามนั 87 ลานบารเรลตอ
วันหรือ 4,028.1 MTOE ตอป ถานหิน 3,555.8 MTOE ตอป และกาซธรรมชาติ 3,169 พันลาน
ลูกบาศกเมตรตอปหรือ 2,858.1 MTOE ตอป สัดสวนการบริโภคพลังงานเชื้อเพลิงฟอสซิลชนิด
ตางๆคือ น้าํมนัตอถานหนิตอกาซธรรมชาติ เปน 37:34:27 (BP Statistical Review of World 
Energy, 2011)  จะเห็นวาถานหนิเปนเช้ือเพลิงฟอสซิลที่มีปริมาณสาํรองมากกวากาซธรรมชาติ
และน้ํามนั ราคาถานหนิมีราคาคอนขางตํ่า และเพราะยงัคงจัดหาไดอยางสม่ําเสมอ ดวยเหตุนีท้ั่ว
โลกจึงใชถานหินเปนเช้ือเพลิงหลักในการผลิตไฟฟามาต้ังแตป พ.ศ. 2538 ดวย การใชถานหินเปน
แหลงพลังงานข้ันตน (primary energy) เพิม่ข้ึนเร่ือยๆ ในประเทศกาํลังพัฒนา ซึง่เปลีย่นแปลงไป
จาก 12 ปที่แลว คือใน ป พ.ศ. 2540 ที่ทั่วโลกบริโภคน้ํามันเปนแหลงพลังงานข้ันตนมากที่สุด โดย
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บริโภคน้ํามันตอถานหินตอกาซธรรมชาติเทากับ 44:30:26  (สํานกังานคณะกรรมการนโยบาย
พลังงานแหงชาติ, 2542; ดนยั, 2554)  ในสวนพลังงานเชื้อเพลิงฟอสซลิที่คงอยูในโลกตามการ
ประมาณการ ใน ป พ.ศ. 2553 มีปริมาณถานหนิ 860,938  ลานตันหรือ 582,148.3 MTOE 
น้ํามันดิบ 1,383 พันลานบารเรลหรือ188,641.2 MTOE  และกาซธรรมชาติ 187.1 ลานลาน
ลูกบาศกเมตรหรือ 168,390 MTOE รวมพลังงานฟอสซิลทั้งหมด 929,981.6 MTOE (Redstar 
Canada Ltd, n.d.; BP Statistical Review of World Energy, 2011)  ซึ่งถาหากมกีารใชพลังงาน
ฟอสซิลชนิดตางๆ ในระดับปจจุบัน และไมมีการคนหาเพิ่มเติม BP Statistical Review of World 
Energy (2011) รายงานวา ในส้ินป พ.ศ. 2553 แหลงสํารองถานหินจะใชไปไดอีก 118 ป ในขณะ
ที่กาซธรรมชาติมีเหลือใชได 59 ป สวนน้าํมันนัน้มเีหลือใชอีกเพียง 46 ป เทานั้น คือใชไดถงึป พ.ศ. 
2599  

 
สําหรับประเทศไทย ป พ.ศ. 2550 มีสัดสวนการใชพลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิลเปน 

พลังงานข้ันตน (primary energy) ตอแหลงพลังงานทั้งหมดสูงถึงรอยละ 97.4 ไดแก น้าํมนัดิบรอย
ละ 41  กาซธรรมชาติรอยละ 38.4 และถานหนิรอยละ 17.8 สวนอีกรอยละ 2.6 มาจากพลังงานน้าํ
และไฟฟานําเขา และเม่ือพจิารณาการใชพลังงานข้ันสุดทาย (final energy) ที่ผูบริโภคใชซึ่งไม
รวมเชื้อเพลิงที่นาํมาใชในการแปรรูปพลังงาน มีสัดสวนการใชพลังงานฟอสซิลเปนพลังงานข้ัน
สุดทายเปนรอยละ 78.2 จากแหลงพลังงานทัง้หมด (สํานักงานนโยบายและแผนพฒันาพลังงาน 
[สนพ.], กระทรวงพลังงาน, 2550) และในป พ.ศ.2553 มีสัดสวนการใชพลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิล 
เปนพลังงานข้ันสุดทายตอแหลงพลังงานทั้งหมดรอยละ 63.1 อีกรอยละ 37 มาจากพลังงานไฟฟา 
และพลังงานหมุนเวียน ทีน่ยิมใชกนัมากข้ึน ไดแก ไมฟน ถาน กากออย และแกลบ เปนตน (ดนยั, 
2554) จากสถติิ 5 ป ต้ังแต พ.ศ. 2548-2553 ของสํานกังานนโยบายและแผนพัฒนาพลังงาน 
(สนพ.) กระทรวงพลงังาน ประเทศไทยมสัีดสวนการใชกาซธรรมชาติเปนเช้ือเพลิงหลักในการผลิต
ไฟฟาเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่อง โดยในป พ.ศ. 2552 ประเทศไทยใชกาซธรรมชาติเปนเช้ือเพลิงในการ
ผลิตไฟฟามีสัดสวนสูงถึงรอยละ 72.5 ถานหนิรอยละ 19.4 พลังงานน้าํรอยละ 4.7 พลังงาน
ทดแทนรอยละ 1.4 น้ํามันเตาและดีเซลรอยละ 0.3 นาํเขารอยละ 1.7 และเม่ือ ป พ.ศ. 2553 
ประเทศไทยใชกาซธรรมชาติเปนเช้ือเพลิงหลักที่ใชในการผลิตไฟฟามสัีดสวนสูงถงึรอยละ 72.8 
(สํานักงานนโยบายและแผนพลังงาน [สนพ.] กระทรวงพลังงาน, 2552; สํานักพัฒนาโครงการ
ไฟฟาโรงไฟฟาพลังงานนิวเคลียร, กระทรวงพลังงาน, 2554) 
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เมื่อส้ินป พ.ศ. 2552 ประเทศไทย มีปริมาณสํารองน้าํมนัดิบ 180 ลานบารเรล กาซ
ธรรมชาติ 11,026 พันลานลูกบาศกฟุต และถานหนิ 1,181 ลานตัน โดยป พ.ศ. 2552 มีปริมาณ
การผลิตพลังงานในประเทศ (production) เพื่อนาํมาใช ดังนี้ น้าํมันดิบอยูในระดับ 56 ลาน
บารเรล กาซธรรมชาติ อยูทีร่ะดับ 1,092  พันลานลูกบาศกฟุต และถานหนิอยูที่ระดับ 18 ลานตัน 
ดังนัน้ถาการผลิตอยูในระดับนี้และยังมีการใชในระดับเดียวกนันี้จะสามารถใชปริมาณน้ํามันดิบได
อีก 3 ป กาซธรรมชาติ 10 ป และถานหิน 67 ป แตหากคนพบแหลงพลังงานฟอสซิลในไทยได
เพิ่มเติมซึง่เปนไปไดวาก็เปนไปไดที่จะสามารถเพิ่มเวลาการใชทรัพยากรตางๆ ไปไดอีก 
โดยประมาณการวาอาจจะสามารถใชน้ํามันดิบไดอีก 15 ป กาซธรรมชาติ 27 ป และถานหนิ 114 
ป (สํานกังานนโยบายและแผนพลังงาน [สนพ.] กระทรวงพลังงาน, 2554) จะเห็นไดวาในประเทศ
ไทยยงัคงใชน้าํมันเปนแหลงพลังงานมากที่สุด ดังนั้นน้าํมันจะเปนแหลงเชื้อเพลิงฟอสซิลที่จะหมด
เปนแหลงแรก แหลงพลังงานทัง้ 3 แหลงนี้ลวนเปนเช้ือเพลิงฟอสซิลใชแลวมีแตจะหมดไป ทัว่โลก
ตระหนักในเร่ืองนี้เสมอมา ดังนัน้นอกจากการใชพลังงานอยางมีประสิทธิภาพแลวจึงมีความ
พยายามที่จะคนหาและคิดคนวิธีสรางพลังงานทดแทน (sustainable energy) หรือพลังงาน
ทางเลือก (alternative energy) มาใช เร่ิมต้ังแตป ค.ศ. 1970 (ในป พ.ศ. 2513) ที่เกิดเกิดวิกฤต
น้ํามัน (Oil crisis) ไปทัว่โลก สงผลใหราคาน้ํามนัในประเทศไทยปรับตัวข้ึนสูงจาก 8 บาทตอลิตร 
เปน 14 บาทตอลิตร และในปนี้เร่ิมมีการพฒันาเชื้อเพลิงเอทานอลในประเทศสวีเดนนําไปใชใน
ยานยนตในรูปแบบน้ํามนัผสม การใชเอทานอลกับยานยนตนัน้สามารถใชโดยตรง หรือผสมกับ
น้ํามันเบนซิน เปนกาซโซฮอล (Gasohol) หรือผสมกับดีเซลเปนดีโซฮอล (Diesohol) กระบวนการ
ผลิตเอทานอลมี 2 แบบ คือ แบบที่ใชวิธทีางเคม ีโดยใชเอทีลีน (ethylene) เปนวัตถุดิบ และแบบที่
ใชวิธีทางชีวเคมีหรือการหมักเพื่อผลิตเอทานอลโดยใชวตัถุดิบทางการเกษตร เชน ออย มนั
สําปะหลัง และขาวโพด เปนตน ประเทศไทย เร่ิมการใชเชื้อเพลิงผสมเอทานอลต้ังแตป พ.ศ. 2537 
โครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา ทดลองผสมเอทานอล 95 เปอรเซน็ต กับกาซโซลีนธรรมดา 
อัตราสวน 4:1 เปนกาซโซฮอล และป พ.ศ. 2541 โครงการสวนพระองคสวนจิตรลดา และการ
ปโตรเลียมแหงประเทศไทย (ปตท.) ทดลองใชเอทานอล 95 เปอรเซ็นต กับน้าํมนัดีเซล และผสม
สารอีมัลซิไฟเออร ในอัตราสวน 14:85:1 เปนดีโซฮอล (Diesohol) ใชกับรถเคร่ืองยนตดีเซลได แลว
พัฒนาตอมาเร่ือยๆ ในป 2544 เร่ิมจําหนายเอทานอลตอเบนซินไรสารตะก่ัว 91 ในอัตราสวน 
10:90  เมื่อถงึปพ.ศ. 2551 ที่ผานมา ถือไดวาเปนวิกฤตการณน้าํมันคร้ังที่ 3 ของโลก โดยราคา
น้ํามันดิบเร่ิมขยับตัวสูงข้ึนต้ังแตป พ.ศ. 2547 จาก 10 เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล เปนกวา 38 
เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล และสูงข้ึนเร่ือยๆ จนถงึชวงปลายป พ.ศ. 2550 ราคาน้ํามันดิบพุงสูงเกนิ 
100 เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล ในสัปดาหที่ 2 ของเดือนมิถุนายน พ.ศ. 2551 ราคาน้ํามนัขยับถึง 
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130 เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล (พลายพล, 2551) สงผลใหราคาน้ํามนัขายปลีกกรุงเทพฯ และ
ปริมณฑลปรับตัวสูงข้ึนที่สุด คือดีเซลราคา 44.24 บาทตอลิตร กาซโซฮอล 91 ราคา 37.79 บาท
ตอลิตร และกาซโซฮอล 95 ราคา 39.19 บาทตอลิตร ปจจุบันราคาน้าํมันดิบเดือนพฤษภาคม-
มิถุนายน พ.ศ.2554 อยูที่ประมาณ 95-120 เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล และคาดวาอีก 5 ปขางหนา
ราคาน้าํมันอาจพุงถึง 300 เหรียญสหรัฐฯ ตอบารเรล (บริษัท ไทยออยล จํากัด (มหาชน), 2554) 
สวนราคาน้าํมนัขายปลกี กรุงเทพฯ และปริมณฑล ประจําป 2554 ต้ังแตเดือนมกราคม จนถึง
เดือนธันวาคม มีราคาน้ํามันดีเซล 26.99-29.99 บาทตอลิตร กาซโซฮอล 91 ราคา 31.54-36.94 
บาทตอลิตร กาซโซฮอล 95 ราคา 33.29-39.44 บาทตอลิตร และกาซธรรมชาติเอ็นจีวี (NGV) 
ราคา 8.5 บาทตอกิโลกรัม  โดยเอ็นจวีีมีราคาคงที่มาตลอด 4 ปที่ผานมา โดยคาดวาราคาน้าํมัน
ขายปลีกโดยเฉพาะดีเซลจะขยับตัวสูงข้ึนเร่ือยๆ จะเหน็ไดจาก 10 ปทีแ่ลว ราคาขยบัสูงกวาเมื่อป 
พ.ศ. 2541 จากราคาน้าํมนัดีเซลราคาอยูในชวงเพยีง 7-11 บาทตอลิตร กาซโซฮอล 91 ราคา 9-12 
บาทตอลิตร และกาซโซฮอล 95 ราคา 10-13 บาทตอลิตร (บริษัท ปโตรเลียมแหงประเทศไทย 
[ปตท.] จํากัด (มหาชน), 2554) จากปญหาราคาน้ํามนัทีร่าคาสูงข้ึน และปญหาโลกรอน ทาํให
ประชากรตระหนักถึงการปรับเปล่ียนการใชเชื้อเพลิงจากแหลงฟอสซลิเปนพลังงานหมุนเวียน 
(Renewable energy) ซึ่งเปนพลังงานหมุนเวยีนที่เกิดข้ึนจากธรรมชาติสามารถผลติข้ึนใหมได 
เชน แสงอาทติย พลังงานลม พลังงานชีวมวล พลังงานน้ํา และพลังงานความรอนใตพิภพ เชน 
น้ําพุรอน รวมทั้งการนาํของเหลือทิง้จากอุตสาหกรรมและเกษตรกรรม ตลอดจนส่ิงปฏิกูลจาก
ผลผลิตของมนุษยและสัตวมาใชเปนแหลงผลิตพลังงานทดแทน  

 
เมื่อกลาวถงึราคาเชื้อเพลิงและตนทนุการผลิตจากขอมูลการไฟฟาเพื่อการผลิตแหง

ประเทศไทย (กฟผ.) ป พ.ศ. 2541 ตนทนุเช้ือเพลิงในการผลิตไฟฟาของโรงไฟฟาที่ใชเชื้อเพลิงจาก
ปโตรเลียม ใชน้ํามนัเตาราคา 1.10 บาท/หนวย ดีเซลราคา 2.72 บาท/หนวย ถานหนิราคา 0.50 
บาท/หนวย และกาซธรรมชาติราคา 0.93 บาท/หนวย (1 หนวย = 1 กิโลวัตต-ชั่วโมง) (สํานกังาน
คณะกรรมการนโยบายพลังงานแหงชาติ, 2542) และมีตนทนุการผลิตไฟฟาของโรงไฟฟาที่ใช
พลังงานทดแทนประเภทหมุนเวียน ดังนี้ พลังงานแสงอาทิตยตนทนุราคา 11.46 บาท/หนวย 
พลังงานลมราคาเปน 2.84 บาท/หนวย พลังงานชีวมวลราคา 2.27 บาท/หนวย กาซชีวภาพจาก
อุตสาหกรรมแปรรูปการเกษตรราคา 1.91 บาท/หนวย น้าํเสียราคา 1.3-1.6 บาท/หนวย  และขยะ
ชุมชนราคา 2.23 บาท/หนวย (1 หนวย = 1 กิโลวัตต-ชั่วโมง) ถึงแมวาตนทนุการผลิตในชวงเร่ิมตน
จะมีราคาคอนขางแพงเมื่อเทียบกับปโตรเลียม เพราะอยูในระหวางการวิจัยและพฒันา แตก็มี
ความจาํเปนทีต่องมีการคิดคนและพัฒนาตอไป เพื่อใหมีทางเลือกที่จะมีพลังงานใชไมมีวันหมด 
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ขอจํากัดของพลังงานหมุนเวียน คือบางชนิดแมมีอยูมาก แตไมสามารถนํามาใชไดทุกเวลาและไม
เพียงพอ เชน พลังงานแสงอาทิตย พลังงานลม และพลังงานน้าํ เชน ถาทองฟามืดคร้ึมจะไมมี
แสงอาทิตย หรือลมสงบจะไมมีลมไปหมุนกังหัน หรือระดับน้ําในเข่ือนไมเพียงพอก็ผลิตไฟฟาไมได 
ทําใหตองใชเทคโนโลยีเขามาชวยเก็บพลังงานไวหรือเพิม่การผลิตใหมากข้ึนเพื่อนําพลังงานไป
ใชไดตอเนื่อง ทําใหตนทุนเพิ่ม แมพลังงานหมุนเวียนอาจใชแกปญหาพลังงานไมไดทั้งหมด แตก็
เปนอีกหนึง่ทางเลือกจากธรรมชาติทีม่ีคุณคา ชวยลดผลกระทบที่มีตอส่ิงแวดลอมไดเปนอยางดี 
สําหรับสถาณการณโลกในปจจุบันที่มีภัยธรรมชาติเกิดข้ึนมาก การคํานงึถงึความเปนมิตรตอ
ส่ิงแวดลอม กเ็ปนประเด็นทีสํ่าคัญมากดวย (บริษัท ลีโอนิคส จํากัด, 2552) 

 
พลังงานไฮโดรเจน 

 
1.  ไฮโดรเจนพลังงานทางเลือก  
 

ไฮโดรเจน เปนพลังงานทางเลือกหนึ่งที่ถกูนํามาใชเปนพลังงานทดแทน แทน 
น้ํามัน จากเหตุผลที่วา ประการแรก ไฮโดรเจน นั้นเปนธาตุที่มีอยูในปริมาณมากที่สุดในจักรวาล  
และมีมากเปนอันดับ 3 บนโลก และเปนองคประกอบของสสารแทบจะทุกชนิด ตัวอยางที่เห็นได
ชัดคือ น้ํา ในน้ําหนึง่โมเลกลุมีไฮโดรเจนเปนสวนประกอบอยูถึงสองอะตอม ประการที่สําคัญที่สุด
คือ กาซไฮโดรเจนใหพลังงานสูง คาพลังงานเช้ือเพลิงที่ไดจากไฮโดรเจนเทากับ 140 เมกะจูลตอ
กิโลกรัมมากกวาคาพลังงานน้ํามนัประมาณ 3 เทา มากกวาถานหนิกวา 4 เทา และเช้ือเพลิงจาก
แอลกอฮอล เชน เมทานอลและเอทานอลถึง 5 เทา ตามลําดับ (หนวยวิจัยพลังงานดานความรอน 
และสงเสริมอนุรักษพลังงาน [TECP], ม.ป.ป.) สวนในดานส่ิงแวดลอมการสันดาปกาซไฮโดรเจน
นั้นสะอาดมาก ส่ิงที่ไดคือน้าํบริสุทธิ ์ดังนัน้ไฮโดรเจนจึงจัดเปนพลังงานสะอาด (clean energy) 
หรือพลังงานสีเขียว (green energy) เชนเดียวกับ น้าํ แสงอาทิตย และลม เปนตน ซึ่งตางจาก
แหลงพลังงานด้ังเดิมทีก่อใหเกิดกาซเรือนกระจก โดยเฉพาะกาซคารบอนมอนอกไซด ที่เกิดจาก
การสันดาปของสารประกอบอินทรีย อยางเชน น้าํมนั นอกจากนี้การเผาไหมของเชือ้เพลิงด้ังเดิม 
ไมวาจากยานพาหนะหรือแหลงอุตสาหกรรมตางๆ ยงักอใหเกิดควนั และฝุนละออง มลพิษทาง
อากาศ 
 

อีกประการหนึง่ก็คือ ไฮโดรเจน นั้นไมมีวนัหมดไปจากโลก กาซไฮโดรเจน สามารถสกัดได
จากน้ํา แลวเมื่อเผาผลาญ จะไดน้ํากลับมาอีก เปนวัฏจักรตอเร่ือยๆ จึงจัดเปนพลังงานทดแทน
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จากแหลงพลังงานที่ใชแลวสามารถหมุนเวยีนมาใชไดอีก เรียกวา “พลังงานหมุนเวียน” 
(renewable energy) พลังงานที่ใชแลวสามารถผลิตข้ึนมาใหมหรือเกดิข้ึนใหมไดในระยะเวลาที่ไม
นานมาก อาจเรียก พลังงานทดแทน พลังงานหมุนเวยีนและพลังงานที่ใชไมหมด เปนตน  

 
ขอจํากัดของการใชพลังงานไฮโดรเจน คือดานการกักเก็บ เพราะไฮโดรเจนเปนกาซไวไฟ 

หากมีในบรรยากาศเพียง 4 เปอรเซ็นต ก็สามารถทาํใหเกิดการติดไฟไดอยางรวดเร็ว นอกจากนี้
ไฮโดรเจนสามารถแทนท่ีออกซิเจนในบรรยากาศได ทาํใหเปนอันตรายตอมนุษยและสิ่งมีชีวิต การ
ผลิตไฮโดรเจนดวยวิธีอิเล็กโตรไลซิส (electrolysis) ที่ใชไฟฟาในการแยกไฮโดรเจนจากนํ้ามีตนทนุ 
2-2.5 เหรียญสหรัฐฯ ตอการผลิตไฮโดรเจน 1 กิโลกรัม การผลิตไฮโดรเจนจากชีวมวล โดยใชวัสดุ
เหลือทิง้ทางการเกษตร ดวยวิธีไพโรไลซิส (pyrolysis) มีตนทนุ 2.6-3.0 เหรียญสหรัฐฯ ตอ
ไฮโดรเจน 1 กิโลกรัม และหากผลิตจากเช้ือเพลิงเหลวมตีนทนุ 1.5 เหรียญสหรัฐฯ ตอไฮโดรเจน 1 
กิโลกรัม (วัชระ, 2553)  ถงึแมวาตนทนุการผลิตไฮโดรเจนยังแพงอยู แตหากมกีารวจิัยและพัฒนา
ในประเด็นดังกลาวก็มีแนวโนมทีจ่ะลดลง ในขณะทีน่้ํามนัราคาแพงข้ึนเร่ือยๆ ดังนัน้กาซไฮโดรเจน 
ก็เปนตัวเลือกที่ดีที่จะใช เปนพลังงานทดแทน 

  
2. สมบัติของไฮโดรเจน  

 
ไฮโดรเจนเปนธาตุที่เบาที่สุดและเปนองคประกอบของน้าํที่เปนปจจัยทีสํ่าคัญมาก

ที่สุดของส่ิงมชีีวิตบนโลก เปนโมเลกุลมีทัว่ไปตามธรรมชาติ บรรยากาศในโลกมีก็าซไฮโดรเจน
ประมาณ 0.1 ppm โดยกาซไฮโดรเจนเปนเช้ือเพลิงที่ไมมีสี ไมมีกลิน่ มองไมเหน็ สามารถแพรไป
บริเวณตางๆ ไดรวดเร็ว มีความหนาแนนตํ่า ดังนัน้จึงเคลือ่นที่ผานอากาศไดรวดเร็ว มีความ
แข็งแรงในการยึดโมเลกุล เทากับ 436 kJ/mol หรือ 104 kcal/mol การเผาไหมไฮโดรเจนเกิดข้ึนได
เมื่อรวมตัวกบัอากาศตองการพลังงานในการติดไฟตํ่า ไฮโดรเจนแบงเปน 3 สถานะ คือ ไฮโดรเจน
ที่เปนของแข็ง ไมมีสี โครงสรางผลึก 6 เหล่ียม ปริมาตรตอโมลารเทากบั 22.56 ลูกบาศก
เซนติเมตร/โมล (cm3/mol) ไฮโดรเจนทีเ่ปนของเหลวไมมีสี คาความหนืด (viscosity) ตํ่า เคล่ือนที่
ไดเร็ว และไฮโดรเจนท่ีเปนกาซ ไมมีสี ไมมีกลิ่น ไมเปนพษิ กาซไฮโดรเจน 1 ลิตร มีมวล 0.0898 
กรัม (หนวยวจิัยพลังงานดานความรอน และสงเสริมการอนุรักษพลังงาน [TECP], ม.ป.ป.) 
 
3.  ประโยชนของไฮโดรเจน 
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3.1  ใชเปนเซลลเชื้อเพลิง (TECP, ม.ป.ป.)  
 

เซลลเชื้อเพลิง คือ อุปกรณที่ทําใหเกิดปฏิกริิยาเคม-ีไฟฟา (electro-chemical 
reaction) ระหวางออกซเิจนกับไฮโดรเจนซ่ึงสามารถเปล่ียนแปลงพลังงานของเช้ือเพลิง ไปเปน
พลังงานไฟฟาโดยตรง ไมตองผานการเผาไหม ทําใหเคร่ืองยนตที่ใชเซลลเชื้อเพลิงนีไ้มกอมลพิษ
ทางอากาศ นอกจากนี้เซลลเชื้อเพลิง ยงัเปนอุปกรณแปลงพลังงานโดยไมมีการเคล่ือนที่ของ
ชิ้นสวน อุปกรณ ดังนัน้เซลลเชื้อเพลิงจึงเงยีบ ทัง้ยงัมีประสิทธิภาพสูงกวาเคร่ืองยนตเผาไหม 1-3 
เทา แบงระบบเซลลเชื้อเพลิงไดตามประเภทของอิเล็กโทรไลตที่ใชแบงได 5 ชนิด เซลลเชื้อเพลิงทกุ
ชนิดจะใชไฮโดรเจนเปนเช้ือเพลิง หรืออาจใชสารประกอบไฮโดรคารบอนอ่ืนๆ เปนเช้ือเพลิงก็ได
ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของเซลลเชื้อเพลิงชนดินั้นๆ  ชนิดทีน่ิยมใชคือ เซลลเชื้อเพลิงไฮโดรเจน-
ออกซิเจน เพราะเมื่อปฏิกิริยาในเซลลเกิดข้ึนแลวนอกจากพลังงานจะไดน้ําบริสุทธิ ์และความรอน
เซลลเชื้อเพลิงชนิดนีย้ังไมทาํลายช้ันบรรยากาศโอโซนเพราะไมกอใหเกิดกาซคารบอนไดออกไซด 
เชนเซลลเชื้อเพลิงชนิดอ่ืนๆ  

 
เซลลเชื้อเพลิงมีลักษณะคลายกับเซลลสะสมไฟฟาแบบตะก่ัวหรือที่เรียกกนั

โดยทัว่ไปวาแบตเตอร่ีในดานที่สามารถอัดประจุใหมไดเร่ือยๆ เซลลเชือ้เพลิงยังไมเปนทีน่ิยมใช
ทั่วไปแพรหลาย เพราะราคาแพงตนทนุการผลิตสูง 

 
ประโยชนของเซลลเชื้อเพลิงไฮโดรเจน ไดแก  ใชเปนแหลงพลังงานพกพา (Portable 

Power) รถยนตพลังงานเซลลเชื้อเพลิง (Fuel Cell Electric Vehicle : FCEV) และใชผลิตไฟฟา 
เปนตน 

 
Department of Energy (DOE) ของสหรัฐอเมริกาไดกาํหนดนโยบาย  ในระยะยาว

วาจะมีการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้าํและแสงแดด ใชไฮโดรเจน เปนพลังงานหมุนเวยีน 
(renewable energy) และใหแพรหลายสูชุมชนจนเปนหนึง่ในสินคาตัวทีทุ่กคนตองการ 
เชนเดียวกับน้าํมันในปจจุบนั 

 
การวิจยัและพฒันาเซลลเชื้อเพลิงในประเทศไทย เนื่องจากประเทศไทยมีแหลง

เชื้อเพลิงมากมายหลายชนดินอกจากน้าํที่ใชผลิตไฮโดรเจนได ตัวอยางเชน กาซธรรมชาติ กาซ
ชีวภาพ วัสดุชวีมวล ถานหินหรือแมแตเอทานอลจากพืช ประเทศไทยจึงมีขอไดเปรียบในการใช
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เทคโนโลยีเชื้อเพลิงไฮโดรเจน ทําใหมีงานวิจัยในประเทศเร่ือยมาที่ศึกษาการเปล่ียนวัตถุดิบ
ดังกลาวไปเปนกาซไฮโดรเจน และไดมีการนําเทคโนโลยีและความรูจากตางประเทศมาใชพัฒนา
เทคโนโลยีการแปรสภาพเช้ือเพลิงจากวัตถดิุบที่มีอยูในประเทศ ถงึแมวาไทยตองซื้อเทคโนโลยี
เซลลเชื้อเพลิงจากตางประเทศเขามาก็ตาม แตก็ยงัลดตนทนุดานพลังงานของประเทศไดมาก และ
ประสิทธิภาพของระบบโดยรวมก็ยงัสูงกวาการซ้ือเทคโนโลยีทั้งระบบจากตางประเทศ เนื่องจาก
คุณสมบัติของวัตถุดิบในแตละประเทศแตกตางกัน นอกจากน้ียังมีงานวิจัยในประเทศไทยในหลาย
สถาบันที่ผลิตเซลลเชื้อเพลิงไฟฟา และพัฒนาเซลลเชื้อเพลิงที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไฟฟา
ตามตองการ เชนกรมการพลังงานทหาร คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม โดย รศ.ดร. 
ถิรพัฒน วิลัยทอง  งานวิจยัของคณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีพระจอมเกลาธนบุรี 
บัณฑิตวทิยาลัยรวมดานพลังงานและส่ิงแวดลอม(JGSEE) โดย รศ.ดร. อภิชัย เทิดเทียนวงษ และ
งานวิจยัของภราดร แสงสุวรรณ และคณะ (ไทยรัฐ, 2552; TECP, ม.ป.ป.) 

 
รศ. เทอดไทย วัฒนธรรม ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ซึ่งไดรับทุนสนบัสนุนจากสภาวิจัยแหงชาติ และสถาบันวจิัยและ
พัฒนาแหงมหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร ศูนยความเปนเลิศแหงชาติดานปโตรเลียม ปโตรเคมี และ
วัสดุข้ันสูง และศูนยเทคโนโลยีโลหะและวัสดุแหงชาติไดพัฒนาเซลลเชือ้เพลิงที่มีประสิทธิภาพสูง 
ในการเปล่ียนไฮโดรเจนไปเปนพลังงานไฟฟา ผลิตไฟฟาขนาด 350 วัตต  500 วัตต และ  
1 กิโลวัตต ตามลําดับ (เทอดไทย และสุนนัท, 2549) พฒันาเซลลเชื้อเพลิงเด่ียว เซลลเชื้อเพลิง
แถว พัฒนาชองทางไหล และสวนประกอบอิเล็กโทรดเมมเบรน (Membrane electrode 
assembly: MEA) ตลอดจนระบบควบคุมการทาํงาน และชุดเดินเคร่ืองทดสอบ เพือ่ใหเปน
เทคโนโลยีในประเทศซ่ึงอาจนําไปใชผลิตไฟฟาโดยเฉพาะในชนบทท่ีหางไกล และนําไปสูการ
พัฒนาเปนแหลงพลังงานสําหรับรถยนตตอไปดวย (เทอดไทย และสุนนัท, 2549) และในป พ.ศ. 
2548  คณะวิจัยของ รศ.ดร. เลอลักษณ จติรดอน ภาควชิาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  ไดทําโครงการวิจัยรวมกับกลุมของ รศ. เทอดไทย วฒันธรรม โดยทาํ
โครงการผลิตกาซไฮโดรเจนทางชีวภาพเพือ่ใหไดผลิตภัณฑและเทคโนโลยทีี่ใชกับเซลลเชื้อเพลิงได 
โดยคาดหวังวาในอนาคตเซลลเชื้อเพลิงจะชวยลดปริมาณการใชปโตรเลียมในประเทศได 
 

3.2  ประโยชนของไฮโดรเจนดานอ่ืนๆ  
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นอกจากนาํไฮโดรเจนมาใชเปนเช้ือเพลิงหรือแปลงเปนไฟฟาสําหรับรถยนตและยาน
ยนตอ่ืนๆ ไฮโดรเจนยังใชเปนเช้ือเพลิงในกระสวยอวกาศ จรวด รวมถงึใหความรอน ไฟฟาและทาํ
น้ําบริสุทธิ์ใหนักบินอวกาศ เปนแหลงพลังงานเช้ือเพลิงใหเคร่ืองมือชนดิพกพา เชน คอมพิวเตอร
กระเปาหิ้วและโทรศัพทมือถือ นาํไปหมนุกังหันหรือเซลลกําเนิดไฟฟา เปนแหลงใหความรอนและ
ไฟฟาแกอาคารดวย นอกจากน้ีไฮโดรเจนยังถกูนาํไปใชในอุตสาหกรรมตางๆ เชน การผลิตปุย 
แอมโมเนยี กล่ันน้าํมนัปโตรเลียม การสังเคราะหมาการีน และเมทานอล เปนตน นอกจากนีย้ังใช
ในกระบวนการเติมไฮโดรเจน (hydrogenation) กับสารอินทรียที่ไมอ่ิมตัว เชน น้ํามนัที่ไมอ่ิมตัว ใช
เปนตัวรีดิวซในการสังเคราะหสารอินทรีย และในการถลุงโลหะ ใชเตรียมกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
และกรดโบรไมด (HBr) และใชในกระบวนการเตรียมโลหะที่มีความบริสุทธิ์สูง ปจจุบัน มี
โรงงานผลิตไฮโดรเจนขนาดใหญและทองถิน่ และในตางประเทศกาวหนาไปถงึมีการใชรถพลังงาน
ไฮโดรเจนและมีสถานีเติมไฮโดรเจน  (สารานุกรมออนไลนทางอินเทอรเนท, 2550; Wikipedia, the 
free cyclopedia, 2009; บริษัท ลีโอนิคส จํากัด, 2552) 

 
4. เทคโนโลยีการผลิตไฮโดรเจน 
 

การผลิตไฮโดรเจนใชกระบวนการทั้งทางกายภาพและเคมีไฟฟาที่แยกโมเลกุลของน้ําหรือ
กาซธรรมชาติออกเปนไฮโดรเจนและออกซิเจน และกระบวนการทางชวีภาพ 

 
  4.1  เทคโนโลยีของการผลิตไฮโดรเจนทางกายภาพและเคมีไฟฟาแบงเปน  3 เทคโนโลยี
หลัก ไดแก 
 

4.1.1  Thermal Process เปนการผลิตไฮโดรเจน โดยใชความรอนเปนเคร่ืองมือ ใน
การควบคุม ใหเกิดปฏิกิริยา เชน reforming, gasification, partial oxidation และ high-
temperature water splitting (thermolysis) แตละกระบวนการในการผลิตจะมีขอดีและขอเสีย
ตางกัน แตกระบวนการที่ไดรับความนยิมเชิงพาณิชยมากที่สุดคือ steam reforming วัตถุดิบที่ใช
ในการผลิต คือ เชื้อเพลิงฟอสซิล (กาซธรรมชาติ)  เชื้อเพลิงชีวมวล หรือน้ํา ข้ึนอยูกบักระบวนการ
ที่ใช 

 
4.1.2  Electrolytic Process เปนการใชไฟฟาแยกน้ําใหกลายเปนไฮโดรเจน และ 

ออกซิเจน วัตถุดิบ คือน้าํ 
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4.1.3  Photolytic Process หรือ Biophotolysis เปนการใชพลังงานแสงเพื่อแยกน้าํ
เปนไฮโดรเจน และออกซิเจน เชน photoelectrochemical water splitting ที่ใชเทคโนโลยีของ 
semiconductor เพื่อที่จะแยกน้ําโดยใชแสงแดด เชน ใชไฟฟาจากเซลลแสงอาทิตย (solar cell) 
และ photobiological water splitting ทีใ่ชแสงแดดและกระบวนการ ทางชีวภาพของสาหราย
เซลลเดียว และแบคทีเรีย ในการแยกน้ํากลายเปนไฮโดรเจน และออกซเิจน เปนตน (TECP, 
ม.ป.ป.; กระทรวงพลังงาน, 2550) 
 

4.2  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ แบงเปน 4 วิธ ีดังนี ้(Das and Veziroglu, 
2001) 
 

4.2.1  กระบวนการยอยสลายสารประกอบอินทรียดวยกลไกการสังเคราะหแสงของ
แบคทีเรียสังเคราะหแสง (Photosynthetic decomposition of organic compounds using 
photosynthetic bacteria) ดวยแบคทีเรียกลุม  Anoxygenic phototrophic bacteria 

 
4.2.2  กระบวนการทางชีวภาพที่ใชพลังงานแสงในการแตกตัวของน้าํ 

(Biophotolysis of water using algae and cyanobacteria) 
 
4.2.3  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมกัสารประกอบอินทรียดวย

แบคทีเรียเฮทเทอโรโทรป (Fermentative hydrogen production from organic compounds 
using heterotrophic bacteria) 

 
4.2.4  ระบบผสมโดยใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงและแบคทีเรียกลุมเฟอรเมนเตทฟี 

(Hybrid systems using photosynthetic and fermentative bacteria) 
 
ภาพที ่1 แสดงกระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธีชวีภาพของจุลินทรียกลุมตางๆ) ดวย

กระบวนการแตกตางกนั อาทิเชน กระบวนการสังเคราะหแสงแบบใหออกซิเจน (Oxygenic 
photosynthesis) กระบวนการสังเคราะหแสงแบบไมใหออกซิเจน (Anoxygenic photosynthesis) 
กระบวนการสงัเคราะหไฮโดรเจนโดยไซยาโนแบคทีเรีย หรือกระบวนการหมัก (Fermentation) 
ตารางที่ 1 แสดงจุลินทรียกลุมตางๆ ที่ใชสําหรับการผลิตไฮโดรเจน 
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ภาพท่ี 1  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธทีางชีวภาพของจุลินทรีย 
 
ที่มา: The Solar Bio-Fuels Consortium (2008) 
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ตารางที ่1  แสดงจุลินทรียกลุมตางๆ ที่ใชสําหรับการผลิตไฮโดรเจน ดังนี ้
 

กลุมจุลินทรีย สายพนัธุ 
สาหรายสีเขียว Scenedesmus olliquus, Chlamydomonas 

reinhardii 
ไซยาโนแบคทเีรีย 
     กลุมมีเฮเทอโรไซทัส   
     (heterocystous) 

 
Anabaena azollae, Anabaena sp. สายพันธุ CA 
A. variabilis, A. cylindrina 
Nostoc muscorum, N. spongiaeforme 

     กลุมไมมีเฮเทอโรไซทัส  
     (non-heterocystous) 
 

Plectonema boryanum, Oscillotoria Miami BG7 
O. limnetica, Synechococcus sp. 
Aphanothece halophytico 
Mastidocladus laminosus 

แบคทีเรีย 
     กลุม photobacteria 

 
Rhodobacter sphaeroides, R. capsulatus 
R. sulidophilus 
Rhodopseudomonas sphaeroides 
R. palustris, R. capsulata 
Rhodospirillum rubrum 
Chromatium sp. Miami PSB 1071 
Chlorobium limicola, Chloroflexu aurantiacus 
Thiocapsa roseopersicina 

      เฟอรเมนเตทีฟแบคทีเรีย Enterobacter aerogenes, E. cloacae 
Clostridium butyricum, C. pasteurianum 
Desulfovibrio vulgaris, Magashaera elsdenii 
Citrobacter intermedius, Escherichia coli 

 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Das and Veziroglu (2001) 
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5.  การเปรยีบเทียบกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพของแบคทีเรีย 
 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธชีีวภาพสวนมากเกดิข้ึนที่อุณหภูมิ 30-40 องศา
เซลเซียส และในบรรยากาศปกติ กระบวนการเหลานี้ไมใชพลังงานมาก แตกตางจากเทคโนโลยี
การผลิตไฮโดรเจนในระดับอุตสาหกรรมดวยวิธกีายภาพและเคมีไฟฟาที่กลาวขางตน แบคทีเรีย 2 
กลุมใหญๆ ทีม่ีรายงานการใชผลิตไฮโดรเจน คือ กลุม Anaerobic heterotrophic bacteria ที่มี
การสรางพลังงานจากกระบวนการหมัก (fermentation) และใหไฮโดรเจนเปนผลพลอยได รวมกบั
กาซอ่ืน กลุมที ่2 คือแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่แบงออกเปน 2 กลุมยอยๆ กลุมที่สังเคราะหแสง
และไดออกซิเจน (Oxygenic phototrophic bacteria) ไดแก ไซยาโนแบคทีเรีย และกลุมที่
สังเคราะหแสงแตไมไดออกซิเจน (Anoxygenic phototrophic bacteria) ไดแก sulfur และ non-
sulfur bacteria ทั้งที่เปน purple และ green bacteria แตเมื่อตองการผลิตไฮโดรเจนจากชีวมวล 
แบคทีเรียกลุม Oxygenic phototrophic bacteria ไมเปนที่สนใจนกั เพราะจุลินทรียเหลานัน้เปน
กลุมที่ใชสารอนินทรีย คือเปน autotroph (Westermann et al., 2007) และมีขอจํากดัของการ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีเกิดจากออกซิเจนที่จะไปยับยั้งกลไกการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ผลผลิตของ
กาซไฮโดรเจนที่ไดมีสัดสวนตํ่ากวา 50 เปอรเซ็นตของกาซทัง้หมดที่แบคทีเรียผลิต รวมทัง้ยงัมี 
doubling time ที่ยาวกวาแบคทีเรียในกลุมอ่ืนที่ใชในการผลิตไฮโดรเจน สวนแบคทเีรียในกลุม
เฟอรเมนเตทฟี หรือ Anaerobic heterotrophic bacteria จะมีอัตราการผลิตเร็วกวาของจุลินทรีย
กลุมสังเคราะหแสง  แตขอจํากัดคือ กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรียกลุมเฟอรเมนเตทีฟ
มีการผลิตกรดไขมันบางชนิด เชน แลคติก อะซิติก บิวทิริก และอ่ืนๆ และกาซผสมอื่นๆ สัดสวน
ของไฮโดรเจนในกาซผสมนอย ซึ่งตองทาํการแยกหลังกระบวนการผลิตไฮโดรเจนเชนเดียวกับ
กระบวนการ oxygenic photolysis สวนแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม Anoxygenic 
photoheterotrophic bacteria ผลิตปริมาณกรดไขมันในปริมาณที่ตํ่า ดังตารางที ่2 (Das and 
Veziroglu, 2001) ใหสัดสวนไฮโดรเจนในกาซทั้งหมดทีเ่ซลลผลิตสูงมากกวา 80 เปอรเซ็นต และ
กาซอ่ืนที่ไดดวยมีเพยีงคารบอนไดออกไซด ดังนัน้จงึเหมาะแกการใชผลิตไฮโดรเจนเพื่อนาํไปปอน
เซลลเชื้อเพลิง (PEM fuel cell) ที่ไฮโดรเจนเจนตองมีความบริสุทธิ ์100 เปอรเซ็นต (Wang et al., 
2003) ทาํใหไมตองเสียเวลา และคาใชจายมากในการทาํใหไฮโดรเจนบริสุทธิ์ ตรงกนัขามกบัการ
ผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรีย Anaerobic heterotrophic bacteria และ Oxygenic phototrophic 
bacteria ที่ใหกาซไฮโดรเจนความบริสุทธิน์อย กาซที่ไดจากการผลิตดวยกลุม Anaerobic 
heterotrophic bacteria มอีงคประกอบของไฮโดรเจน 25-69 เปอรเซ็นต (Chang et al., 2002; 
Fang and Liu, 2002; Shin, et al., 2004)  และของกลุม Oxygenic phototrophic bacteria เชน 
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Spirulina maxima มีองคประกอบของไฮโดรเจนเพยีง 18 เปอรเซ็นต (Ananyev et al., 2008) 
สวนกาซที่ผลิตจาก Oscillatoria sp. Miami BG7 และ Anabaena cylindrical มีองคประกอบ
ของไฮโดรเจน 60 เปอรเซ็นต (Weissman and Benemann, 1977; Philips and Mitsui, 1983) ซึ่ง
มีความบริสุทธิ์ตํ่ากวาแบคทีเรียสังเคราะหแสง กลุม Anoxygenic photoheterotrophic bacteria 
ซึ่งกาซที่ผลิตไดมีองคประกอบของไฮโดรเจนสูงถึง 93-99 เปอรเซ็นต (He et al., 2005; 
Mahakhan et al., 2005; Chitradon et al., 2008; Eroglu et al., 2008; Tao et al., 2008) 
งานวิจยันี้จงึสนใจศึกษาวิจยัการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรียกลุม Anoxygenic phototrophic 
bacteria  
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ตารางที่ 2  เปรียบเทียบขอดี และขอจํากัด ของกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพดวย          
 จุลินทรียตางๆ 
  
ชนิดจุลินทรีย ขอดี ขอจํากัด 
สาหรายสีเขียว ผลิตไฮโดรเจนจากน้าํดวย

กระบวนการสงัเคราะหแสง  
1.  มีสัดสวนของไฮโดรเจนตอกาซอ่ืนตํ่า
กวา 40 เปอรเซ็นต 
2.  ตองการแสง 
3.  ออกซิเจนมีผลยับยัง้กิจกรรมของ
เอนไซมไฮโดรจีเนส (hydrogenase) ที่
เรงกลไกการผลิตกาซไฮโดรเจนใน
สภาวะมีแสง 

ไซยาโน
แบคทีเรีย 

1.  ผลิตไฮโดรเจนจากน้าํดวย
กระบวนการสงัเคราะหแสงแบบพืช 
2.  ใชเอนไซมไนโตรจีเนสผลิต
ไฮโดรเจนเปนหลัก  
3.  มีความสามารถในการตรึง
ไนโตรเจนจากบรรยากาศ 
4.  สามารถใชแสงชวงกวาง 

1.  มีสัดสวนของกาซไฮโดรเจนตอกาซ
อ่ืนนอยกวา 60 เปอรเซ็นต 
2.  ตองการพลังงานแสง 
3.  พบออกซิเจน 30 เปอรเซ็นต ในกาซ
ผสมรวมอยูกบัไฮโดรเจน ออกซิเจนมี
ผลยับยั้งเอนไซมไนโตรจีเนส และ
ออกซิเจนมีผลตอ fuel cell 
4.  กาซมีคารบอนไดออกไซดผสม 

Phototrophic 
bacteria  

1.  มีสัดสวนของไฮโดรเจนสูงถึง 
93-99 เปอรเซน็ต 
2.  สามารถใชของเสียเปนวตัถุดิบ
ไดหลายชนิด  

1.  ตองการแสงในการผลิตไฮโดรเจน 
2.  เพาะเล้ียงยาก เพราะตองการแสง 
ในสภาวะไมมอีอกซิเจนอยางมาก 
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ตารางที่ 2  (ตอ) 
 
ชนิดจุลินทรีย ขอดี ขอจํากัด 

Fermentative 
bacteria 

1.  สามารถผลิตไฮโดรเจนไดตลอด
วันโดยไมตองการแสง 
2.  สามารถใชสับสเตรดอินทรียได
หลายชนิด อยางเชน แปง เซลโล
ไบโอส ซูโครส ไซโลส ฯลฯ และ
วัตถุดิบอ่ืนๆอีกมากมาย 
3.  ผลิตสารเมทอบอไลท 
(metabolites) ที่มีราคา เชน กรด
บิวทิริก กรดแลคติก กรดอะซิติก 
ฯลฯ เปนผลพลอยได 
4.  เทคโนโลยกีารหมกัเปนทีรู่จัก
และควบคุมได 

1.  มีสัดสวนของกาซไฮโดรเจนนอย 
2.  มีกาซคารบอนไดออกไซดผสม 
3.  ของเหลวทีไ่ดจากการหมัก ตองมี
กระบวนการบาํบัดกอนการกําจัด 
มิฉะนัน้จะเปนการเพิ่มปญหามลพิษ
ทางน้าํ 
 

 
6.  การผลิตไฮโดรเจนของ  Anoxygenic  phototrophic  bacteria 

 
ขอไดเปรียบของการใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงในการผลิตกาซไฮโดรเจน  คือ 

 
ก.  กาซที่ผลิตไดมีองคประกอบของไฮโดรเจนสูงถึง 93-99 เปอรเซ็นต (He et al., 2005; 

Mahakhan et al., 2005; Chitradon et al., 2008; Eroglu et al., 2008; Tao et al., 2008) 
 

ข.  ประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปลงสับสเตรดไปเปนไฮโดรเจนทางทฤษฎีสูง โดยสามารถ
ใชสับสเตรดเปนแหลงใหอิเล็กตรอน สําหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน แลวมีกรดอินทรียเหลืออยู
ในระบบนอย ตางจากพวก Fermentative bacteria 

 
ค.  ไมมีกิจกรรมการสรางออกซิเจน ซึ่งเปนสาเหตุของปญหาการยับยัง้การผลิตไฮโดรเจน

และเปนอันตรายตอ fuel cell 
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ง.  สามารถใชสารอินทรียไดหลายชนิด รวมทั้งสารอินทรียที่ไดมาจากของเสีย และจึง
ใหผลพลอยไดในการบําบัดน้ําทิ้ง 

 
แบคทีเรียกลุม Anoxygenic phototrophic bacteria ประกอบดวย 3 กลุม คือ 1. Non-

sulfur purple bacteria ไดแก Family Athiorhodaceae และ Rhodospirillaceae 2. Sulfur 
purple bacteria ไดแก Family Chromatiaceae และ Thiorhodaceae และ 3. Green sulfur 
bacteria ไดแก Family Chlorobiaceae  

 
ต้ังแตป ค.ศ. 1979 กลุมวิจยัของ รศ.ดร.เลอลักษณ จิตรดอน ที่มี Prof. Hajime 

Takahashi มหาวิทยาลัยโตโฮกุ ประเทศญ่ีปุนเปนหวัหนาโครงการวจิยั รายงานการใชแบคทีเรีย
กลุม  Anoxygenic phototrophic bacteria ชนิด non-sulfur purple ในการผลิตไฮโดรเจน ซึง่เปน
กลุมหนึ่งของแบคทีเรียที่สังเคราะหแสงได โดยศึกษาในหลายแงมุมทัง้การคัดเลือกสายพันธุจาก 
ประเทศญ่ีปุน เกาหลี และไทย การหายใจ เอนไซมบางชนิดที่เกี่ยวของกับกลไกการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนและเทคโนโลยีการผลิต (Takahashi et al., 1979, 1980; Watanabe et al., 1980, 
1981; Kim et al., 1980, 1981, 1982; Okuda et al., 1981; Buranakarl et al., 1982, 1983)  
และตอเนื่องมาจนถึงปจจุบนัที ่รศ.ดร. เลอลักษณ เปนหัวหนาโครงการวิจัยที่ศึกษาถึงสรีรวทิยาที่
สําคัญหลายประการ ปจจัยที่เกีย่วของ เอนไซมวทิยา และการใชวัสดุทางการเกษตรและน้ําทิง้
ประเภทแปงเปนวัตถุดิบในการผลิต รวมถึงการออกแบบถังผลิตไฮโดรเจน (photobioreactor) ให
เหมาะสมกับสรีรวิทยา และกลไกของเซลลที่ทาํใหสามารถผลิตกาซไฮโดรเจนบริสุทธิ์ไดในปริมาณ
สูง (เลขที่คําขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐที่ 0801002594 วันที่ 23 พฤษภาคม พ.ศ. 2551 และ
เลขที่ 1001000317 วันที ่26 กุมภาพันธ พ.ศ. 2553) (Ngmjarearnwong et al., 2003, 2004; 
Mahakhan et al., 2005; Chitradon et al., 2008; Dechprae et al., 2009, 2010a, 2010b; 
Channarong et al., 2010) กลุมนกัวทิยาศาสตรอ่ืนๆ ที่ไดมีการศึกษาวิจัยการผลิตไฮโดรเจนดวย
แบคทีเรีย non-sulfur purple phototroph เชน Zhu et al. (1999); Yetis et al. (2000); Eroglu et 
al. (2004, 2006, 2008); Tao et al. (2008); Liu et al. (2009a, 2009b); Melniki et al. (2009); 
Kars and Gunduz, (2010) 

 
สมการแสดงกระบวนทางชีวเคมีโดยรวมสําหรับกระบวนการที่ใชแสงในการผลิต

ไฮโดรเจนในเซลลของแบคทีเรีย phototroph จะเห็นวาอาศัยสาร Ferredoxin และเอนไซมไนโตร
จีเนส ดังสมการที่ 1 (Das and Veziroglu, 2001) 
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(CH2O)2  Ferredoxin  Nitrogenase        H2 + CO2 (1) 
                                   
                                ATP                         ATP 
 

เมแทบอลิซึมของแบคทีเรีย non-sulfur purple phototroph ภายใตสภาวะที่มีแสงและไร
ออกซิเจน แสงจะไปกระตุนแบคเทอริโอคลอโรฟลลใหปลดปลอยอิเล็กตรอนเพื่อไปสรางสารให
พลังงานสูง (ATP) ทําใหไดกาซไฮโดรเจนเปนผลิตภัณฑหลัก แตภายใตสภาวะที่ไมมีแสง
แบคทีเรียจะเจริญโดยเมแทบอลิซึมที่ตางไปคือ ไดพลังงานจากกระบวนการ TCA cycle เอนไซมที่
สําคัญในการคะตะไลสกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียกลุมนี้ คือ เอนไซมไนโตรจีเนส 
(nitrogenase) ในทางตรงกนัขามเอนไซมไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส (Hydrogen uptake 
hydrogenase) จะมีกิจกรรมที่จะดึงไฮโดรเจนกลับไปใชในเซลล ซึง่พบในแบคทีเรียสังเคราะหแสง
หลายชนิด (Asada and Miyake, 1999)  

 
ปจจุบันพบวา แบคทีเรียสังเคราะหแสง กลุม purple non sulfur phototroph สามารถใช

สารอินทรียเปนแหลงใหอิเล็กตรอน ในการเกิดกาซไฮโดรเจนได ภายใตสภาวะทีม่ีแสงและไมมี
ออกซิเจน แตอาจเปนบรรยากาศของไนโตรเจนหรืออารกอน สมการที่ 2 แสดงสมดุลของการ 
oxidize สารประกอบอินทรีย แลวใหกาซไฮโดรเจนและคารบอนไดออกไซดโดย non-sulfur 
purple phototroph (Koku et al., 2002) 

 
CxHyOz      +     (2x-z)H2O  (y/2+2x-z)H2  +    xCO2  (2) 

 
กลุมผูวิจยัไดคัดเลือกแบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus สายพันธุ SB24 ซึ่งเปน

แบคทีเรียในกลุม purple non-sulfur phototroph ที่ไมมีเม็ดซัลเฟอรอยูในเซลล และมีรงควัตถุ
สามารถสังเคราะหแสงได และเปนสายพันธุที่ทนรอน และเจริญไดดีโดยไมใชออกซิเจน 
(thermotolerant anoxygenic purple non-sulfur phototrophic bacteria) จากการตรวจสอบ
คุณสมบัติทางสัณฐานวิทยา ชีวเคม ีและลําดับเบสบนยนี16S rDNA จัดจําแนกไดวาอยูใน beta 
subclass (Ngmjarearnwong et al., 2003, 2004; Mahakhan et al., 2005) มีความแตกตาง
จากแบคทีเรียในยีนัส Rhodobacter sp. และ Rhodopseudomonas sp. ที่มีการศึกษากันมาก
ในเร่ืองการผลิตไฮโดรเจนท่ีจัดอยูในกลุม alfa subclass (Sasikala et al., 1992, 1995; Barbosa 
et al., 2001; Boone et al., 2001; Koku et al., 2002, 2003; Eroglu et al., 2004, 2006, 2008; 
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He et al., 2005; Ozturk et al., 2006; Kars et al., 2006, 2008; Li et al., 2008)  ในป พ.ศ. 
2547 คณะผูวิจัยไดศึกษาความสามารถในการใชกรดอินทรีย หรือสารอินทรียเปนแหลงคารบอน
และแหลงใหอิเล็กตรอนของแบคทีเรียสังเคราะหแสง พบวา สายพนัธุ SB24 สามารถใช 
โซเดียมอะซิเตด (sodium acetate) ไพรูเวด (pyruvate) แลคเตด (lactate) มาเลด (malate) ซัค
ซิเนด (succinate) แอสปารเตด (aspartate) กลูตาเมด (glutamate) กลูโคส (glucose) และฟรุก
โตส (fructose) เปนแหลงอิเล็กตรอนได และยังสามารถผลิตเอนไซมอะไมโลไลติกทีส่ามารถยอย
แปงดิบไดดวย (จินตนา, 2543; Ngmjarearnwong et al., 2003, 2004; Mahakhan et al., 2005)  
นอกจากนีย้ังสามารถยอยแปงดิบได ไดแก แปงมนัสําปะหลัง แปงขาวเจา แปงขาวเหนียว แปง
ขาวโพด และแปงถั่วเขียว Rubrivivax gelatinosus สายพันธุ SB24 สามารถใชแปงเปนแหลง
สําหรับใหอิเล็กตรอน เพื่อการผลิตไฮโดรเจนไดโดยไมจาํเปนตองทาํใหแปงสุก (gelatinized) กอน 
(Chitradon et al., 2008) และใหกาซไฮโดรเจนในอัตราผลิตสูงเมื่อเทียบกับรายงานใน
ตางประเทศคือ อยูในชวง 30-45 มล./ลิตร/ชม. ในถงัผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร  จากคุณลักษณะ
ที่สามารถใชแปงไดหลายชนดิเปนแหลงใหอิเล็กตรอน ดังนัน้อีกทางเลือกหนึ่งคือ การใชน้ําทิง้
ประเภทแปง เพื่อเปนการลดตนทนุการผลิตพลังงานไฮโดรเจน มีรายงานการใชน้าํทิง้และวัสดุ
เหลือทิง้ทางการเกษตรผลิตไฮโดรเจน เชน Sasikala et al. (1992); Yigit et al. (1999); Eroglu et 
al. (2004, 2006, 2008)  
 

6.1  กระบวนการที่เกี่ยวของกับการผลิตไฮโดรเจนของ Anoxygenic phototrophic 
bacteria 
 

Anoxygenic purple non-sulfur phototrophic bacteria โดยเฉพาะสายพนัธุ 
Rhodobacter sp. และ Rhodopseudomonas sp.เปนสายพนัธุที่ศึกษาการผลิตไฮโดรเจน และ
ปจจัยตางๆ ทีเ่กี่ยวของกับการผลิตไฮโดรเจนกันมาก สวน Rubrivivax gelatinosus ยังมี
การศึกษานอยอยู กลไกการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียกลุมนี้เกิดในสภาวะไมมีออกซิเจน และมี
แสง โดยเจริญแบบ photoheterotroph โดยใชสารอินทรียเปนสับสเตรดไดหลายชนดิ แลวผลิต
กรดอินทรียข้ึน สุดทายกรดอินทรียนั้นก็สามารถถูกใชตอไปและถูกเปลี่ยนไปเปนกาซไฮโดรเจน 
ดังนัน้พลังงานที่ไดจากแสงไมไดนํามาจากการออกซิไดซน้ํา (Eroglu et al.,  2004, 2008; Tao et 
al., 2008; Redwood et al., 2009)  

 
6.1.1  กระบวนการสงัเคราะหแสง (Prescott et al., 1999) 
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กระบวนการสงัเคราะหแสงทําหนาทีเ่ปล่ียนพลังงานแสงเปนพลังงานพันธะ
เคมี โดยเฉพาะอยางยิง่ adenosine triphosphate (ATP) โดยที ่ATP ที่สรางข้ึนจะใชในการสราง
องคประกอบของเซลล  กระบวนการสงัเคราะหแสงของ Anoxygenic phototrophic bacteria ทุก
ชนิดไมไดออกซิเจน และเปน Cyclic photophosphorylation ซึ่งแตกตางจากปฏิกิริยาทีเ่กิดในที่มี
แสงหรือปฏิกิริยาที่ใชแสง (light reaction) ของพืชหรือไซยาโนแบคทีเรียจะเกิดกระบวนการ Non-
cyclic photophosphorylation  ในปฏิกิริยา light reaction ของแบคทีเรีย non-sulfur purple จะ
ใชสารประกอบอินทรีย และแบคทีเรียกลุม sulfur purple หรือ sulfur green จะใชสารประกอบ 
อนินทรียชนิดอ่ืนๆ ที่ไมใชน้าํ เชน ไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตัวรีดิวซหรือแหลงใหอิเล็กตรอน ได
พลังงาน ATP และโคเอนไซม (Coenzyme) ในรูปรีดิวซ  โดยแสงจะทาํหนาที่กระตุน (excitation) 
แบคเทอริโอคลอโรฟลล (bacteriochlorophyll) และปลดปลอยอิเล็กตรอนออกมาแลวจะขนถาย
อิเล็กตรอนผาน carrier system ควบคูไปกับการสราง ATP และเซลลจะนาํเอา ATP และโค
เอนไซมในรูปรีดิวซที่เกิดข้ึนมาใชเปนแหลงพลังงาน และเปนตัวรวมกบัเอนไซมในการสังเคราะห
สารตางๆ ที่เปนสวนประกอบของเซลล แบคทีเรียสังเคราะหแสงพวก sulfur green หรือ sulfur 
purple bacteria จะใชคารบอนไดออกไซดเปนแหลงคารบอนและไฮโดรเจนซัลไฟด หรือ
สารประกอบอนินทรียชนิดตางๆ เปนแหลงใหอิเล็กตรอน สําหรับแบคทีเรียพวก non-sulfur purple 
bacteria ซึ่งเปน photoheterotroph จะใชสารอินทรียเปนแหลงคารบอนและกรดอินทรียเปนแหลง
ใหอิเล็กตรอน  และสามารถใชไฮโดรเจนเปน reductant ได สวนใหญแบคทีเรียกลุมนี้จะไม
สามารถ oxidize ซัลไฟด (S2-) ได แต oxidize ซัลไฟท (SO3

2-) หรือ thiosulfate (S2O3
2-) ได 

purple non sulfur bacteria กลุมนีจ้ัดเปน heterotroph สามารถใชแหลงคารบอนที่หลากหลาย  
มีเมแทบอลิซมึของกระบวนการหายใจ (respiratory metabolism) ไดในสภาวะไมมีแสงและไมมี
ออกซิเจน แตใชสารอนินทรียเปนตัวรับอิเล็กตรอน และสามารถเจริญไดในสภาวะทีม่ีออกซิเจนแต
ไมมีแสง  และในสภาวะ strictly anaerobes ที่คา redox potential ตํ่ากวา -300 mV แบคทีเรีย 
non-sulfur purple จะเจริญไดในสภาวะที่มีอุณหภูมสูิงข้ึนถงึ 45 องศาเซลเซยีส ไดอีกดวย 
(Buranakarl et al., 1986a)  

 
ปฏิกิริยาที่ตองใชแสง (light reaction) ของกลุม anoxygenic phototrophic 

bacteria ตางจากไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) และพืชสรุปได ดังตารางที ่3 แบคทีเรีย 
purple และ green phototroph มีรงควัตถุชนิดแบคเทอริโอคลอโรฟลล (bacteriochlorophyll) ที่
ตางชนิดกับคลอโรฟลล (chlorophyll) ที่พบในพืชและไซยาโนแบคทีเรีย กลาวคือมีโครงสรางที่
แตกตางกนั (Kim and Gadd, 2008) ดังภาพที ่2  โครงสรางหลักของคลอโรฟลดและแบคเทอริโอ
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คลอโรฟลลจะประกอบดวยอนุพนัธของ pyrole 4 วง เชือ่มกันดวยพนัธะโควาเลนดของ
แมกนีเซยีม บริเวณ side chain ที่แตกตางกันจะสงผลใหแบงชนิดเปนหลายชนิด ทาํใหมี
คุณสมบัติในการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืนที่แตกตางกัน นอกจากนีแ้บคทีเรีย phototroph ยังมี
แคโรทีนอยด (carotenoid) เปนรงควัตถุอีกชนิดอยูดวย และในกลุม purple phototroph จะมี
ปริมาณมากจนเหน็เซลลเปนสีแดง carotenoid จะดูดซึมพลังงานแสง  และสงตอไปยังแบคเทอริ
โอคลอโรฟลล  

 
แบคเทอริโอคลอโรฟลลเอ และบีของ green และ purple phototrophic 

bacteria  ที่ละลายในสารละลายอีเทอร สามารถดูดกลืนแสงสูงสุดทีค่วามยาวคล่ืน 775 และ 790 
นาโนเมตร ตามลําดับ สวนแบคเทอริโอคลอโรฟลลเอในเซลล มีคาการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความ
ยาวคล่ืนสูงกวาคือเทากับ 830-890 นาโนเมตร และแบคเทอริโอคลอโรฟลลบี มีคาการดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ความยาวคล่ืน 1020-1040 นาโนเมตร 
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Chlorophyll a       Bacteriochlorophyll a 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี 2  แสดงโครงสรางของ Chlorophyll a และ Bacteriochlorophyll a 
 
ที่มา:  Wikipedia, the free cyclopedia.  (2011a, 2011b) 
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ตารางที่ 3  เปรียบเทียบการสังเคราะหแสงของ phototrophic bacteria กับ cyanobacteria และ 
พืช 

 
คุณสมบัติ Green และ 

purple 
phototrophic 

bacteria 

ไซยาโน
แบคทีเรีย 

พืช 

1.  รงควัตถุที่ใชใกระบวนการ
สังเคราะหแสง (Photosynthetic 
pigment) 

แบคเทอริโอ-
คลอโรฟลล 

คลอโรฟลล  คลอโรฟลล 

2. การมี Photosystem II ไมมี มี มี 

3.  จัดเปน Photophosphorylation        
แบบ 

Cyclic 
 

Non-cyclic 
 

Non-cyclic 

4.  แหลงใหอิเล็กตรอนสําหรับ
กระบวนการสงัเคราะหแสง 
(Photosynthetic electron donors) 

ไฮโดรเจน, 
ไฮโดรเจนซัลไฟด, 
ซัลเฟอร, 
สารอินทรีย 

น้ํา น้ํา 

5.  รูปแบบการผลิตไฮโดรเจน (H2 
production pattern) 

Anoxygenic Oxygenic* Oxygenic 

6.  แหลงคารบอน (Carbon source) สารประกอบ
อินทรีย และ/หรือ 
คารบอนได 
ออกไซด 

คารบอนได 
ออกไซด 

คารบอนได 
ออกไซด 

 
หมายเหตุ  *ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดมกีระบวนการสงัเคราะหแสงแบบ Anoxygenic เชน 

Oscillatoria ที่สามารถใชไฮโดรเจนซัลไฟดเปนตัวใหอิเล็กตรอนแทนน้ําได 
 
ที่มา:  Prescott et al. (1999) 
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ขอแตกตางของแบคทีเรียสังเคราะหแสง green และ purple phototroph 
เมื่อเทียบกับพชืและไซยาโนแบคทีเรีย คือการสังเคราะหแสงของแบคทีเรียสังเคราะหแสงเปนแบบ 
cyclic ไมมี photosystem II ทําใหแบคทีเรียเหลานี้ไมสามารถใชน้ําเปนแหลงใหอิเล็กตรอน จงึไม
สามารถผลิตออกซิเจนในการสังเคราะหแสง แบคทีเรีย purple และ green sulfur phototroph 
เกือบทุกชนิดเปน strictly anaerobe รูปแบบการถายเทอิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะหแสง 
(photosynthetic electron transport chain) ดังแสดงดังภาพที ่3 เมื่อไดรับแสง reaction center 
P870 ถูกกระตุน (excite) จะใหอิเล็กตรอนสงไปยงั แบคเทอริโอฟอโรไฟติน (BPh) และเคลื่อนที่
ตอไปยังคิวโนน (Quinone) และสงผานหวงโซการขนยายอิเล็กตรอนกลับไปยัง P870 ผาน 
cytochrome b และ cytochrome C1 ขณะที่ผลักดันใหเกิดการสราง ATP และเกดิ reverse 
reaction flow ให NAD+  

 
ในการสราง NADH และ NADPH ของ green และ purple bacteria ตองใช

แหลงใหอิเล็กตรอนประเภทไฮโดรเจน ไฮโดรเจนซัลไฟด element sulfur และสารประกอบอินทรีย 
สารเหลานี้มีคาความตางศักยมาก (redox potential) ซึ่งมากกวาน้าํจึงเปนแหลงใหอิเล็กตรอนที่ดี 
(Prescott et al., 1999) purple bacteria ไมไดผลิต NADH โดยตรงในปฏิกิริยาใชแสง แตใชแรง 
proton motive force ที่จะเปล่ียนเสนทางของอิเล็กตรอนใน electron transport chain และยาย
อิเล็กตรอนเหลานัน้จากสารประกอบอนนิทรียหรือกรดอินทรียที่เปนแหลงใหอิเล็กตรอนสงไปยัง 
NAD+ สวน green bacteria สามารถรีดิวซ NAD+ ไดโดยตรงระหวางปฏิกิริยาใชแสง (Kim and 
Gadd, 2008)  
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ภาพท่ี 3  ระบบการขนสงอิเล็กตรอนในสภาวะมีแสงของ purple non sulfur  phototroph ชนิด 
 Rhodobacter sphaeroides 
 
ที่มา: Prescott et al., (1999) 

 
สรุปไดวากระบวนการสังเคราะหแสงของแบคทีเรีย ใชพลังงานแสงทาํใหอิเล็กตรอน

ถูกขนสง  สาร high energy substance ที่ไดในแบคทีเรียแตละชนิดจะแตกตางกนั  เชน 
Rhodospirillum rubrum ไดเฉพาะ NADH + H+  ขณะที ่Rhodopseudomonas sp. ได ATP  
และ NADH + H+ 

 
6.1.2  กระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 
หลังจากที่พบแบคทีเรีย Azotobacter เปนพวกตรึงไนโตรเจนประมาณ 50 ป 

Lindstrom et al. (1949) ไดพิสูจนวา Rhodospirillum rubrum  เปนแบคทีเรียสังเคราะหแสงสาย
พันธุแรกพบวาตรึงไนโตรเจน และตอมาจึงพบใน Rhodopseudomonas sphaeroides, Rp.  
capsulatus, Rp. palustris, Chromatium sp. และ Chlorobium limicola f. thiosulfatophilum  
(Lindstrom et al.,1949) 

 
จากการศึกษาสรีรวิทยาของแบคทีเรียสังเคราะหแสง พบวาแบคทีเรียจะตรึง

ไนโตรเจนได ภายใตสภาวะไมมีออกซิเจนและมีแสง (Lindstrom et al., 1949; Yoch, 1978) 
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ในการทดลองใหแสงสลับกบัไมใหแสงพบวา Rs. rubrum  และ 
Chromatium sp. ตรึงไนโตรเจนตํ่าอยางมนีัยสําคัญในสภาวะไมมีแสง และไมมีออกซิเจน เมื่อ
หยุดใหแสงกับ Chromatium vinosum สายพนัธุ D พบวาแบคทีเรียไมไดหยุดตรึงไนโตรเจน
ในทนัท ีแตยังคงกิจกรรมตอไปไดอีก 30 นาท ีจากการศึกษาใน Rs. rubrum แสดงวาเมื่อหยุดให
แสงระยะแรกกระบวนการตรึงไนโตรเจนจะยังสามารถใชสารตัวกลาง (intermediate) ที่ไดจาก
กระบวนการสงัเคราะหแสงเดิมตอไปได และเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันสารอินทรียที่เปนสับสเตรด 
ไดพลังงานและสารตั้งตนไปใชในกระบวนการตรึงไนโตรเจน (Yoch, 1978)  
 

เอนไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase) คือเอนไซมที่สําคัญที่คะตะไลส
กระบวนการตรึงไนโตรเจน (Yoch, 1978)  เชน เอนไซมไนโตรจีเนสของ Azotobacter 
chroococcum ประกอบดวย โปรตีน 2 subunit คือ subunit แรกเปนโปรตีนที่มธีาตุเหล็กเปน
องคประกอบเรียก Fe-protein และ subunit ที่สองเปนโปรตีนที่มีธาตุเหล็กและโมลิดินั่มเปน
องคประกอบเรียก Mo-Fe protein (Robson, 1978) 

 
ปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนคือ โปรตีน subunit Fe-protein จะรับอิเล็กตรอนจาก 

reduced ferredoxin ไปเปน reduced Fe-protein ตอจากนั้น reduced Fe-protein จะจับ ATP 
และผลักดันอิเล็กตรอนใหกบัโปรตีน subunit ที่สอง คือ Mo-Fe protein ซึ่งจะทาํหนาที่รีดิวซ
โมเลกุลของไนโตรเจน (NΞN) ไปเปน HN=NH แลว HN=NH จะถูกรีดิวซไปเปน H2N-NH2 และ
รีดิวซตอไปไดเปน NH3 (Deacan, 2009) แอมโมเนยีที่สังเคราะหไดจะเขาสู Anabolism 
สังเคราะหกรดอะมิโน และกรดนิวคลีอิกเปนสวนใหญ ดังภาพที่ 4 
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ภาพท่ี 4  ปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจน (N2- fixation)  
 
ที่มา: Deacan (2009) 
 

แหลงของอิเล็กตรอนที่ใชไดมาจากเฟอรีดอกซินในรูปรีดิวซ (reduced  
ferredoxin) หรือฟลาโวโปรตีนในรูปรีดิวซ (reduced flavoprotein) ข้ึนอยูกับชนิดของแบคทีเรีย 
โดยอิเล็กตรอนถูกผลิตข้ึนโดยกระบวนการสังเคราะหแสง (photosynthesis) การหายใจ
(respiration) หรือกระบวนการหมัก (fermentation) ข้ึนอยูกับชนิดของจุลินทรีย (Deacan, 2009) 
 

อิเล็กตรอนที่ใชในการตรึงไนโตรเจน 1 โมเลกุล ดังแสดงสมการที ่3 (Oelze 
and Klein, 1996) 

 
N2 + 8H+

 + 8e-  + 16ATP  2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi        (3) 
 

Rs. rubrum สามารถรีดิวซไซยาไนด (CN-) เอไซด (-N3) และไอโซไซยาไนด 
(-NΞC) ไดดีพอๆกับไนโตรเจน อะซิทิลีน และโปรตรอน ดวยการคะตะไลสของเอนไซมไนโตรจีเนส 
ดังสมการ 4-7 นัน้สารดังกลาวจงึเปนตัวยบัยั้งการตรึงไนโตรเจน 

 

      N3
-                    2e -                   NH4

+   +  N2    (4) 

      N2O                   2e –                 H2O  +  N2    (5) 
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      HCN          6e -  or  4e-       CH4    +  NH4
+  or CH3 + NH2    (6) 

 

      C2H2              
         2e -                C2H4     (7) 

 
นอกจากนี ้โปรตรอน (H+) กส็ามารถถูกรีดิวซไปเปนไฮโดรเจนไดจาก

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยใช ATP ดังสมการที ่8 (Koku et al., 2002) 
 

2H+ + 2e- + 4ATP      H2 + 4ADP + 4Pi   (8) 
 

6.1.3  ไฮโดรเจนเมแทบอลิซึม (hydrogen metabolism) (Yoch, 1978) 
ไฮโดรเจนเมแทบอลิซึมม ี2 แบบ คือ 
 

ก.  การผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมีแสง (Photoevolution of Hydrogen)  
 

ในแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม non-sulfur purple จะเกิดกระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมีแสง (Photoevolution of Hydrogen) โดยกิจกรรมของเอนไซมไนโตร
จีเนสเปนหลัก จากรายงานของ Gest and Kamen (1949) กลาววา NH4

+ จะยับยัง้การสังเคราะห
ไฮโดรเจนในสภาวะมีแสง (photoevolution of H2) ในแบคทีเรียสังเคราะหแสงสายพันธุ Rs. 
rubrum เชนเดียวกับกลุมแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation bacteria) จากขอสังเกตนี้ 
แสดงใหเหน็ความสัมพนัธระหวางเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนกับการตรึงไนโตรเจน 

 
การผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่เกิดในสภาวะที่มีแสงน้ัน 

อาศัยพลังงาน ATP และอิเล็กตรอนนัน่คือ reducing power หรือ low potential reductant ที่ได
จากกระบวนการสังเคราะหแสง light reaction (Yoch, 1978) เชน Rhodopseudomonas  
palustris ผลิตไฮโดรเจนปริมาณมากเมื่ออยูในสภาวะไรออกซิเจน และมีแสง โดยมีสารประกอบ
อินทรียเปนแหลงใหอิเล็กตรอน  พบวาเมื่อเพาะเล้ียง R. palustris ในทีม่ีแสง กิจกรรมของเอนไซม
ไนโตรจีเนสในเซลลของแบคทีเรียสอดคลองกับการผลิตไฮโดรเจน ดังนัน้การผลิตกาซไฮโดรเจนที่
ตองการพลังงาน ATP (ATP+dependent H2  evolution) เปนปฏิกิริยารีดักช่ัน (reduction) ของ
โปรตรอนดวยกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส ไมเกี่ยวของกับเอนไซมไฮโดรจีเนส (Kim et al., 
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1980) และ Rhodopseudomonas sphaeroides B5 และ R. gelatinous T-20 จะผลิตกาซ
ไฮโดรเจนไดสูงข้ึนมาก และที่อุณหภูมิสูงข้ึนถงึ 45 องศาเซลเซียส เมื่ออยูในสภาวะ strictly 
anaerobe และมีแสง และมคีา Redox potential ตํ่าระดับ -300 mV (Buranakarl et al., 1986a) 
ภาพที ่5 แสดงกระบวนการที่เกีย่วของกับการผลิตไฮโดรเจนของ purple non sulfur bacteria  
(Kars and Gunduz et al., 2010) เร่ิมต้ังแตเกิดกระบวนการสังเคราะหแสง โดยแสงจะกระตุนให
แบคเทอริโอฟลลเกิดการแตกตัวของอิเล็กตรอน แลวขนถายของอิเล็กตรอนผานตัวขนสง
อิเล็กตรอน ทาํใหได ATP เมื่อเกิดสภาวะที่มี reducing power มากเกินพอ เซลลจะนําโปรตรอน
และอิเล็กตรอนที่ไดจากการสังเคราะหแสงไปใชผลิตไฮโดรเจน หรือนําไปในกระบวนการอ่ืนๆ เชน 
carbondioxide reduction และ PHB production ข้ึนอยูกับสภาวะและสายพันธุของแบคทีเรีย
และไฮโดรเจนท่ีไดอาจเปลี่ยนกลับไปเปนโปรตรอนและอิเล็กตรอนไดอีกดวยโดยกระบวน 
hydrogen uptake ของเอนไซมไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส (Hup hydrogenase) 
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ภาพท่ี 5  กระบวนการที่เกีย่วของกับไฮโดรเจนของ purple non sulfur bacteria (PNS) 
 
ที่มา: Kars and Gunduz (2010) 
 

ข.  การผลิตไฮโดรเจนในกระบวนการหมักในสภาวะไมมีแสง จากกิจกรรม
ของไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส (Dark fermentative hydrogen evolution) 
 

ไฮโดรเจนสามารถถูกดึงกลับเขาไปใชในเซลลหรืออาจถกูสรางข้ึนโดย
เอนไซมไฮโดรจีเนส ซึง่จะถูกยับยั้งอยางรุนแรงดวยคารบอนมอนอกไซด การเกิด hydrogen 
evolution ในสภาวะไมมีแสง สวนใหญรายงานวาพบในแบคทีเรีย heterotroph หลายชนิด และ 
sulfur bacteria ซึ่งเปนเมแทบอลิซึมของการยอยสลายสารประกอบอินทรีย เชน ฟอรเมด 
(formate) กลูโคส (glucose) กลีเซอรอล (glycerol) กลีเซอโรฟอสเฟต (glycerophosphate)  
และไพรูเวด (pyruvate)  ปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรเจนจากการหมักจากสับสเตรดเหลานี้ไมถกูยับยั้ง
โดย NO2

-, NO3
- หรือ NH4

+เหมือนกับกระบวนการตรึงไนโตรเจนหรือการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมี
แสง เนื่องจากไมไดเกิดจากกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส แตเปนกิจกรรมของเอนไซมในกลุม
ไฮโดรจีเนส เชน formate hydrogenlyase (FHL) (Yoch, 1978) 

 

- 

- 



 

 

35 

มีรายงานการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรีย non-sulfur purple ชนดิ  
Rhodospirillum rubrum ในสภาวะไมมีแสงและไมมีออกซิเจน เชนกัน แบคทีเรียใชโซเดียมฟอร
เมดเปนสับสเตรด และพบวากาซคารบอนมอนอกไซด (CO) สามารถยับยั้งการยอยสลายฟอรเมด
ได อยางสมบูรณ การยอยสลายฟอรเมดนีเ้กิดจากกิจกรรมของเอนไซม formate hydrogenlyase 
โดยที่ไมตองการพลังงาน ATP คลายกับกระบวนการของจุลินทรียกลุม anaerobe heterotrophic 
ในทางตรงกันขาม การผลิตไฮโดรเจนของ Rs. rubrum ในสภาวะมีแสงและไมมีออกซิเจน กาซ 
CO ไมมีผลตอไฮโดรเจนเมแทบอลิซึมแบบที่เกิดจากกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส ซึ่งเปน
ปฏิกิริยาที่ตองการ ATP (Thauer et al., 1972; Voelskow and Schon, 1980) 

 
อยางไรก็ตาม จากการศึกษาของ Kim et al. (1980) พบวา กิจกรรมของ

เอนไซมไฮโดรจีเนสของ Rhodopseudomonas palustris ไมสัมพนัธกับการสรางกาซไฮโดรเจน 
แตการสรางกาซไฮโดรเจนมคีวามสัมพันธไปในทิศทางเดียวกนักับกจิกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส  
ในทางตรงขามในแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม purple non sulfur มีเอนไซมไฮโดรจีเนสชนิดทีท่าํ
หนาทีน่ําไฮโดรเจนที่เกิดจากกระบวนการ hydrogen evolution กลับเขาไปในเซลล (hydrogen 
uptake) ทําใหไมเกิดการปลดปลอยโมเลกุลของกาซออกมานอกเซลล (Kars et al., 2008; Kars 
and Gunduz, 2010) จึงเปนสาเหตุใหไดปริมาณกาซไฮโดรเจนนอย เอนไซมชนิดนี้เรียก 
hydrogen uptake hydrogenase ซึ่งตางจากเอนไซม hydrogenase ในแบคทีเรีย heterotroph มี
รายงานเกี่ยวกับการปรับปรุงสายพนัธุของแบคทีเรีย non-sulfur purple ใหเปนสายพันธุกลายทีม่ี
กิจกรรมของเอนไซมไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนสตํ่าลงหรือไมเกดิกิจกรรม หรือ hup- mutant  ซึ่ง
ทําใหไดสายพนัธุกลายที่ผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวาแบคทีเรียสายพนัธุด้ังเดิม (wild type) 
(Buranakarl et al.,1982, Kern et al., 1994; Kars and Gunduz, 2010) 
 
7.  ปจจยัที่มผีลตอกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบใชแสงของ Anoxygenic phototrophic 
bacteria 
 

ปจจัยทีม่ีผลตอกลไกการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะหแสง anoxygenic 
phototroph โดยเฉพาะ non-sulfur purple ไดแก  
 

7.1  ชนิดและความเขมขนของแหลงใหอิเล็กตรอนหรือแหลงคารบอน 
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Barbosa et al. (2001) รายงานแหลงคารบอน 4 ชนิด คือ แลคเตด (lactate) มาเลด 
(malate) บิวทเิรด (butyrate) และอะซิเตด (acetate) ตอการผลิตไฮโดรเจนของ
Rhodopseudomonas sp. และ R. palustris พบวาเมื่อใชอะซิเตด 50 มิลลิโมลาร (mM) 
Rhodopseudomonas sp. มีการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากับ 25 มล./ลิตร/ชม.  สวน R. 
palustris มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อใช malate 15 มิลลิโมลาร เทากับ 5.8 มล./ลิตร/ชม. 
เชนเดียวกับ Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ที่ใหอัตราการผลิตสูงสุด เทากับ 10 มล./ลิตร/
ชม. (4.6 โมลตอสับสเตรดที่ใชหนึง่โมล) เมื่อใช malate 15 มิลลิโมลาร (Eroglu et al., 2008)  

 
7.2  ชนิดและความเขมขนของแหลงไนโตรเจน 
 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมีแสงถูกยับยัง้โดยสมบูรณโดยแอมโมเนยี , 
yeast extract หรือ peptone ที่มีปริมาณสูง (Gest and Kamen,1949; Kim et al., 1980) หรือ
กรดอะมิโนเชน alanine และ serine แบคทีเรียจะใช (assimilation) สารประกอบขางตนเปนแหลง
ไนโตรเจนแลวปลดปลอย (mineralization) NH4

+ ออกมา ถามีมากจะยับยัง้กระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนแตควบคุมใหมีความเขมขนตํ่าและคงที่ในเซลลซัสเพนช่ันได กระบวนการผลิตไฮโดรเจน
ในสภาวะมีแสงยังคงเกิดข้ึนได (Ormerod et al., 1961)  

 
Sasikala et al. (1995) ศึกษาผลของการเปล่ียนความเขมขนของกลูตาเมดตอการ

ผลิตไฮโดรเจนของ Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ในอาหารที่ม ีmalate 30 มิลลิโมลาร 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส ความเขมแสง 2,400 ลักซ และเมื่อเปล่ียนแปลงความเขมขนของ 
กลูตาเมดทีเ่ปนแหลงไนโตรเจนระหวางชวง 2-11 มิลลิโมลาร แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนไดสูงแตเมือ่
เพิ่มความเขมขนของกลูตาเมดมากกวา 11 มิลลิโมลาร การผลิตไฮโดรเจนลดลง 

 
Li et al. (2008) ศึกษาผลของการเปลีย่นความเขมขนของแอมโมเนียมที่ใชเปนแหลง

ไนโตรเจนตอการผลิตไฮโดรเจนโดยตะกอนเช้ือผสมของแบคทีเรียกลุมสังเคราะหแสง ที่สวนใหญ
เปนสายพนัธุ Rhodobacter sp. พบวาความเขมขนที่เหมาะสม คือ 2 มิลลิโมลาร และเมื่อเพิม่
ความเขมขนเปน 10 มิลลิโมลาร แอมโมเนียมจะยับยัง้การผลิตไฮโดรเจน ทั้งนี้เพราะแอมโมเนียม
ยับยั้งกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสนั่นเอง 

 
7.3  กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสและไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส 
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ตารางที่ 4 แสดงสภาวะที่มอิีทธิพลตอเอนไซมไนโตรจีเนสกับการผลิตไฮโดรเจนของ
แบคทีเรียสังเคราะหแสง non-sulfur purple  
 

Ormerod and Gest (1962) กลาววาแอมโมเนยีมจะไปกดการสังเคราะห 
(biosynthesis repression) ของเอนไซมจาํเพาะที่จําเปนสําหรับการผลิตไฮโดรเจนในท่ีมีแสง ซึง่
อาจมีหนึง่ชนดิหรือมากกวา ในลักษณะของการยังยัง้แบบ feed back repression  Kim et al. 
(1980) พบวาการผลิตไฮโดรเจนของ Rs. palustris และกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนสถกูยับยัง้
โดยสมบูรณเมื่อเติมเกลือแอมโมเนยีมปริมาณ 5 มิลลิโมลาร แสดงประสิทธิภาพของอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจน เปนสัดสวนโดยตรงกับกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส แตไมมีความสัมพนัธกับ
เอนไซมไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส และพบวาสายพนัธุกลาย Nif - mutant ที่สูญหายกิจกรรม
ของเอนไซมไนโตรจีเนสจะไมสามารถผลิตไฮโดรเจนได 
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ตารางที่ 4  สภาวะที่มีผลตอกิจกรรมไนโตรจีเนสกับกลไกการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมีแสงของ
แบคทีเรียสังเคราะหแสง 

 
สภาวะ กระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนโดยใชแสง ใน
สภาวะไมมีออกซิเจน 

กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส 

1.  การมีแสง และมีสารให
อิเล็กตรอน 

ตองการทัง้สองชนิด ตองการแสง อิเล็กตรอน และ ATP 
ตัวใหอิเล็กตรอนตองมีสภาวะรีดิวซ 
เชน reduced ferredoxin 

2.  การมีแอมโมเนยีมมาก
เกินพอในอาหารสําหรับการ
เจริญ 

ยับยั้ง ยับยั้งการสังเคราะหเอนไซม 

3.  ระดับของแอมโมเนยีม
ตํ่ากวาสภาวะสมดุล 

ไมมีผลกระทบ ไมมีผลกระทบ (เอนไซมไนโตรจีเนส
ไมถูกยับยัง้ทีค่วามเขมขนของ
แอมโมเนยีมตํ่ากวา 10-6 M) 

4.  การมีออกซิเจน ยับยั้ง ยับยั้ง  
5.  สภาวะเจริญใน
บรรยากาศกาซไนโตรเจน 
และไมมีสารประกอบ
ไนโตรเจนอ่ืนแหลง  

เกิดกระบวนการ เกิดกิจกรรม 

6.  แหลงไนโตรเจนเปน
สารอินทรียกลูตาเมด 

เกิดกระบวนการ เกิดกิจกรรม 
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ตารางที่ 4  (ตอ) 
 

สภาวะ กระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนโดยใชแสง ใน
สภาวะไมมีออกซิเจน 

กิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส (การ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีข้ึนอยูกับ ATP) 

7.  เซลลยายจากอาหาร
ที่มีแอมโมเนียมไปใน
อาหารที ่
ไมมีแหลงไนโตรเจนแต 
ก.  เติมคลอแรมฟนิ
คอล  
ข.  เติมกลูตาเมด 
 

 
 
 
 
ก.  ยับยั้งการผลิต
ไฮโดรเจน 
ข.  กระตุนการผลิต
ไฮโดรเจน 

 
 
 
 
ก.  ยับยัง้การสังเคราะหเอนไซม 
 
ข. กระตุนการสังเคราะหเอนไซม 

8.  การมี
คารบอนมอนอกไซด 

ไมมีผลกระทบ ไมมีผลกระทบ 

9.  การมีโมลิบดินั่มใน
อาหารสําหรับการเจริญ 

จําเปน จําเปน  

10.  การมีสารยับยั้ง
กระบวนการฟอสโฟ
ริเรช่ัน 

ยับยั้ง ยับยั้ง เพราะกจิกรรมของเอนไซมไนโตร
จีเนสตองการ ATP 

 
ที่มา: Yoch (1978)  
 

Kern et al. (1992) รายงานถึงการศึกษาอิทธิพลของ chelating agent ชนิด 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) ตอกลไกการผลิตไฮโดรเจนวาสารดังกลาวมีผล
กระตุนการผลิตไฮโดรเจนใหเพิ่มข้ึน เนื่องจากไปยับยัง้การสังเคราะหของเอนไซมไฮโดรเจนฮัพเทค
ไฮโดรจีเนส (Hup hydrogenase) และเคลื่อนยาย (transfer) เฟอรัสไอออน ไปยงักระบวนการ
สังเคราะหเอนไซมไนโตรจีเนส (Koku et al., 2002) 
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Ozturk et al. (2006) ปรับปรุงสายพันธุ Rhodobacter capsulatus ของที่ยนีที่
เกี่ยวของกับไซโตโครม (cytochrome) ซึ่งทําหนาที่ขนสงอิเล็กตรอน และยีนที่เกีย่วของกับเอนไซม
ไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส พบวาเมื่อทาํใหยนีที่เกี่ยวกับไซโตโครม cytc2 หรือ cytcy ไม
แสดงออก สงผลการผลิตไฮโดรเจนลดลง 3-4 เทา แตสายพนัธุกลายที่ทาํใหยีนของเอนไซม
ไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนสไมแสดงออก มีการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน ซึ่งเหมือนกบัรายงานของ 
Kars et al. (2008) ที่พบวาสายพนัธุกลายที่ดัดแปลงพันธุกรรมของยนีสวน hupSL ของเอนไซม
ไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส ผลิตไฮโดรเจนเพิม่ข้ึน 20 เปอรเซ็นต เมือ่เทียบกบัสายพนัธุปกติ โดย
ที่การเจริญไมตางกนั 

 
7.4  การใหแสง ความเขมของแสง (light intensity) และความยาวคล่ืน (wavelength) 

ของแสง 
 

Uyar et al. (2007)  พบวา Rhodobacter sphaeroides O.U.001 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเพิ่มสูงข้ึน เมื่อเพิม่ความเขมแสง โดยอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดที่ความเขมแสง 
270 วัตตตอตารางเมตร แตเมื่อจํากัดชวงแสงอินฟราเรตใหอยูในชวงความยาวคล่ืน 750-950 นา
โนเมตร กลับสงผลใหลดการผลิตไฮโดรเจนลง 39 เปอรเซ็นต 

 
Koku et al. (2003)  ศึกษาผลของการผลิตไฮโดรเจนของ R. sphaeroides O.U.001  

เมื่อทดลองบมในสภาวะมแีสงสลับกับไมมีแสง (light-dark cycle) โดยใชแสงความเขมแสง 150-
250 วัตตตอตารางเมตรของพื้นผิวถงัผลิตไฮโดรเจนเปนเวลา 14 ชม. สลับกับสภาวะไมมีแสงจาก
หลอดไฟ 10 ชม. จุดประสงคเพื่อผลิตไฮโดรเจนของ non-sulfur purple phototroph นอก
หองปฏิบัติการ (outdoor) ทีใ่ชแสงจากแหลงธรรมชาติ ผลการทดลองพบวา แบคทีเรียเร่ิมผลิต
ไฮโดรเจนเวลาเดียวกันกับสภาวะมีแสงตลอด และกิจกรรมของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนและ
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกวาเมื่อบมในสภาวะที่มีแสงตลอด ทําใหไดปริมาณกาซไฮโดรเจน
มากกวา 
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7.5  พีเอช   
 

Sasikala et al. (1995) พบวาเมื่อใชพีเอชเร่ิมตน 7.5  R. sphaeroides O.U.001 
เร่ิมผลิตชวงกลาง log phase ซึ่งเร็วกวาการใชพีเอชเร่ิมตนที่ตํ่ากวา กลาวคือทีพ่ีเอช 6.5-7.0 
แบคทีเรียเร่ิมผลิตไฮโดรเจนชวงตน stationary phase สวนที่พีเอชเร่ิมตน 5.0-5.5 แบคทีเรียไม
เจริญ อยางไรก็ตามรายงานของ Li et al. (2008) รายงานการใชตะกอนเช้ือผสมแบคทีเรียกลุม
สังเคราะหแสง ที่สวนใหญเปน Rhodobacter sp. วาพีเอชเร่ิมตนที่เหมาะสมในการผลิต
ไฮโดรเจนคือ 8.5 ซึ่งเปนดางออน 
 

7.6  ความเขมขนของโลหะไอออน 
 

7.6.1  ความเขมขนของเหล็กไอออน (Ferrous ion) 
 

Kars et al. (2006) รายงานวา R. sphaeroides O.U.001 ผลิตไฮโดรเจน
ทั้งหมดในระยะเวลา 240 ชม. 1.14 ลิตร/ลิตร เมื่อใชเฟอริกซิเตรท ความเขมขน 0.1 มิลลิโมลาร  

 
Zhu et al. (2007) รายงานกับ R. sphaeroides DSM158 วาแบคทีเรียผลิต

ไฮโดรเจนสูงทีสุ่ด 2.3 ลิตร/ลิตร เมื่อความเขมขนของเฟอรัสไอออนเทากับ 2.4 มก./ลิตร หรือ
เฟอรัสซัลเฟต 11.8 มก./ลิตร แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเฟอรัสไอออนเปน 3.2 มก./ลิตร พบวา
การผลิตไฮโดรเจนลดลง  
 

7.6.2  ความเขมขนของโมลิบดินั่มไอออน (molybdenum ion) 
 

Kars et al. (2006) รายงานกับ R. sphaeroides O.U.001 วาเมื่อใชโซเดียม
โมลิบเดตความเขมขน 16.5 ไมโครโมลาร ใหปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมดสูงที่สุดเทากับ 0.84 ลิตร/
ลิตร ในระยะเวลา 168 ชม. 
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7.7  เชื้อเร่ิมตน (inoculum) 
 

Koku et al. (2003) เปรียบเทียบอายุของเชื้อเร่ิมตนทีม่ผีลตอการผลิตไฮโดรเจน 
ระหวาง exponential phase และ stationary phase ของ R. sphaeroides O.U.001 พบวาเมื่อ
ใชเชื้อเร่ิมตนในชวง exponential phase ใหกาซไฮโดรเจนทัง้หมดสูงกวา และใชเวลาผลิตนอย
กวา เมื่อใชเชือ้เร่ิมตนในชวง stationary phase  
 

7.8  ยีสตสกัดที่ใชเปนแหลงอาหาร 
 

Koku et al. (2003) พบวาการใสยีสตสกดัแทนวิตามิน เพื่อเพาะเล้ียง R. 
sphaeroides O.U.001 แบคทีเรียเจริญของไดเพิ่มข้ึน และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนจาก 
8.0 มล./ลิตร/ชม. เปน 12.0 มล./ลิตร/ชม. และพบวาชวง lag phase ของการผลิตไฮโดรเจนส้ันลง
จาก 27 ชม. เหลือเพยีง 13 ชม. 

 
7.9  กาซในเซลลซัสเพนช่ัน 

 
ชนิดของกาซในเซลลซัสเพนช่ันเปนอีกปจจัยหนึ่งที่มีผลตอกระบวนการผลิตกาซ 

ไฮโดรเจนในสภาวะมีแสง เมื่อกาซเปน ฮีเลียม ไฮโดรเจน หรืออารกอน มีผลใหการผลิตไฮโดรเจน
เกิดไดเร็วในสภาวะมีแสง (Yoch, 1978) 
 

น้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสาํปะหลงั 
 

มันสําปะหลัง เปนพชืที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย และเปนพืชอาหารที่
สําคัญในลําดับที่ 5 ของโลก รองจากขาวสาลี ขาวโพด ขาวเจา และมันฝร่ัง ภูมิภาคทีน่ิยมบริโภค
มันสําปะหลัง ไดแก แอฟริกา อเมริกาใต รวมทัง้เอเซียบางประเทศ เชน อินโดนีเซีย และอินเดีย   
ทั่วโลกผลิตมนัสําปะหลังใชเปนอาหารมนษุย 60 เปอรเซ็นต ทําอาหารสัตว 27.5 เปอรเซ็นต ที่
เหลือใชประโยชนอยางอ่ืน สําหรับประเทศไทยมันสําปะหลังเปนพืชเศรษฐกิจทีท่ํารายไดให
เกษตรกรมากเปนอันดับที่ 4 รองจากยางพารา ออย และขาว ประเทศไทยสงออกมนัสําปะหลัง
มากที่สุดในโลก แตใชบริโภคภายในประเทศนอย การสงออกมนัสําปะหลังของไทยจะแปรรูปเปน
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มันอัดเม็ด มนัเสน และแปงมัน ตลาดสําคัญของมันอัดเม็ดของไทย คือ สหภาพยุโรป ในขณะที่
ตลาดสําคัญของแปงมนัคือ ญ่ีปุน  (กรมวชิาการเกษตร, 2552) 

 
ในประเทศไทยมีการใชแปงมันสําปะหลังเปนวัตถุดิบหลักในหลายอุตสาหกรรม เชน การ

ผลิตผงชูรส (โมโนโซเดียมกลูตาเมด) กรดอะมิโนอ่ืนๆ ฟรุกโตสไซรับและเอทานอล  แปงมัน
สําปะหลังจงึเปนที่ตองการ และมีการผลิตสูงข้ึนเร่ือยๆ ภายหลังกรรมวิธีการผลิตแปงมันสําปะหลัง 
มีน้ําทิง้และของเหลือทิ้งจากแตละข้ันตอนของกระบวนการผลิตในปริมาณมาก น้ําทิ้งหรือของ
เหลือทิง้ยงัคงมี แปง กากมันสําปะหลัง  สารประกอบอินทรียตางๆ และไซยาไนดในปริมาณที่สูง 
(กรมวิชาการเกษตร, 2552) เฉพาะกากมนัสําปะหลังสวนเดียวก็มีแปงคงเหลือคางอยูถึง 50 
เปอรเซ็นต (Poonpairoj et al., 2011) สารอาหารที่ยงัคงเหลืออยูในน้าํทิง้ในปริมาณที่สูงนี้ ถา
ปลอยน้ําทิง้ลงสูส่ิงแวดลอมจะเปนสาเหตุใหเกิดมลพิษทางน้าํ หรืออากาศตามมา  ทาํใหน้ําทิ้ง
เปนปญหาของอุตสาหกรรมการผลิตแปงมันสําปะหลัง โดยเฉล่ียโรงงานที่มีกาํลังการผลิตขนาด 
200 ตันแปงตอวัน ผลิตปละ 200 วัน ในแตละวันจะมีประมาณน้าํทิง้สูงถึง 4,000 ลูกบาศกเมตร มี
การวิเคราะหองคประกอบของนํ้าทิ้งจากโรงงานผลิตกรดซิตริกจากแปงมันสําปะหลังของโรงงาน
เอเซียซิตริก จงัหวัดกาฬสินธุ ประเทศไทย มีคาซีโอดี (COD; Chemical Oxygen Demand) 
เทากับ 22.6 กรัม/ลิตร ปริมาณไนโตรเจน (total N) เทากับ 0.26 กรัม/ลิตร, ฟอสฟอรัส 
(phosphorous) เทากบั 54 มก./ลิตร และพีเอช 5.02 (ตารางที่ 5) (อรรณนพ, 2552; Reungsang 
et al., 2004) การบําบัดน้ําทิ้งสวนใหญจะใชบอเปดจํานวนมาก ทําใหเกิดกล่ินเหม็นรบกวน 
ชุมชนและพื้นที่ใกลเคียง ปจจุบันหลายโรงงาน เชน โรงงานชลเจริญ จ. ชลบุรี ไดนาํน้าํทิง้ไปผลิต
กาซชีวภาพหมุนเวียนกลับมาใชในโรงงาน กาซชีวภาพที่ไดเปนพลังงานทดแทนชนดิหนึง่ ที่มี
องคประกอบของกาซมเีทน (CH4) 50-70 เปอรเซ็นต คารบอนไดออกไซด (CO2) 25-35 เปอรเซ็นต 
ไนโตรเจน (N2) 2-5 เปอรเซ็นต ไฮโดรเจน (H2)1-5 เปอรเซ็นต และอ่ืนๆ เชน คารบอนมอนอกไซด 
(CO) และกาซไฮโดรเจนไดซัลไฟด (H2S) ซึ่งเมื่อนํามาใชเปนเช้ือเพลิง การเผาไหมยงัคงกอใหเกิด
กาซเรือนกระจก หากสามารถนําน้ําทิ้งมาผลิตเปนกาซไฮโดรเจนได จะไดเชื้อเพลิงสะอาดที่ให
พลังงานไดสูงกวาดวย  

 
ตารางที่ 5 แสดงองคประกอบของนํ้าทิง้บางประการจากโรงงานเอเซียซิตริก จังหวดั

กาฬสินธุ เปรียบเทยีบกับน้าํทิง้โรงงานในประเทศบราซิล ที่เรียกวา Manipueira (Nitschke and 
Pastore, 2003; Marostica and Pastore, 2007)  
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ตารางที่ 5  องคประกอบของนํ้าทิง้จากโรงงานแปงมันสําปะหลัง ของประเทศบราซิลและโรงงาน
เอเซียซิตริก จงัหวัดกาฬสินธุ ประเทศไทย 

 
ความเขมขน 

องคประกอบ รัฐเปาโล 
ประเทศบราซิล 

จังหวัดกาฬสินธุ  
ประเทศไทย 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solid; g/L) 60.0-62.0 - 
Chemical oxygen demand (COD; g/L) 53.4-60.0 22.6 
ปริมาณน้าํตาลทั้งหมด (g/L) 39.5-58.2 - 
Non-reducing sugars (g/L) 20.1-23.3 - 
Reducing sugars (g/L) 18.3-38.0 - 
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (g/L) 1.6-2.1 0.3 
ฟอสฟอรัส (mg/L) 83.3-369.0 54.00 
โพแทสเซียม (mg/L) 895.0-3640.0 - 
แคลเซียม (mg/L) 184.0-293.0 - 
แมกนีเซยีม (mg/L) 173.0-519.0 - 
ซัลเฟอร (mg/L) 38.0-154.0 - 
เหล็ก (mg/L) 2.7-8.0 - 
สังกะส ี(mg/L) 2.8-4.5 - 
แมงกานีส (mg/L) 1.5-3.5 - 
ทองแดง (mg/L) 0.8-1.1 - 
พีเอช 5.3-5.8 5.0 

  
ที่มา: รวบรวมจาก Nitschke and Pastore (2003); Reungsang et al. (2004); Marostica and  

Pastore (2007) 
 

ตัวอยางการนาํน้าํทิง้จากการสกัดแปงมันสําปะหลังไปใช เชน การผลิตกล่ินรสผลไมโดย 
Geotrichum fragrans  ที่ใชของเหลวที่ไดจากการสกัดหวัมัน (manipueira  or cassava flour 
wastewater) (Damasceno et al., 1999) การผลิตสารลดแรงตรึงผิวชีวภาพจากน้าํทิง้จากการ
สกัดแปง (manipueira ) ดวย Bacillus sp. (Nitschke and Pastore, 2003) และการผลิตกาซ
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ชีวภาพจาก manipueira  ดวยกระบวนการยอยสลายในสภาวะไรออกซิเจน (anaerobic 
digestor) (Paixao et al., 2000) เปนตน 
 

การที่จะนาํน้าํทิ้งจากโรงงานผลิตแปงมันสําปะหลังที่มีองคประกอบตางๆ ในปริมาณที่ไม
แนนอนมาใชยอมสงผลตอประสิทธิภาพกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ ดังนัน้อิทธิพลของ
ปจจัยตางๆ ทีม่ีผลตอการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียทีใ่ช คือ Rubrivivax gelatinosus SB24 จึง
จําเปนตองศึกษาและจะชวยใหผลิตไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ 
 

การหาสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชวิธพีืน้ผิวตอบสนอง  
 
 การหาสภาวะที่เหมาะสม (Optimization) เปนวิธีการทีใ่ชในการปรับปรุงการทํางานของ
ระบบหรือกระบวนการผลิตเพื่อใหไดประสิทธิภาพสูงสุด การวิจยัเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม 
(Optimization) ทําไดโดยหาทีละปจจัยขณะที่ควบคุมอิทธิพลของปจจัยอ่ืนใหคงที่เรียก one 
factor at a time หรือใชวิธทีางคณิตศาสตรสถิตินําปจจัยมากกวา 2 ปจจัยมาหาความสัมพนัธ 
เรียก multivariable statistics techniques ซึ่งนิยมกันมากข้ึนในปจจุบนั 
 

ขอจํากัดของวธิีการ one factor at a time คือ (1)  ไมสามารถหาผลกระทบรวมระหวาง
ปจจัยทีท่ําการศึกษาทัง้หมด (2)  ไมสามารถรับรองผลไดวาปจจัยที่ศึกษานั้นใหคาตอบสนองที่
เหมาะสมที่สุด และ(3)  จํานวนการทดลองที่ใชศึกษา ถาตองใหครบทุกปจจัยอยางมีความสัมพนัธ
กันหรือในทางสถิติเรียก full factorial method จะมีจาํนวนการทดลองมาก 
(Araujo and Brereton, 1996; Wang and Wan, 2009) 
 

วิธี Multivariate Statistic Techniques สามารถนํามาใชหาสภาวะที่เหมาะสมไดโดยจะ
ไดความสัมพนัธระหวางทุกปจจัยจากวิธพีื้นผิวตอบสนองหรือ Response Surface Methodology 
(RSM) ซึ่งเปนกระบวนการนาํความรูทางคณิตศาสตร และทางสถิติ เขามาใชรวมกับการทดลอง
จริงเพื่อชวยในการหาผลตอบสนองที่ดีทีสุ่ด (Optimum Response) และใหไดผลเร็วที่สุดอีกทั้ง
เปนการลดจํานวนการทดลองลงได ชวยใหประหยัดทรัพยากรและเวลาท่ีใชในการทดลอง แลว
ไดผลคือไดสภาวะที่ใกลจุดทีดี่ที่สุดไดมากกวาวิธ ีone factor at a time ทาํโดยการนาํสมการพอล
ลิโนเมยีล (Polynomial Equation) มาฟต (fitted) เขากบัผลการทดลอง ซึง่จะทําใหสามารถ
อธิบายพฤติกรรมของชุดขอมูลที่ศึกษาไดโดยวิธทีางสถิติ วิธพีื้นผวิตอบสนองหรือ RSM นั้น
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นําไปใชไดดีเมื่อตองการศึกษาผลที่ไดจากการทดลอง (Response หรือ set of response) ที่
ข้ึนกับอิทธิพลของหลายปจจัย หลายระดับ 
 
 การนาํวิธกีารพื้นผิวตอบสนองหรือ RSM ประกอบดวยวิธีการออกแบบการทดลอง 
(experimental design) ความรูพื้นฐานในการวิเคราะหสมการถดถอย (regression analysis) 
และความรูในการใชโปรแกรมที่สรางแผนภาพคอนทัวร (contour plot) การออกแบบการทดลอง
ตองพิจารณาถึงวธิีการดวย เชนหากชุดขอมูลที่ไดจากการทดลองน้ันแสดงผลเปนเสนตรง จะเลือก
วิธีการออกแบบที่เปน 1st order model แตถาแสดงผลเปนเสนโคง (curvature) จะใชวิธีการ
ออกแบบการทดลองที่เปน 2nd  order model เชน Three-level factorial Design Box-Behnken 
Design, Central Composite Design และ Doehlert design เปนตน (อนุวัตร, 2549; Bezerra et 
al., 2008)  
 
1.  ขั้นตอนการทํา RSM  (อนุวัตร, 2549) 
 
 1.1  เลือกแผนการทดลองที่เหมาะสมทีส่ามารถใหขอมูลเพียงพอ โดยเลือกทฤษฎีที่
ออกแบบการทดลองที่เหมาะสม แลวทําการทดลองจริงตามที่โปรแกรมออกแบบ 
 
 1.2  จากขอมลูที่ไดจากผลการทดลองจริงนาํมาสรางสมการถดถอย (regression) ที่ดีที่สุด 
สามารถใชโปรแกรมสําเร็จรูปทางสถิติได เชน SAS, SPSS หรือ MINITAB 
 
 1.3  สรางแผนภาพคอนทวัร (contour plot) จากสมการที่หามาได software ที่ใช เชน 
STATISTICA หรือ MINITAB  
 
 1.4  ตรวจสอบ optimization ดวยการทาํการทดลองจริงอีกคร้ังตามคาที่ดีที่สุดจากคอนทัวร 
 
 1.5  Verification โดยการทํา independent run ภายใตขอบเขตของตัวแปรแตละตัว 
 
 1.6  ถา model ไมเหมาะสม (invalid) ใหสราง model ใหม (ทําซํ้าขอ 1.2 ถึง 1.5) 
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2.  การเลือกแบบจําลอง (model selection) และการวางแผนการทดลอง (experimental 
design) (อนุวตัร, 2549) 
 

การใชวิธ ีRSM มีหลายเทคนิคในการสรางและคัดเลือกแบบจําลอง (model) ที่ดีทีสุ่ด นั้น
ข้ึนอยูกับการวางแผนเร่ิมตน และเมื่อมีแผนการทดลองแลวจะใชการวิเคราะหความแปรปรวนเพือ่
ทดสอบความเหมาะสมของแบบจําลองที่ใช อยางไรก็ตาม บางการทดลองท่ีไมมกีารวางแผน
ลวงหนาอาจเลือกใชเทคนิคดังนี ้
 
  2.1.  เทคนิคการสรางแบบจาํลองแบบสมบูรณ (full model technique) วิธีการนี้จะระบุ 
แบบจําลองทีต่องการใช เชน แบบจาํลองอันดับหนึ่ง (first order model) หรืออันดับสอง (second 
order model) แลวใชการวิเคราะหสมการถดถอยเพื่อประมาณคาสัมประสิทธิ์ของตัวแปรทุกตัว 
 
  2.2.  เทคนิคการสรางแบบจาํลองลดรูป (reduced model technique) วิธกีารนีจ้ะแสดง 
แบบจําลองแบบลดรูป (reduced model) โดยเลือกเฉพาะตัวแปรทีม่ีนัยสาํคัญในแบบจําลองมา
ใชสรางแผนภาพคอนทวัร หรือ surface plot โดยวิเคราะหสมการถดถอยดวยเทคนคิ ไดแก 
stepwise technique, all possible regression technique 
 
  แบบจําลองที่เหมาะสมสําหรับ RSM ข้ึนอยูกับแบบจําลองที่ใช ถาใชแบบจําลองอันดับ
หนึง่ การทดลองที่มีปจจัย 2 ระดับก็เพยีงพอ แผนการทดลองท่ีนํามาใชไดแก แฟคทอเรียล 2x2 ใน 
CRD หรือ RBD หรือแฟคทอเรียลบางสวนของ 2k series ซึ่งอิทธพิลหลัก (main effect) ไมอัล
เลียส (aliase) ซึ่งกนัและกนั เมื่อใชแบบจาํลองอันดับหนึ่งตองระวัง และควรแนใจกอนวาปจจัยที่
นํามาศึกษาไมอันตรกิริยากนั เพราะจะไมสนใจในเทอมอันตรกิริยา (interaction term) หรือ cross 
product  สวนในกรณีที่ตองการใชสมการลําดับ 2 (second order model) หรือตัวแปรมี
ความสัมพันธเชิงเสนโคง จําเปนตองเลือกแผนการทดลองที่มีปจจัย 3 ระดับข้ึนไป ไดแก  3k 
fractional factorial in CRD หรือ RBD ซึ่งจะรวม cross product โดย k คือจํานวนปจจัยที่
ตองการศึกษา และถาจาํนวนปจจัยทดลองมีมากเกนิไปจะใชการใชแผนการทดลองที่ดัดแปลง
จากแฟคทอเรียล เชน การทดลองแบบหมนุ (Rotatable design), Central composite design 
(CCD) หรือ Box-Behnken design 
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Box-Behnken design เปนวิธีทีถู่กยอมรับวามีประสิทธิภาพในการประมาณสัมประสิทธิ์
ของ first และ second order ในสมการคณิตศาสตร เปนวิธทีี่ใชใน RSM เพื่อใชหาขอมูลมาใชใน
การประมาณพื้นผิวตอบสนองดวยแบบจาํลองความสัมพันธอันดับสอง และเปนแผนการทดลองท่ี
ใชกับปจจัยหรือตัวแปรอิสระ และตัวแปรตอบสนองทีเ่ปนตัวแปรเชิงปริมาณ โดยแตละปจจัย
ศึกษา 3 ระดับ การออกแบบการทดลองนี้สามารถลดจํานวนการทดลองลงจากเดิมที่ใชแผนการ
ทดลองแบบแฟคทอเรียลที่ใชปจจัยละ 3 ระดับ มีจํานวนมากทดลองทัง้หมดถึง 27 การทดลอง 
โดยจํานวนการทดลองของ Box-Behnken design หาไดจากสมการ 9 
 

N= 2k(k-1) + Cp     (9) 
 

เมื่อ N  คือจํานวนการทดลอง 
          k   คือจํานวนตัวแปร 
        Cp  คือจํานวนคร้ังของการทําซํ้าที่จุดตรงกลาง 
 

Box-Behnken design ทําการทดลองตัวแปรแตละตัวดวย 3 ระดับ คือ ระดับตํ่า (-1) 
ระดับสูงวา (+1) และระดับกลางหรือระดับศูนย (0) ซึ่งในแตละระดับมีชวงหางเทากนั เชน ศึกษา
คาความเปนกรดดางที่ 4  7 และ 10 เปนตน โดยชวงหางระหวางแตละระดับมีคาเทากัน ในทีน่ี้
หางเทากับ 3   มีการนํา Box-Behnken design ไปประยุกตใชนั้นจะนาํไปใชกับกระบวนการ
ทางดานเคมีและฟสิกส แตดานของการวเิคราะหทางเคมีนั้น จะนิยมใชการออกแบบการทดลอง
แบบ Central Composite Design มากกวา นอกจากนี้ในทางชวีภาพก็มีการใชแบบการทดลองทัง้ 
2 แบบ ข้ึนอยูกับจุดประสงคของงาน (Bezerra et al., 2008; Wang and Wan, 2009)   

 
Central Composite Design หรือเรียกวา A Box-Wilson Central Composite Design 

เปนการออกแบบการทดลองทีถู่กเสนอโดย Box และ Wilson วิธีนีพ้ัฒนาจากแผนการทดลองแบบ
แฟคทอเรียลเชิงสวน (Fractional factorial Design) เดิมแผนการทดลองแบบแฟคทอเรียลทีม่ี
ระดับของปจจัย 2 ระดับ (2k factorial design) จะเรียกระดับตํ่า (-) และเรียกระดับสูงวา (+) แต
การออกแบบการทดลองวิธ ีCentral composite นั้นจะเพิ่มการทดลองท่ีจุดตรงกลาง หรือ 

ระดับกลาง (0) และทําการทดลองตามแนวแกน ซึ่งเปนจุดโคออรดิเนต (+ และ -) เพื่อหาตัว
แบบความสัมพันธอันดับสอง โดยจะกําหนดคาแตละระดับของปจจัยดัวยตัวแปรรหสั (code 
variable) โดยแตละปจจัยศึกษา 5 ระดับ การหาจํานวนการทดลองโดยวิธ ีCentral Composite 
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Design หาไดจากสมการ 10 (Bezerra et al., 2008; National Institute of Standards and 
Technology, US Department of Commerce Semiconductor Manufacturing Technology 
[NIST SEMATECH], 2006) 

 
N = 2k + 2k +Cp    (10) 

 
เมื่อ N คือ จํานวนการทดลอง 

              k  คือ จํานวนตัวแปร 
            Cp คือ จํานวนครั้งของการทําซํ้าทีจ่ดุตรงกลาง 
 

ตารางที่ 6 แสดงการเลือกการออกแบบการทดลองตามวัตถุประสงค และจํานวนของ
ปจจัยที่ตองการศึกษา  
 
ตารางที่ 6  การเลือกการออกแบบการทดลองตามวัตถุประสงค 
 

จุดประสงค จํานวนปจจัย 
เพื่อเปรียบเทยีบ เพื่อคัดเลือก หาพื้นผิวตอบสนอง 

1 1-factor completely 
randomized design 

- - 

2-4 randomized block 
design 

Full หรือ fractional 
factorial 

Central compositeหรือ 
Box-Behnken 

มากกวา 5  randomized block 
design 

fractional factorial หรือ 
Plackett-Burman 

Screen first to reduce 
number of factor 

 
ที่มา: NIST SEMATECH (2006) 
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3.  โปรแกรมสําเรจ็รูปท่ีทางสถิติใชเพือ่หาสภาวะทีเ่หมาะสม (อนุวัตร, 2549) 
 

โปรแกรมสําเร็จรูปที่ใชมีใหเลือกมากมายหลายโปรแกรม ข้ึนอยูกับจุดประสงคของงาน 
ความชาํนาญ และความสะดวกของผูใช อาจใชหลายโปรแกรมรวมกันหรือใชเพียงโปรแกรมเดียว
ข้ึนอยูกับคุณสมบัติของแตละโปรแกรม แตขอควรระวังเมื่อใชโปรแกรมสําเร็จรูปในการวิเคราะห 
คือการใสขอมูลเพื่อการวิเคราะห และทฤษฏีเบ้ืองหลังและขอกําหนด (assumpsion) ของแตละ
โปรแกรมที่ใช ผูใชควรเขาไปอานคูมือ และขอมูลทางดานเทคนิคกอนการใชงาน บางโปรแกรมนัน้
ตองใสขอมูลในรูปแบบที่โปรแกรมกําหนดไว บางโปรแกรมมีความยืดหยุนมากสามารถดัดแปลง
และแกไขในตัวโปรแกรมได 

 
3.1  โปรแกรม SPSS มีขอดีคือใชงานงายโดยเฉพาะงานวิจยัทางดานสังคมศาสตรจะ

นิยมใชมากแตปจจุบันมีการพัฒนาและสามารถประยุกตใชไดกับงานเกือบทุกประเภท การแสดง
ผลลัพธจะออกมาพรอมกนัในหนาตางเดียวกนั  

 
3.2  โปรแกรม SAS เปนโปรแกรมที่ตองการชุดคําส่ังส้ันๆ ขอดีของ SAS คือ สามารถ

ประยุกตใชไดตามความตองการของนักวจิัย 
 

3.3  โปรแกรม STATISTICA มีขอเดน คือ งานทางดานกราฟแสดงผลไดสวยงาม และใช
งานงายกวาสองโปรแกรมขางตน โดยเฉพาะการสรางแผนภาพคอนทวัร และ surface plot  

 
3.4  โปรแกรม MINITAB เปนโปรแกรมที่เหมาะสมในการวางแผนการทดลองโดยเฉพาะ

วิธี RSM จะใหผลการวิเคราะหที่สมบูรณพรอมกับสรางแผนภาพคอนทัวร (contour plot) และ
แผนภาพพื้นผิวสัมผัส (surface plot) 

 
โปรแกรมมินิแทบ (MINITAB) เปนโปรแกรมที่สามารถออกแบบการทดลอง การ

วิเคราะห และการสรางกราฟ ไดกับทุกประเภทของการทดลอง โดยหลังจากการทดลองตามที่
โปรแกรมไดออกแบบไวและใสผลการทดลองเขาไปในโปรแกรมแลว โปรแกรมมินิแทบ สามารถทาํ
การวิเคราะห ตลอดจนสรางกราฟในหลากหลายรูปแบบที่จะชวยใหงายตอการทาํความเขาใจกบั
ผลลัพธ ผูวิจัยจึงนาํโปรแกรมมินิแทบมาใชเปนเคร่ืองมอืในการออกแบบการทดลอง วเิคราะหหา
ผลกระทบของปจจัยที่สงผลในขณะเดียวกนัตอผลลัพธทีเ่ราสนใจตอบสนอง (response) ใน
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โปรแกรมมินิแทบ สามารถทีจ่ะออกแบบการทดลองได 4 ประเภทคือ 1. แฟคทอเรียล (Factorial) 
2. พื้นผิวตอบสนอง (Response Surface) 3. มิกเจอร (Mixture) และ 4. ทางูชิ (Taguchi) 
(Minitab Inc., 2007) 
 

นอกจากนีย้ังมีโปรแกรมอ่ืนอีก เชน Unscramber XLSTAT Compusense Senstools 
MVSP LISREL และ Lingo 
 

การสรางแผนภาพคอนทัวร (contor plot) ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป เชน SURFER, SAS, 
SIGMA PLOT, STATISTICA, MINITAB มีขอจํากัด คือตองรูเทคนคิของแตละโปรแกรม ดังนี ้

 
-  SURFER: ใชขอมูลดิบและสราง contour plot มีคุณภาพดี แตไมสรางสมการให  

 
-  SAS: การเขียนโปรแกรมคอนขางยุงยาก แตจะใหรายละเอียดของสมการและการ

ทดสอบทางสถิติ รวมทั้งจุดสูงสุดตํ่าสุด รูป contour plot  ปจจุบันมีรายละเอียดดี 
 

-  SIGMA PLOT: การใชงายคอนขางงาย ใหรายละเอียดของ contour plot ดี แตตองเอา
สมการที่ดีที่สุดจาก SAS หรือ SPSS มา generate ขอมูลเพื่อทํา contour plot 

 
-  STATISTICA: การใชงายคอนขางงาย ใหรายละเอียดของ contour plot ดีมาก 

สามารถทีน่ําเอาสมการที่ดีที่สุดจาก SPSS หรือ SAS มาสราง contour plot ไดดวย 
 
-  MINITAB: การใชงายคอนขางงาย ใหรายละเอียดของ contour plot ดีพอสมควร 

สามารถทีน่ําเอาสมการที่ดีที่สุดจาก SPSS หรือ SAS มาสราง contour plot ไดดวย นอกจากนีย้งั
สามารถตรวจสอบ lack of fit ของสมการไดดวย ปจจุบันเปนโปรแกรมที่นาํมาใชในการพัฒนา
ผลิตภัณฑมากข้ึน 

 
4.  การวิเคราะหคาทางสถิติ 
 

4.1  สัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2: Coefficient of Determination) เปนการวิเคราะหที่ใช
พิจารณาความเหมาะสมของการออกแบบที่ได ซึ่งในการทดลองทุกคร้ัง จะตองมีความผันแปรที่
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อธิบายไมได (Unexplained Variable) หรือความคลาดเคล่ือนเกิดข้ึนเสมอ การออกแบบการ
ทดลองที่ดีจะตองทําใหเกิดความผันแปรที่อธิบายไมไดนอยที่สุด ดังนัน้หากมีสมการมีคา R2 ยิ่งสูง 
ความแมนยาํของการนาํสมการไปใชเพื่อทํานายหรือคาดคะเนผลลัพธจะสูงมาก โดยทัว่ไปสมการ
ที่มักนําไปใชควรมีคา R2 อยางนอย 0.75  ถา R2 มีคาเปนศูนย แสดงวาตัวแปรตามและตัวแปร
อิสระไมมีความสัมพนัธกนัเลย  ถาคาสัมประสิทธิห์นาตัวแปรอิสระนั้นในสมการถดถอยมีคาเปน
ศูนย (นิรนาม, ม.ป.ป.; Anderson and Whitcomb, 2005; Sykes, 1993) สวนในกรณีที่มีการเพิ่ม
ปจจัยเขาไปในสมการถดถอย (Regression model) แมวาปจจัยนั้นจะไมมีผลตอตัวแปรตาม ก็
จําเปนตองปรับคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเปนคา R2 adj  

 
เมื่อคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจมีคาตํ่า สามารถแกไขโดยเพิ่มจาํนวนการทดลอง  

หรือตรวจสอบหาปจจัยอ่ืนทีเ่กี่ยวของแลวออกแบบการทดลองใหม แตถาคาสัมประสิทธิก์าร
ตัดสินใจยังตํ่าอีก แสดงวาผลจากการรบกวน (Noise factor) มีมากตองทาํการบล็อก (blocking) 
เพื่อลดปจจัยรบกวน 
 

4.2  F-test เปนการทดสอบสมมุติฐานเพือ่เปรียบเทียบความแปรปรวนของกลุมตัวอยาง 
2 กลุมหรือเปรียบเทียบคาเฉล่ียของกลุมตัวอยางต้ังแต 3 กลุมข้ึนไป โดยกลุมตัวอยางตองสุมมา
จากประชากรที่มีการแจกแจงแบบปกติ นําคา Fvreg, vres ที่ไดจากการคํานวณมาเปรียบเทียบกับคา

วิกฤตที่ไดจากการเปดตาราง  Fcritical = F/2, vreg, vres       
 

5.  งานวิจยัหาสภาวะท่ีเหมาะสมสาํหรับการผลิตไฮโดรเจน โดยใชการออกแบบการ
ทดลองดวยวธิีทางสถิติ  

 
งานวิจยักอนหนานี้ของ รศ.ดร. เลอลักษณ จิตรดอน ประสบความสาํเร็จในการใชวธิีทาง

สถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของอาหารเล้ียงเช้ือสําหรับการผลิตเอนไซมแลคเคส และสภาวะที่
เหมาะสมในการตรึงเอนไซมแลคเคสสําหรับยอยสี โดยจํานวนของปจจัยที่ศึกษามี 7 ปจจัย และ 3 
ปจจัย ตามลําดับ ซึ่งใชการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken Design และ Latin square 
experimental design ตามลําดับ (Teerapatsakul et al., 2007, 2008) ดวยสภาวะที่มีผลตอการ
ผลิตไฮโดรเจนแบบมีแสงของแบคทีเรียกลุม Anoxygenic non-sulfur phototrophic bacteria มี
หลายปจจัย ดังนัน้ในการผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จึงควรศึกษาสภาวะ
ที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจน เพื่อใชเปนขอมูลเบ้ืองตนที่จะใหประโยชนตอการใชวัตถุดิบทาง
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การเกษตร เชน แปงชนิดตางๆ หรือน้ําทิ้งจากอุตสาหกรรมที่เกี่ยวกับผลิตผลทางการเกษตร ทีม่ี
องคประกอบที่ไมแนนอนและไมคงที ่ดวยวิธทีางสถิติ  

 
เหล็กและโมลิบดินั่มเปนไอออนที่สําคัญที่มีการรายงานวามีอิทธิพลตอการผลิต

ไฮโดรเจน เนื่องจากเปนองคประกอบของเอนไซมไนโตรจีเนส (Robson, 1978) เชน ไอออนเหล็กมี
ผลกระทบตอการผลิตไฮโดรเจนของ Rhodobacter sphaeroides (Kars et al., 2006; Zhu et 
al., 2007) และ Rhodopseudomonas faecalis RLD 53 (Liu et al., 2009b) และไอออนเหล็ก
สามารถกดการแสดงออกของยีน nifH โดยทําใหยนีไมสามารถลอกรหัสภายใตสภาวะที่ขาด        
โมลิบดินั่มของ Azotobacter vinelandii (Jacobson, 1986) และในสภาวะขาดโมลิบดินั่มทาํให 
R. sphaeroides ผลิตไฮโดรเจนไดนอย (Kars et al., 2006) ในทางตรงกนัขามใน R. capsulatus 
การมีโมลิบดินั่มไอออนกลับไปกดการแสดงออกของยีนที่ควบคุมเอนไซม alternative 
nitrogenase (Schneider, 1991) นอกจากนี้ Kern et al. (1992) ไดศึกษาอิทธพิลของ chelating 
agent ชนิด ethylenediamine tetraacetic acid; EDTA ตอการผลิตไฮโดรเจนของ 
Rhodospirillum rubrum สรุปไดวาสารดังกลาวปริมาณ 0.5 mM มีผลใหกระตุนการผลิต
ไฮโดรเจนเพิ่มข้ึน เนื่องจากมีผลยับยัง้การสังเคราะหของเอนไซมไฮโดรเจนฮัพเทคไฮโดรจีเนส 
(Hup hydrogenase) และเคลื่อนยาย (transfer) เฟอรัสไอออนไปสังเคราะหเอนไซมไนโตรจีเนส 
(Koku et al., 2002) ดังนัน้สารทั้ง 3 ไดแก เฟอรัสไอออน โมลิบดินั่มไอออน และ EDTA จึงนํามา
ศึกษาหาสภาวะทีเ่หมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 ดวยวธิทีางสถิติ  
 

งานวิจยัอ่ืนๆ ที่ใชวิธทีางสถติิในการหาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนดวย
แบคทีเรียสังเคราะหแสง และเฟอรเมนตเททฟีแบคทีเรีย แสดงในตารางท่ี 7 แตละงานวิจยัใชการ
ออกแบบการทดลองแบบแฟคทอเรียลแบบตางๆ โดยศึกษาปจจัยแตกตางกันไป แบบการทดลอง
ที่ใชไดแก Central Composite Design (CCD) (Shi and Yu, 2005; Mu et al., 2006; Chen et 
al., 2007)  Random Central Composite Design (RCCD) (Chen et al., 2008)  Full Factorial 
CCD (Mu et al., 2009)  Plackett Burman Design (Pan et al., 2008)  และ Box-Behnkhen 
design (BBD) (Jo et al., 2008; Pan et al., 2008; Jamil et al., 2009) 
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ตารางที่ 7  การออกแบบการทดลองเพื่อการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพดวยแบคทเีรียตางๆ 
 

แบคทีเรีย สับสเตรด วิธ ี ปจจัยที่ศึกษา ผลการหาสภาวะ
ที่เหมาะสมของ

ปจจัย 

ผลของการผลิต
ไฮโดรเจน 

(มล./ลิตร/ชม.) 

คณะวิจัย 

Rhodopseudomonas 
capsulata 

กรดไขมันระเหย
ผสม (volatile fatty 
acids) อะซิเตด 
(acetate)  
โพรพิโอเนด 
(propionate) และ
บิวทิเรด (butyrate) 

Central 
Composite 
Design 
(CCD) 
(2 factors, 
3 levels) 

ความเขมขน  
ของกลูตาเมด 
(glutamate) และ
คาพีเอช 
(2 ปจจัย) 

กลูตาเมด 7.01 
mM  
และพีเอช 7.31 

18.72 Shi and Yu, 
2005 

Rhodopseudomonas 
palustris WP3-5 

บิวทิเรด  CCD 
(3 factors, 
5 levels) 

ความเขมขนของ
บิวทิเรด  
กลูตาเมด และ 
FeCl 3 (3 ปจจัย) 

บิวทิเรด 1,832 
มก./ลิตร 
กลูตาเมด 607 
มก./ลิตร และ  
FeCl3 54 มก./
ลิตร 

24.90 Chen et al., 
2007 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
  
แบคทีเรีย สับสเตรด วิธ ี ปจจัยที่ศึกษา ผลการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมของ
ปจจัย 

ผลของการผลิต
ไฮโดรเจน 

(มล./ลิตร/ชม.) 

คณะวิจัย 

Rhodopseudomonas 
palustrisWP3-5 

กรดอินทรีย  
(อะซิเตด และ 
บิวทิเรด) 

Random 
Central 
Composite 
Design 
(RCCD)  
(5 levels) 

ความเขมขน
ของอะซิเตด และ
บิวทิเรด 
(2 ปจจัย) 
 

อะซิเตด 1,835 
มก.-COD/ลิตร 
และบิวทิเรด 
2,570 มก.-COD/
ลิตร 

41.10 Chen et al., 
2008 

Rhodopseudomonas 
palustrisPBUM001 

น้ําทิ้งจากโรงงาน
น้ํามันปาลม (Palm 
oil mill effluent: 
POME) 

Box 
Behnken 
Design 
(BBD)  
(5 factors, 
3 levels) 

ความเขมขนของ 
POME ปริมาณ
เชื้อเริ่มตน 
ความเขมแสง  
พีเอช และ
ความเร็วรอบการ
กวน (5 ปจจัย) 

ปริมาณน้าํทิง้ 
POME 100%  
เชื้อเริ่มตน 10% 
ความเขมแสง 4 
klux พีเอช 6 
และความเร็วรอบ
การกวน 250 rpm 

10.00 
มล./ลิตรของ

ปริมาตรน้ําทิ้ง/ชม. 

Jamil et al., 
2009 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
  
แบคทีเรีย สับสเตรด วิธ ี ปจจัยที่ศึกษา ผลการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมของ
ปจจัย 

ผลของการผลิต
ไฮโดรเจน 

(มล./ลิตร/ชม.) 

คณะวิจัย 

Clostridum sp. Fanp2 
 

กลูโคส 
 

Plackett-
Burman 
Design 
(8 factors, 
2 levels) 

สารที่เติมใน
อาหาร 7 ชนิด 
และพีเอชเริ่มตน 
(8 ปจจัย) 

ปจจัยทีม่ีอิทธพิล
ตอการผลิต
ไฮโดรเจน คือ
กลูโคส ฟอสเฟต
บัฟเฟอร และ
วิตามนิ 

- 

  BBD 
(3 levels) 

ความเขมขนของ
กลูโคส, ฟอสเฟต
บัฟเฟอร และ
วิตามนิ 
(3 ปจจัย) 

กลูโคส 23.75 
กรัมตอลิตร 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร 
0.159 M และ
วิตามนิ 13.3 มล./
ลิตร 

4165.9  
มล./ลิตร* 

Pan et al., 
2008 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
  
แบคทีเรีย สับสเตรด วิธ ี ปจจัยที่ศึกษา ผลการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมของ
ปจจัย 

ผลของการผลิต
ไฮโดรเจน 

(มล./ลิตร/ชม.) 

คณะวิจัย 

Enterobacter aerogenes กลูโคส Box-
Behnken 
(3 factors, 
3 levels) 

ความเขมขน
กลูโคส พเีอช และ
อุณหภูมิ  
(3 ปจจัย) 

กลูโคส 118.06 
mM พีเอช 6.13 
และอุณหภูมิ 38 
องศาเซลเซยีส 

425.8 
มล./กรัมของน้ําหนกั
เซลลแหง/ชม. 

Jo et al., 2008 

Anaerobic sludge ซูโครส Central 
composite 
Design  
(3 factors, 
5 levels) 

ความเขมขนของ
ซูโครส พีเอช และ
อุณหภูมิ  
(3 ปจจัย) 

ปริมาณซูโครส 
25.4 กรัม/ลิตร    
พีเอช 5.5 และ
อุณหภูมิ 35.5 
องศาเซลเซยีส  

503.67 Mu et al., 2006 
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ตารางที่ 7  (ตอ) 
  
แบคทีเรีย สับสเตรด วิธ ี ปจจัยที่ศึกษา ผลการหาสภาวะ

ที่เหมาะสมของ
ปจจัย 

ผลของการผลิต
ไฮโดรเจน 

(มล./ลิตร/ชม.) 

คณะวิจัย 

Anaerobic sludge กลูโคส Full fractorial 
CCD 
(3 factors, 
5 levels) 

ความเขมขนของ
กลูโคส พเีอช และ
อุณหภูมิ  
(3 ปจจัย) 

กลูโคส 9.7 กรัม/
ลิตร พีเอช 5.7 
และอุณหภูมิ 38.8 
องศาเซลเซยีส 

1.75 
mmol-H2/mmol-
glucose** 

Mu et al, 2009 

  
หมายเหตุ  *H2 production potential (มล./ลิตร) 
 **H2 yield (mmol-H2/mmol-glucose) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 
1.  แบคทีเรยีสังเคราะหแสง 
 

แบคทีเรียสายพันธุ Rubrivivax gelatinosus สายพนัธุ SB24 คือแบคทีเรียสังเคราะหแสง 
non-sulfur purple phototroph สายพันธุที่คัดแยกไดในประเทศไทย จากดิน จังหวัดสระบุรี แยก
โดยนางจินตนา ชอบวิจักษณ (จินตนา, 2543; Ngmjarearnwong et al., 2004; Mahakhan et 
al., 2005; Chitradon et al., 2008) 
 
2.  การเตรียมเช้ือเริ่มตน 
 

เพาะเล้ียงเช้ือบริสุทธิ์ในอาหารเหลว Ormerod’s ที่มี malic acid 30 mM เปนแหลง
คารบอนและแหลงใหอิเล็กตรอน และ glutamic acid 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน พีเอชของอาหาร
เล้ียงเชื้อเทากบั 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง (anaerobic-light conditions) 
ความเขมแสง 1,000 ลักซ (lux) อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เก็บเกี่ยวเซลลเมื่อเจริญเขาสูระยะ 
logarithimic โดยปนเหวี่ยงดวยเคร่ีองปนเหวี่ยงควบคุมอุณหภูมิตํ่า (refrigerated centrifuge) ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบตอนาท ีเปนเวลา 15 นาท ีลางเซลลดวย 
normal saline (0.85%) 2 คร้ัง จนปราศจากสารอาหาร แลว resuspend เซลลดวย minimal 
medium ที่ไมมีแหลงคารบอนและไนโตรเจน ปริมาณเซลลวัดโดยการวัดความขุนของเซลลซัส
เพนช่ัน (cell suspension) ที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรดวยเคร่ือง spectrophotometer 
(UNICO 2802 UV/VIS) เจือจางใหไดความขุนเทากับ 0.5 ดวยสารละลายชนิดเดียวกับที่ใช 
resuspend และใชเปนเช้ือเร่ิมตน เชื้อเร่ิมตนมีจํานวนเซลลเทากับ 8.0 x 108 เซลลตอเซลลซัส
เพนช่ัน 1 มิลลิลิตร หรือจํานวนโปรตีนเซลลเทากับ 217 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร 
 
3.  อาหารท่ีใชทดลองผลติกาซไฮโดรเจน 
 
 3.1  อาหารสงัเคราะห Ormerod’s medium ที่มี malic acid 30 mM เปนแหลงคารบอน
และแหลงใหอิเล็กตรอน และ glutamic acid 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน (Ormerod et al., 1961) 
ปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.8 
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3.2  น้ําทิ้งไดรับความอนุเคราะหจากโรงงานแปงมนัชลเจริญ อ. พนัสนคิม จ.ชลบุรี เปน
น้ําเหลือทิง้จากกระบวนการสกัดแปงจากหัวมนัสําปะหลังที่ผานข้ันตอนกระบวนการสกัด และโม
แปงออกจากหัวมนัสําปะหลังโดยตรงยังไมเขาสูบอกักน้าํทิง้ จงึไมมีการหมัก ในทีน่ีข้อใชคําวา “น้าํ
ทิ้งจากการสกัดแปงมัน หรือน้ําทิ้งแปงมัน” (เก็บ 2 คร้ัง คร้ังที่ 1 เก็บเมือ่วันที่ 19 มิถนุายน 2549 
และคร้ังที่ 2 เก็บเมื่อวนัที ่2 เมษายน 2551)  

 
3.3  อาหารเล้ียงเชื้อที่มีสวนผสมของนํ้าทิง้แปงมนัใชอาหาร Ormerod’s minimal 

medium ที่มี glutamic acid 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน (minimal-glutamate medium) ใสน้ําทิง้
ปริมาตรตางๆ ตามกาํหนดในแตละการทดลอง โดยใชน้ําทิ้งเปนแหลงคารบอนและแหลงให
อิเล็กตรอนแทน malic acid และปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.8 หรือเปนไปตามทีก่ําหนดในแตละการ
ทดลอง 
 

3.4  อาหารที่ใชศึกษาปจจัยตอการผลิตไฮโดรเจนใช Ormerod’s medium ที่ม ีmalic 
acid 30 mM เปนแหลงอิเล็กตรอน glutamic acid 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน และเปล่ียนแปลง
ความเขมขนของสาร 3 ชนิด คือ เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) โซเดียมโมลิบเดต 
(Na2MoO4.2H2O) และ chelating agent ชนิด EDTA 
 
4.  การวิเคราะหน้ําทิ้งแปงมัน 
 

การวิเคราะหคุณสมบัติของน้ําทิ้งแปงมันดังนี้  
 
4.1  วิเคราะหปริมาณน้าํตาลรีดิวซ (Reducing Sugar) ตามวิธีของ Nelson (1944) 
 
4.2  วิเคราะหปริมาณแปง (Starch) ดวยวธิีปรับปรุงจากวิธีของ Kawaguchi et al. 

(2001) 
 
4.3  วิเคราะหคาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand: COD) ดวยวิธรีีฟลักซแบบปด 

(close reflux method) (คณะกรรมการจดัทําคูมือวเิคราะหน้าํเสีย, 2540; มั่นสนิ, 2540) และสง
วิเคราะหทีห่องปฏิบัติกลางตรวจสอบผลิตภัณฑเกษตรและอาหาร; LCFA สํานักงานใหญและ
สาขากรุงเทพฯ กรมวิชาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
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4.4  การวัดคาพีเอชดวยเคร่ืองวัดพีเอช Cyber Scan 20  
 
4.5  การวิเคราะหคา Total Dissolved Solids  Total Suspended Solids  บีโอดี 

(Biochemical Oxygen Demand: BOD)  Total Solids  Total Kjeldahl Nitrogen (TKN)  
ปริมาณแคลเซียม (Calcium)   แมกนีเซยีม (Magnesium)  เหล็ก (Iron) และตะก่ัว (Lead) สง
วิเคราะหทีห่องปฏิบัติการกลางตรวจสอบผลิตภัณฑเกษตรและอาหาร; LCFA สํานักงานใหญ 
สาขากรุงเทพฯ กระทรวงเกษตรและสหกรณ ถนนพหลโยธิน เขตจตุจกัร กรุงเทพฯ 
 
5.  การศกึษาเชิงคุณภาพ (qualitative test) ความสามารถในการใชน้ําท้ิงแปงมัน เปน
แหลงคารบอนในการเจรญิ และการยอยแปงในน้ําทิ้งของ Rubrivivax gelatinosus SB24 
 

ใชอาหารแข็งที่มีน้าํทิ้งแปงมัน เจือจางดวย Ormerod’s medium ที่ไมเติม malic acid แต
มี glutamic acid เปนแหลงไนโตรเจน โดยอาหารแข็งจะมี final strength ขององคประกอบตางๆ 
เทากับ 1 เทา และมีความเขมขนสุดทายของน้าํทิง้เทากบั 81 เปอรเซ็นต เพาะเล้ียงเช้ือดวยวธิี 
point inoculation ดวยเช้ือเร่ิมตนที่เจริญในชวง middle log phase (อายปุระมาณ 3 วนั) แลวบม
ในสภาวะภายใตบรรยากาศไนโตรเจนและมีแสงที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส สังเกตการเจริญ
เปนโคโลนี ในเวลา 3-5 วนั และทดสอบการยอยแปงในน้ําทิ้ง ดวยสารละลายไอโอดีน สังเกตโซน
ใสที่เกิดข้ึน 
 
6.  การทดสอบเบื้องตนการผลิตกาซไฮโดรเจนของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ํา
ทิ้งแปงมันความเขมขนตางๆ กนั ในระดับหองปฏบิัติการขนาด 18 มิลลลิิตร 
 

เจือจางน้ําทิง้แปงมันใหไดความเขมขนตางๆ ดวยน้ําหรือ Ormerod’s minimal-
glutamate medium การเจือจางดวยน้าํไมมีการปรับพเีอช ความเขมขนน้ําทิง้ คือ 10  20  30  40  
50  60  70  80  90  และ 100 เปอรเซ็นต โดยปริมาตร ปริมาตรอาหารเหลว 18 มิลลิลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 16x150 มิลลิเมตร สําหรับการทดลองที่ใชอาหารเล้ียงเชือ้เตรียมใหมีความเขมขน
สุดทายเปน full strength ทําใหปราศจากเชื้อปนเปอนดวยวธิีการ autoclave แลว inoculate เชื้อ
เร่ิมตนที่อยูใน normal saline ในปริมาตร 10 เปอรเซ็นต ซึ่งจะทาํใหมปีริมาณเซลลแหงเทากับ 
251 มก./ลิตร สวนการทดลองที่ใชอาหารเล้ียงเชื้อเตรียมเช้ือเร่ิมตนใน Ormerod’s minimal-
glutamate medium แลวนาํไปบมในที่มแีสง อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 84 ชม. สังเกต
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การเจริญเปนเซลลสีแดง สังเกตตะกอน และการเกิดฟองกาซและบันทกึระยะเวลาตางๆ 
เปรียบเทยีบกนัทกุหลอด และภายหลังการบมเช้ือ 72-84 ชม. วัดคาพีเอชของเซลลซัสเพนช่ันใน
น้ําทิ้ง เปรียบเทียบกับคาพีเอชเร่ิมตนของน้ําทิ้งความเขมขนตางๆ หลัง autoclave หรือกอนเพาะ
เชื้อ  
 
หมายเหตุ: ความเขมขนน้าํทิ้ง 10  20  30  40  50  60  70  80  90  และ 100 เปอรเซ็นตโดย
ปริมาตร เมื่อเติมเชื้อเร่ิมตนลงไปอีก 10 เปอรเซ็นต ทาํให ความเขมขนสุดทายของน้ําทิ้ง เปล่ียนไป
เปน 9  18  27  36  45  54  63  72  81  และ 90 เปอรเซ็นต ตามลําดับ 
 
7.  การศกึษาเชิงปริมาณ ในระดับหองปฏิบัติการ ของการผลิตกาซไฮโดรเจนของ R.  
gelatinosus  SB24 ในน้ําทิ้งแปงมัน ความเขมขนตางๆ ทาํการทดลองในปรมิาตรขนาด 
23 และ 60 มิลลลิิตร 

 
7.1  การทดลองขนาด 23 มล. ที่ใชน้าํทิง้แปงมัน เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s 

minimal-glutamate  
 

ที่มีความเขมขนตางๆ โดยเจอืจางดวยอาหาร Ormerod’s minimal medium ที่มี
glutamic acid 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน (Ormerod’s minimal-glutamate) และไมมี malate
ปรับพีเอชเปน 6.8 กอน autoclave และ inoculate แบคทีเรียเร่ิมตน ที่มีแบคทีเรีย 251 มก./ลิตร 
ในปริมาตร 10 เปอรเซ็นต โดยที่เชื้อเร่ิมตนเตรียมอยูในอาหารเหลว Ormerod’s minimal-
glutamate medium การทดลองในขนาด 23 มล. ใชหลอดทดลอง side arm test tube ขนาด 30 
มล. ปดดวยจกุซิลิโคน เปล่ียนบรรยากาศภายในหลอดที่เหลือเปนกาซไนโตรเจน บมในทีม่ีแสง
ความเขม 1,000 ลักซ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ติดตามวัดปริมาณกาซที่แบคทเีรียผลิต ดวย
การแทนทีน่้ําที่เวลาตางๆ เปนเวลา 72 ชม. เก็บตัวอยางในวนัสุดทาย นาํไปวิเคราะหปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซ (reducing sugar) ตามวิธีของ Nelson (1944), วิเคราะหคาซีโอดี (Chemical 
Oxygen Demand: COD) ดวยวิธีรีฟลักซแบบปด (close reflux method) (คณะกรรมการจัดทาํ
คูมือวิเคราะหน้ําเสีย, 2540; มั่นสนิ, 2540) และวัดคาพเีอชดวยเคร่ืองวัดพีเอช Cyber Scan 20 
เปรียบเทยีบกบัผลการวิเคราะหอาหารเริม่ตน 
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7.2  การทดลองในขนาด 60 มล. ที่ใชน้ําทิ้งแปงมัน เจอืจางดวยน้าํ   
 

ใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 1 ความเขมขนตางๆ ทีเ่จือจางดวยน้าํ ปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 6.8 
กอน autoclave ใชเชื้อเร่ิมตนที่มีเซลล 251 มก./ลิตร ปริมาตร 10 เปอรเซ็นต เชื้อเร่ิมตนอยู 
normal saline เพาะเล้ียงในหลอดทดลองขนาด 80 มล. ไมมีการเปล่ียนบรรยากาศภายในหลอด 
แตดวยปริมาตรบรรจุ 60 มล. ทาํใหเกิดสภาวะ anaerobe ทกุการทดลอง กวนบน stirrer 
ความเร็วรอบ 250 รอบ/นาท ีเพื่อทําใหสารละลายเปนเนือ้เดียวกนัตลอดเวลา บมในที่มีแสงความ
เขม 1,000 ลักซ อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ติดตามวัดปริมาณกาซที่แบคทีเรียผลิต ดวยการ
แทนที่น้าํที่เวลาตางๆ เปนเวลา 3-10 วัน และวัดคาพเีอชของเซลลซัสเพนช่ันดวยเคร่ืองวัดพีเอช 
Cyber Scan 20  

 
เก็บตัวอยางเซลลซัสเพนช่ันทัง้หมดในวนัสุดทาย ไปวเิคราะหคาซีโอดี (Chemical 

Oxygen Demand: COD) ดวยวิธีรีฟลักซแบบปด (close reflux method) (คณะกรรมการจัดทาํ
คูมือวิเคราะหน้ําเสีย, 2540; มั่นสนิ, 2540) และนําตัวอยางในวนัสุดทายมาทาํการปนเหวี่ยงดวย
เคร่ืองปนเหวีย่งที่ควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที เปนเวลา 15 
นาที ลางเซลล 2 คร้ังดวย normal saline แลวนาํตะกอนที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวธิี
ปรับปรุงจากวธิีของ Lowry et al. (1951) แลวนํา supernatant มาวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
(reducing sugar) ที่มีอยูในน้ําทิ้งซึง่เกิดจากการยอยแปงในน้ําทิ้ง ตามวิธีของ Nelson (1944) 
วิเคราะหปริมาณแปง (starch) ดวยวิธีปรับปรุงจากวิธีของ Kawaguchi et al. (2001) และ
วิเคราะหคาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand: COD) ดวยวิธีรีฟลักซแบบปด (close reflux 
method) (คณะกรรมการจดัทําคูมือวเิคราะหน้าํเสีย, 2540; มั่นสนิ, 2540) เปรียบเทียบกับคาการ
วิเคราะหอาหารเร่ิมตนที่ไมมีการตกตะกอน แลวนําคาที่ไดมาคํานวณประสิทธิภาพในการลดลง
ของคา COD แปง และน้าํตาลรีดิวซ นําสวนตะกอนมาวิเคราะหปริมาณโปรตีนเปรียบเทยีบกับ
คาที่วเิคราะหตะกอนโปรตีนกอนการบมเชือ้ของสารละลายเช้ือภายหลังการผลิตไฮโดรเจน 

 
7.3  การทดลองในขนาด 60 มล. เมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน ที่เจือจางดวยอาหาร Ormerod’s 

minimal-glutamate  
 

ใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 1 และเก็บคร้ังที่ 2 ความเขมขนตางๆ ที่เจือจางดวยอาหาร 
Ormerod’s minimal-glutamate ปรับพีเอชเร่ิมตนใหเปน 6.8 กอน autoclave ปริมาตรอาหาร
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เหลว 60 มล. ใชเชื้อเร่ิมตนที่มีเซลล 251 มก./ลิตร ปริมาตร 10 เปอรเซ็นต เชื้อเร่ิมตนอยูในอาหาร
เหลว Ormerod’s minimal-glutamate และวิเคราะหคาตางๆ เชนเดียวกับขอ 7.2 
 

ทดสอบแปงในน้าํทิง้แปงมนัที่เก็บมาจากโรงงานคร้ังที่ 1 และ 2 ดวยสารละลาย
ไอโอดีน สังเกตสีของสารละลาย เปรียบเทยีบกัน 
 
8.  การศกึษาการผลิตกาซไฮโดรเจน ในถังผลิตไฮโดรเจนแบบแบนขนาด 6 ลิตร จาก  
น้ําทิ้งแปงมนั 

 
8.1  ใชน้ําทิ้งที่มีตะกอน 
 

ทดลองในถังแบนผลิตไฮโดรเจน (flat-plate photobioreactor) ขนาด 6 ลิตร (เลขที่
คําขอรับสิทธบิัตรการประดิษฐ 0801002594 เมื่อวันที ่23 พฤษภาคม พ.ศ. 2551) และใชระบบ
การควบคุมอุณหภูมิ (เลขทีคํ่าขอรับสิทธบิัตรการประดิษฐที่ 1001000317 วันที ่26 กุมภาพันธ 
2553) ใชอาหารเหลวที่มนี้ําทิ้งเปนแหลงคารบอนและแหลงใหอิเล็กตรอน ความเขมขนน้าํทิง้และ
สารประกอบใดๆ ตามทีก่ําหนดในแตละการทดลองหรือที่เลือกจากผลการทดลองในระดับ
หองปฏิบัติการ เติมเซลลเร่ิมตนทีม่ีปริมาณเซลลแหง 251 มก./ลิตร ปริมาตร 10 เปอรเซ็นต 
ปริมาตรบรรจุสุดทายเทากับ 5.7 ลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในระบบจะมีการไหลวนของสารละลายในถัง
ดวยปม เพื่อไมใหเกิดการตกตะกอนหรือจับตัวเปนกอนของตะกอนและลดการเกาะของเซลลที่
ผนังของถัง เมือ่แบคทีเรียเจริญไประยะหนึ่ง เพาะเล้ียงในที่มีแสง ความเขมแสง 2,000 ลักซ ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส วัดปริมาณกาซไฮโดรเจนที่เกิดดวยการแทนท่ีน้ําในเวลาตางๆ เก็บ
ตัวอยางทกุๆ 6-12 ชม. ตรวจวัดคาตางๆ ตอไปนี้ 

 
8.1.1  ปริมาตรกาซไฮโดรเจนที่แบคทเีรียสังเคราะหแสงผลิตข้ึน 

 
การวัดปริมาตรกาซไฮโดรเจนที่แบคทเีรียสังเคราะหแสงผลิตข้ึน กระทาํทุกๆ  

6-12 ชม. เปนเวลา 5-10 วัน โดยการวัดปริมาตรน้ําที่ถกูแทนที ่และคํานวณอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนตอปริมาตรบรรจุ 1 ลิตร (มล./ลิตร/ชม.) จากกราฟการผลิตไฮโดรเจน  
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8.1.2  การเจริญของเซลล 
 

ติดตามการเจริญของเซลลดวยการวิเคราะหปริมาณโปรตีน โดยนําตัวอยาง 
จากถงัหมักทกุๆ 6-12 ชม. มาทาํการปนเหวี่ยงดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วบคุมอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 15 นาที ลางเซลล 2 คร้ังดวย normal saline 
แลวนําตะกอนเซลลที่ไดไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธีปรับปรุงจากวธิีของ Lowry et al. 
(1951) 
 
หมายเหตุ ผลการวิเคราะหตะกอนโปรตีน มีคาโปรตีนที่ไดจากตะกอนเซลล รวมกบัคาโปรตีนของ
ตะกอนน้ําทิ้งที่แบคทีเรียไมสามารถยอยได 
 

8.1.3  คาพีเอชของอาหารเล้ียงเชื้อ 
 

วัดคาพีเอชของสารละลายเชื้อ ขณะเช้ือเซลลเจริญทุกๆ คร้ังที่มีการ 
เก็บตัวอยางดวยเคร่ืองวัดพีเอช Cyber Scan 20 
 

8.1.4  ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 

นําตัวอยางทีเ่ก็บจากถังหมกั มาปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 8,000  
รอบ/นาที ดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิตํ่า อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
แลวนํา supernatant มาวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลรีดิวซ่ิงทีม่ีอยูในน้ําทิ้งหรือที่เกิดจากการยอย
แปงในอาหารเล้ียงเชื้อ โดยใชน้ําตาลกลูโคสเปนน้าํตาลมาตรฐาน ตามวิธีของ Nelson (1944)  
 

8.1.5  วัดปริมาณแปงทีถู่กใชไป 
 
นําตัวอยางทีเ่ก็บจากถังหมกั ตามระยะเวลาตางๆ มาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 

รอบ 8,000 รอบ/นาท ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาท ีดวยเคร่ืองปนเหว่ียงที่ควบคุม
อุณหภูมิตํ่า แลวนาํ supernatant  มาละลายกับสารละลาย perchloric acid (HClO4) ความ
เขมขน 65 เปอรเซ็นต โดยใหความเขมขนสุดทายเทากับ 40 เปอรเซ็นต ต้ังทิง้ไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 1 ชม. จากนัน้นําไปตมในน้าํเดือดเปนเวลา 20 นาท ีปรับพีเอชดวยสารละลายโซเดียม     
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ไฮดรอกไซด โดยใหมีคาพีเอชเทากับ 7.0 แลวปรับปริมาตรดวย volumetric flask ใหไดปริมาตร 
50 มล. วิธีปรับปรุงจากวิธีของ Kawaguchi et al. (2001) แลวนํามาวเิคราะหหาปริมาณน้าํตาล
รีดิวซ่ิง ตามวธิีของ Nelson (1944) แลวสรางกราฟคํานวณปริมาณแปงทีถู่กแบคทเีรียใชไป 
 
หมายเหตุ เนือ่งจากน้าํทิง้เก็บคร้ังที ่2 ที่นํามาใชในการทดลองสวนนี้เมื่อทดสอบแปงดวย
สารละลายไอโอดีนแลวไมพบแปงในน้าํทิ้ง จึงไมมกีารวิเคราะหปริมาณแปงที่ถกูใชไป 
 

8.1.6  กิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจน 
 

นําตัวอยางทีเ่ก็บจากถังหมกัในชม. ที่หยดุผลิตกาซไฮโดรเจน มาปนเหวี่ยง 
ที่ความเร็วรอบ 8,000 รอบ/นาที ดวยเคร่ืองปนเหวีย่งทีค่วบคุมอุณหภูมิตํ่า อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เปนเวลา15 นาที เทสวนใสทิง้ นาํเฉพาะตะกอนไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนตามวิธี
ปรับปรุงจากวธิีของ Lowry et al. (1951) และคํานวณกจิกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิต
ไฮโดรเจนที่ชัว่โมงที่หยุดผลิตกาซ กิจกรรมจําเพาะของเซลลมีหนวยเปน มล./มก. โปรตีนเซลล 
(mL-H2/mg cell protein) 
 

8.1.7  คาซีโอดี (Chemical Oxygen Demand: COD) (คณะกรรมการจัดทําคูมือ
วิเคราะหน้าํเสีย, 2540; มั่นสิน, 2540) 

 
นําตัวอยางอาหารเร่ิมตนทัง้หมดมาวิเคราะหคา COD และเก็บตัวอยาง

ชั่วโมงสุดทายมาปนเหวี่ยงดวยเคร่ืองปนเหวี่ยงที่ควบคุมอุณหภูมิตํ่า 4 องศาเซลเซยีส ที่ความเร็ว
รอบ 8,000 รอบ/นาท ีเปนเวลา 15 นาท ีแลวนํา supernatant มาวิเคราะหคาซีโอดี และนําไป
คํานวณประสิทธิภาพในการลดลงของคา COD ของเซลลซัสเพนช่ันภายหลังการผลิตเปรียบเทียบ
กับคาซีโอดีของอาหารเร่ิมตน 

 
8.2  การศึกษาอิทธพิลของความเขมแสงตอการผลิตกาซไฮโดรเจน ในถงัผลิตไฮโดรเจน

ขนาด 6 ลิตร  
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ทําการทดลองเชนเดียวกับ ขอ 8.1 แตมีการเปลี่ยนแปลงความเขมแสง ความเขม
แสงที่ใช คือ 2,000 และ 3,000 ลักซ วัดปริมาณกาซที่เกดิดวยการแทนท่ีน้ําในระยะเวลาตางๆ เกบ็
ตัวอยางทกุๆ 6-12 ชม. ตรวจวัดคาตางๆ ตามการทดลองท่ี 8.1 
  

8.3  ใชน้ําทิ้งที่ไมมีตะกอน 
 
ทดลองผลิตกาซไฮโดรเจน โดยปรับปรุงสมบัติทางกายภาพของน้ําทิง้ โดยการต้ังน้าํ

ทิ้งไวใหตกตะกอนเปนเวลา 30 นาท ีและนําเฉพาะสวนใสดานบนของน้ําทิ้งมาใชผลิตไฮโดรเจนใน
ถัง 6 ลิตร โดยเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate และความเขมขนของน้าํ
ทิ้งเปนไปตามที่กําหนดในแตละการทดลอง ซึง่จะพิจารณาจากผลการทดลองที่ไดขอ 8.1 และ 8.2 
วัดปริมาณกาซที่เกิดดวยการแทนท่ีน้ําในระยะเวลาตางๆ เก็บตัวอยางทุกๆ 6-12 ชม. ตรวจวัดคา
ตางๆ ตามการทดลองท่ี 8.1 

 
9.  การศกึษาปจจัยสําคัญบางประการที่มีอิทธิพลตอการผลิตไฮโดรเจน  

 
9.1  การศึกษาอิทธพิลของวติามิน 4 ชนิดตอ การผลิตไฮโดรเจน และการเจริญของ

แบคทีเรีย  
 

ใชอาหาร Ormerod’s medium ที่ม ีmalate 30 mM เปนแหลงใหอิเล็กตรอนและ
แหลงคารบอน และมี glutamate 5 mMเปนแหลงไนโตรเจน ทั้งที่ไมเติมวิตามนิชนดิใดชนิดหนึง่ 
ไดแก ไทอะมนี (thiamine HCl)  พาราอะมิโนเบนโซอิกเอซิด (p-aminobenzoic acid)  กรดนโิคติ
นิก (nicotinic acid)  ไบโอติน (biotin) และอาหารที่ไมเติมวิตามนิทัง้ 4 ชนิดเปรียบเทียบกับหลอด
ควบคุม คืออาหารเหลวที่เติมวิตามนิครบทั้ง 4 ชนิด ทาํการทดลองในหลอดขนาด 60 มล. วัด
ปริมาณกาซทีเ่กิดดวยการแทนที่น้าํในระยะเวลาตางๆ สังเกตการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย และวัด
ปริมาณเซลลแบคทีเรียหลังจากเพาะเช้ือเปนเวลา 7 วนั ดวยการวัดความขุนของเซลลซัสเพนช่ัน ที่
ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และคํานวณปริมาณโปรตีนเซลลไดจากกราฟมาตรฐานระหวางคา
ความขุนของเซลลซัสเพนช่ัน ที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรกับปริมาณโปรตีนเซลลที่วิเคราะห
โดยวิธีปรับปรุงจากวิธีของ Lowry et al. (1951) 
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 9.2  การใชสารยีสตสกัด (yeast extract ) แทนวิตามนิทัง้ 4 ชนิด ใน minimal medium ที่
ใชเจือจางน้ําทิ้ง 

 
การทดลองขนาด 60 มล. ใชน้ําทิ้งเจือจางดวยอาหาร Ormerod’s minimal-

glutamate ที่มี glutamate 5 mM เปนแหลงไนโตรเจน และไมมี malate และใชน้าํทิ้งเปนแหลงให
อิเล็กตรอน ที่เติมสารสกัดยสีต 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามนิทัง้ 4 ชนิด บมเชื้อในสภาวะเดียวกนักบั
ขางตน วัดปริมาณกาซที่เกดิดวยการแทนท่ีน้ําในระยะเวลาตางๆ และท่ีเวลา 72 ชม.  
 
  9.3  การศึกษาอิทธพิลของโลหะไอออน และสารจับโลหะไอออน ตอกระบวนการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน  
 

การศึกษาปจจัยที่มีความสําคัญ ตอกระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนของ Rubrivivax  
gelatinosus SB24 โดยเปนการศึกษาเชิงปริมาณใน ขนาด 60 มล. ใชอาหารเหลว Ormerod’s 
medium ที่มี malate 30 mM เปนแหลงใหอิเล็กตรอน และแหลงคารบอน และมี glutamate 5 
mM เปนแหลงไนโตรเจน ปรับพีเอชเปน 6.8  และทําการศึกษาทีละปจจัย (one factor at a time) 
ไดแก  
 

9.3.1  เหล็กไอออน (Fe2+) ที่ความเขมขนตางๆ  โดยใชสาร FeSO4.7H2O ความ
เขมขนต้ังแต 0 จนถงึ 1,062 มก./ลิตร 

 
9.3.2  โมลิบดินั่มไอออน (Mo6+) ที่ความเขมขนตางๆ โดยใชสาร Na2MoO4.2H2O 

ความเขมขนต้ังแต  0 จนถงึ 67.5 มก./ลิตร 
 
9.3.3  สารจับโลหะไอออน (chelating agent) ชนิด EDTA ความเขมขนตางๆ ต้ังแต  

0 จนถงึ 90 มก./ลิตร 
 

หมายเหตุ ทาํการทดลองเปล่ียนแปลงความเขมขนของสารตอไปนี้ทลีะหนึ่งชนิด (กําหนดให
ความเขมขนของอีก 2 สารคงที่) 
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ตรวจวัดปริมาณกาซทีเ่กิดดวยการแทนทีน่้ําในระยะเวลาตางๆ สังเกตการเจริญของ
แบคทีเรีย และวัดปริมาณเซลลแบคทีเรียหลังจากเพาะเช้ือเปนเวลา 7 วัน ดวยการวัดความขุนของ
เซลลซัสเพนช่ันที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และคํานวณปริมาณเซลลไดจากกราฟมาตรฐาน
ระหวางคาความขุนของเซลลซัสเพนช่ันทีค่วามยาวคล่ืน 660 นาโนเมตรกับมิลลิกรัมน้ําหนกัเซลล
แหงตอลิตร (มก./ลิตร) และคํานวณกิจกรรมของเซลลในการผลิตไฮโดรเจน หนวยเปนมิลลิลิตร
ไฮโดรเจนตอมิลลิกรัมของน้ําหนกัเซลลแหง (มล./มก.ของเซลลแหง) 

 
10.  การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเหลก็ไอออน (Fe2+), โมลิปดินัม่ไอออน (Mo6+) และ    
อีดีทีเอ (EDTA) ในการผลิตไฮโดรเจน ดวยวิธทีางสถิติ และทาํการทดลองเพื่อยืนยันผล 

 
10.1  การออกแบบการทดลอง (Experimental design)  
 

นําขอมูลจากการทดลองทลีะหนึ่งปจจัย (one-factor-at-a-time) ของสาร 3 ชนิด
(FeSO4.7H2O, Na2MoO4.2H2O และ EDTA) จากขอ 9.3 ไปใชสําหรับการกําหนดระดับโคด 
(code level) ของความเขมขนสารทัง้ 3 ปจจัย สําหรับการออกแบบการทดลองใช Box-
Behnken Design (Teerapatskul et al., 2007, 2008; Jo et al., 2008; Pan et al., 2008) 
เพื่อใหทดลองในอาหาร Ormerod’s malate-glutamate จํานวนการทดลอง (experiment no.) ที่
ออกแบบโดย Box-Behnken Design ดวย 3 ปจจัย (3 factors) และมีจํานวนระดับ 3 ระดับ (3 
levels) ได 15 การทดลอง ดังตารางที ่8 ความเขมขนของ FeSO4.7H2O 3 ระดับคือ 10.6 (-1)   
53.1 (0) และ 95.6 (+1) ความเขมขนของ Na2MoO4.2H2O 3 ระดับคือ 0 (-1)  0.7 (0) และ 1.4 
(+1) และความเขมขนของ EDTA 3 ระดับคือ 0 (-1)  9 (0) และ 18 (+1)
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ตารางที่ 8  แผนการทดลองออกแบบโดย Box-Behnken Design สําหรับ 3 ปจจัย 3 ระดับ 

  

โคดระดับของปจจัย (coded levels) จํานวนการ
ทดลอง 

(experiment no.) FeSO4.7H2O Na2MoO4.2H2O EDTA  

1 -1 -1 0 
2 1 -1 0 
3 -1 1 0 
4 1 1 0 
5 -1 0 -1 
6 1 0 -1 
7 -1 0 1 
8 1 0 1 
9 0 -1 -1 
10 0 1 -1 
11 0 -1 1 
12 0 1 1 
13 0 0 0 
14 0 0 0 
15 0 0 0 
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10.2  วิเคราะหความถดถอยหรือ คา regression ของการออกแบบการทดลองดวย Box-
Behnken design และทาํนายสภาวะทีเ่หมาะสมที่สุดของปจจัยทั้งสามดวยวธิีทางสถิติ  

 
 ทาํการทดลองจริง ตามจาํนวนการทดลองที่โปรแกรม Box Behnken กําหนด 15 

การทดลอง ติดตามการผลิตไฮโดรเจน และจดบันทึกปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมสุดทาย เปนคา
ตอบสนอง (response value) ของทั้ง 15 การทดลอง และนําผลการทดลองท้ังหมดไปวิเคราะหคา
รีเกรสชัน (regression) หรือคาความถดถอยของการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken 
design แลวสรางสมการคณิตศาสตรหรือสมการถดถอย (regression model) แสดง
ความสัมพันธระหวางความเขมขนของปจจัยทัง้ 3 และคาตอบสนอง ทีแ่สดงเปนปริมาณไฮโดรเจน
ที่ผลิตได (มล.) และวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance: ANOVA) ในสมการถดถอย 
และทํานายสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของปจจัยทัง้ 3 ดวยวิธีการ 2 วิธี คือ วิธทีี่ 1) ใช  SPSS-
Statitica วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ดวยโปรแกรม SPSS และสรางกราฟพืน้ผิวสัมผัส 
response surface plot หรือ contour plot โดยใชโปรแกรม Statistica แลวทาํนายสภาวะที่ดีที่สุด
ของความเขมขนของสารทัง้ 3 ชนิด จาก contour plot และวิธทีี่ 2) ใช Minitab (ดวยความ
อนุเคราะหของ ดร. นนัทยิา หาญศุภลักษณ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร) ที่
วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) โดยใชโปรแกรม Minitab และทํานายสภาวะท่ีเหมาะสมโดย
ใช Optimizer mode  

 
ทํานายปริมาณไฮโดรเจนเปนมิลลิลิตรเมื่อใชความเขมขนของสารทัง้สามตามทีท่ัง้

สองโปรแกรมทํานาย โดยใชสมการถดถอย (regression model) เดียวกนัเพื่อเปรียบเทยีบกนั 
 

10.3  ทําการทดลองจริง เพือ่ยืนยนัผลการทํานายจากสถิติ 
 

 นาํสภาวะความเขมขนของสารทั้งสามที่เหมาะสมที่สุดที่ไดจากการทาํนายดวย
โปรแกรมสถิติทั้งสองวิธ ีมาใชผลิตไฮโดรเจน เพื่อยนืยนัผลที่ไดจากการทํานายดวยสถิติ ทาํการ
ทดลองในอาหารเหลว Ormerod’s malate-glutamate ความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต 
(FeSO4.7H2O), โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) และ EDTA ตามสภาวะที่เหมาะสมที่ได
จากการทาํนายดวยสถิติ เปรียบเทียบกับอาหารเดิม ตรวจวัดปริมาณกาซที่เกิดดวยการแทนท่ีน้ํา
ในระยะเวลาตางๆ วัดปริมาณไฮโดรเจนสะสมสุดทาย (มล.) และคํานวณอัตราการผลิต
ไฮโดรเจน (มล./ลิตร/ชม.)  
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11.  การผลติไฮโดรเจนในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร ของ R. gelatinosus SB24 ใน
อาหารปรับปรุงใชสถิติ  
 

ทําการทดลองโดยใชอาหารมาตรฐาน Ormerod’s malate-glutamate medium ที่มีความ
เขมขนของเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O), โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) และ EDTA ตาม
สภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการทํานายดวยสถิติ เปรียบเทยีบกับอาหารด้ังเดิม ทําการทดลองในถัง
ผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมี
แสง ทีม่ีความเขม 3,000 ลักซ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ตรวจวัดปริมาณกาซทีเ่กิดดวยการ
แทนที่น้าํในระยะเวลาตางๆ วัดปริมาณไฮโดรเจนสะสมสุดทาย (มล.) และคํานวณอัตราการผลิต
ไฮโดรเจน (มล./ลิตร/ชม.) และติดตามการเจริญของแบคทีเรีย ดวยการวัดความขุนของเซลลซัส
เพนช่ันที่ความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร และคํานวณปริมาณน้ําหนักแหงของเซลล (มก. ของ
น้ําหนกัเซลลแหง/ลิตร) ไดจากกราฟมาตรฐานระหวางคาความขุนของเซลลซัสเพนช่ันที่ความยาว
คล่ืน 660 นาโนเมตรกับน้ําหนักเซลลแหง (มก. ของนํ้าหนักเซลลแหง/ลิตร)  

 
คํานวณประสิทธิภาพการเปล่ียนสับสเตรดไปเปนไฮโดรเจน (Substrate conversion 

efficiency) ในอาหาร Ormerod’s malate-glutamate โดยเปรียบเทยีบปริมาณไฮโดรเจนท่ีไดจาก
การทดลองกบัปริมาณไฮโดรเจนที่ไดจากทฤษฎีตามสมการที ่11-12 ดานลาง (Eroglu et al., 
2008; Koku et al., 2002) 

 
  C4H6O5  +  3H2O                    6H2   +   4CO2   (11) 
 
 %Substrate conversion efficiency = 100 x   Actual hydrogen  (12) 
            Theoretical hydrogen 
 

   % Substrate conversion efficiency คือเปอรเซ็นตของประสิทธิภาพในการ
เปล่ียนสับสเตรดไปเปนไฮโดรเจน 
 
   Actual hydrogen คือปริมาณไฮโดรเจนท่ีไดจากการทดลองจริงตอสับสเตรดคือ 
malate 1 mole ที่ถกูใช  (mol H2/mol malate) 
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   Theoretical hydrogen คือปริมาณไฮโดรเจนที่ไดตามทฤษฎีตอสับสเตรด คือ 
malate 1 mole ที่ถกูใช (mol H2/mol malate) 
 
12.  การศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 จากนํ้าทิ้งแปงมันที่เจือจาง
ดวยอาหารปรับปรุง Ormerod’s minimal-glutamate ดวยวธิีทางสถิติ ในถังแบนผลิต
ไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร  
 

ใชอาหาร Ormerod’s minimal-glutamate ที่มีสวนผสมของน้ําทิ้งเปอรเซ็นตที่เหมาะสม 
และมีปริมาณปจจัยทัง้สามตามสภาวะเหมาะสม เพาะเลี้ยงในถังแบนผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
ภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสง ความเขมแสงตามที่กาํหนดในการทดลอง และตรวจวัด
ปริมาณกาซทีเ่กิดดวยการแทนที่น้าํในระยะเวลาตางๆ วดัปริมาณไฮโดรเจนสะสมสุดทาย (มล.) 
คํานวณอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน (มล./ลิตร/ชม.) เปรียบเทยีบกับอาหารที่มนี้ําทิ้งเปอรเซ็นต
เดียวกนัทีเ่จือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium และมีความเขมขนของสารทัง้ 3 
ชนิดตามสูตรด้ังเดิม 
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ผลและวิจารณ 
 
1.  การทดสอบเชิงคุณภาพ (Qualitative test) เกี่ยวกับความสามารถในการใชน้ําท้ิงจาก
การสกัดแปงมันเปนแหลงคารบอน เพื่อการเจริญและการยอยแปงในน้ําทิ้งของ 
Rubrivivax gelatinosus SB24 

 
Chitradon et al. (2008) ไดรายงานถึงการใช Rubrivivax gelatinosus SB24 ในการ

ผลิตพลังงานไฮโดรเจนจากวัสดุทางการเกษตรประเภทแปง และ Mahakhan et al. (2005) ได
รายงานถึงความสามารถของแบคทีเรียสายพนัธุดังกลาว ในการใชกรดอินทรียไดหลายชนิด ไดแก 
โซเดียมอะซิเตด (sodium acetate) ไพรูเวด (pyruvate) แลคเตด (lactate) มาเลด (malate) ซัค
ซิเนด (succinate) แอสปารเตด (aspartate) และกลูตาเมด (glutamate) ซึ่งเปนปกติทั่วไปของ
แบคทีเรียกลุม  non-sulfur purple phototrophic bacteria ที่แหลงคารบอนทีเ่หมาะสมคือ กรด
อินทรียมากกวาสารประกอบคารโบไฮเดรตอ่ืน แต R. gelatinosus SB24 สามารถใชสารอินทรีย
ประเภทแปงชนิดตางๆ เปนแหลงคารบอนและแหลงใหอิเล็กตรอนได โดยเฉพาะที่มคีวามพิเศษคือ 
ใชแปงดิบได (Chitradon et al., 2008) นอกจากนี ้R. gelatinosus SB24 ยังสามารถผลิตเอนไซม 
alfa-amylase ที่ยอยแปงทั้งแปงดิบคือ starch granule  และแปงสุกคือ gelatinized starch ได
ดวย (Mahakhan et al., 2005) จากคุณลักษณะที่ดีที่สามารถใชสารอินทรียไดหลายชนิดรวมทัง้
วัสดุทางการเกษตร ดังนั้นการผลิตไฮโดรเจนจึงมีศักยภาพมากข้ึน เพราะมีทางเลือกของการใช
สับสเตรดที่หลากหลายข้ึน รวมทัง้ชนิดที่เปนวัสดุทางเกษตรราคาถูก จึงเปนการลดตนทนุ การใช
น้ําทิ้ง และวัสดุเหลือทิง้เปนสับสเตรดก็เปนทางเลือกหนึง่ เชนงานของ Sasikala et al. (1992); 
Yigit et al. (1999); Eroglu et al. (2006); Li and Fang (2007); Eroglu et al. (2008) การ
ทดลองนี้จึงตองการที่จะใชน้ําทิ้งจากการโรงงานแปงมนัสําปะหลังที่เหลือหลังจากการสกัดแปง
แลวนํามาใชในการผลิตไฮโดรเจน  Reungsang et al. (2004) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากน้าํทิง้
โรงงานผลิตกรดซิตริกจากแปงมันสําปะหลัง โดยเปรียบเทียบระบบการผลิต 3 แบบคือ (1) การใช
ตะกอนจุลินทรีย (anaerobic seed sludge) จากกระบวนการหมักส่ิงปฏิกูลของโรงงานในญ่ีปุน
ในที่มืด (dark fermentation) (2) ใช anaerobic seed sludge รวมกับแบคทีเรียสังเคราะหแสง 
non-sulfur purple ชนิด Rhodospirillum rubrum ในถัง reactor เดียวกนัที่ไมมีออกซิเจน และ 
(3) ใชวิธีการผลิตแบบ 2 ข้ันตอน (two step system) คือ ข้ันตอนที่ 1 ใช anaerobic seed 
sludge หมกัน้ําทิ้งดวยกระบวนการ dark fermentation ในสภาวะที่ไมมีออกซิเจน และไมมีแสง 
แลวนําเฉพาะสวนใสจากการหมักมาเขาสูข้ันตอนที ่2 ซึ่งเปนระบบผลิตไฮโดรเจนดวย
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กระบวนการ  light fermentation ที่ใชแบคทีเรีย Rhodospirillum rubrum ชัน้ตอนนี้ทาํในสภาวะ
ไมมีออกซิเจน แตมีแสง ผลการทดลองคือ เมื่อใชเฉพาะ anaerobic seed sludge อยางเดียว ได
กาซไฮโดรเจนเชนกัน แตที่อุณหภูมิตางกันใหกาซไมเทากันที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียสไดกาซ
ไฮโดรเจนไดสูงสุด เทากับ 1.17 ลิตรของกาซไฮโดรเจนตอลิตรของปริมาตรบรรจุ (ลิตร/ลิตร) แตที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีสไดกาซไฮโดรเจน 0.006 ลิตร/ลิตร  เมื่อใชเชือ้รวม (co-culture) คือ 
anaerobic seed sludge รวมกับ Rs. rubrum ผลิตกาซไฮโดรเจนที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสได 
0.25 ลิตร/ลิตร  ซึ่งเมื่อเทยีบกับการใช anaerobic seed sludge อยางเดียว บมทีอุ่ณหภูมิเดียวกัน
ผลิตไดสูงข้ึนเล็กนอย และการทดลองสุดทาย ที่ใช 2 ข้ันตอน แบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจนไดมาก
ถึง 1.34 ลิตร/ลิตร 

 
การศึกษาเบ้ืองตนนี้ เพื่อดูความสามารถในการใชน้ําทิ้งจากการสกัดแปงมันเปนแหลง

คารบอน และความสามารถการยอยแปงในน้าํทิง้แปงมนั ผลการทดลองแสดงดังภาพที ่6  พบวา
แบคทีเรียเจริญดวยน้าํทิง้แปงมันได และยอยแปงในน้าํทิ้งได เนื่องจากเหน็โซนใสรอบโคโลนีของ
แบคทีเรียที่เจริญ แสดงวาสอดคลองกับการศึกษาจากรายงานท่ีผานมา ที่รายงานวา R. 
gelatinosus SB24 สามารถใชทั้งแปงสุกและแปงดิบของแปงมนัสําปะหลังเปนแหลงคารบอนและ
แหลงใหอิเล็กตรอนได (มงคล, 2547; Ngmjarearnwong et al., 2004; Chitradon et al., 2008) 
จากคุณสมบัติที่ดีอ่ืนๆของ R. gelatinosus SB24 (Mahakhan et al., 2005) งานวิจัยนี้จงึใชเชื้อ
บริสุทธิ์ในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้าํทิง้แปงมนั ซึง่เปนน้าํทิง้จากข้ันตอนการสกัดแปงมัน
โดยตรงและยังไมไดทิ้งไวในบอน้ําทิ้ง จึงยงัไมมีการเปล่ียนแปลงดวยจุลินทรียในธรรมชาติอ่ืนๆ 
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             (ก)                                                             (ข) 
 
ภาพท่ี 6  ความสามารถของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในการยอยแปงในน้าํทิ้งแปงมัน 
 ความเขมขนน้าํทิง้ 81 เปอรเซ็นต (v/v) (ก) โคโลนีของแบคทีเรียที่เจริญไดบน 
 อาหารที่มนี้ําทิ้ง 81 เปอรเซ็นต (v/v) (ข) clear zone แสดงการยอยแปงรอบโคโลนขีอง 
 แบคทีเรียหลังจากทดสอบดวยสารละลายไอโอดีน 
 
2.  การทดสอบเบ้ืองตนเกี่ยวกับความเปนไปไดที่ Rubrivivax gelatinosus SB24 จะเจริญ
ในน้ําที่มนี้ําทิ้งจากการสกัดแปงมันเปนสวนผสมในความเขมขนตางๆ ทดลองในระดับ
หองปฏิบัติการขนาด 18 มล. 
  

2.1  เมื่อเจือจางน้ําทิ้งแปงมนัดวยน้ํา ใหไดความเขมขนตางๆ 
 

เมื่อใชน้ําทิง้จากโรงงานแปงมันสําปะหลังเก็บคร้ังที ่1 ทีท่ําใหเจือจางดวยน้าํ ที่
เปอรเซ็นตตางๆ และไมมีการปรับพีเอชใดๆ มาใชเพาะเล้ียงเชื้อ แลวเติมเซลลซัสเพนช่ันที่
แขวนลอยอยูในน้าํ 10 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร ทาํในหลอดทดลองที่มสีารละลาย 18 มล. ผลการ
ทดลองที่สังเกตจากสีชมพูของเซลลทีเ่จริญ แสดงใหเหน็การเจริญดีเฉพาะในน้าํทิ้งความเขมขน 9-
36 เปอรเซ็นตเทานัน้ สวนทีค่วามเขมขนสูงกวา 36 เปอรเซ็นต สังเกตการเจริญไดยากกวา (ภาพที่ 
7, ตารางที ่9) และการเจริญของแบคทีเรียในอาหาร Ormerod’s ทัว่ไป (malate-glutamate 
medium) ใหสีชมพูออนกวา ขอสังเกต ในน้าํทิง้เปอรเซ็นตสูงๆ มีตะกอนคอนขางมาก และตะกอน
อาหารมีสีน้าํตาลอมชมพ ูทําใหสังเกตการเจริญไดยากมาก สาเหตุของการเจริญที่ไมดีในน้าํทิ้ง
ความเขมขนสูง อาจเปนเพราะ 1) ในน้าํทิง้มีสารยับยั้งการเจริญยิ่งเขมขน ยิง่มีสารมาก 2) การมี

clear  
zone 
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ตะกอนมากบดบังแสงซึ่งมีผลตอการเจริญดวยการสังเคราะหแสง และ 3) พีเอชเร่ิมตนมีคาตํ่ากวา 
6.8 เพราะตัวอยางน้ําทิง้ที่เก็บมามีพีเอชเทากบั 5.7 (ตารางที่ 10) เมือ่เจือจางดวยน้ํา และ
ภายหลัง autoclave พีเอชเร่ิมตนจะตํ่ากวา 6.8 โดยเฉพาะในน้ําทิง้ความเขมขนสูง คาพีเอชเร่ิมตน
ยิ่งตํ่า (ตารางที่ 9) ไมเหมาะสมกับแบคทเีรียสายพันธุนีท้ี่ชอบพีเอช 6.8 และในระหวางการทดลอง
ไมมีบัฟเฟอรจึงไมมีการควบคุมพีเอชทีเ่ปล่ียนแปลงในระหวางการบมเชื้อ ทาํใหพีเอชเปล่ียนแปลง
ไปมาก โดยเฉพาะในนํ้าทิ้ง 27-90 เปอรเซน็ต ที่พีเอชลดลงมากภายหลังการบมเชื้อ 

 
ผลการสรางกาซสังเกตไดชัดเจน ในน้าํทิง้ความเขมขน 9-27 เปอรเซ็นต สวนที่ 36 

เปอรเซ็นต สังเกตไดเฉพาะที่ 66 ชม. และนอยมาก  
 
Eroglu et al. (2004) ผลิตไฮโดรเจนดวยเชื้อ Rhodobacter sphaeroides O.U.001 

จากน้ําทิ้งโรงงานน้ํามนัมะกอก ที่ใชเปนสับสเตรดหลัก โดยปรับพีเอชของน้ําทิ้งอยูในชวง 6.8-7.0 
ในถังปฏิกรณขนาด 400 มล. โดยใชน้ําทิง้ความเจือจางในน้ําใหมีความเขมขนตางๆ ในชวง 1-20 
เปอรเซ็นตของน้าํทิง้ในน้ํา (final concentration คือ 0.9-18%) พบวา เมื่อใชน้ําทิง้ 3 และ 4 
เปอรเซ็นต ผลิตกาซไฮโดรเจนไดสูงที่สุดเทากับ 145 มล. จากปริมาตรบรรจุ 400 มล. และไม
พบวาแบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนในน้ําทิ้ง 5-20 เปอรเซ็นต สําหรับการทดลองน้ี พบวาสามารถใชน้ํา
ทิ้งความเขมขนสูงกวาถึง 27 เปอรเซ็นต ผลิตกาซไฮโดรเจนได ทัง้นี้อาจเนื่องจากน้าํทิง้แปงมนัมี
ปริมาณสารอินทรีย โดยวัดจากคาซีโอดี (Chemical oxygen demand; COD) และบีโอดี 
(Biochemical oxygen demand: BOD) ของน้าํทิง้แปงมนั มีคาเทากับ 25 และ 9 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ซึง่นอยกวาน้ําทิง้จากโรงงานน้าํมันมะกอกซ่ึงมีคาเทากับ 72 และ 18 กรัมตอลิตร 
(Eroglu et al., 2004) การทีส่ามารถใชความเขมขนของน้ําทิ้งแปงมันไดมากกวาน้ําทิ้งโรงงาน
น้ํามันมะกอก อาจเปนเพราะน้ําทิง้จากโรงงานน้ํามันมะกอกมีปริมาณสารอินทรียที่จลิุนทรียใช
ไมได (COD) ในปริมาณที่สูง แบคทีเรียใชไดยากจึงอาจเปนสาเหตุใหใชน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามนั
มะกอกไดความเขมขนตํ่า และการใชน้าํทิง้แปงมนัไดถึง 27 เปอรเซ็นต อีกสาเหตุหนึ่งอาจเปน
เพราะน้ําทิง้แปงมันมีปริมาณสารอินทรียที่จุลินทรียใชได (BOD) ในปริมาณทีน่อยกวา จึงตองใช
น้ําทิ้งแปงมันในปริมาณหรือความเขมขนทีม่ากกวาจึงจะมีสารอินทรียที่จุลินทรียใชไดเทากับการ
ใชน้ําทิ้งจากโรงงานน้ํามนัมะกอก นอกจากคา COD และ BOD ที่ตองพิจารณาแลว ปริมาณ
สารอินทรียทีม่าจากแหลงไนโตรเจนและไขมันก็ควรคํานึงถึงดวย ซึง่การมีแหลงไนโตรเจนสูงและมี
ไขมันมากอาจมีผลตอกิจกรรมของเอนไซมไนโตรจีเนส และการเจริญของแบคทีเรียชนิดนี ้
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ผลการทดลองแสดงวา แบคทีเรียนี้สามารถเจริญในน้าํทิง้แปงมนัได และใชเปน
แหลงผลิตกาซได แตน้ําทิง้เจือจางในน้าํยงัมีคาพีเอชตํ่าคือ 5.3-5.6 การปรับปรุงสารละลายน้าํทิ้ง
เร่ิมตนดวยการควบคุมพีเอชนาจะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพในการเจริญและการผลิตกาซได 
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(ก)                                                                    (ข) 
 

ภาพท่ี 7  การเจริญของเช้ือ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ําทิ้งแปงมันเปอรเซ็นตตางๆ โดย 
ปริมาตร ที่เจือจางดวยน้าํ ไมมีการปรับพเีอชเร่ิมตน บมในที่มีแสงและไมมีออกซิเจน 
เปนเวลา 84 ชม. โดย (ก) กอนบม (ข) การเจริญของเช้ือในช่ัวโมงที่ 60 โดยเปอรเซน็ต
ของน้ําทิ้งเรียงจากมากไปนอยคือ 90  81  72  63  54  45  36  27  18 และ 9 
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (%) และหลอดควบคุม คือ อาหาร Ormerod’s ที่ไมมีน้าํทิ้ง 
เรียงตามลําดับจากซายไปขวา 
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ตารางที่ 9  แสดงการเจริญของ R. gelatinosus SB24 และการเกิดกาซในน้ําทิ้งแปงมันเปอรเซ็นตตางๆ โดยปริมาตร ที่เจือจางดวยน้าํ ไมมีการปรับพีเอช 
 

การเจริญของเชื้อและการเกิดกาซในน้ําทิ้งจากการสกัดแปงมันเปอรเซ็นตตางๆ โดยปริมาตร ที่เจือจางดวยน้ํา เวลา 
(ชม.) Ormerod’s 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90 

6 w +1 +2 +2 +2 w w w w w w 
12 +2 +2 +3 +3 +2 +2 +2 w w w w 
18 +3 +2 +3 +3 +2 w w w w w w 
24 +3/G +3 +4/G +4/G +3 w w w w w w 
30 +3/G +3 +4 +4/G +3 w w w w w w 
36 +3/G +3/G +4 +4 +3 w w w w w w 
42 +3/G +3/G +4 +4 +4 w w w w w w 
54 +3/G +3/G +4/G +4 +4 w w w w w w 
60 +3/G +3/G +4/G +4 +4 w w w w w w 
66 +3/G +3/G +4/G +4 +4/G w w w w w w 
72 +3/G +3/G +4/G +4/G +4 w w w w w w 
84 +3/G +3/G +4/G +4/G +4 w w w w w w 

พีเอชเริ่มตนหลัง autoclave 6.86 6.59 6.46 6.33 6.20 6.10 6.01 5.95 5.79 5.69 5.68 
พีเอช (84 ชม.) 7.20 6.74 6.40 5.30 5.60 5.31 5.26 5.26 5.34 5.38 5.32 

 

หมายเหตุ  สัญลักษณ +1 +2 +3 และ +4 แสดงการเจริญของเซลล สังเกตจากสีแดงชมพูจากนอยไปหามาก ตามลําดับ 
สัญลักษณ ( -) แสดงวาไมไดตรวจผล หรือไมไดทําการทดสอบ 
สัญลักษณ (w) แสดงผลไมชัดเจน เนื่องจากอาหาร และสังเกตการเจริญไดยากมาก หรือไมมีการเจริญ 

 สัญลักษณ (G) แสดงวามีฟองกาซเกิดขึ้น 
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ตารางที่ 10  คุณสมบัติของน้ําทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่1 (วันที ่19 มิถุนายน 2549) 
 
รายการทดสอบ ผลการทดสอบ หนวย วิธีทดสอบอางอิง 
Total Dissolved Solids* 9,385.91 mg/L APHA, AWWA, WEF2540C: 

Total Disssolved Solids Dried at 
108°C 

Total Suspended Solids* 11,539.0 mg/L APHA, AWWA, WEF2540D: 
Total Suspended Solids Dried at 
103-105°C 

Total Solids* 20,925.00 mg/L APHA, AWWA, WEF2540C: 
Total Solids Dried at 103-105°C 

BOD* 9,625.00 mg/L APHA, AWWA, WEF5210B: 5-
DayBOD Test 

COD 25,572.80 
26,375.17 

mg/L 

Reducing Sugar 6,580.64 mg/L 
Starch 16,140.00 mg/L 

  *APHA, AWWA, WEF5210B:        
  Open Reflux Method 
  ตรวจสอบเองในหองปฏิบัติการ 

Total Kjeldahl Nitrogen (TKN)* 34.14 mg/L APHA, AWWA, WEF4500-NorgC: 
Nitrogen (Organic)B; Macro-
Kjeldahl Method 

Calcium* 62.46 mg/L 
Magnesium* 62.36 mg/L 
Iron* 1.211 mg/L 
Lead* 0.028 mg/L 

Standard method for 
examination of water and water 
20thedition, 1998, Part 3030E by 
P 3-8 ICP-OES 

pH 5.70  ตรวจสอบเองในหองปฏิบัติการ 

 
หมายเหตุ  *สงตรวจหองปฏิบัติการกลางตรวจสอบผลิตภัณฑเกษตรและอาหาร; LCFA  

สํานักงานใหญและสาขากรุงเทพฯ กรมวชิาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 

* 
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2.2  เมื่อเจือจางน้ําทิ้งแปงมนัดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate ใหมี
ความเขมขนตางๆ 
 

จากภาพที ่8 และตารางที่ 11 ไดผลวา การใชน้ําทิ้งที่เจือจางดวยอาหาร Ormerod’s 
minimal–glutamate พีเอช 6.8 แบคทีเรียเจริญไดในน้ําทิ้งที่ทกุๆ ความเขมขน และเจริญดีกวาเมื่อ
ใชน้ําทิ้งเจือจางในน้าํ ทั้งนี้เพราะแบคทีเรียสายพันธุนี้ตองการวิตามนิไบโอติน (biotin) และไทอะ
มีน (thiamine-HCl) (จินตนา, 2543; Mahakhan et al., 2005) และสาร trace element ตางๆ อีก
ทั้งการใชอาหาร Ormerod’s ที่มีบฟัเฟอร จะมีการควบคุมคาพีเอชเร่ิมตนใหเปนคาที่เหมาะสม
ที่สุดกับการเจริญของแบคทีเรีย  

 
แบคทีเรียเจริญไดเร็วในน้ําทิ้ง 9  18  และ 27 เปอรเซ็นต โดยที่ในชั่วโมงที ่24 เซลล

ซัสเพนช่ันมีสีแดงเขมกวาในน้าํทิง้ความเขมขนสูงกวา (36-90%) พบทั้งเซลลที่แขวนลอยในอาหาร
และตกตะกอนอยูดานลางหลอดบาง และท่ีชัว่โมงเดียวกันตะกอนแปงทีก่นหลอด มีปริมาณลดลง
จนหมดหรือเกอืบหมด และแบคทีเรียเจริญไดสูงที่สุด ในชั่วโมงที ่36  สวนในอาหารทีม่ีน้ําทิง้ 36  
45  54  63  72  และ 81 เปอรเซ็นต พบวา แบคทีเรียเจริญไดเชนกัน แตชากวา กลาวคือ ในน้าํทิง้  
36 และ 45 เปอรเซ็นต แบคทีเรียเจริญสูงสุด ในชั่วโมงที่ 36 (แตเจริญนอยกวา 9-27%) และในน้ํา
ทิ้ง 54  63  72  และ 81 เปอรเซ็นต แบคทีเรียเจริญสูงสุดในช่ัวโมงที ่42  และตะกอนอาหารลดลง
ดวยเชนกนั อยางไรก็ตามน้าํทิง้ที่เปอรเซน็ตสูงกวา จะเหลือตะกอนมากกวา ตามลําดับ และในน้าํ
ทิ้ง 90 เปอรเซน็ตที่ไมไดเจือจางซ่ึงไมมีแรธาตุหรือสารอาหารอื่น แบคทีเรียเจริญไดนอยที่สุด 
นอกจากนี ้เมือ่เพาะเล้ียงในน้ําทิ้ง 63  72  81  และ 90 เปอรเซ็นต ไปถึง 84 ชม. เซลลซัสเพนช่ัน
ในน้าํทิง้เปลี่ยนสีซีดลงเปนสีเหลือง การที่สารละลายเซลลมีสีซีดลงอาจเพราะเซลลตาย เนื่องจาก
พีเอชลดตํ่าลง การที่แบคทีเรียเจริญไดในน้าํทิง้แปงมนัแมความเขมขนสูงมากถงึ 90 เปอรเซ็นต 
(ซึ่งตางจากการเจริญในน้าํทิ้งผสมน้าํ) เนือ่งจาก (1) การทดลองนี้มกีารปรับพีเอชเร่ิมตนเปน 6.8 
ดวยอาหารกอน autoclave  แมที่ 90 เปอรเซ็นต ปรับพีเอชดวยภายหลังการ autoclave คาพีเอช
จะลดตํ่าลงเหลือเทากับ 6.25 ซึ่งสูงกวาการทดลองท่ี 2.1 ที่มีคาพีเอชเทากบั 5.68 ซึ่งมีสภาวะเปน
กรดกวา ดังนัน้สภาวะพีเอช 5.68 ไมเหมาะสมสําหรับเร่ิมตนเพาะเล้ียงเช้ือ 

 
องคประกอบของนํ้าทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่1 พบวาประกอบดวยสารอนิทรียจาํนวน

หนึง่ทีม่ากพอสําหรับแบคทีเรียเจริญ จะเหน็ไดจากคา COD  BOD  Total suspended solid  
โปรตีน และแปง (ตารางที่ 10) น้ําทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่1 นี้ไดมาจากปลายทอน้าํทิง้กอนลงบอน้าํ
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ทิ้งเปนน้ําทิ้งจากกระบวนการสกัดแปงจากหัวมนัที่รวม ข้ันตอนการลางหัวมนัและการแยกแปง ใน
น้ําทิ้งมีแปงหลงเหลืออยูในปริมาณสูง คือ 16.4 กรัม/ลิตร ดังนัน้ น้ําทิ้ง 100 เปอรเซ็นต ที่เติมเชือ้ 
10 เปอรเซ็นต (ความเขมขนสุดทาย 90%)  จงึมีการเจริญของแบคทีเรียได นั่นคือแบคทีเรีย
สามารถใชน้ําทิ้งเปนแหลงคารบอนได 

 
นอกจากนี ้ยงัพบดวยวา ในน้ําทิ้งความเขมขนตางๆ ภายใตสภาวะไมมีอากาศ และ

มีแสงนี ้แบคทเีรียสรางกาซได หมายความวา แบคทีเรียใชน้ําทิ้งความเขมขนตางๆ เปนแหลงให
อิเล็กตรอนสําหรับการผลิตไฮโดรเจนได สังเกตมฟีองกาซเกิดในน้ําทิ้งที่ความเขมขน 9  18  27  36  
และ 45 เปอรเซ็นต ไดในชัว่โมงที ่24-42   
 

Yetis et al. (2000) ศึกษาการใชน้ําทิ้งจากโรงงานฟอกน้ําตาล (sugar refinery 
wastewater) ในการผลิตไฮโดรเจนแบบใชแสงดวย Rhodobacter sphaeroides O.U.001 โดย
เจือจางน้ําทิง้อยูในชวง 10-50 เปอรเซ็นต ดวยอาหารเล้ียงเชื้อสูตร Biebl and Pfenning medium 
และเติมน้ําทิง้เปอรเซ็นตตางๆ แทนแหลงคารบอน และไนโตรเจน นัน่คือ malate และ glutamate 
ตามลําดับ ปรับพีเอชเทากบั 7.0 ผลิตกาซในถังปฏิกรณชีวภาพแบบคอลัมนแกว (glass column 
bioreactor) ขนาด 150 มล. พบวา เมื่อใชน้ําทิ้ง 10 และ 20 เปอรเซ็นต เกิดกาซข้ึน แตไมเกิดกาซ
ในน้าํทิง้ 30 เปอรเซ็นต และเปอรเซ็นตทีสู่งข้ึน แสดงวาใชน้าํทิง้ดังกลาวเปนแหลงใหอิเล็กตรอน 
หรือแหลงคารบอน และแหลงไนโตรเจนได เมื่อเปรียบเทยีบกับการทดลองน้ี จะเห็นวา Rubrivivax  
gelatinosus SB24 สามารถใชน้ําทิง้โรงงานแปงสําปะหลังเปนแหลงคารบอน และแหลงให

อิเล็กตรอนเพือ่การเจริญและการผลิตกาซได เพราะแบคทีเรียสายพนัธุนี้ มกีารสรางเอนไซม -
amylase ยอยแปงเปนน้ําตาล (Mahakhan et al., 2005) ซึ่งในน้ําทิง้นีม้ีทั้งแปงและน้ําตาลรีดิวซ
สูง ตามที่ตรวจวัดไดดังตารางที่ 10  และอาจมีกรดอินทรียอ่ืนอยูดวยซ่ึงไมไดทาํการวิเคราะหแต
สังเกตไดจากคาความเปนกรดเบสซ่ึงคอนขางตํ่า (พีเอช 5.7) สวนแหลงไนโตรเจนมทีั้งในน้าํทิง้เอง 
คือ คา Kjeldahl Nitrogen 34.14 มิลลิกรัมตอลิตร (มก./ลิตร) และ glutamate 5 mM ที่มีอยูใน
อาหาร Ormerod’s ดังนัน้ จงึถือวาเพียงพอ 

 
สรุปไดวา น้าํทิ้งโรงงานแปงสําปะหลัง ใชเพาะเล้ียง Rubrivivax gelatinosus SB24 

ใหเจริญได แมความเขมขนน้ําทิ้งสูงถงึ 90 เปอรเซ็นต และแบคทีเรียเจริญไดดีกวาเมื่อน้ําทิง้เจือ
จางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate เมื่อเปรียบเทยีบกับที่เจือจางดวยน้าํ 
นอกจากนี้แบคทีเรียสามารถใชน้ําทิง้เปนแหลงใหอิเล็กตรอนในการสรางกาซไฮโดรเจนได
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โดยเฉพาะในน้ําทิ้งที่ความเขมขน 9  18  27  36  และ 45 เปอรเซ็นต ที่เจือจางดวยอาหารเหลว 
สวนน้ําทิ้งที่เจอืจางในน้าํ พบการสรางกาซเล็กนอย ที่น้าํทิง้ความเขมขนไมเกิน 27 เปอรเซ็นต 
เพราะน้ําทิง้ที่เจือจางดวยน้าํขาดสารอาหารจําเปนและไมมีการปรับพเีอชเร่ิมตน การปรับพีเอช
เร่ิมตนจึงสําคัญ เชนเดียวกบัที่มีรายงานหลายฉบับที่แสดงการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้าํทิ้ง  โดย
มีการปรับพีเอชเร่ิมตนอยูในชวง 6.8-7.9 (Zhu et al., 1999; Yetis et al., 2000; Eroglu et al., 
2004)  
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        (ก)     (ข)  

 
ภาพท่ี 8  การเจริญของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีน้าํทิง้แปงมัน 

เปอรเซ็นตตางๆ โดยปริมาตร เจือจางดวยอาหาร Ormerod’s minimal-glutamate ปรับ
พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมที่มีแสงและไมมีออกซิเจน เปนเวลา 72 ชม. โดย (ก) กอนบม (ข) 
การเจริญของเชื้อในช่ัวโมงที่ 24 โดยเปอรเซ็นตของน้าํทิง้เรียงจากมากไปนอยคือ 90  
81  72  63  54  45  36  27  18  และ 9  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (น้ําทิ้ง 90 เปอรเซ็นต 
คือ ปริมาณน้าํทิง้ : ปริมาณเชื้อเร่ิมตน เทากับ 90:10 ไมมีสารประกอบอ่ืนๆ)  และ
หลอดควบคุม คือ อาหาร Ormerod’s ที่ไมมีน้าํทิง้ เรียงตามลําดับจากซายไปขวา 
 
 

 



 

 

86 

ตารางที่ 11  แสดงการเจริญของ Rubrivivax gelatinosus SB24และการเกิดกาซในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มนี้ําทิ้งแปงมันเปอรเซน็ตตางๆ โดยปริมาตร  
ที่เจือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium ปรับพเีอชกอน autoclave เทากับ 6.8  

 
การเจริญของเชื้อและการเกิดกาซในน้ําทิ้งแปงมันเปอรเซ็นตางๆ ที่เจือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium  เวลา 

(ชม.) Ormerod’s 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90 
6 - - - - - - - - - - - 
12 - - - - - - - - - - - 
18 +3 +3 +3 +2 +2 +2 +2 +2 +2 +2 +1 
24 +3/G +3/G +3/G +3/G +2/w +2 +2 +2 +2 +2/w +1 
30 +3/G +3/G +3/G +3/G +2 +2 +2 +2 +2 +2 +1 
36 +4/G +4/G +4/G +4/G +3/G +3/G  +2 +2 +2 +2 +1 
42 +4/G +4/G +4/G +4/G +3/G +3/G +3/w +3 +3 +3 +1 
54 +4 +4 +4 +4 +3 +3 +1 +3 +3 +3 +1 
60 - - - - - - - - - - - 
66 - - - - - - - - - - - 
72 +4 +4 +4 +4 +3 +3 +1 +3 +3 +3 +1 

พีเอชเริ่มตน หลัง autoclave 6.80 7.20 6.96 6.87 6.86 6.80 6.72 6.60 6.59 6.53 6.25 
พีเอช (72 ชม.) 8.36 7.00 6.40 6.28 6.20 6.02 5.77 5.60 5.50 5.50 5.54 

 

หมายเหตุ  สัญลักษณ +1  +2  +3 และ +4   แสดงการเจริญของเซลล สังเกตจากสีแดงชมพูจากนอยไปหามาก  
สัญลักษณ ( -) แสดงวาไมไดตรวจผล  หรือไมไดทําการทดสอบ 
สัญลักษณ (w) แสดงผลไมชัดเจน  เนื่องจากอาหารมีความขุน และสังเกตการเจริญไดยากมาก หรือไมมีการเจริญ 
สัญลักษณ (G) แสดงวามีฟองกาซเกิดขึ้น
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3.  การศกึษาเชิงปริมาณ ในระดับหองปฏิบัติการ ของการผลิตกาซไฮโดรเจนของ
แบคทีเรียสงัเคราะหแสง Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ําทิง้แปงมันความเขมขน
ตางๆ ทําการทดลองในปริมาตรขนาด 23 และ 60 มล. 

 
3.1  การผลิตกาซไฮโดรเจนเม่ือใชน้ําทิง้แปงมัน เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s 

minimal-glutamate ขนาดการทดลอง 23 มล.   
 
เมื่อนํา Rubrivivax gelatinosus SB24  มาเพาะเล้ียงในน้าํทิง้แปงมนัที่เจือจางดวย

อาหารเหลว Ormerod’s minimal medium ที่มี glutamate เปนแหลงไนโตรเจน ใหมีความเขมขน 
27  45  81  และ 90 เปอรเซน็ต น้าํทิ้งจะทาํหนาที่เปนแหลงคารบอนสําหรับการเจริญและแหลงให
อิเล็กตรอนสําหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน (อนึง่ น้ําทิ้งความเขมขน 90 เปอรเซน็ตโดยปริมาตร 
ปริมาณน้าํทิง้ : ปริมาณเชื้อเร่ิมตน เทากบั  90:10 ไมมี glutamate แตจะใชไนโตรเจนในน้ําทิ้งเปน
แหลงไนโตรเจนเทานั้น) ทดลองในหลอด side-arm tube ขนาด 30 มล. ปริมาตรบรรจุ 23 มล. 
และตอระบบใหสามารถวัดปริมาตรกาซไดในเวลาตางๆ ผลการทดลอง พบวาแบคทีเรียเจริญไดใน
น้ําทิ้งทุกๆ ความเขมขน โดยที่ 90 เปอรเซ็นต ไมมีแหลงไนโตรเจนอ่ืนที่เติมลงไป ซึ่งยืนยนัผลใน
การทดลองทีผ่านมาขอ 2.2 แสดงวาน้าํทิง้มีสารประกอบไนโตรเจนเพยีงพอที่จะทาํใหแบคทีเรีย
สามารถเจริญได (จากผลการวิเคราะหตัวอยางน้ําทิง้ในตารางที่ 10 พบวาคา  Total Kjeldahl 
Nitrogen เทากับ 34.14 มก./ลิตร) 

 
สวนการผลิตกาซไฮโดรเจน แสดงในภาพที่ 9 แบคทีเรียผลิตกาซเร็วทีสุ่ด และดีที่สุด

ในน้าํทิง้ความเขมขน 27 เปอรเซ็นต เร่ิมตรวจวัดการผลิตกาซได ในชัว่โมงที ่18  ความเขมขนน้ํา
ทิ้งสูงข้ึนการผลิตกาซชาลง ตามลําดับ เมือ่ใชน้ําทิ้งความเขมขน 27 เปอรเซ็นต พบวาแบคทีเรีย
ผลิตกาซตอเนือ่งถึง 72 ชม. ไดกาซทัง้ส้ิน 5.3 มล. (ตารางที่ 12) จากปริมาตรบรรจุ 23 มล. หรือ
คิดเปน 0.23 ลิตร/ลิตร แตเมื่อความเขมขนของน้าํทิ้งสูงข้ึนเปน 45 และ 81 เปอรเซน็ต ตรวจพบ
การเร่ิมผลิตกาซในช่ัวโมงที ่24 และ 30 ตามลําดับ และมีระยะเวลาการผลิตที่ส้ันกวา คือถึงชัว่โมง
ที่ 60 เทานัน้ ยิ่งเมื่อใชน้ําทิง้ความเขมขนสูงถึง 90 เปอรเซ็นต ตรวจพบการเร่ิมผลิตกาซในช่ัวโมงที่ 
30 เชนกนั แตระยะเวลาในการผลิตกาซส้ันมาก คือผลิตถึงชั่วโมงที่ 54 ก็หยุด ปริมาณกาซทัง้หมด
ที่วัดไดจากน้ําทิ้งความเขมขน 45  81  และ 90 เปอรเซน็ต ลดนอยกวากันตามลําดับ คือเทากับ 
4.0  2.6  และ 1.2 มล. จากปริมาตรบรรจุ 23 มล. หรือคิดเปน 0.17  0.11  และ 0.05 ลิตร/ลิตร 
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เมื่อนําคามาคํานวณอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุด (ตารางที ่12) ไดดังนี้ ที่ความ
เขมขนน้าํทิง้แปงมันที ่27  45  81  และ 90 เปอรเซ็นต แบคทีเรียมีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจน
สูงสุด (maximum hydrogen production rate) เทากบั 7.39  5.69  3.04  และ 1.74 มิลลิลิตรตอ
ลิตรของปริมาตรบรรจุตอช่ัวโมง (มล./ลิตร/ชม., mL/L culture/h) ซึ่งนอยลงตามลําดับ เมื่อ
เปรียบเทยีบคาน้าํตาลรีดิวซ (reducing sugar) เร่ิมตนและในช่ัวโมงที่ 72 ประสิทธภิาพการลดลง
ของปริมาณน้าํตาลรีดิวซ เทากับ  60.0  14.6  18.0  และ 16.9 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ตารางที่ 
12) จะเหน็วา เมื่อน้ําทิง้ความเขมขนสูงข้ึนกวา 27 เปอรเซ็นต ประสิทธภิาพการลดลงของปริมาณ
น้ําตาลรีดิวซจะตํ่าลง 3-4 เทา สอดคลองกบัอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดก็ตํ่าลงตามดวย สวนคา 
COD ซึ่งเปนคาทีว่ัดจากสารละลายรวมเซลลทั้งหมด พบวาลดลงเล็กนอย เมื่อคิดประสิทธิภาพ
การลดลงของ COD เทากับ  9.8  18.9  21.1  และ 21.2 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  แสดงใหเห็นวา 
การนาํน้าํทิง้มาใชเปนสับสเตรดต้ังตนในการทดลองการผลิตไฮโดรเจนยังใหผลพลอยได คือ 
สามารถลดความสกปรกของน้ําทิ้งลงได แตยังไดนอย เนื่องจากคา COD ทีว่ัดในวันสุดทายวัดจาก
สารละลายทัง้หมดทีม่ีเซลลรวมอยูดวย จงึมีคาคอนขางสูง เนื่องจากรวมคา COD ที่เกิดจาก
ตะกอนเซลลดวย ซึง่สวนใหญในกระบวนการบําบัดน้ําเสียจะมีข้ันตอนการตกตะกอน หรือแยก
ตะกอนออกกอนอีกข้ันตอน แลววัดคา COD  BOD และคากําหนดอ่ืนกอนที่จะปลอยน้ําทิง้ลงสู
ส่ิงแวดลอม 
 

แมแบคทีเรียจะนําน้าํทิง้ไปใชเจริญไดดี  แตกระบวนการผลิตไฮโดรเจนกลับถกูยับยัง้
เมื่อใชน้ําทิง้ความเขมขนสูงข้ึน ซึ่งเปนไปได เนื่องจาก กระบวนการผลิตไฮโดรเจน และเอนไซมที่
เกี่ยวของ คือ ไนโตรจีเนส (Nitrogenase) ถูกยับยั้งไดโดยสมบูรณโดยสารอนนิทรียไนโตรเจน เชน 
สารประกอบแอมโมเนยีมไอออน (ammonium ion; NH 4

+) ไนไตรท (nitrite) และไนเตรท (nitrate) 
และสารอินทรียไนโตรเจน เชน สารสกัดจากยีสต (yeast extract ) หรือเปบโทน (peptone)  ที่มี
ปริมาณสูง (Gest and Kamen,1949)  หรือกรดอะมิโนเชน อะลานนี (alanine)  และซีรีน (serine)  
โดยสารประกอบเหลานั้น สามารถถูกยอยสลายไดอยางรวดเร็วแลวปลอยแอมโมเนยีมไอออน
ออกมา (Bregoff and Kamen,1952)  แตพบวา ถาแอมโมเนยีมไอออนถูกควบคุมใหมีความ
เขมขนตํ่าและคงที่ในเซลลซสัเพนช่ัน กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมีแสงจะเกิดข้ึนไดอยาง
รวดเร็ว สําหรับการทดลองนี้ น้ําทิ้งโรงงานแปงมนัสําปะหลังมีคา  Total Kjeldahl Nitrogen  ถึง 
34.14 มก./ลิตร ปริมาณของแข็งละลายน้าํ (total dissolved solid มากกวา 9,000 มก./ลิตร 
ของแข็งแขวนลอย (total suspended solids) มากกวา 11,000 มก./ลิตร (ตารางที ่10) ซึ่งมีคาที่
คอนขางสูง จงึเปนไปไดที่จะเปนสาเหตุทาํใหเกิดการยบัยั้งเอนไซม และกระบวนการผลิต
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ไฮโดรเจน รวมถึงสารอ่ืนในน้ําทิ้งที่ยับยั้งกระบวนการผลิตไฮโดรเจน เชน แอมโมเนยีที่สามารถ
ยับยั้งการผลิตไฮโดรเจนโดยกลไกแบบยอนกลับ (feedback repression) และโลหะหนกัตางๆ 
จากผลการวิเคราะหตัวอยางน้าํทิง้ พบวา มีตะกั่วปนเปอนอยูสูง เทากับ 0.028 มก./ลิตร ซึ่งอาจมี
ผลตอเซลลและกระบวนการผลิตกาซดวย (Ormerod and Gest, 1962) นอกจากนี้การที่มี
ของแข็งแขวนลอยอยูสูงจะไปมีผลตอการบดบังแสง เนือ่งจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของ
แบคทีเรีย non-sulfur purple phototroph ตองการแสง การที่เราใชน้าํทิง้โดยตรงซ่ึงมีตะกอนแปง
จะทาํใหบดบังแสง ยิ่งใชเปอรเซ็นตน้ําทิง้มากยิง่บดบังแสงมาก การศึกษาการผลิตโดยใชน้ําทิ้ง
สวนใหญจะมกีารกรองเพื่อเอาตะกอนที่ไมละลายน้าํออกกอน (Yigit et al., 1999; Yetis et al., 
2000; Eroglu et al., 2004) 
 

เมื่อเปรียบเทยีบผลการทดลองน้ีกบังานวจิัยอ่ืนที่ใชน้าํทิ้งเปนสับสเตรดเร่ิมตน ไดแก 
Yetis et al. (2000); Yigit et al. (1999) ทีใ่ชน้ําทิ้งโรงงานฟอกน้าํตาล (sugar refinery 
wastewater)  ในการผลิตไฮโดรเจนในระดับหองปฏิบัติการ ซึ่งใชน้ําทิง้ความเขมขน 20 และ 30 
เปอรเซ็นต และใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงสายพนัธุ R. sphaeroides O.U.001 ไดอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเทากับ 5.00 และ 6.00 มล./ลิตร/ชม. ตามลําดับ จะเหน็ ไดใกลเคียงกันหรือยัง
นอยกวาการทดลองน้ีเล็กนอย ผลการทดลองน้ีสรุปไดวา การใชน้ําทิ้งแปงมันที่มีคุณสมบัติ ดัง
ตารางที่ 10 เปนสับสเตรดใหกับ Rubrivivax gelatinosus SB24 แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนไดอัตรา
การผลิตสูงสุดเทากับ 7.39 มล./ลิตร/ชม. ในน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต ในอาหารเล้ียงเชือ้ Ormerod’s 
minimal glutamate medium 
 

กลุมวิจยัของ รศ.ดร. เลอลักษณ จิตรดอน ไดรายงานการผลิตไฮโดรเจนโดยใชแปง
มันสําปะหลังดิบเปนแหลงใหอิเล็กตรอน โดยใช R. gelatinosus SB24 พบวาปริมาณไฮโดรเจน
สะสมสูงสุดเทากับ 9.8 มล. จากปริมาตรบรรจุ 23 มล. โดยแบคทีเรียมอัีตราการผลิตไฮโดรเจน
สูงสุดเทากับ 8.8 มล./ลิตร/ชม.  แตเมื่อขยายขนาดเปน 5.7 ลิตร พบวาปริมาณไฮโดรเจนสะสม
สูงสุดเพิ่มข้ึนเปน 8.3 ลิตร จากปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร และแบคทีเรียมอัีตราการผลิตไฮโดรเจน
เพิ่มข้ึนมากเปน 25.4 มล./ลิตร/ชม. (มงคล, 2547; Chitradon et al., 2008) เมื่อใชแปงมัน
สําปะหลังสุก 10 กรัม/ลิตร เปนแหลงใหอิเล็กตรอน พบวา R. gelatinosus SB24 สามารถผลิต
กาซไฮโดรเจนสะสมได 10 มล. จากปริมาตรบรรจุ 23 มล. ในเวลา 72 ชม. มีอัตราการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนเทากับ 21.7 มล./ลิตร/ชม.  และเมื่อทําการขยายขนาดการผลิตไปเปน 5.7 ลิตร พบวา
แบคทีเรีย R. gelatinosus SB24 ผลิตกาซไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนเปน 10.6 ลิตร แตมีอัตราการผลิต
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ไฮโดรเจนลดลงเปน 12.0 มล./ลิตร/ชม. แมอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนจากแปงดิบจะสูงกวาแปง
สุกในถงัขนาด 5.7 ลิตร แตการใชแปงสุกเร่ิมผลิตกาซไดเร็วกวา ซึง่เหน็ไดชัด ในขนาด 23 มล. 
ทั้งนี้เปนเพราะแปงสุกใชไดงายกวา เพราะเปน gelatinized starch ละลายน้ํามากกวา นอกจากน้ี
อาจเปนเพราะระบบการกวน แปงดิบซ่ึงเปนตะกอนไมเพียงพอทําใหวัดปริมาณไฮโดรเจนท้ังหมด 
(total hydrogen) ไดนอย เมื่อเอาความรูขางตนนี้มาวิเคราะหผลการทดลองที่ใชน้าํทิ้งคร้ังนี้ น้ําทิง้
ที่ใชในแตละการทดลองไดฆาเชื้อปนเปอนกอนดวยการ autoclave ทําใหแปงที่อยูในน้ําทิ้งนั้น
เปล่ียนเปน gelatinized starch หรือแปงสุก เมื่อวิเคราะหปริมาณแปงพบวาในน้าํทิง้มีแปง 16 
กรัม/ลิตร  สรุปผลการผลิตไฮโดรเจนท่ีไดจากการใชน้าํทิ้งแปงมัน คือความเขมขนทีใ่หกาซสูงสุด
คือความเขมขน 27 เปอรเซน็ต ทีเ่มื่อคํานวณปริมาณแปงสุกในน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต มีคาเทากับ 4 
กรัม/ลิตร ไดกาซทัง้ส้ิน 5.3 มล. จากปริมาตรบรรจุ 23 มล. นอยกวาเม่ือใชแปงสุกหรือแปงดิบ 10 
กรัม/ลิตร อยูคร่ึงหนึ่ง และแบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเทากับ 7.4 มล./ลิตร/ชม.  อยางไรก็
ตามก็ไมสามารถใชน้ําทิ้งไดสูงกวานี้ได เนือ่งจากในน้ําทิง้มีองคประกอบอ่ืนอีกมาก ที่อาจมีผล
ยับยั้งกลไกการผลิตไฮโดรเจน 
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ภาพท่ี 9  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิง้แปงมนั  

ในปริมาตรการทดลอง 23 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหาร Ormerod’s minimal-
glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 27  45  81  และ 90 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร (น้ํา
ทิ้ง 90 เปอรเซ็นต คือ ปริมาณน้ําทิ้ง : ปริมาณเชื้อเร่ิมตน เทากับ 90:10  ไมมี 
glutamate แตจะใชไนโตรเจนในน้ําทิ้งเปนแหลงไนโตรเจนเทานั้น) พีเอชเร่ิมตน 6.8 บม
ภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง ทีอุ่ณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 72 ชม. 
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ตารางที่ 12  คาการตรวจวดัที่ไดจากการผลิตกาซไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 เมื่อใชน้ําทิง้แปงมันความเขมขนสุดทายเปน 27  45  81  

และ 90 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร เจือจางดวยอาหาร Ormerod’s minimal-glutamate (น้ําทิ้ง 90 เปอรเซ็นต คือ ปริมาณน้ําทิง้ : ปริมาณเชื้อ
เริ่มตน เทากับ  90:10  ไมมี glutamate แตจะใชไนโตรเจนในน้ําทิ้งเปนแหลงไนโตรเจนเทานั้น) พีเอชเริ่มตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนและมีแสง  ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส  เปนเวลา 72 ชม. ขนาด 23 มล. (น้ําทิ้งเก็บครั้งที1่) 

 

 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซ   
(มก./ลิตร) 

คา  COD  
(มก./ลิตร) 

ชนิดของ 
อาหารเลี้ยงเชือ้ 

(เปอรเซ็นตน้ําทิ้ง 
โดยปริมาตร) 

ปริมาตรกาซ 
ไฮโดรเจน 

สะสมทัง้หมด 
(มล.) 

ชั่วโมงที่
เริ่ม 

ผลิตกาซ 
ไฮโดรเจน 

พีเอชสุดทาย
ของอาหาร
เลี้ยงเชื้อหลัง
บมเชื้อ       
72 ชม. 

อัตราการผลิต
กาซไฮโดรเจน 
(มล./ลิตร/ชม.) กอนเพาะเชื้อ หลังเพาะเชื้อ 

72 ชม. 
กอนเพาะเชื้อ หลังเพาะเชื้อ 

72 ชม. 

น้ําทิ้ง 27% 5.30 18 6.45 7.39 1,752.28 700.00 8,981.28 8,102.60 

น้ําทิ้ง 45% 3.99 24 6.00 5.65 2,892.36 2,468.75 17,851.68 14,479.12 

น้ําทิ้ง 81% 2.55 30 5.80 3.04 5,277.78 4,326.38 31,933.44 25,206.72 

น้ําทิ้ง 90% 1.20 30 5.36 1.74 5,560.61 4,621.22 28,816.64 22,720.00 
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3.2  การผลิตกาซไฮโดรเจนเม่ือใชน้ําทิง้แปงมันเจือจางดวยน้าํ ขนาดการทดลอง 60 มล.   
 
เนื่องจากยังตองการลดตนทุนการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้าํทิ้งดวยการเจือจางน้าํทิ้ง

ดวยน้าํ แตขนาดการทดลอง 23 มล. เหน็ผลไมชัดเจน จงึเพิ่มขนาดการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย 
เพื่อผลิตกาซไฮโดรเจนเปน 60 มล. เพื่อใหการสงัเกตการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนรวมทั้งการตรวจวดั
กาซ และพารามิเตอรอ่ืนทําไดชัดเจนข้ึน การทดลองนี้เจือจางน้ําทิ้งดวยน้าํที่มีพเีอช 5.7 เจือจาง
แลวปรับพีเอชใหเปน 6.8 กอน autoclave ความเขมขนสุดทายของเปน 9  18  27  45  และ 81 
เปอรเซ็นต พบวาแบคทีเรีย R. gelatinosus SB24  ผลิตกาซไฮโดรเจนไดมากที่สุดกับน้าํทิง้ 9 
และ18 เปอรเซ็นต คือไดกาซสะสม 15 มล. จากปริมาตรบรรจุ 60 มล. (ภาพที่ 10) อยางไรก็ตาม 
เม่ือใชน้ําทิง้ 18 เปอรเซ็นต แบคทีเรียเร่ิมผลิตกาซทีช่ั่วโมงที ่24 ไดเร็วกวาเมื่อใชน้าํทิ้ง 9 
เปอรเซ็นต ที่เร่ิมผลิตในช่ัวโมงที ่49 แตเมือ่ใชน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต เร่ิมผลิตกาซที่ชัว่โมงที ่20 เร็ว
กวาในน้าํทิ้ง 9-18 เปอรเซ็นต และมีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดเทากบ 3 มล./ลิตร/ชม. 
มากกวาในน้ําทิ้ง 9-18 เปอรเซ็นตดวย แตผลิตกาซในชวงเวลาส้ันๆ ทาํใหไดปริมาณกาซที่ได
นอยลง 3 เทา คือไดเพียง 5.1 มล. และเมือ่ใชน้ําทิ้ง 45 และ 81 เปอรเซ็นต ไมสามารถตรวจวัด
กาซได และคาที่ไดจากการวิเคราะห (ตารางท่ี 13) พบวา ประสิทธิภาพการลดลงของนํ้าตาลรีดิวซ 
แปง และซีโอดี มีคาดีที่สุดในนํ้าทิง้ 9 เปอรเซ็นต คือ เทากับ 68.7  71.6  และ 44.2 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  การที่ประสิทธิภาพการผลิตกาซ และการใชสารอาหารไมดีในน้าํทิง้ความเขมขนที่
สูงข้ึน เปนผลมาจากการใชน้ําเปนตัวทําเจือจาง จึงไมมคีวามเปนบัฟเฟอไรซ แมจะมีการปรับ      
พีเอชเร่ิมตนใหเหมาะกับแบคทีเรีย คือ 6.8 ก็ตาม แตเมื่อ autoclave พีเอชของสับสเตรดเร่ิมตนก็
ยังลดลงอยูระหวาง 6.4-6.5 คาพีเอชของน้ําทิ้งเปนกรดมากข้ึนตามความเขมขนทีม่ากข้ึนของน้าํ
ทิ้ง และเม่ือเพาะเล้ียงแบคทเีรียไปแลว 3-10 วัน และวัดพีเอชสุดทาย พบวาคาพเีอชสุดทายในน้าํ
ทิ้ง 18-81 เปอรเซ็นต ยิ่งมีความเปนกรดเพิม่ข้ึน ยิง่ความเขมขนของน้าํทิ้งสูงการเปล่ียนแปลงพี
เอชเปนกรดยิง่มากข้ึน น้าํทิง้ความเขมขน 45 และ 81 เปอรเซ็นตมีคาพีเอชสุดทาย 5.1-5.4 ซึ่งลด
ตํ่ากวาคาที่เหมาะสมกับการเจริญ (มงคล, 2547) เชนเดียวกนั มีรายงานวาพีเอชเปนกรดไม
เหมาะกับการผลิตไฮโดรเจนโดย Rhodobacter sphaeroides O.U.001 นั่นคือ หากใชพเีอช
เร่ิมตนตํ่าถงึ 5.0-5.5 แบคทีเรียไมเจริญ (Sasikala et al., 1995)  

 
ภาพที ่11ก เหน็การเจริญชัดเจนในน้ําทิง้ทีเ่จือจางดวยน้าํใหมีความเขมขน 9  18  

และ 27 เปอรเซ็นต และสังเกตไมเห็นตะกอนนํ้าทิง้ในน้ําทิ้ง 9 และ 18 เปอรเซ็นต ในน้ําทิ้ง 27 
เปอรเซ็นต พบตะกอนน้ําทิง้เล็กนอยสอดคลองกับคาโปรตีน (ตารางที ่13) คาโปรตีนในที่นี้เปน
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คาที่รวมโปรตีนจากเซลลทีเ่จริญ และโปรตีนจากน้าํทิง้ ถาพจิารณาจากคาโปรตีนจะเหน็คา
สุดทายเพิ่มสูงกวาคาเร่ิมตนชัดเจน นั้นแสดงวาเซลลเจริญใชกากตะกอนในน้ําทิ้งและเพิ่มจาํนวน
เซลล แตในน้าํทิง้ 45 และ 81 เปอรเซ็นต พบการเจริญเล็กนอย และมีตะกอนน้ําทิ้งจํานวนมาก 
(ภาพที ่11ก) ดังนัน้คาโปรตีนวนัสุดทายนาจะเปนคาโปรตีนจากตะกอนนํ้าทิง้มากกวาโปรตีนจาก
เซลลสอดคลองกับภาพที่สังเกตสีแดงของเชื้อไดนอยมาก  การเจริญไมดีในน้าํทิง้ 45 และ 81 
เปอรเซ็นต ทําใหเชื้อไมผลิตกาซในน้าํทิง้ความเขมขนทัง้สองนี ้ 

 
เมื่อคํานวณประสิทธิภาพการลดลดของสารอินทรียในน้าํทิง้ที่เจือจางดวยน้าํจากการ

วิเคราะหปริมาณน้ําตาล และปริมาณแปง และ COD (ตารางที่ 13)  พบวาในน้ําทิ้ง 9 เปอรเซ็นต 
แบคทีเรียสามารถใชสารอินทรียตางๆไดมากที่สุด โดยมปีระสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ 
แปง และ COD เทากับ 69  72  และ 44  เปอรเซ็นตตามลําดับ รองลงมาคือในน้ําทิ้ง 18 และ 27  
เปอรเซ็นต ที่มปีระสิทธิภาพการลดสารอินทรียในน้ําทิ้งใกลเคียงกัน และมีประสิทธภิาพการลด
สารอินทรียนอยที่สุดในน้ําทิง้ความเขมขน 45 และ 81 เปอรเซ็นต 

 
ผลการทดลองยืนยนัวา การใชน้ําทิ้งแปงมนัเจือจางดวยน้ําเปนแหลงใหอิเล็กตรอน

แบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจนไดแตในปริมาณที่นอย เนื่องจากไมมีบฟัเฟอรในการควบคุมพีเอชใน
ระหวางการเพาะเล้ียง ดังจะเห็นจากคาพีเอชสุดทายลดลงตํ่า มีผลใหแบคทีเรียเจริญและผลิตกาซ
ไฮโดรเจนไมดี ทาํใหประสิทธิภาพการลดลงของ COD และน้ําตาลรีดิวซนอยเพราะแบคทีเรียใช
สารอินทรียไดนอย ดังนัน้การใชน้ําทิง้ไมควรใชน้ําเปนตัวทาํเจือจาง  
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ภาพท่ี 10  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้าํทิ้งแปงมนั ใน 

ปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้าํทิ้งดวยน้ํา ความเขมขนสุดทายเปน 9  18  
27  45  และ 81 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมี
ออกซิเจนและมีแสง ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3-11 วัน 
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ตารางที่ 13  ผลสรุปพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมันความเขมขนตางๆ เจอืจางดวยน้าํ ปริมาตร 60 มล. 
(น้ําทิ้งเก็บครั้งที่ 1) 
 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 9% 18% 27% 45% 81% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย เจือจางดวยน้าํ 

ความเขมแสง: light intensity (ลักซ) 700 

เวลาเริ่มการผลิตไฮโดรเจน: lag time, tlag (ชม.) 49 24 20 - - 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด; Max. H2 evolution rate             
(มล./ลิตร/ชม.) 

2.64  

(49-77 ชม.) 

2.39  

(24-58 ชม.) 

2.95  

(20-30  ชม.) 

- - 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 16.25 15.10 5.10 - - 

ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;   tH2 (ชม.) 176 192 29 - - 

พีเอชอาหารเริ่มตนหลัง autoclave; pHi 6.50 6.42 6.54 6.47 6.44 

พีเอชสุดทาย; pHf 7.34 6.19 6.22 5.48 5.13 

เวลาบม; incubation time (ชม.) 264 264 72 168 168 

ซีโอดีของอาหารเริ่มตนทัง้หมด; CODi (มก./ลิตร) 2,643.14 5,317.94 7,002.94 12,497.76 22,651.20 

ซีโอดีสุดทายเฉพาะสวนใส; CODfs (มก./ลิตร) 1,475.89 3,896.64 5,636.47 8,933.76 18,216.00 

      



 

 

97 

ตารางที่ 13  (ตอ) 

 

เปอรเซนต/คาที่วัด 9% 18% 27% 45% 81% 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง                     
(COD removal eff., %)* 

44.16 26.73 19.51 28.52 19.58 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเริ่มตน (มก./ลิตร) 586.5 1,027.03 1,709.46 3,205.9 5,396.6 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส (มก./ลิตร) 183.78 743.24 1,283.34 2,813.24 4,603.45 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ: RS removal eff. (%) 68.7 27.6 24.9 12.2 14.7 

ปริมาณแปงเริ่มตน (กรัม/ลิตร) 1.69 3.24 4.57 8.70 15.48 

ปริมาณแปงสุดทายเฉพาะสวนใส (กรัม/ลิตร) 0.48 1.73 2.49 5.82 11.25 

ประสิทธิภาพการลดลงของแปง: strach removal eff. (%) 71.60 46.60 45.51 33.10 27.32 

ปริมาณโปรตีนเริ่มตน (มก./ลิตร) 216.25 362.81 550.62 1,228.75 2,016.36 

ปริมาณโปรตีนสุดทาย (มก./ลิตร) 249.17 528.13 595.83 853.13 968.75 
 
หมายเหตุ  *COD removal eff. (%) เปรียบเทยีบระหวางคา COD เริ่มตน (CODi) กับคา COD สุดทายของสวนใส (CODfs) 
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     (ข) 

 
ภาพท่ี 11  การเจริญของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในน้ําทิ้งแปงมันที่เจือจางที่เปอรเซ็นต 

ตางๆ โดย (ก) เจือจางดวยน้าํ (ข) เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal 
glutamate ในขนาด 60 มล. เมื่อบมในที่ไมมีออกซิเจน และมีแสง อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 72 ชม. เรียงจากซายไปขวา หลอดควบคุม คือ อาหาร Ormerod’s 
ที่ไมมีน้าํทิ้ง, น้ําทิ้ง 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นต ตามลําดับ  

      0%            9%     18%            27%         45%          81% 
หลอดควบคุม 

      0%              9%      18%          27%            45%          81% 
หลอดควบคุม 
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3.3  การผลิตกาซไฮโดรเจนเม่ือใชน้ําทิง้แปงมัน เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s 
minimal-glutamate ขนาดการทดลอง 60 มล. 

 
3.3.1  เมื่อใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 1 ที่เก็บตัวอยางเมื่อ 19 มิถุนายน พ.ศ. 2549 เจือจาง

ดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-glutamate เปนการเติมธาตุอาหารจําเปน พบวาแบคทีเรีย
สามารถผลิตกาซไดในน้ําทิง้ที่ความเขมขนสูงข้ึนถึง 45 เปอรเซ็นต เมือ่ใชน้ําทิ้งความเขมขน 9 
และ 18 เปอรเซ็นต การผลิตไฮโดรเจนเร่ิมไดเร็วในช่ัวโมงที่ 18 และไดไฮโดรเจนปริมาณสูงสุดคือ 
38 มล. และมีอัตราการผลิตใกลเคียงกนั เทากบั 14 มล./ลิตร/ชม. และเพิ่มความเขมขนของน้าํทิง้
สูงข้ึนเปน 27 เปอรเซ็นต กลับพบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงเหลือ 5 มล./ลิตร/ชม. ได
ปริมาณกาซลดลงเปน 11.75 มล. และเม่ือเพิ่มความเขนขนน้ําทิ้งสูงถึง 45 เปอรเซน็ต แบคทีเรีย
ผลิตไฮโดรเจนไดนอยมากเพียง 1.8 มล. และไมพบการผลิตกาซไฮโดรเจนเม่ือใชน้ําทิ้งความ
เขมขน 81 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 12, ตารางที่ 14) เชนเดียวกับการใชน้าํทิ้งเจือจางดวยน้ํา ที่พบวา
เมื่อใชน้ําทิง้ความเขมขนสูงข้ึนกวา 18 เปอรเซ็นต ปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตไดลดลง แตการเจือจาง
น้ําทิ้งดวยอาหารเหลวชวยใหแบคทีเรียผลิตกาซไดเร็วข้ึน อัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงข้ึน และ
ไดปริมาณที่มากข้ึนกวา 2 เทา เมื่อเทียบกับการใชน้ําทิง้ที่เจือจางดวยน้ําที่ความเขมขนเดียวกัน  

 
เมื่อพิจารณาเฉพาะการเจริญของแบคทีเรีย จากภาพที ่11ข แบคทีเรียเจริญ

ไดดีเมื่อใชอาหารเจือจางน้าํทิง้ โดยสังเกตจากสีแดงของแบคทีเรียไดชัดเจน ในน้าํทิ้งที่เจือจางดวย
อาหารเหลวทุกความเขมขนของน้ําทิ้ง คือ 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นต ซึง่แบคทีเรียเจริญได
ดีกวาในน้าํทิง้ที่เจือจางดวยน้ํา (ภาพที่ 11ก) สอดคลองกับคาโปรตีนสุดทายของเซลลซัสเพนช่ัน
ในน้าํทิง้ทกุความเขมขนที่เจอืจางดวยอาหารเหลวมีคาสูงกวา โปรตีนสุดทายของสารละลายเช้ือ
ในน้าํทิง้ทีเ่จอืจางดวยน้าํ (ตารางที่ 14 เปรียบเทยีบกับตารางที่ 13) และไมสังเกตเหน็ตะกอนน้าํ
ทิ้งในน้าํทิง้คงเหลือหลังจากแบคทีเรียเจริญในน้ําทิง้ 9-27 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 11ข) พบแตตะกอน
เซลล ในขณะที่ในน้ําทิ้ง 45-81 เปอรเซ็นต ยังคงเหลือตะกอนน้ําทิ้งอยูหลังจากเพาะเล้ียงเชื้อเจริญ
แลว นัน่คือคาโปรตีนสุดทายไมใชคาจริงแตเปนคาของโปรตีนเซลล รวมกับโปรตีนจากตะกอนน้าํ
ทิ้ง  

 
 
 
 



 

 

100 

0.00

0.10

0.20

0.30

0.40

0.50

0.60

0.70

0.80

0.90

1.00

0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264

เวลา (ชม.)

ปร
ิมา

ตร
กา
ซไ
ฮโ
ดร

เจ
นส

ะส
ม 

(ลิ
ตร

/ลิ
ตร

ขอ
งป

ริม
าต

รบ
รร
จุ)

9% 18% 27% 45% 81%

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 12  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้าํทิ้งแปงมนั  
ในปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหารเหลว Ormerod’s  
minimal-glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 9  18  27  45  และ 81 เปอรเซ็นตโดย 
ปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง ที่อุณหภูมิ 40  
องศาเซลเซยีส เปนเวลา 4-7 วัน  
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ตารางที่ 14  ผลสรุปพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมันความเขมขนตางๆ เจอืจางดวยอาหารเหลว ปริมาตร  
60 มล. (น้ําทิง้เก็บครั้งที่ 1) 
 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 9% 18% 27% 45% 81% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย Ormerod’s-minimal-glutamate medium 

ความเขมแสง: light intensity (ลักซ) 700 

เวลาเริ่มการผลิตไฮโดรเจน: lag time, tlag (ชม.) 18 18 30 54 - 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด; Max. H2 evolution rate             
(มล./ลิตร/ชม.) 

14.42  
(18-28 ชม.) 

14.17 
 (18-28 ชม.) 

5.22  
(30-49 ชม.) 

0.50  
(54-74 ชม.) 

- 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 37.95 38.30 11.75 1.80 - 

ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;   tH2 (ชม.) 126 >150 67 20 - 

พีเอชอาหารเริ่มตนหลัง autoclave; pHi 6.70 6.68 6.74 6.61 6.60 

พีเอชสุดทาย; pHf 7.08 6.43 6.34 5.48 5.48 

เวลาบม; incubation time (ชม.) 168 168 120 168 168 

ซีโอดีของอาหารเริ่มตนทัง้หมด; CODi (มก./ลิตร) 3,665.66 6,819.84 7,009.20 14,160.96 20,592.00 

ซีโอดีสุดทายของสวนใส; CODf s (มก./ลิตร) 1,173.22 2,980.13 5,155.92 8,838.72 16,869.60 
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ตารางที่ 14  (ตอ) 
 

เปอรเซนต/คาที่วัด 9% 18% 27% 45% 81% 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง                     
(COD removal eff., %)* 

67.99 56.30 26.44 37.58 18.08 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเริ่มตนทั้งหมด (มก./ลิตร)  641.38 1,395.44 1,590.52 3,026.47 5,747.13 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส (มก./ลิตร) 80.00 222.99 945.40 3,083.82 5,000.00 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ: RS removal eff. (%) 87.53 84.03 40.56 - 13.00 

ปริมาณแปงเริ่มตน (กรัม/ลิตร) 1.30 3.55 4.12 9.21 15.31 

ปริมาณแปงสุดทายเฉพาะสวนใส (กรัม/ลิตร) 0.09 0.76 1.73 4.64 8.89 

ประสิทธิภาพการลดลงของแปง: strach removal eff. (%) 93.08 78.59 58.01 49.62 41.93 

ปริมาณโปรตีนเริ่มตน (มก./ลิตร) 159.38 306.25 414.38 914.85 1,707.50 

ปริมาณโปรตีนสุดทาย (มก./ลิตร) 616.41 770.05 994.79 1,173.96 1,570.83 
 
หมายเหตุ  *COD removal eff. (%) เปรียบเทยีบระหวางคา COD เริ่มตน (CODi) กับคา COD สุดทายของสวนใส (CODfs)
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นอกจากนี ้เมือ่วิเคราะหปริมาณน้าํตาล แปง และ COD ในน้าํทิง้ความ
เขมขนตางๆ หลังแบคทเีรียใชผลิตไฮโดรเจน (ตารางที่ 14) แลวคํานวณประสิทธิภาพการลดลด
ของสารอินทรีย ประสิทธิภาพการลดลงของแปง น้ําตาลรีดิวซมากที่สุดในน้ําทิง้ความเขมขน 9 
เปอรเซ็นต  เทากับ 93 และ 88 เปอรเซ็นต ตามลําดับ สงผลใหประสิทธภิาพการลดลงของ COD 
มากที่สุดตามไปดวย โดยมคีาเทากับ 68 เปอรเซ็นต ซึง่แสดงถึงความสามารถของแบคทีเรียในการ
ยอยสลายสารอินทรียในน้าํทิ้งไดดีในน้ําทิง้ความเขมขนดังกลาว  และเม่ือแบคทีเรียใชน้ําทิ้ง 18 
เปอรเซ็นต ผลิตกาซไฮโดรเจน ประสิทธิภาพการลดลงของนํ้าตาลรีดิวซใกลเคียงกบัในน้าํทิง้ 9 
เปอรเซ็นต ประสิทธิภาพการลดลงของแปงมีคานอยกวาคือเทากับ 78 เปอรเซ็นต สงผลให
ประสิทธิภาพการลดลงของ COD นอยลงดวย คือลดลงไดเพียง 56 เปอรเซ็นต และเมื่อน้ําทิ้ง
ความเขมขนสูงข้ึนเปน 45-81 เปอรเซ็นต ประสิทธิภาพการใชสารอินทรียในน้ําทิ้งลดลง 
ตามลําดับ 

 
อยางไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทยีบระหวางการใชน้ําและอาหารเหลวเจือจางน้ํา

ทิ้ง น้าํทิง้ทีเ่จอืจางดวยอาหารเหลว ใหคาประสิทธิภาพการลดลงของสารอินทรียทัง้คา COD และ
น้ําตาลรีดิวซสูงกวา ทั้งนี้เนื่องจากแบคทีเรียเจริญในน้าํทิง้ที่เจือจางดวยอาหารไดดีกวา 

 
สรุปไดวา การจะใชน้ําทิง้แปงมันที่เก็บคร้ังที ่1 นี้เปนแหลงใหอิเล็กตรอน

สําหรับ R. gelatinosus SB24 ผลิตกาซไฮโดรเจน ตองเจือจางน้ําทิง้ดวยอาหารเหลว Ormerod’s 
minimal-glutamate ปรับพีเอชเปน 6.8 และความเขมขนของน้าํทิ้งที่เหมาะสมคือ 9-18 
เปอรเซ็นต เนือ่งจากมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน และไดปริมาณไฮโดรเจนสะสมที่มากกวา
เปอรเซ็นตอ่ืน แตพบวาที่น้าํทิ้ง 9 เปอรเซ็นต แบคทีเรียมปีระสิทธิภาพในการใชน้ําตาลรีดิวซ และ
แปงมากกวาในน้าํทิง้ ทําใหไดผลพลอยไดคือมีประสิทธภิาพการลดลงของ COD สูงดวย เมื่อ
พิจารณาน้ําทิง้ 18 เปอรเซ็นต มีแหลงอิเล็กตรอนมากกวาในน้าํทิง้ 9 เปอรเซ็นต แตไมไดกาซ
ไฮโดรเจนมากกวานี้ อาจเปนเพราะพเีอชในระหวางการผลิตมีคาตํ่าไมเหมาะสมสําหรับการผลิต
ไฮโดรเจน ดังจะเหน็จาก  พเีอชสุดทายในน้ําทิ้ง 18 เปอรเซ็นต มีคาเทากับ 6.4 ขณะที่พีเอช
สุดทายในน้าํทิ้ง 9 เปอรเซ็นต มีคาเทากับ 7.1  
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3.3.2  เมื่อใชน้ําทิ้งแปงมันที่เก็บตัวอยางคร้ังที่ 2 เมื่อวนัที ่2 เมษายน 2551 
  

วิเคราะหคุณภาพของน้ําทิง้ใหม ดังแสดงในตารางที่ 15 พบวาไมสามารถ
ตรวจพบแปงในน้าํทิง้ทีเ่ก็บคร้ังที่ 2 เมื่อทดสอบดวยสารละลายไอโอดีน ซึง่แตกตางน้าํทิง้ทีเ่ก็บคร้ัง
ที่ 1 ที่มีปริมาณแปงเทากับ 16 กรัม/ลิตร นอกจากนี ้น้ําทิ้งที่เก็บคร้ังที ่2 มีคา COD  total 
suspended solids  total solids  โลหะตางๆ เชน แคลเซียม  เหล็ก  ตะกั่ว นอยกวาน้ําทิ้งที่เก็บ
คร้ังที่ 1 ยกเวนแมกนีเซียมที่มากกวา สวนคา BOD  total dissolved solids  total kjeldahl 
nitrogen และ น้าํตาลรีดิวซมีคาเทากับ 12,080  14,362  401  และ 9,871 มก./ลิตร ตามลําดับ 
สูงกวาในน้ําทิง้ที่เก็บคร้ังที ่1 และคาพเีอชของน้ําทิ้งที่เกบ็ทั้งสองคร้ังมคีาเทากนั คือเทากบั 5.7 
นอกจากนีจ้ากการสังเกต พบวาน้ําทิ้งที่เกบ็คร้ังที่ 2 มีความขุนนอยกวาน้าํทิง้ทีเ่ก็บคร้ังที่ 1 ซึ่งมี
ตะกอนขุนขาวมากกวา สอดคลองกับคา total suspended solids ซึ่งเปนคาที่แสดงถึงปริมาณ
ของแข็งแขวนลอยในน้าํทิง้ แสดงใหเหน็วาคุณสมบัติของน้าํทิง้ทีเ่ก็บในชวงเวลากนัที่แตกตางกนัมี
คุณสมบัติไมสม่ําเสมอ ดังนัน้อาจจะทาํใหการผลิตไฮโดรเจนจากน้าํทิง้ที่เก็บคร้ังที ่1 และ 2 
แตกตางกนั จงึตองทาํการทดลองในขนาด 60 มล. เพื่อเปรียบเทียบกนั  

 
นําน้ําทิ้งที่เก็บคร้ังที ่2 ที่ความเขมขนตางๆ และเจือจางดวยอาหารเหลว 

Ormerod’s minimal-glutamate ปรับพีเอชกอน autoclave เทากับ 6.8  และเพาะเล้ียงดวยเซลล
ซัสเพนช่ันเร่ิมตน 10 เปอรเซ็นต บมในสภาวะไมมีออกซิเจนและมีแสง อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส 
ปริมาณไฮโดรเจนที่ไดจากน้าํทิง้ความเขมขนตางๆ ดังแสดงในภาพที ่13 และตารางที่ 16 เมื่อใช
น้ําทิ้งความเขมขน 9 เปอรเซ็นต แบคทีเรียเร่ิมผลิตกาซไฮโดรเจนในช่ัวโมงที ่24 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเทากับ 8.8 มล./ลิตร/ชม.ไดปริมาณไฮโดรเจนสะสมเทากับ 16 มล. จากปริมาตรบรรจุ 
60 มล.  เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้าํทิ้งเปน 18 เปอรเซ็นต มีอัตราการผลิตสูงข้ึนเปน 11.8 มล./
ลิตร/ชม. และแบคทีเรียผลิตกาซไดมากข้ึน 2 เทา มีปริมาณเทากับ 35 มล. และผลิตกาซไฮโดรเจน
สูงข้ึนอีก เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้าํทิ้งเปน 27 เปอรเซ็นต  ซึ่งไดปริมาณไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากับ 
52 มล. โดยมอัีตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเทากับ 10.8 มล./ลิตร/ชม. แตเมื่อใชน้ําทิง้ 45 และ 81 
เปอรเซ็นต ไมพบการผลิตกาซไฮโดรเจน  

 
เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียจากปริมาณโปรตีนสุดทาย (ตารางท่ี 16) 

มีคามากกวาปริมาณโปรตีนเร่ิมตนอยางชัดเจน แสดงวาแบคทีเรียเจริญไดดีในน้ําทิง้ที่เก็บคร้ังที่ 2 
ในทุกความเขมขน (9-81%)   
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ตารางที่ 15  คุณสมบัติของน้ําทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่2 (วนัที ่2 เมษายน 2551)  
 
รายการทดสอบ ผลทดสอบ หนวย วิธีทดสอบอางอิง 
Ammonia Nitrogen (SC)* 25.20, 1.48 mg/L,mM APHA, AWWA1998 

Total Dissolved Solids* 14,362.00 mg/L APHA, AWWA1998 

Total Suspended Solids* 2,150.0 mg/L APHA, AWWA1998 

Total Solids* 16,513.00 mg/L APHA, AWWA1998 

BOD* 12,080.00 mg/L APHA, AWWA1998 

COD 16,561.15 mg/L 
Reducing Sugar 9,870.97 mg/L 
Starch nd mg/L 

ตรวจสอบเองใน
หองปฏิบัติการ 

Total Kjeldahl Nitrogen (TKN)* 401.10 mg/L APHA, AWWA1998 

Total Organic Carbon (TOC)* 8,200.00 mg/L In house method based on 
AWWA21 

Calcium* (Ca) 47.90 mg/L 
Magnesium*(Mg) 62.99 mg/L 
Iron*(Fe) 0.36 mg/L 
Molybdenum* (Mo) 0.02 mg/L 
Lead*(Pb) <0.0050 mg/L 

 
In house Method base on 
APHA-AWWA2005 

EDTA (Na2CaEDTA) Not detected mg/kg In house method (TE-CH-
021) based on 1. Anal. 
Chem. 56(1984)p 315-317 
2. Bull. Dept. Med. Sci; 
36(4) Oct-Dec 1994 

pH 5.67 - ตรวจสอบเองใน
หองปฏิบัติการ 

 
หมายเหตุ  *สงตรวจหองปฏิบัติการกลางตรวจสอบผลิตภัณฑเกษตรและอาหาร; LCFA  

สํานักงานใหญและสาขากรุงเทพฯ กรมวชิาการเกษตร กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
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ภาพท่ี 13  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้าํทิ้งแปงมนั  

ที่เก็บครั้งที ่2 ในปริมาตรการทดลอง 60 มล. เจือจางน้ําทิ้งดวยอาหารเหลว  
Ormerod’s minimal-glutamate ความเขมขนสุดทายเปน 9  18  27  45  และ 81  
เปอรเซ็นตโดยปริมาตร พีเอชเร่ิมตน 6.8 บมภายใตสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง ที ่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  เปนเวลา 4-7 วัน  
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ตารางที่ 16  ผลสรุปพารามิเตอรตางๆ จากการทดลองผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมันที่เก็บครั้งที่ 2 ความเขมขนตางๆ เจือจางดวยอาหารเหลว ปริมาตร  
 60 มล. 

 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 9% 18% 27% 45% 81% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย Ormerod’s-minimal-glutamate medium 

ความเขมแสง: light intensity (ลักซ) 700 

เวลาเริ่มการผลิตไฮโดรเจน: lag time, tlag (ชม.) 24 24 24 - - 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด; Max. H2 evolution rate        

(มล./ลิตร/ชม.) 

8.83 

 (30-45 ชม.) 

11.77 

 (24-48 ชม.) 

10.84 

(24-48 ชม.) 

- - 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 16.3 35.2 52.4   

 ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;   tH2 (ชม.) >144 139 >168 - - 

พีเอชอาหารเริ่มตนหลัง autoclave; pHi 6.75 6.61 6.56 6.54 6.48 

พีเอชสุดทาย; pHf 7.32 6.70 6.74 5.72 5.44 

เวลาบม; incubation time (ชม.) 168 125 168 168 168 

ซีโอดีของอาหารเริ่มตนทัง้หมด; CODi (มก./ลิตร) 2,244.61 3,833.86 5,718.02 9,256.96 15,990.78 

ซีโอดีสุดทายของสวนใส; CODf s (มก./ลิตร) 1,059.80 1,450.53 3,114.27 4,370.11 9,063.66 
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ตารางที่ 16  (ตอ) 
 

เปอรเซนต/คาที่วัด 9% 18% 27% 45% 81% 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง                     
(COD removal eff., %)* 

61.36 59.74 52.68 49.22 49.29 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเริ่มตนทั้งหมด (มก./ลิตร) 772.22 1,633.33 2,388.89 3,703.70 6,268.52 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส (มก./ลิตร) 60.65 59.17 107.04 2,763.89 2,803.24 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ: RS removal eff. (%) 92.15 96.38 95.52 25.37 55.28 

ปริมาณแปงเริ่มตน (กรัม/ลิตร) nd nd nd nd nd 

ปริมาณแปงสุดทายเฉพาะสวนใส (กรัม/ลิตร) nd nd nd nd nd 

ปริมาณโปรตีนเริ่มตน (มก./ลิตร) 85.59 140.00 250.48 452.50 803.57 

ปริมาณโปรตีนสุดทาย (มก./ลิตร) 486.61 665.48 784.52 1,207.14 1,644.05 
 
หมายเหตุ  *COD removal eff. (%) เปรียบเทยีบระหวางคา COD เริ่มตน (CODi) กับคา COD สุดทายของสวนใส (CODfs) 

nd= not detected (ตรวจไมพบ
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การใชน้าํทิง้เกบ็คร้ังที่ 1 ไดปริมาณไฮโดรเจนมากในน้ําทิ้ง 9-18 เปอรเซ็นต ที่
วัดคา COD ไดเทากับ 3,666-6,820 มก./ลิตร และเม่ือเพิ่มน้าํทิ้งเปน 27 เปอรเซ็นต วัดคา COD 
ไดเทากับ 7,009 มก./ลิตร แบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนและไดปริมาณกาซสะสมนอยลง
มากกวาหนึ่งเทา ถึงแมจะมปีริมาณสับสเตรดมากข้ึน อาจเปนเพราะมีปริมาณสารอินทรียที่
แบคทีเรียไมสามารถใชไดมากข้ึน โดยสังเกตจากคา COD ซึ่งเปนคาแสดงถึงความสกปรกของนํ้า
ทิ้ง เปนปริมาณสารอินทรียทั้งหมดในน้ําทิ้งที่จุลินทรียยอยสลายไดและที่ยอยสลายไมได ซึ่ง
ปริมาณสารอินทรียที่จุลินทรียยอยสลายไมไดอาจยับยัง้การผลิตไฮโดรเจน ดังเชนในน้าํทิง้เก็บคร้ัง
ที่ 1 ที่ 27 เปอรเซ็นต มีคา COD สูงถงึ 7,009 มก./ลิตร ขณะที่เมื่อเก็บน้ําทิ้งคร้ังที่ 2 มาใชในการ
ผลิตไฮโดรเจน ไดปริมาณไฮโดรเจนสูงสุดเทากับ 52 มล. โดยใชน้ําทิง้ความเขมขนสูงถึง 27 
เปอรเซ็นต ซึง่มีคา COD เพยีง 5,718 มก./ลิตร แสดงใหเห็นวาเมื่อคา COD ในน้าํทิง้ที่เก็บมา
เร่ิมตนมีคาตํ่ามีแนวโนมจะผลิตไฮโดรเจนไดดีเมื่อใชน้ําทิง้ในปริมาณหรือความเขมขนที่สูง ดังจะ
เห็นไดจากคา COD ของน้าํทิ้งเก็บคร้ังที ่2 มีคาเทากับ 16,561 มก./ลิตร ตํ่ากวาคา COD ของน้าํ
ทิ้งเก็บคร้ังที ่1 ที่มีคา COD เทากบั 26,375 มก./ลิตร ทําใหเมื่อใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที ่2 ใหปริมาณ
ไฮโดรเจนที่มากเมื่อใชน้าํทิง้ความเขมขนสูงถึง 27 เปอรเซ็นต สอดคลองกับปริมาณสารอินทรียที ่
จุลินทรียสามารถใชได นัน่คือ คา BOD ในน้าํทิง้เก็บคร้ังที ่2 มีคามากวา ทาํใหมีความเปนไปไดที่
จะใชน้ําทิง้เกบ็คร้ังที่ 2 ในการเจริญไดดีกวา อีกทัง้ในน้าํทิง้ที่เกบ็คร้ังที่ 2 มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ
เปนแหลงสับสเตรดมากแตไมมีแปง  แตกตางจากน้าํทิ้งเก็บคร้ังที ่1 ทีม่ีแปงเปนแหลงสับสเตรด 
มากกวา ซึง่แบคทีเรียใชไดยากกวา และสับสเตรดที่เปนแปงยงัสงผลตอคาพีเอชทีตํ่่าลงในระหวาง
การเพาะเล้ียงดวย สังเกตจากคาพีเอชสุดทายเม่ือใชน้าํทิ้งเก็บคร้ังที ่1 มีคาตํ่ากวาใชน้ําทิ้งเก็บคร้ัง
ที่ 2 เกือบทกุความเขมขนน้าํทิง้ (ตารางที่ 14, 16) 

 
ดังนัน้ตัวอยางน้ําทิ้งแปงมันที่มีคา COD ตํ่า และมีคา BOD สูง รวมถึงมีแหลง

สับสเตรดเปนน้ําตาลรีดิวซทีแ่บคทีเรียใชไดงายในปริมาณมาก และมแีปงนอย มีความเปนไปไดที่
จะใชเปนแหลงอิเล็กตรอนผลิตไฮโดรเจนไดปริมาณไฮโดรเจนมาก ดังจะเหน็ไดจากผลการทดลอง
ที่เมื่อใชน้ําทิ้งที่เก็บคร้ังที่ 2 สามารถใชน้ําทิ้งความเขมขนที่มีคา COD เทากับ 5,718 มก./ลิตร คือ
ความเขมขนของน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต และมีคาน้าํตาลรีดิวซเทากับ 2,388 มก./ลิตร ทําใหได
ปริมาณไฮโดรเจนมากที่สุด เมื่อคิดประสิทธิภาพการใชน้าํตาลรีดิวซเพือ่ผลิตไฮโดรเจนไดเปน 
0.43 มล./มก. ของน้าํตาลรีดิวซ  
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นอกจากปริมาณสารอินทรียที่มีอยูในน้ําทิ้งจะมีอิทธิตอการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนแลว ยังมีปจจัยรวมอ่ืนอีกที่มีผลตอความสามารถของแบคทเีรียในการยอยสลาย
สารอินทรียของแบคทีเรีย เชน คา total suspended solids (TSS) คือ ปริมาณของแข็งที่ไมละลาย
น้ําและแขวนลอยอยูในสารละลายของน้ําทิ้ง โดยคา TSS ในน้ําทิ้งเกบ็คร้ังที่ 2 นอยกวาเก็บคร้ังที่ 
1 เกือบ 5 เทา ซึ่งไปมีผลตอการบดบังแสงไดนอยกวา จงึทาํใหแบคทีเรียเจริญ และยอยสลาย
สารอินทรียในน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 2 ไดมากกวา ดังแสดงจากประสิทธิภาพการลดลงของคา COD และ
น้ําตาลรีดิวซของการใชน้ําทิง้เก็บคร้ังที ่2 ที่มากกวาการใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 1 ในทุกความเขมขน
ของน้ําทิ้ง (ตารางท่ี 14, 16)  นอกจากนี้ในน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 2 ยังมปีริมาณโลหะหนกัอยูนอยกวา
ดวย ซึง่ทาํใหความเปนพษิของน้ําทิ้งเก็บคร้ังที่ 2 นอยกวา จึงทําให R. gelatinosus SB24 ใชน้ํา
ทิ้งเก็บคร้ังที ่2 ไดความเขมขนไดสูงกวา  
 

ในการทดลองคร้ังนี้ทีน่าสนใจ คือ เมื่อบมเซลลในน้าํทิง้ความเขมขน 9-27 
เปอรเซ็นต เพือ่ผลิตไฮโดรเจนแลว การลดลงของน้าํตาลรีดิวซในน้าํทิง้มีประสิทธิภาพสูงถงึ 92- 96 
เปอรเซ็นต และประสิทธิภาพการลดลงของ COD ในน้าํทิ้งทุกความเขมขนไมตํ่ากวา 49 
เปอรเซ็นต โดยประสิทธิภาพการลดลงของคา COD และน้ําตาลรีดิวซของการใชน้าํทิ้งเก็บคร้ังที ่2 
มากกวาการใชน้ําทิ้งเก็บคร้ังที ่1 ในทุกความเขมขนของน้ําทิ้ง (ตารางที่ 14,16)   

 
สรุปวาการผลิตไฮโดรเจนโดยใชน้ําทิง้แปงมันเปนแหลงอิเล็กตรอนความ

เขมขนที่เหมาะสมอยูในชวง 18-27 เปอรเซ็นต คือมีคา COD อยูในชวง 5,718-6,819 มก./ลิตร 
โดยแบคทีเรียจะผลิตไดดีในน้ําทิ้งความเขมขนใดใหพิจารณาจากคา COD  BOD  TSS  น้าํตาล
รีดิวซ  และปริมาณแปงของตัวอยางน้าํทิง้ที่เก็บมา นอกจากนี้ตองคํานึงถึงปริมาณไนโตรเจน
ทั้งหมดดวยไมควรมีคาสูงเกินไปกวาปกติ เนื่องจากสารอินทรียไนโตรเจนสามารถเปล่ียนไปเปน
แอมโมเนยีมมผีลยับยั้งเอนไซมไนโตรจีเนสที่เกีย่วของกบัการผลิตไฮโดรเจน ขอแนะนําเพิ่มเติมคือ
ถาน้าํทิ้งมกีารปนเปอนของแปงสูงอาจตองมีการควบคุมพีเอชไมใหตํ่ากวา 7 ตลอดการผลิต 
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4.  การผลิตกาซไฮโดรเจน ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร โดยใชน้ําทิ้งจากการสกัด
แปงมันสาํปะหลัง 

 
4.1  การใชน้าํทิ้งที่มีตะกอน 
 

การทดลองขยายขนาดนี้ใชน้าํทิง้เก็บคร้ังที่ 2 จากการทดลองข้ันตน ความเขมขนของ
น้ําทิ้งที่นาํมาขยายการผลิตไฮโดรเจน คือ 18 และ 27 เปอรเซ็นต ที่เจือจางใน Ormerod’s 
minimal-glutamate medium ที่ปรับพีเอชเร่ิมตนเทากับ 6.8 กอนนําไป autoclave ในการทดลอง
นี้ใชถังผลิตไฮโดรเจน และระบบควบคุมอุณหภูมิที่ออกแบบเอง ขนาด 6 ลิตร ขอจดสิทธิบัตรการ
ประดิษฐเลขที ่0801002594 เมื่อวนัที ่23 พฤษภาคม พ.ศ. 2551 และเลขที่ 1001000317 วันที ่
26 กุมภาพนัธ 2553 ใสสารละลายน้ําทิ้งและเช้ือเร่ิมตนรวม 5.7 ลิตร ปริมาณเซลลเร่ิมตน 21.7 
มก.โปรตีน/มล. และบมเชื้อในสภาวะที่ไมมีออกซิเจนและมีแสง 2,000 ลักซ อุณหภูมิ 40 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 5 วัน ไดผลการทดลองดังนี้  

 
เมื่อใชน้ําทิง้ 18 เปอรเซ็นต ทดลองในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร (ภาพที ่14, 

ตารางที่ 17) ไดผลการทดลองดังนี ้แบคทเีรียใชเวลานานกวาจะเร่ิมผลิตกาซคือใชเวลา 53 ชม. 
และผลิตกาซไฮโดรเจนไดนานถึงชั่วโมงที่ 168 หรือ 7 วัน จึงหยุดผลิตไฮโดรเจน ไดปริมาณ
ไฮโดรเจนสะสมเทากับ 1,516 มล. และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดในชวงช่ัวโมงที ่67-108 
เทากับ 3.36 มล./ลิตร/ชม. ภายหลังจากชั่วโมงที ่108 อัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง  

 
อนึ่งคาโปรตีนที่วัดไดในแตละวันมีบางคาไมใชคาแทจริงของเซลลทัง้หมดในถัง 

เนื่องจากแบคทีเรียเกาะติดขางถงัชัดเจนต้ังแตชั่วโมงที ่24 ซึ่งสันนษิฐานวาเปนเพราะอาหารที่
ผสมน้ําทิง้มีความขุนและมสีวนของเสนใย (fibre) ที่ไมใชแปง เมื่อแบคทีเรียเจริญมากข้ึนก็
ตองการแสงมากข้ึน จึงมาเกาะที่ขางถังเพือ่รับแสง และหลังจากที่แบคทีเรียเร่ิมผลิตกาซช่ัวโมงที ่
53 เซลลจะเร่ิมหลุดออกจากขางถัง และสารละลายเซลลเปนเนื้อเดียวกนัมากข้ึน ดังนัน้คาโปรตีน
ที่วัดไดในชั่วโมงที ่24-53 ไมใชคาแทจริงของเซลลทัง้หมดในถัง แตชัว่โมงสุดทายของการผลิตที่
ชั่วโมงที ่168 สารละลายเซลลเปนเนื้อเดียวกนัไดคาโปรตีนเซลลเชื่อถือได มีปริมาณโปรตีนเซลล
เทากับ 220 มก./ลิตร คํานวณประสิทธิภาพของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนเทากับ 1.21 มิลลิลิตร
ของไฮโดรเจนตอมิลลิกรัมเซลลโปรตีน (มล./มก. ของโปรตีนเซลล) นอกจากนี้คาพีเอชตลอดการ
ผลิตอยูในชวง 6.7-8.4  
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เมื่อพิจารณาอัตราการใชน้าํตาลรีดิวซในน้ําทิ้ง 18 เปอรเซ็นต ในชัว่โมงที ่24-67 ซึ่ง
เปนชวงที่เจริญและเร่ิมสรางกาซ แบคทีเรียใชน้ําตาลในอัตราสูงสุดคือ เทากับ 23.4 มก./ลิตร/ชม. 
เมื่อส้ินสุดชั่วโมงที ่120 แบคทีเรียใชน้าํตาลรีดิวซไป 92 เปอรเซ็นต แตลดความสกปรกในนํ้าทิง้ไป
ไดเพียง 30 เปอรเซ็นต 
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ภาพท่ี 14  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
  18 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-

glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 9 วัน 

 

       การผลิตกาซไฮโดรเจน          ปริมาณโปรตีนเซลล (มก./ลิตร)       ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (มก. /ลิตร) 
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ตารางที่ 17  ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมือ่ใชน้ําทิ้งแปงมันเก็บคร้ังที ่2 
ความเขมขน 18 และ 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยอาหารเหลว ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร 

 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 18% 27% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium 

ความเขมแสง; light intensity (ลักซ) 2,000 2,000 

เวลาเร่ิมการผลิตไฮโดรเจน; tlag (ชม.) 53 30 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด;                    
Max. H2 evolution rate (มล./ลิตร/ชม.) 

3.36  
(67-108 ชม.) 

5.27  
(30-54 ชม.) 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 1,271.00 
(ชั่วโมงที่ 120) 

1,516.00  
(ชั่วโมงที่ 168) 

917.00 
(ชั่วโมงที่ 120) 

- 

เวลาที่ใหกาซไดทั้งหมด; incubation time (ชม.) 222 120 

ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;     tH2 (ชม.) 115 44 

ปริมาณโปรตีนเซลลในชัว่โมงทีห่ยุดผลิต  
(มก./ลิตร) 

220.20 
(ชั่วโมงที่ 168) 

308.30 
(ชั่วโมงที่ 74) 

กิจกรรมของเซลลในการผลติไฮโดรเจน  
(มล./มก. ของโปรตีนเซลล)* 

1.21 0.52 

ความเขมขนของเซลลสุดทาย; Xmax (กรัม/ลิตร) 1.19 1.79 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเร่ิมตนทั้งหมด (มก./ลิตร)  1,609.09 2,117.17 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส  (มก./
ลิตร) ที่ชัว่โมงที่ 120 

126.14 212.32 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ            
(RS removal efficiency, %) 

92.16 89.97 

อัตราการใชน้าํตาลรีดิวซ (มก./ลิตร/ชม.) 23.42 (24-67 ชม.) 39.32 (18-48 ชม.) 
11.45 (48-74 ชม.) 
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ตารางที่ 17 (ตอ)   
 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 18% 27% 

พีเอชอาหารเร่ิมตนหลัง autoclave; pHi 6.71 6.55 

พีเอชสุดทาย; pHf 8.41 6.42 

ซีโอดีของอาหารเร่ิมตนทัง้หมด; CODi (มก./ลิตร) 3,964.90 5,627.00 

ซีโอดีสุดทายของสวนใส; CODf s (มก./ลิตร) 2,705.60 2,740.35 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง (COD 
removal efficiency, %)**  

31.80 51.30 

 
หมายเหตุ  * กิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนคํานวณที่ชั่วโมงที่หยุดผลิตกาซ 

**COD removal efficiency (%) เปรียบเทยีบระหวางคา COD เร่ิมตน (CODi) กับคา 
COD สุดทายของสวนใส (CODfs) 

  
เมื่อเพิ่มความเขมขนของน้าํทิ้งเปน 27 เปอรเซ็นต ทดลองในถงัปริมาตรบรรจุ 5.7 

ลิตร ระบบเดียวกนั (ตารางที่ 17, ภาพที่ 15) ไดผลการทดลองดังนี้ แบคทีเรียเร่ิมผลิตกาซเร็วข้ึน
คือเร่ิมตรวจวดักาซไดในชั่วโมงที่ 30 แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนเพยีง 24 ชม. คือในชวงชัว่โมงที ่30-
54 และหยุดผลิตในช่ัวโมงที ่74 ไดไฮโดรเจนสะสมเพียง 917 มล. แตขอดีของการใชน้ําทิ้ง 27 
เปอรเซ็นต คือพบวาอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุดเทากบั 5.3 มล./ลิตร/ชม.  

 
เนื่องจากเซลลเกาะติดขางถังต้ังแตชั่วโมงที ่24 คาโปรตีนทีว่ัดไดไมใชคาแทจริงของ

เซลลทั้งหมดเชนกนั การเกาะติดขางถงันี้เชนเดียวกับที่ใชน้ําทิ้ง 18 เปอรเซ็นต แตเมือ่แบคทีเรีย
เร่ิมผลิตกาซไประยะหนึง่ แบคทีเรียทีเ่กาะอยูขางถังจะหลุดออกแลวทําใหเซลลซัสเพนชัน่เปนเนือ้
เดียวกนัมากข้ึน และช่ัวโมงสุดทายของการผลิตที่ชั่วโมงที่ 74 สารละลายเซลลเปนเนื้อเดียวกันได
คาโปรตีนเซลลเชื่อถือได มปีริมาณโปรตีนเซลลเทากับ 308.3 มก./ลิตร คํานวณประสิทธิภาพของ
เซลลในการผลิตไฮโดรเจนเทากบั 0.52 มล./มก. ของโปรตีนเซลล  

 
เมื่อพิจารณาอัตราสูงสุดในการใชน้าํตาลรีดิวซ พบวาเกดิในช่ัวโมงที่ 18-48 มีอัตรา

เทากับ 39.3 มก./ลิตร/ชม. ซึ่งเปนชวงที่แบคทีเรียเจริญเพิ่มจาํนวนเซลลในชวง exponential 
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phase และชวงการเร่ิมผลิตกาซช่ัวโมงที ่30-48 ที่ชั่วโมงที ่48 น้ําตาลรีดิวซคงเหลือสําหรับเปน
แหลงใหอิเล็กตรอนสําหรับการผลิตไดรเจนเพยีง 632 มก./ลิตร นั่นคือแบคทีเรียใชน้าํตาลไปแลว 
70 เปอรเซ็นต ในชัว่โมงที ่48-72 อัตราการใชน้ําตาลรีดิวซลดลงเปน 11.4 มก./ลิตร/ชม. ซึ่งจาก
ปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่เหลืออยูนอยกับอัตราการใชน้าํตาลรีดิวซลดลงเปน 11.4 มก./ลิตร/ชม. 
สงผลใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนในชวงนี้ลดลงดวย หลังจากช่ัวโมงที ่74 อัตราการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนนอยมาก น้ําตาลรีดิวซคงเหลือเพียง 359 มก./ลิตร นั่นคือ ปริมาณแหลงใหอิเล็กตรอนไม
เพียงพอตอการผลิตกาซแลว ที่ชัว่โมงที ่120 ไดกาซไฮโดรเจนทัง้หมด 917 มล. น้ําตาลรีดิวซเหลือ 
212 มก./ลิตร แบคทีเรียใชน้าํตาลรีดิวซในระบบไป 90 เปอรเซ็นต อยางไรก็ตาม หากพิจาณาการ
ลดลงของความสกปรกในน้าํทิง้ (COD) พบวาระบบนี้มปีระสิทธิภาพลดความสกปรกไดถึง 51 
เปอรเซ็นต (ตารางที่ 17) คาพีเอชตลอดการผลิตอยูในชวง 6.3-6.7 

 
เมื่อเปรียบเทยีบการผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้ง 18 กับ 27 เปอรเซ็นต ในถงัผลิต

ไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร พบวาเมื่อใชน้าํทิ้ง 2 เปอรเซ็นต ไมใหความแตกตางในการผลิตในการผลิต
ไฮโดรเจน แมวา 27 เปอรเซน็ต ใหอัตราการผลิตสูงกวา และเร่ิมผลิตเร็วกวา แตเวลาที่แบคทีเรีย
ผลิตส้ันกวา อยางไรก็ตามปริมาณกาซสะสมไมตางกนัชดัเจนนกั ถาเปรียบเทียบที่ชัว่โมงที่ 120 
ในน้าํทิง้ 18 เปอรเซ็นต ไดปริมาณไฮโดรเจนเทากับ 1,200 มล. และน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต ได
ปริมาณไฮโดรเจนเทากับ 917 มล. เมื่อพิจารณาอัตราการใชน้ําตาลรีดิวซ พบวาแบคทีเรียใช
น้ําตาลรีดิวซในน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต ดวยอัตรา 39 มก./ลิตร/ชม. ซึง่เปนอัตราที่สูงกวาการใช
น้ําตาลรีดิวซในน้าํทิง้ 18 เปอรเซ็นต ทีม่ีอัตราการใชน้าํตาลรีดิวซเพยีง 23 มก./ลิตร/ชม. เมื่อ
พิจารณาคาปริมาณโปรตีนเซลลในชั่วโมงที่หยุดผลิตไฮโดรเจน พบวาในน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นต มี
ปริมาณโปรตีนเซลลสุดทายมากวาในน้าํทิง้ 18 เปอรเซ็นต แสดงใหเหน็วาในน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต 
แบคทีเรียใชน้าํตาลรีดิวซไปใชในกระบวนการเจริญมากกวาใชเปนแหลงใหอิเล็กตรอนในการผลิต
กาซไฮโดรเจน ทาํใหไดปริมาณไฮโดรเจนเพียง 917 มล. เมื่อคํานวณกจิกรรมของเซลลในการผลิต
ไฮโดรเจนไดเพียง 0.52 มล./มก. ของโปรตีนเซลล ซึ่งมคีานอยกวากจิกรรมของเซลลในการผลิต
ไฮโดรเจนในน้าํทิง้ 18 เปอรเซ็นต ที่มีคาเทากับ 1.21 มล./มก. ของโปรตีนเซลล 
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ภาพท่ี 15  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน  
  27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-

glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 วัน 

       การผลิตกาซไฮโดรเจน          ปริมาณโปรตีนเซลล (มก./ลิตร)       ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (มก. /ลิตร) 
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เมื่อเทียบกับงานวิจัยเดิมที่ใชแปงมันสําปะหลังสุก 10 กรัม/ลิตร ที่เวลาเดียวกันคือ 
120 ชม. ไดกาซไฮโดรเจนถงึ 5,000 มล. และเม่ือใชแปงสุกการผลิตกาซไฮโดรเจนยงัคงตอเนื่องไป
ถึง 204 ชม. ซึง่ไดปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมถึง 10,000 มล. ซึง่มากกวาการใชน้ําทิ้ง 10 เทา 
ทั้งนี้นาจะเนื่องมาจากแหลงใหอิเล็กตรอนเร่ิมตนในน้ําทิง้เก็บคร้ังที่ 2 นี้ มาจากน้าํตาลรีดิวซ ไม
ไดมาจากแปง โดยปริมาณน้าํตาลรีดิวซที่ใชเปนแหลงใหอิเล็กตรอนนีน้อยกวา น้ําตาลรีดิวซที่
แบคทีเรียสามารถยอยไดจากแปง 10 กรัม/ลิตร (รายงานโครงการวิจยัรหัส วท.(ด)6/50) ผลจาก
การวิเคราะหแปงมันสําปะหลัง 1 กรัม เมื่อผานการยอยดวยกรดมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซเทากับ 
975 มก. ดังนัน้ถาแบคทีเรียสามารถยอยแปง 10 กรัม/ลิตร ไดสมบูรณจะมีปริมาณน้าํตาลรีดิวซ
เทากับ 9,750 มก./ลิตร ซึ่งมากกวาในน้าํทิง้ 18-27 เปอรเซ็นต ที่มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซเพยีง 
1,609-2,117 มก./ลิตร  

 
นอกจากนีก้ารเจริญของแบคทีเรียทีม่ากในน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต ทาํใหจาํนวนของ

แบคทีเรียมีปริมาณมาก และมีเซลลเกาะขางถงัมากข้ึนเพื่อรับแสง ทาํใหแสงสองผานเขาไปในถัง
ผลิตไฮโดรเจนย่ิงนอยลง (Fascedii and Todini, 1995) ถาแบคทีเรียไดรับแสงไมเพียงพอ ทาํให
ผลิตไฮโดรเจนไดปริมาณนอยลง เพราะแสงซ่ึงเปนแหลงพลังงานที่สําคัญในกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน (Hillmer and Gest, 1977; Yoch, 1978; Kim et al., 1980; Uyar et al., 2007; Kars 
and Gunduz, 2010) นี้อาจเปนเหตุผลหน่ึงทีท่ําใหในน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต ไดปริมาณไฮโดรเจน
นอยในถัง reactor ขนาด 6 ลิตร ดังนัน้ปจจัยสําคัญหนึ่งสําหรับการใชน้ําทิ้งในการผลิตไฮโดรเจน 
คือความเขมแสง จงึทาํการทดลองเพิ่มความเขมแสงจาก 2,000 ลักซ ไปเปน 3,000 ลักซ 
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4.2  การศึกษาอิทธพิลของความเขมแสงตอการผลิตกาซไฮโดรเจนเม่ือใชน้ําทิ้งแปงมัน ใน
ถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
 

การศึกษาอิทธิพลของความเขมแสงตอการผลิตไฮโดรเจน เมื่อใชน้าํทิ้งแปงมัน ดวย
การใชความเขมแสงที่สูงข้ึนขอควรระวังหนึ่ง คือจะเกิดความรอนมากข้ึน จงึตองควบคุมอุณหภูมิ
ใหอยูในชวง 40 องศาเซลเซยีส ดวยระบบควบคุมอุณหภูมิและถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร ซึ่ง
ออกแบบโดย รศ.ดร.เลอลักษณ จิตรดอน และคณะ (เลขที่คําขอรับสิทธิบัตรการประดิษฐ 
0801002594 เมื่อวันที ่23 พฤษภาคม พ.ศ. 2553, สิทธิบตัรที่ 2) การใชถังหมักและระบบควบคุม
อุณหภูมิเพื่อผลิตกาซไฮโดรเจน ในการทดลองนี้สามารถบรรลุวัตถุประสงคที่ตองการเพิ่ม
อัตราสวนของพื้นที่ผิวตอปริมาตรไดเปนอยางดี เชนเดียวกับรายงานของ Eroglu et al. (2008) ที่
กลาววา ความแตกตางของรูปทรงถงัหมกัและขนาด มีผลใหมีอัตราสวนของพืน้ที่ผิวตอปริมาตร
แตกตางกนั ทาํใหประสิทธิภาพในการรับพลังงานแสงของแบคทีเรียกลุมสังเคราะหแสงแตกตาง
กันดวย และสงผลตอประสิทธิภาพการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทีเรียกลุมนี ้
 

จากผลการทดลองขางตนในระดับหองปฏิบัติการขนาด 60 มล. พบวาเมื่อใชน้ําทิง้
แปงมันเก็บคร้ังที ่2 ความเขมขน 27 เปอรเซ็นต แบคทเีรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนมาก และให
ปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมสูงที่สุด อีกทัง้ผลการทดลองในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร พบวา
เมื่อใชน้ําทิง้ 27 เปอรเซ็นต ใหอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงเชนกนั แตยงัผลิตไฮโดรเจนไดปริมาณ
นอย สมมติฐานวาอาจเกิดจากแบคทีเรียเจริญมากข้ึนในถงัหมกั สงผลใหแบคทีเรียไดรับแสงไม
เพียงพอสําหรับการผลิตไฮโดรเจน ดังนั้นถาตองการใชน้ําทิ้งความเขมขน 27 เปอรเซ็นต และได
ปริมาณไฮโดรเจนสูงข้ึนอาจทําไดโดยการเพิ่มความเขมแสง การทดลองนี้จงึใชน้าํทิ้ง 27 
เปอรเซ็นต มาใชผลิตกาซไฮโดรเจนดวย R. gelatinosus SB24 เพาะเลี้ยงเชื้อในท่ีมแีสง ความเขม
แสงเพิ่มข้ึนเปน 3,000 ลักซ จากเดิม 2,000 ลักซ ผลการทดลองนี้คือ เมื่อใชความเขมแสง 3,000 
ลักซ แบคทีเรียเร่ิมผลิตไฮโดรเจนเร็วข้ึน 7 ชม. คือ เร่ิมที่ชั่วโมงที่ 23 (ภาพที ่16) ไดปริมาณ
ไฮโดรเจนสะสมทั้งหมดเทากบั 2,273 มล. และอัตราการผลิตไฮโดรเจนเทากับ 14.0 มล./ลิตร/ชม. 
ในช่ัวโมงที่ 24-48 (ตารางที ่18) ประสิทธภิาพการใชน้ําตาลรีดิวซ และการลดลงของคา COD มี
คาเทากับ 90 และ 56 เปอรเซ็นต ตามลําดับ พีเอชสุดทายมีคาเทากับ 6.6  

 
เม่ือเปรียบเทยีบกับการใชความเขมแสง 2,000 ลักซ พบวาเม่ือเพิ่มความเขมแสงเปน 

3,000 ลักซ ทาํใหแบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนไดเร็วข้ึน 7 ชม. อัตราการผลิตกาซสูงข้ึน 2.5 
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เทา คือมีอัตราเปน 14.0 มล./ลิตร/ชม. จาก 5.3 มล./ลิตร/ชม. และไดปริมาณไฮโดรเจนทัง้หมด
มากข้ึน 2.4 เทา ถาคิดเฉพาะชวงการผลิตที่ดีที่สุด แบคทีเรียผลิตกาซในเวลาเพยีง 48 ชม. หรือ 2 
วัน ไดกาซ 1,866 มล. และในช่ัวโมงที่ 72 หรือ 3 วัน ไดไฮโดรเจนสะสมเพิ่มข้ึนเปน 2,255  มล. 
ในขณะที่ถาใชแสง 2,000 ลักซ ชวงเวลาการผลิตที่ดีทีสุ่ดคือ 60-72 ชม. หรือ 3 วัน และไดกาซตํ่า
กวา 1,000 มล. และที่ 120 ชม. ไดกาซสะสมเพียง 917 มล. สวนประสิทธิภาพการลดลงของ
น้ําตาลรีดิวซ และคา COD มีคาใกลเคียงกัน นัน่คือประสิทธิภาพการใชสารอาหารใกลเคียงกัน 
เมื่อพิจารณากิจกรรมของเซลลในการผลติไฮโดรเจนท่ีชั่วโมงสุดทายเม่ือใชแสงความเขมสูง 3,000 
ลักซ เซลลมกีจิกรรมสูงเทากับ 1.23 มล./มก. ของโปรตีนเซลล ซึง่สูงกวา เมื่อใชแสงที่ความเขม
นอย 2,000 ลักซ ซึง่เทากับ 0.52 มล./มก. ของโปรตีนเซลล จึงสรุปไดวา เมื่อความเขมแสงสูงข้ึน
จะชวยเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลใหมีกิจกรรมในการผลิตไฮโดรเจน เมื่อเปรียบเทยีบคาปริมาณ
ไฮโดรเจนที่ไดตอปริมาตรบรรจุ พบวาเมื่อใชแสง 2,000 และ 3,000 ลักซ ในถังหมกัใหคาเทากับ 
0.16 และ 0.39 ลิตร/ลิตร ตามลําดับ ซึ่งเปนคาที่ตํ่ากวาคาที่ไดเมื่อทดลองในขนาด 60 มล. ที่ได
ปริมาณไฮโดรเจนสูงถึง 0.87 ลิตร/ลิตร แสดงใหเห็นวาความเขมแสงที่แบคทีเรียไดรับจากถงัหมกั 
6 ลิตร ยังนอยกวาในหลอดแกว 60 มล. ถึงแมจะใชความเขมแสงที่สูงข้ึนเปน 3,000 ลักซ ทั้งนี้
เพราะความสามารถในการสองผานแสงเขาไปดานใน reactor และหลอดแตกตางกัน ความหนา
ของผนัง reactor ทีห่นากวา 1 ซม. ซึง่หนากวาหลอดแกวมาก และวัสดุที่ใชทํา reactor เปน 
acrylic กท็ําใหแบคทีเรียไดรับพลังงานแสงใน reactor แตกตางไปจากแกว  Hillmer and Gest 
(1997)  รายงานวาการเพิม่ความเขมแสงในการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรีย 
Rhodopseudomonas capsulata ทําใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงข้ึน และเมือ่ความเขมแสง
มากกวา 6,500 ลักซ แบคทเีรียมีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนคงที ่ เชนเดียวกับรายงานของ 
Fascetti and Todini (1995) พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Rhodobacter sphaeroides RV 
สูงข้ึน ที่ความเขมแสงสูงข้ึนเชนกนั และเมือ่ความเขมแสงสูงกวา 10,000 ลักซ แบคทีเรียมีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนคงที่ ดังนัน้ผลการทดลองน้ีจงึสอดคลองกับงานของ Fascetti and Todini 
(1995); Hillmer and Gest (1997) แตในการทดลองนี้ถาเพิ่มความเขมแสงเกนิ 3,000 ลักซ จะทํา
ใหระบบเกิดความรอน ยากในการควบคุมอุณหภูมิไมใหเกิน 40 องศาเซลเซียส ซึง่เปนอุณหภูมทิี่
เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทเีรีย อาจตองเพิ่มระบบหลอเย็น ดังนั้นการเพิ่มความเขม
แสงเทากับเปนการเพิ่มพลังงานแสงและพลังงานไฟฟาของระบบหลอเย็นเขาในระบบ ซึ่งเปนการ
เพิ่มตนทนุในการผลิตข้ึน อาจตองคํานวณอยางละเอียดวาผลผลิตที่ไดคุมกับตนทนุที่ลงไปหรือไม 
ดังนัน้จึงพยายามที่จะหาวิธอ่ืีนทีท่ําใหผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึนโดยไมตองเพ่ิมความเขมแสงในข้ัน
ตอไป 
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อยางไรก็ตาม ในน้าํทิง้มีตะกอน ซึ่งเปนสวนของเสนใย (fibre) ที่ไมใชแปง ทําใหน้าํ
ทิ้งมีความขุน ดังแสดงในตารางที ่15 พบวาน้าํทิง้แปงมนัมีปริมาณของแข็งที่ไมละลายน้าํเทากับ 
2.15 กรัม/ลิตร การมีของแข็งแขวนลอยอยูสูงจะไปมีผลตอการบดบังแสง จากการทดลองขางตน
พบวาแสงเปนปจจัยที่สําคัญมากในการผลิตไฮโดรเจนแบบใชแสง ดังนั้นนี่ก็เปนขอจํากัดหนึง่ใน
การใชน้าํทิง้ในการผลิตไฮโดรเจนควรมีปริมาณของแข็งที่ไมละลายน้าํในปริมาณที่นอย นอกจากนี้
เมื่อแบคทีเรียเจริญมากข้ึน ก็ตองการแสงมากข้ึน และถาแบคทีเรียใชเสนใยเหลานั้นไมไดอีกดวย 
เซลลก็จะไปเกาะกับเสนใย จับเปนกอนตกตะกอนหรือใชเปน supporter ชวยใหเซลลเกาะที่ขาง
ถังเพื่อรับแสงไดมากข้ึนเปนลําดับ และเม่ือถึงระยะที่มเีซลลเกาะเปนแผนมากเกนิไป ก็จะหลุด
ลอกออกมา และการมีเซลลตกตะกอนหรือเซลลมากบังแสงกันและกนัจะทําใหผลิตไฮโดรเจนได
ปริมาณนอย ดังนัน้ จงึเกิดความคิดที่จะกําจัดตะกอนที่มีอยูในน้าํทิง้ออกกอนนาํมาใสถังหมกั ซึ่ง
เปนการปรับปรุงคุณภาพน้าํทิ้งทางกายภาพซ่ึงคาดวาจะชวยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน
จากน้ําทิ้งทางหน่ึง โดยไมตองเพิ่มความเขมแสงใหระบบ เพราะการเพิ่มความเขมแสงนัน้เทากับ
เปนการเพิ่มพลังงานหรือตนทุนการผลิตของระบบ รวมทั้งยังทําใหเกดิความรอนยากในการ
ควบคุม มีรายงานการกําจัดความขุนของเสนใยหรือของแข็งแขวนลอยในน้าํทิง้ โดยวธิีการกรอง
ผานเมมเบรนขนาด 0.45 ไมครอน (Yigit et al., 1999; Yetis et al., 2000 และ Eroglu et al., 
2004) แตเปนวิธีทียุ่งยาก และไมเหมาะสม เนื่องจากเมมเบรน 0.45 ไมครอน ใชกรองแบคทีเรีย 
และมีราคาแพง อีกทั้งถาทํากับน้าํทิง้จํานวนมากๆ จะใชเวลานาน ดังนั้นในการทดลองน้ีจงึใชการ
ต้ังทิง้ไวเปนเวลา 30 นาที เพื่อใหของแข็งตกตะกอนบางบางสวน แลวนาํน้าํทิง้ที่ไมมีตะกอนมา
ผสมกับอาหาร Ormerod’s-minimal-glutamate medium ใชผลิตกาซไฮโดรเจนในลําดับตอไป 
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ภาพท่ี 16  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน 

27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal-
glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 3,000 ลักซ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 วัน 

       การผลิตกาซไฮโดรเจน          ปริมาณโปรตีนเซลล (มก./ลิตร)       ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (มก. /ลิตร) 
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ตารางที่ 18  ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมือ่ใชน้ําทิ้งแปงมันทีม่ ี
ตะกอน 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s-minimal-glutamate 
เปรียบเทยีบระหวางสภาวะที่ใชความเขมแสง 2,000 กับ 3,000 ลักซ ปริมาตร
บรรจุ 5.7 ลิตร 

 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 27% 27% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium 

ความเขมแสง; light intensity (ลักซ) 2,000 3,000 

เวลาเร่ิมการผลิตไฮโดรเจน; tlag (ชม.) 30 23 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด;                          
Max. H2 evolution rate (มล./ลิตร/ชม.) 

5.27 (30-54 ชม.) 14.01 (24-48 ชม.) 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 907.00  
(ชั่วโมงที่ 74) 

917.00  
(ชั่วโมงที่ 120) 

2,255.00  
(ชั่วโมงที่ 72) 

2,273.00  
(ชั่วโมงที่ 120) 

เวลาที่ใหกาซไดทั้งหมด; incubation time (ชม.) 120 120 

ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;     tH2 (ชม.) 44 49 

ปริมาณโปรตีนเซลลในชัว่โมงทีห่ยุดผลิต     
(มก./ลิตร) 

308.30  
(ชั่วโมงที่ 74) 

321.90  
(ชั่วโมงที่ 72) 

กิจกรรมของเซลลในการผลติไฮโดรเจน         
(มล./มก. ของโปรตีนเซลล)* 

0.52 1.23 

ความเขมขนของเซลลสุดทาย; Xmax (กรัม/ลิตร) 1.79 - 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเร่ิมตนทั้งหมด (มก./ลิตร)  2,117.17 1,935.35 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส   
(มก./ลิตร) ที่ชัว่โมงที ่120 

212.32 201.62 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ            
(RS removal efficiency, %) 

89.97 89.58 

อัตราการใชน้าํตาลรีดิวซ (มก./ลิตร/ชม.) 39.32 (18-48 ชม.) 
11.45 (48-74 ชม.) 

35.59 (1-41 ชม.) 
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ตารางที่ 18  (ตอ)   
 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 27% 27% 

ความเขมแสง; light intensity (ลักซ) 2,000 3,000 

พีเอชอาหารเร่ิมตนหลัง autoclave; pHi 6.55 6.43 

พีเอชสุดทาย; pHf 6.42 6.61 

ซีโอดีของอาหารเร่ิมตนทัง้หมด; CODi (มก./ลิตร) 5,627.00 5,627.00 

ซีโอดีสุดทายของสวนใส; CODf s (มก./ลิตร) 2,740.35 2,497.54 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง   
(COD removal efficiency, %)**  

51.30 55.62 

 
หมายเหตุ  * กิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนคํานวณที่ชั่วโมงที่หยุดผลิตกาซ 

**COD removal efficiency (%) เปรียบเทยีบระหวางคา COD เร่ิมตน (CODi) กับคา  
  COD สุดทายของสวนใส (CODfs) 
 

4.3  การใชน้าํทิ้งที่ไมมีตะกอน 
 

ไดปรับปรุงคุณภาพน้าํทิง้ทางกายภาพ โดยนําน้ําทิง้มาต้ังทิง้ไวใหตกตะกอน 30 
นาที และใชเฉพาะสวนใส หรือเรียกวาน้ําทิ้งที่ไมมีตะกอน และเชนเดียวกับการทดลองกอนหนา
เจือจางน้ําทิง้ที่ไมมีตะกอนดวยอาหารเหลว Ormerod’s minimal glutamate medium ใหมีความ
เขมขนเทากับ 18 และ 27 เปอรเซ็นต นาํมาใชเปนสับสเตรด บมในที่มแีสงความเขมแสง 2,000 
ลักซ โดยไมมกีารเพิม่ความเขมแสง พบวาเมื่อใชน้าํทิ้งไมมีตะกอนทําใหลักษณะสับสเตรดใสกวา
เดิม ผลการทดลองพบวาเมือ่บมเชื้อเปนเวลานานถึง 64-84 ชม. แบคทีเรียเกาะติดขางถังบางแต
นอยกวาการทดลองในขอ 4.1 มาก ลักษณะเซลลซัสเพนช่ันในน้ําทิ้งไมจับเปนกอนแตเปนเนื้อ
เดียวกนัทัง้สองความเขมขน ทาํใหแสงสองผานไดมากข้ึน แบคทีเรียเจริญมากข้ึน และผลิต
ไฮโดรเจนไดดีข้ึน กวาการทดลองท่ีใชน้าํทิง้ทัง้หมดที่มีตะกอนโดยตรง กลาวคือ เมื่อใชน้ําทิ้งที่ไมมี
ตะกอน 18 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 17, ตารางที่ 19) แบคทีเรียเร่ิมผลิตไฮโดรเจนเร็วข้ึน 10 ชม. คือ
ตรวจวัดไฮโดรเจนไดในช่ัวโมงที ่43 ผลิตกาซไฮโดรเจนเสร็จส้ินในช่ัวโมงที ่84 ปริมาณไฮโดรเจน



 

 

125 

สะสมสูงข้ึนเปน 1,800 มล. จากเดิมเมื่อใชน้ําทิ้งพรอมตะกอนจะไดเพียง 1,500 มล. ใชเวลานาน
ถึง 168 ชม. (ภาพที ่14) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนเปน 11.7 จาก 3.4 มล./ลิตร/ชม.  

 
สวนเมื่อใชน้าํทิ้งที่ไมมีตะกอน 27 เปอรเซ็นต (ภาพท่ี 18 และตารางที่ 19) แบคทีเรีย

เร่ิมผลิตไฮโดรเจนในช่ัวโมงที่ 30 เทากับเมื่อใชน้ําทิ้งพรอมตะกอน 27 เปอรเซ็นต (ภาพที่ 15) 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเพิ่มข้ึนเปน 13.7 จาก 5.6  มล./ลิตร/ชม. และไดปริมาณไฮโดรเจน
สะสมสูงข้ึน 4 เทา คือไดทั้งหมด 4,000 มล. จากเดิมที่ไดเพียง 900 มล. 

 
เมื่อพิจารณาการเจริญ พบวาน้ําหนกัเซลลแหงในช่ัวโมงสุดทาย เมื่อใชน้ําทิ้งที่ไมมี

ตะกอนทั้งสองความเขมขน คือ 18 และ 27 เปอรเซ็นต เทากบั 0.69 และ 0.95 กรัม/ลิตร 
ตามลําดับ มคีาตํ่ากวาที่ใชน้ําทิ้งที่มีตะกอน ถงึแมความเขมขนของเซลลเมื่อเพาะเล้ียงในน้ําทิง้ทีม่ี
ตะกอนจากตารางที่ 17 จะหักลบน้ําหนกัตะกอนในน้าํทิ้งที่สันนิษฐานวาแบคทีเรียไมสามารถยอย
ไดออกแลวก็ตาม โดยในน้ําทิ้งที่มีตะกอน 18 และ 27 เปอรเซ็นต มนี้ําหนกัเซลลแหงเทากับ 0.80 
และ 1.21 กรัม/ลิตร ตามลําดับ กย็ังคงมากกวาที่ใชน้าํทิ้งที่ไมมีตะกอน นั่นเปนเพราะเซลลมีการ
เจริญในน้ําทิง้ที่ไมมีตะกอนทั้งสองความเขมขนไดนอย โดยจะนาํแหลงพลังงานและแหลงให
อิเล็กตรอนไปใชในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนมากกวา เมื่อคํานวณปริมาณไฮโดรเจนตอเซลลใน
ชั่วโมงสุดทายของนํ้าทิ้งที่ไมมีตะกอน 18 และ 27 เปอรเซ็นต มีคาเทากับ 2.02 และ 2.69 มล./มก. 
ของโปรตีนเซลล ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทยีบกับน้าํทิ้งทีม่ีตะกอน 18 และ 27 เปอรเซ็นต ไดเทากบั 
1.21 และ 0.52 มล./มก. ของโปรตีนเซลล ตามลําดับ และ ซึ่งแสดงใหเห็นวา เมื่อตกตะกอนน้ําทิ้ง
แลว ทาํใหสับสเตรดใส เซลลรับแสงไดความเขมสูงข้ึนประสิทธิภาพของแตละเซลลในการผลิต
ไฮโดรเจนสูงข้ึน 

 
อนึ่งการเอาตะกอนออกจากนํ้าทิง้กอนนาํมาใชนี้ ไมไดมีผลตอแหลงสับสเตรดในน้าํ

ทิ้ง เชนปริมาณน้ําตาลรีดิวซ เนื่องจากผลการวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และคา COD ของ
อาหารเล้ียงเชือ้เร่ิมตนที่เปอรเซ็นตเดียวกนัมีคาไมแตกตางกนั ดังตารางที ่17 และ 19 แตมี
คุณสมบัติทางกายภาพเปล่ียนไป คือสับสเตรดใสข้ึน  เมือ่ใชสวนใสแสงสองผานไดมากข้ึน
ประมาณ 3 เทา (วัดคาการดูดกลืนแสงที ่660 นาโนเมตร) กลาวไดวาการที่แบคทเีรียผลิต
ไฮโดรเจนสูงข้ึน เกิดจากความสามารถของเซลลในการรับแสงไดมากข้ึนกระตุนใหมกีารแตกตัว
ของอิเล็กตรอนมากข้ึน ทาํใหมี reducing power และ ATP มากข้ึนสําหรับกลไกการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนที่คะตะไลซโดยเอนไซมไนโตรจีเนส นั่นคือ กิจกรรมของเซลลในกระบวนการผลิต
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ไฮโดรเจนมีประสิทธิภาพดีข้ึนซึ่งสอดคลองกับรายงาน Koku et al. (2002); Kars and Gunduz 
(2010) ที่กลาววาถึงแมจะใชแหลงกาํเนิดแสงความเขมแสงเดียวกนั ถาแสงสองผานไมดีระบบจะ
มีประสิทธิภาพการใชแสงนอยลง และจะเห็นไดวา 

 
นอกจากนีย้ังมีขอนาสังเกตอีกดวยวา แบคทีเรียนี้ใชน้ําทิ้งที่ไมมีตะกอน 27 

เปอรเซ็นต เปนแหลงอิเล็กตรอนในการผลิตกาซไฮโดรเจนไดดีกวา อาหารมาตรฐานที่มีกรด
อินทรีย malic acid ซึ่งแบคทีเรียสายพนัธุนี้ผลิตกาซไฮโดรเจนสะสมสูงสุดไดเพียง 2,500 มล. ใน
อาหารมาตรฐาน ดวยอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 8.0 มล./ลิตร/ชม. (มงคล, 2547) 

 
การทดลองตอไปจึงจะใชน้าํทิ้งที่ไมมีตะกอนในความเขมขนสูงข้ึนคือ 45 เปอรเซ็นต 

ผลการทดลองพบวาเมื่อบม นานถึง 96 ชม. ไมมีการผลิตกาซไฮโดรเจน และในขณะทีช่ั่วโมงที ่69 
คาพีเอชของสับสเตรดลดลงตํ่ามากเหลือ 5.18 และเซลลซัสเพนช่ันในน้ําทิ้งเปลีย่นเปนสีเหลือง ซึง่
อาจเนื่องมาจากเซลลทนสภาวะเปนกรดระดับนี้ไมไดและตายในที่สุด ดังนัน้การใชน้ําทิ้ง 45 
เปอรเซ็นต จงึไมไดผลดี 

 
จากผลการทดลองขางตน สรุปวา ในการผลิตไฮโดรเจนจากน้าํทิ้งแปงมนัเก็บคร้ังที่ 2 

ดวย R. galatinosus SB24 ใหผลการผลิตไฮโดรเจนที่ดี เมื่อใชน้ําทิง้ทีไ่มมีตะกอนความเขมขน 27 
เปอรเซ็นต บมภายใตสภาวะมีแสงใชความเขมแสงเพยีง 2,000 ลักซ และใหผลพลอยไดคือ
สามารถลดความสกปรกในน้ําทิ้งไดถงึ 60 เปอรเซ็นต 

 
ผลขางตนจงึสรุปขอเสนอแนะ ในการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งแปงมันดวย R. 

galatinosus SB24 ในถังบรรจุขนาด 6 ลิตร ดังนี้ 1) ใหนําน้ําทิ้งมาตกตะกอนเอาเฉพาะสวนใสมา
ใชผลิตกาซไฮโดรเจน  2) เจอืจางน้ําทิ้งไมมีตะกอนใหมคีวามเขมขนทีเ่หมาะสมในท่ีนี้คือ 27 
เปอรเซ็นต ซึง่มีปริมาณน้าํตาลรีดิวซ 2,000 มก./ลิตร  3) ใช Ormerod’s minimal-glutamate พี
เอช 6.8 เปนสารละลายที่ใชเจือจางน้ําทิง้  และ 4) บมภายใตความเขมแสงเพยีง 2,000 ลักซ ก็
ใหผลการผลิตไฮโดรเจนที่ดี 
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ภาพท่ี 17  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมัน             
  ที่ไมมีตะกอน 18 เปอรเซ็นตโดยปรมิาตรเจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s 

minimal-glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ 
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 วัน 

       การผลิตกาซไฮโดรเจน          ปริมาณโปรตีนเซลล (มก./ลิตร)       ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (มก. /ลิตร) 
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ตารางที่ 19  ผลสรุปของพารามิเตอรตางๆ จากการผลิตไฮโดรเจนเมือ่ใชน้ําทิ้งแปงมัน 

ที่ไมมีตะกอน 18 และ 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s- 
minimal-glutamate เพาะเลี้ยงเชื้อในสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง  
2,000 ลักซ ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร 

 

ความเขมขนของน้ําทิง้ที่ไมมีตะกอน/คาที่วัด 18% 27% 

เจือจางน้ําทิง้ดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium 

ความเขมแสง; light intensity (ลักซ) 2,000 2,000 

ปริมาตรไฮโดรเจนทัง้หมด; VH2 (มล.) 1,893.00 4,066.00 

อัตราการผลิตไฮโดรเจน; 
Max. H2 evolution rate (มล./ลิตร/ชม.) 

11.67  
(49-72 ชม.) 

13.71  
(33-52 ชม.) 

เวลาเร่ิมการผลิตไฮโดรเจน; tlag (ชม.) 43 30 

เวลาที่ใหกาซไดทั้งหมด; incubation time (ชม.) 144 168 

 ระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจน;     tH2 (ชม.) 41 116 

ปริมาณโปรตีนเซลลในชัว่โมงทีห่ยุดผลิต  
(มก./ลิตร) 

158.80  
(ชั่วโมงที่ 84) 

265.50  
(ชั่วโมงที่ 154) 

กิจกรรมของเซลลในการผลติไฮโดรเจน  
(มล./มก. ของโปรตีนเซลล)* 

2.02 2.69 

ความเขมขนของเซลลสุดทาย; Xmax (กรัม/ลิตร) 0.69 0.95 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซเร่ิมตนทั้งหมด (มก./ลิตร)  1,366.67 2,016.13 

ปริมาณน้าํตาลรีดิวซสุดทายเฉพาะสวนใส  
(มก./ลิตร) ที่ชัว่โมงที ่120 

111.00 173.12 

ประสิทธิภาพการลดลงของน้ําตาลรีดิวซ            
(RS removal efficiency., %) 

91.87 91.60 

อัตราการใชน้าํตาลรีดิวซ (มก./ลิตร/ชม.) 22.69  
(17-65 ชม.) 

28.16  
(24-56 ชม.) 

พีเอชอาหารเร่ิมตนหลัง autoclave; pHi 6.43 6.76 

พีเอชสุดทาย; pHf 10.44 6.8 



 

 

129 

ตารางที่ 19  (ตอ)   
 

ความเขมขนของน้าํทิง้/คาทีว่ัด 18% 27% 

ซีโอดีของอาหารเร่ิมตนทัง้หมด; CODi (มก./
ลิตร) 

3,711.62 4,928.00 

ซีโอดีสุดทายของสวนใส; CODf s (มก./ลิตร) 1,838.46 2,005.60 

ประสิทธิภาพการลดลงของคาซีโอดีในน้าํทิ้ง   
(COD removal efficiency, %)**  

50.74 59.30 

 
หมายเหตุ  * กิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนคํานวณที่ชั่วโมงที่หยุดผลิตกาซ 
        **COD removal efficiency (%) เปรียบเทียบระหวางคา COD เร่ิมตน (CODi) กบัคา  

  COD สุดทายของสวนใส (CODfs) 
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ภาพท่ี 18  การผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 จากน้ําทิ้งแปงมันที่ไมมี

ตะกอน 27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตรเจอืจางดวยอาหารเหลว Ormerod’s 
minimal-glutamate พีเอช 6.8 ปริมาตร 5.7 ลิตร ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร 
เพาะเล้ียงภายใตสภาวะไมมีออกซิเจน และมีแสงความเขมแสง 2,000 ลักซ  
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 7 วัน 

       การผลิตกาซไฮโดรเจน          ปริมาณโปรตีนเซลล (มก./ลิตร)       ปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ (มก. /ลิตร) 
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5.  การศกึษาปจจัยสําคัญบางประการที่มีอิทธิพลตอการผลิตไฮโดรเจน 
 

จากขางตนพบวาแบคทีเรียสามารถใชน้ําทิ้งแทน malic acid ในการผลิตไฮโดรเจน ทําให
ตนทนุการผลิตกาซไฮโดรเจนลดลง และการเจือจางน้าํทิ้งดวยอาหารเหลว Ormerod’s ชวยให
แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนไดสูงข้ึน ทั้งนี้เปนเพราะแบคทีเรียตองการสารอาหาร แรธาตุ หรือวิตามิน
บางชนิดเพิม่ข้ึน ผลจากการวิเคราะหน้าํทิง้พบวามธีาตุและสารประกอบตางๆ ปนเปอนมากมาย 
ซึ่งหลายชนิดอาจจําเปนและสงเสริมการผลิตไฮโดรเจน และการเจริญของแบคทีเรีย ถาปริมาณ
ธาตุและสารประกอบจําเปนที่มีอยูในน้าํทิง้มีปริมาณเพยีงพออยูแลวก็จะไมจําเปนตองใสเพิ่ม หรือ
ใสเพิ่มในปริมาณนอย เทากบัเปนการลดตนทนุการผลิตลงอีก การทดลองนี้จงึตองการศึกษาวา มี
ความจาํเปนทีจ่ะตองเติมสารอาหารหรือวติามินจําเปนใดลงไปในน้าํทิง้แปงมนัหรือไม วิตามิน
จําเปนสําหรับแบคทีเรีย non-sulfur purple phototroph มี 4 ชนิด ไดแก biotin  para-
aminobenzoic acid  thiamine  และ nicotinic acid  นอกจากนี้ยงัตองการไดขอมูลวาหากเติม
ยีสตสกัด (yeast extract) แทนวิตามนิจะมีความเปนไปไดหรือไม เพื่อลดตนทุนการผลิต การ
ทดลองทําในหลอดขนาด 60 มล. และศึกษาในอาหารมาตรฐาน Ormerod’s malate-glutamate 
โดยไมมีน้าํทิง้ เพื่อไมใหสารปนเปอนในน้ําทิ้งที่เปนปจจัยที่ควบคุมไมไดมารบกวนผลการทดลอง 

 
5.1  การศึกษาอิทธพิลของวติามนิ 4 ชนิดตอ การผลิตไฮโดรเจน และการเจริญของ

แบคทีเรีย R. gelatinosus SB24 ใชอาหาร Ormerod’s medium ที่ไมเติมวิตามินทีละชนิด คือ 
ไทอะมีน (thiamine HCl)  พาราอะมิโนเบนโซอิกเอซิด (p-aminobenzoic acid)  กรดนิโคตินิก 
(nicotinic acid)  ไบโอติน (biotin)  และอาหารที่ไมเติมวิตามนิทัง้ 4 เปรียบเทียบกบัอาหาร
มาตรฐานที่มวีิตามนิครบทัง้ 4 ชนิด ที่เปนหลอดควบคุม (Control) การทดลองทําในขนาด 60 มล. 
บมในที่ไมมีออกซิเจน แตมแีสง อุณหภูม ิ40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 168 ชม. 

 
วิตามนิ มหีนาที่ เปนโคแฟกเตอรของปฏิกิริยาเอนไซม จาํเปนสําหรับการเจริญ กลไก

บางกลไกในเซลล การเก็บรักษา และการมีชีวิตรอดของแบคทีเรีย  เมือ่ขาดวิตามนิแบคทีเรียจะ
ออนแอและสูญเสียคุณสมบัติของเซลล (Koku et al., 2003) แบคทีเรียหลายชนิดสังเคราะห
วิตามนิเองได แตแบคทีเรียกลุม non sulfur purple สวนใหญจะสรางไดไมครบ จึงตองเติมลงไป 
วิตามนิที่เติมในอาหารเล้ียงเชื้อของแบคทีเรียกลุมนี้คือ ไทอะมนี (thiamine HCl)  พาราอะมิโน
เบนโซอิกเอซิด (p-aminobenzoic acid)  กรดนิโคตินกิ (nicotinic acid)  และไบโอติน (biotin) 
(Ormerod et al., 1961) 
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อาหารมาตรฐาน Ormerod’s ที่ใชในการผลิตไฮโดรเจนเปน synthetic medium มี
สารอาหาร แรธาตุ  รวมถงึวติามิน 4 ชนิดเปนสวนผสม (Ormerod et al., 1961) โดยวิตามนิเปน
สารที่มีราคาแพง เชน ไทอะมีน (thiamine HCl) ราคา 108 บาท/กรัม  พาราอะมิโนเบนโซอิกเอซิด 
(p-aminobenzoic acid) ราคา 10 บาท/กรัม  กรดนโิคตินิก (nicotinic acid) ราคา 13 บาท/กรัม  
และไบโอติน (biotin) ราคา 19.5 บาท/มิลลิกรัม ถงึแมการเตรียมอาหารเหลว 1 ลิตร ใสวิตามนิ
ปริมาณทีน่อยมากในหนวยมิลลิกรัม และนอยที่สุดในหนวยไมโครกรัม แตวิตามนิเสียสภาพงายจึง
จําเปนตองเตรียมสารละลายวิตามนิแตละชนิดเปน stock ที่มีความเขมขนสูงถงึ 1,000-10,000 
เทา ทาํใหเมื่อคํานวณราคารวม stock ของวิตามินทั้งหมดมีราคาสูงถงึ 900 บาทตอการเตรียม 
stock ชนิดละ 200-300 มล. การเตรียมอาหารทีม่ีวิตามนิยงัทาํใหเกิดความยุงยาก เมื่อตองการใช
ผลิตพลังงานในระดับ practical นอกจากนีก้ารเก็บ stock ตองเก็บในตูแชแข็งตํ่ากวา 0 องศา
เซลเซียส เพื่อไมใหเส่ือมสภาพ ดังนัน้หากไมจําเปนตองเติมวิตามนิในสารต้ังตนผลิตไฮโดรเจน จะ
เปนการลดตนทุนการผลิตพลังงานไฮโดรเจน และความยุงยากตางๆ อีกดวย ขอมูลความจําเปน
ในการเติมวิตามนิ 4 ชนิดจงึมีประโยชน 
 

 ผลการทดลองพบวา R. gelatinosus SB24 ตองการวติามินในการผลิตไฮโดรเจน 
ไมเติมวิตามนิเลยไมได (ภาพที ่19) โดยเฉพาะไบโอตินเปนวิตามินทีจ่ําเปนที่สุดสําหรับการผลิต
ไฮโดรเจน พบวาแบคทีเรียไมสามารถผลิตไฮโดรเจนในอาหารที่ไมเติมไบโอติน  แตเมื่อไมเติมนิโค
ตินิกเอซิด พารา-อะมิโนเบนโซอิกเอซิด หรือไทอะมีน พบวาแบคทีเรียยงัสามารถผลิตไฮโดรเจนได 
แตไดปริมาณไฮโดรเจนนอยกวาในอาหารท่ีใสวิตามนิครบทั้ง 4 ชนิด ซึ่งแบคทีเรียผลิตไฮโดรเจน
ไดนอยที่สุดในอาหารที่ขาดไทอะมีน ไดปริมาณไฮโดรเจนเทากับ 31.3 มล. และในอาหารขาด
พารา-อะมิโนเบนโซอิกเอซิด แบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจนไดเทากับ 38.7 มล. แตในอาหารขาดนิ
โคตินิกเอซิด แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจน 46 มล. ในขณะทีใ่นอาหารที่เติมวิตามนิครบทั้ง 4 ชนิด ได
กาซไฮโดรเจน 53 มล. 

 
ตารางที่ 20 แสดงวา R. gelatinosus SB24 สามารถเจริญไดในทุกสภาวะ ถงึแมไม

เติมวิตามนิทัง้ 4 ชนิด แตไมไดหมายความวาวิตามนิไมจาํเปนสําหรับการเจริญ พบวาในอาหารที่
ไมเติมไบโอติน การเจริญของแบคทีเรียไดชากวาอาหารที่เติมวิตามินครบ แสดงวาไบโอตินสําคัญ
ตอการเจริญของ R. gelatinosus SB24 มากที่สุด เนื่องจากอาหารดังกลาวมี glutamate เปน
แหลงไนโตรเจน ซึง่เปนอาหารที่เหมาะสมสาํหรับการผลิตไฮโดรเจน พบวาแบคทีเรียสามารถเจริญ
ไดในทุกอาหารถึงแมไมเติมวิตามนิ แตกตางจากในข้ันตอนการจัดจาํแนก (Identification) ที่
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ทดสอบความจําเปนของวิตามินตอการเจริญ พบวาไบโอติน และไทอะมีนจาํเปนตอการเจริญของ 
R. gelatinous SB24 โดยอาหารเล้ียงเช้ือที่ใชทดสอบมแีอมโมเนยีมเปนแหลงไนโตรเจนใชสําหรับ
การเจริญแตไมเหมาะสมกบัการผลิตไฮโดรเจน (จินตนา, 2543; Mahakhan et al., 2005) 

 
อาหารเหลวท่ีไมเติมไบโอติน และไมเติมวิตามนิทัง้ 4 ชนิด แบคทีเรียไมมีการผลิต

กาซไฮโดรเจน แตพบวาแบคทีเรียเจริญไดดีและใหปริมาณเซลลมาก ไดเทากับ 63 และ 65 มก. 
ของโปรตีนเซลล (mg cell protein) จากปริมาตรบรรจุ 60 มล. ตามลําดับ (ตารางที่ 20) เมื่อ
เรียงลําดับปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากมากไปหานอย พบวาแบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจนใน
อาหารที่ไมเติมนิโคตินกิเอซดิ>ไมเติมพารา-อะมิโนเบนโซอิกเอซิด>ไมเติมไทอะมนี>ไมเติมไบโอ
ติน หรือ ไมเติมทั้ง 4 ชนิด ซึ่งตรงกนัขามกบัการเจริญของแบคทเีรีย ทีว่ัดจากปริมาณโปรตีนเซลล
ในช่ัวโมงสุดทาย พบวาเมื่อเรียงลําดับปริมาณเซลลจากมากไปหานอยในอาหารที่ไมเติมวิตามิน
ชนิดใดชนิดหนึ่ง พบวาในอาหารท่ีไมเติมทั้ง 4 ชนิด > ไมเติมไบโอติน >ไมเติมไทอะมีน >ไมเติม
พารา-อะมิโนเบนโซอิกเอซิด>ไมเติมนิโคตินิกเอซิด ซึ่งใหผลตรงกันขามกับการผลิตไฮโดรเจน 
แสดงวาการผลิตกาซไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 ไมแปรผันตามการเจริญของเช้ือ และ
พบวาในสภาวะที่ไมมีการผลิตไฮโดรเจนหรือผลิตไฮโดรเจนไดนอย แบคทีเรียมีการเจริญมากกวา 
(Eroglu et al., 1999) 

 
การผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่เกิดในสภาวะที่มีแสงน้ัน อาศัย

พลังงาน ATP และ reducing power (electrons) หรือ low potential reductant ที่ไดจาก
กระบวนการสงัเคราะหแสง (Yoch, 1978) ซึ่งเปนสารตัวเดียวกับที่ใชสําหรับกระบวนการสราง
เซลล ดังนั้นถาแบคทีเรียนําสารเหลานัน้ไปสรางเซลลซึง่เปนกระบวนการหลักมากกวาก็จะมีสาร
เหลานั้นนอยลงสําหรับที่จะเกิดกระบวนการทางเลือกอ่ืน เชน กระบวนการผลิตไฮโดรเจน หรือการ
สะสม PHB  

 
สรุปวากลไกการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย R. gelatinosus SB24 ไบโอตินมี

ความจาํเปนมากที่สุด วิตามนิอีก 3 ชนิด ชวยสงเสริมกิจกรรมของเซลลใหมีประสิทธิภาพในการ
ผลิตไฮโดรเจนไดดีข้ึน ดังจะเหน็ไดจากคากิจกรรมจําเพาะของเซลลในอาหารที่เติมวิตามนิครบทั้ง 
4 ชนิด (control) ที่มีคากิจกรรมเทากับ 1.32 มล./มก. ของโปรตีนเซลล ซึ่งมีคาสูงกวาอาหาร
ทดสอบอ่ืนๆ 

 



 

 

134 

0

10

20

30

40

50

60

0 24 48 72 96 120 144 168 192
เวลา (ชม.)

ปร
ิมา

ตร
กา

ซไ
ฮโ
ดร

เจ
นส

ะส
ม 

(ม
ล.

)

no para-aminobenzoic acid no thiamine HCl
no biotin no nicotinic acid
no 4 vitamins Control (4 vitamins)

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 19  การผลิตกาซสะสมโดยแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rubrivivax gelatinosus SB24 ใน 
อาหาร Ormerod’s ในขนาด 60 มิลลิลิตร ที่ขาดวิตามนิอาหารละ1 ชนิดแตกตางกัน 
และที่ไมเติมวติามินทั้ง 4 ชนิด เปรียบเทยีบกับหลอดควบคุม (Control) ซึ่งเปนอาหาร 
Ormerod's สูตรปกติ ที่มีครบ 4 ชนิด คือ พาราอะมิโนเบนโซอิกเอซิด (p-
aminobenzoic acid)  ไทอะมีน (thiamine)  ไบโอติน (biotin)  และนโิคตินิกเอซิด
(nicotinic acid)  
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ตารางที่ 20  แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย  
Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทายของ 
การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s ในขนาด 60 มลิลิลิตร ที่ไม 
เติมวิตามนิชนดิใดชนิดหนึง่ และที่ไมเติมวติามินทั้ง 4 ชนิด เปรียบเทยีบกับ  
Ormerod's ทีเ่ติมวิตามนิครบ ซึ่งเปนหลอดควบคุม (Control)  
 

อาหาร/คาที่วดั ปริมาณโปรตีน
เซลล ใน 60 
มล. (มก.) 

ปริมาณ
ไฮโดรเจน

สุดทาย (มล.) 

กิจกรรมของเซลล 
ในการผลิตไฮโดรเจน        

 (มล./มก. ของโปรตีนเซลล) 

no ρ-aminobenzoic acid 42.44 38.70 0.91 
no thiamine 47.65 31.30 0.66 
no biotin 63.27 0.00 0.00 
no nicotinic acid 38.54 46.00 1.19 
no 4 vitamins 64.84 0.00 0.00 
Control (4 vitamins) 40.10 52.90 1.32 

 
 5.2  การใชยีสตสกัด (yeast extract ) 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามินทั้ง 4 ชนิด ใน minimal-
glutamate medium ที่ใชน้าํทิง้เปนแหลงใหอิเล็กตรอน 
 

จากผลการทดลองขอ 5.1 พบวาวิตามนิเปนสารทีม่ีความจําเปนตอการผลิต
ไฮโดรเจนของแบคทีเรีย โดยเฉพาะไบโอติน ถงึแมจะใชในปริมาณนอยมากในอาหารเล้ียงเชื้อ เต
วิตามนิมีราคาแพง ทําใหตองเสียเงินในการลงทุนคร้ังแรกในปริมาณมาก แตไมเติมวติามินไมได 
ดังนัน้จึงสนใจที่จะการหาสารอ่ืนที่มีราคาถกูกวา และคุณสมบัติใกลเคียงวิตามินมาใสแทน เมื่อ
ตรวจสอบราคายีสตสกัด (ยีห่อ Difco) มีราคาเทากับ 4.98 บาท/กรัม ถาใสในอาหาร 1 ลิตร แลว
คํานวณราคายีสตสกัดเทียบกับราคาวิตามินทัง้ 4 ชนิดที่ใสแตเดิม พบวามีราคาไมแตกตางกนั คือ
สารสกัดจากยสีตราคา 0.498 บาทตออาหาร 1 ลิตร และวิตามนิทัง้ 4 ชนิดราคา 0.423 บาทตอ
อาหาร 1 ลิตร อยางไรก็ตามตนทนุคร้ังแรกของการผลิตไฮโดรเจนในอาหารที่ใสยีสตสกัดเพียงชนิด
เดียว ก็ยงันอยกวาที่ตองใสวิตามนิทัง้ 4 ชนิด และการใชยีสตสกัดแทนวิตามินมีความยุงยากใน
การเตรียมอาหารนอยกวา นอกจากนีย้ีสตสกัดก็ยังเส่ือมสภาพยากกวาวิตามนิ ดังนั้นจงึทําการ
ทดลองผลิตไฮโดรเจนจากการใชน้ําทิ้งที่เจือจางดวยอาหารเหลวที่ใสยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร แทน
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วิตามนิทัง้ 4 ชนิด ทาํการทดลองขนาดปริมาตรบรรจุ 60 มล. อาหารที่ใชคือน้ําทิง้ 27 เปอรเซ็นต 
เจือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium ที่ไมมีวิตามนิทัง้ 4 ชนิด ความเขมขนของ
ยีสตสกัดคือ 0.1 กรัม/ลิตร  

 
ดังภาพที่ 20 ผลการทดลองพบวาสภาวะที่ใชยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามนิ 4 

ชนิด มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนเล็กนอยเปน 14.06  จาก 11.18 มล./ลิตร/ชม. และปริมาณ
กาซไฮโดรเจนสะสมเพิม่ข้ึนเปน 64 จาก 52 มล. เมื่อเปรียบเทยีบกับน้าํทิง้ที่เจือจางดวยอาหาร
เหลวที่มวีิตามนิครบ สอดคลองกับงานของ Koku et al. (2003) ทีท่ําการทดลองการผลิต
ไฮโดรเจนดวย Rhodobacter spheroides O.U.001 ในอาหารมาตรฐานที่เติมยีสตสกัด 0.2 กรัม/
ลิตร แทนวติามิน พบวา แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนสะสมไดไมแตกตางจากในอาหารทีใ่สวิตามิน
ครบอยางมนียัสําคัญ แตมอัีตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนเล็กนอย แสดงวาในอาหารสําหรับผลิต
ไฮโดรเจนสามารถใสยีสตสกดัแทนวิตามินได จากรายงานของ Fascedii and Todini (1995) 
พบวาการเพิ่มปริมาณยีสตสกัดเปน 0.5 กรัม/ลิตร จะทาํใหแบคทีเรียมอัีตราการผลิตไฮโดรเจน
สูงข้ึน อยางไรก็ตาม ยีสตสกดัมีโปรตีนสูง ซึ่งการใสในปริมาณมากอาจมีผลยับยัง้กจิกรรมไนโตร
จีเนส นัน่คือ ยับยั้งกระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวย ตามรายงานของ Gest and Kamen (1949) ที่
กลาววาสารอินทรียไนโตรเจน เชน ยีสตสกดั (yeast  extract ) หรือเปบโทน (peptone) ที่มี
ปริมาณสูงยับยั้งกระบวนการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมเอนไซมไนโตรจีเนสไดสมบูรณ    

 
อนึ่งแหลงไนโตรเจนในการทดลองนี้ มทีั้งโซเดียมกลูตาเมต และไนโตรเจนในยีสต

สกัดและไนโตรเจนปนเปอนในน้าํทิง้ (ตารางที่ 15) ดังนัน้สารต้ังตนในการทดลองนีม้ีปริมาณ
ไนโตรเจนสูงถงึ 13.37 mM ซึ่งมากกวาในงานของ Koku et al. (2003) ที่ใชอาหารสําหรับผลิต
ไฮโดรเจนที่มโีซเดียมกลูตาเมต เปนแหลงไนโตรเจน และใสยีสตสกัด 0.2 กรัม/ลิตร แทนวิตามนิ มี
ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมดเพยีง 3.26 mM การเพิม่ปริมาณยีสตสกัดสงผลใหอัตราสวนระหวาง
สารอินทรียคารบอนตอไนโตรเจน (C:N ratio) เปล่ียนแปลงไป ซึ่งมีผลตอการผลิตไฮโดรเจนของ
แบคทีเรีย รายงานของ Eroglu et al. (1999) แสดงถึงความเหมาะสมของอัตราสวนระหวาง
คารบอนตอไนโตรเจนตอการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย พบวาแบคทีเรียมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดในอาหารที่ม ีL-malic acid 15 mM เปนแหลงคารบอน และมี sodium glutamate 
2 mM เปนแหลงไนโตรเจน นั่นคือ C:N ratio เทากับ 35:1 และเม่ือความเขมขนของแหลง
ไนโตรเจนสูงข้ึนทาํใหแบคทเีรียผลิตไฮโดรเจนไดลดลง ดังนัน้การทดลองนี้จงึใชยีสตสกัดเพียง 0.1 
กรัม/ลิตร  คิดคา C:N ratio ไดประมาณ 15:1 
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นํ้าท้ิง 27% เจือจางดวย Ormerod's minimal-glutamate medium
ท่ีเติมสารสกัดจากยีสต 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามิน

นํ้าท้ิง 27% เจือจางดวย Ormerod's minimal-glutamate medium ท่ีมีวิตามินครบ

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 20  การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทเีรียสังเคราะหแสง Rubrivivax gelatinosus SB24  

ปริมาตร 60 มล. เมื่อใชน้ําทิง้แปงมนัความเขมขน 27 เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 
เจือจางดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium ที่เติมยีสตสกัด 0.1 
กรัมตอลิตร แทนวิตามนิทั้ง 4 ชนิด เปรียบเทียบกับ น้ําทิง้ 27 เปอรเซน็ต ที่เจือจาง 
ดวย Ormerod’s minimal-glutamate medium ที่มีวิตามินครบ บมภายใต 
สภาวะที่ไมมอีอกซิเจนและมีแสง อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน 
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น้ําทิ้งที่เจือจางดวยอาหารเหลวที่มีวิตามนิ เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 7 วนั มีพีเอชสุดทาย
มีคาเทากับ 6.7 แตในอาหารที่ใสยีสตสกดัแทนวิตามิน เมื่อบมเชื้อเปนเวลา 7 วนั พีเอชสุดทายจะ
ตํ่าลงเปน 5.1 เซลลซัสเพนช่ันเปลี่ยนเปนมสีีเหลือง และเซลลตาย ในสภาวะเปนกรดระดับนี้ 
ดังนัน้หากจะขยายขนาดการผลิตจุดนี้นาจะแกไข โดยตองควบคุมพเีอชตลอดการผลิต ซึ่งนาจะ
ทําใหการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน สรุปไดวาสามารถใชยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามินทัง้ 4 ชนิด
ได และแบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน และปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงข้ึน 12 มล. ในขนาด
การผลิตขนาด 60 มล. ดังนั้นถาขยายขนาดการผลิตจาก 60 มล. เปน 1 ตัน จากการคํานวณเมือ่
ใสยีสตสกัดแทนวิตามนิจะผลิตไฮโดรเจนมากกวาใสวติามินถึง 200 ลิตร และราคาตนทุนการผลิต
ไฮโดรเจนใชยสีตสกัดคิดเปน 0.47 บาท/ลิตรไฮโดรเจน ขณะที่ใชวิตามินราคาเทากบั 0.49 บาท/
ลิตรไฮโดรเจน สรุปวาการใสยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร ใชทดแทนวิตามินได เพราะใหปริมาณ
ไฮโดรเจนสูงข้ึน และตนทนุการผลิตตํ่าลง 

 
5.3  การศึกษาอิทธพิลของโลหะไอออน และสารจับโลหะไอออน (chelating agent) ตอ

กระบวนการผลิตกาซไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 
 

การมีสารปนเปอนโลหะหนกับางชนิด ในปริมาณที่มากหรือนอยเกินไปในนํ้าทิง้ 
สงผลตอกระบวนการทางชวีภาพ (Gamila and Naglaa, 1999; Lin and Shei, 2008; Wang and 
Wan, 2009) จึงคาดวาการมีโลหะหนักมากหรือนอยในน้ําทิ้งแปงมัน นาจะสงผลตอกระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรีย R. gelatinosus SB24 เหตุผลหนึง่คือกระบวนการผลิตไฮโดรเจนใน
สภาวะมีแสง (Photoevolution of hydrogen) ของแบคทีเรียสังเคราะหแสง เกิดข้ึนจากกิจกรรม
ของเอนไซมไนโตรจีเนสเปนหลัก (Yoch, 1978; Ozturk et al., 2006; Liu et al., 2009b) เอนไซม
ไนโตรจีเนสประกอบดวยโปรตีน 2 subunit คือ เหล็กโปรตีน (Fe-protein subunit) ทีม่ีเหล็กเปน
องคประกอบ และโมลิดินั่มเหล็กโปรตีน (Mo-Fe protein subunit) ทีม่ีโมลิบดินั่ม และเหล็กเปน
องคประกอบ (Robson, 1978; Rubio and Ludden, 2008)  รายงานกอนหนานีก้ลาวถงึ
ผลกระทบของไอออนเหล็กตอการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม non-sulfur 
purple ยีนัส Rhodobacter sphaeroides   และ Rhodopseudomonas faecalis RLD 53 กลาว
วา ในสภาวะที่ขาดเหล็กไอออน จะทําใหเกิดการกด (repression) การผลิตไฮโดรเจน หากมี
ปริมาณที่เหมาะสมของเหลก็ไอออนจะชวยเพิ่มการผลิตกาซไฮโดรเจน แตเมื่อมีปริมาณเหล็ก
ไอออนสูงเกนิไปจะเกิดการยับยั้งการผลิตกาซไฮโดรเจน (Kars et al., 2006; Zhu et al., 2007; 
Liu et al., 2009) มีรายงานที่กลาวถงึปรากฏการณในระดับยีนโมเลกลุที่เกิดข้ึนใน Azotobacter 
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vinelandii เมือ่เจริญในสภาวะที่ขาดโมลิบดินั่ม เกิดการกด (repression) กระบวนการลอกรหัส
ของยีน nifH (Jacobson, 1986) เชนเดียวกับ รายงานของ Kars et al. (2006) ทีพ่บการกด  
กระบวนการลอกรหัสของยนี nifK ในแบคทีเรีย Rhodobacter sphaeroides O.U.001 เมื่อ
สภาวะขาดโมลิบดินั่มเชนกนั สงผลใหแบคทีเรียผลิตกาซไฮโดรเจนไดนอย ซึง่ตรงขามกับ
ปรากฏการณใน Rhodobacter capsulatus  ทีม่ีรายงานวา การมีโมลิบดินั่มระดับหนึง่สงผลให
เกิดการกด alternative nitrogenase (Schneider, 1991)  สวนสาร chelating agent ชนิด 
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) มีอิทธิพลตอการผลิตไฮโดรเจนของ Rhodospirillum 
rubrum ดวย โดย Kern et al. (1992) สรุปวาสารดังกลาวกระตุนการผลิตไฮโดรเจนใหเพิ่มข้ึน 
เนื่องจากไปยบัยั้งการสังเคราะหของเอนไซมไฮโดรเจนอัปเทคไฮโดรจีเนส (Hup hydrogenase) 
และเคลื่อนยาย (transfer) เหล็กไอออน ไปสังเคราะหเอนไซมไนโตรจีเนส (Koku et al., 2002) 
ดวยเหตุนี้สารทั้ง 3 ไดแก เหล็กไอออน, โมลิบดินั่มไอออน และ EDTA จึงนาจะเปนปจจัยสําคัญใน
การผลิตกาซไฮโดรเจนของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ดวย การศึกษานี้เปนเชิงปริมาณทําใน
ขนาด 60 มล. ใชอาหารมาตรฐาน Ormerod’s malate-glutamate medium และเร่ิมดวย
การศึกษาทีละปจจัย (one factor at a time)  

 
5.3.1  อิทธพิลของเหล็กไอออน ตอการผลิตไฮโดรเจนและการเจริญของ R. 

gelatinosus SB24 
 

ในอาหารเหลว malate-glutamate medium มีเหล็กไอออนอยูในรูปของ
สารประกอบเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) ดังนัน้จงึทาํการทดลองอิทธพิลของ FeSO4.7H2O 
ความเขมขนตางๆ ต้ังแต 0 จนถงึ 1,062 มก./ลิตร ผลการทดลอง (ภาพท่ี 21 และตารางที่ 21) จะ
เห็นวา ในอาหารที่ไมเติมเฟอรัสซัลเฟต (0 มก./ลิตร) แบคทีเรียเจริญได สังเกตการเจริญไดใน 24 
ชม. แตมีการเจริญชาที่สุด เซลลซัสเพนช่ันมีความขุนนอยที่สุด และแบคทีเรียไมสามารถผลิต
ไฮโดรเจน เมื่อเติม FeSO4.7H2O 10.6 มก./ลิตร ซึ่งเปนปริมาณที่เทากับที่อยูในอาหารดั้งเดิม 
(Original medium) แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนได 52.7 มล. การเจริญเมื่อวัดที่ชัว่โมงสุดทาย
มากกวาเมื่อไมเติม FeSO4.7H2O เล็กนอย เมื่อเพิ่มความเขมขนของ FeSO4.7H2O เปน  53.1  
106.2  และ 531.0 มก./ลิตร ซึ่งมีคาเปน 5  10 และ 50 เทาของปริมาณ FeSO4.7H2O ในอาหาร
ด้ังเดิม แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนสะสมไดใกลเคียงกนั คือ 58-59 มล. ซึ่งมากกวาในอาหารด้ังเดิม 
เมื่อพิจารณาการเจริญของแบคทีเรียการเพิ่มเหล็กไอออนเปน 22.4-224.0 มก./ลิตร 
(FeSO4.7H2O= 106.2-1,062.0 มก./ลิตร) มีผลตอการเจริญคือ ทําใหการเจริญลดลงตามลําดับ 
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สงผลใหคากิจกรรมจําเพาะของการผลิตไฮโดรเจนตอเซลลสูงข้ึน เมื่อความเขมขนของ 
FeSO4.7H2O สูงข้ึนจาก 106.2 ไปจนถงึ 531.0 มก./ลิตร อยางไรก็ตาม อัตราการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนมีคาอยูในชวง 14-15 มล./ลิตร/ชม. เมื่อ FeSO4.7H2O มีความเขมขน 53.1 และ 106.2 
มก./ลิตร ซึ่งสูงกวาที่ความเขมขน 531.0 มก./ลิตร และสูงกวาอาหารด้ังเดิมที่ม ีFeSO4.7H2O = 
10.6 มก./ลิตร ซึ่งมีอัตราการผลิตเพียง 12 มล./ลิตร/ชม. ถึงแมวาที่ความเขมขน 531.0 มก./ลิตร 
จะใหคากิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูง นั่นเปนผลมาจากปริมาณเซลลมีคา
ตํ่าเนื่องจากแบคทีเรียเจริญไดนอยลงที่ความเขมขน 531.0 มก./ลิตร สรุปไดวาการผลิตไฮโดรเจน
ที่ไดผลดี เมื่อความเขมขนของ FeSO4.7H2O เทากบั 53.1 และ 106.2 มก./ลิตร โดยพิจารณาจาก
ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงสุด และเม่ือความเขมขนของ 
FeSO4.7H2O สูงข้ึนกวาอาหารด้ังเดิม 100 เทา เปน 1,062 มก./ลิตร  พบวาแบคทีเรียมีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนชาลง และใหปริมาณกาซไฮโดรเจนนอยลงกวาในอาหารด้ังเดิม กลาวคือเมื่อความ
เขมขนของ FeSO4.7H2O สูงข้ึนเปน 1,062 มก,/ลิตร แบคทีเรียมีอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนเพยีง 
10.4 มล./ลิตร/ชม. และไดปริมาณไฮโดรเจนสะสมเพียง 45  มล. (ตารางที่ 21) นอกจากนี้การ
เจริญก็ลดลงดวย สงผลใหคากิจกรรมจําเพาะของเซลลเทากับในอาหารด้ังเดิม แตอยางไรก็ตาม 
แบคทีเรียเจริญในอาหารด้ังเดิมไดดีกวา จึงมีจาํนวนเซลลที่ผลิตไฮโดรเจนมาก ทําใหปริมาณกาซ
ไฮโดรเจนสะสมที่แบคทีเรียผลิตในอาหารด้ังเดิมมากกวาเมื่อเติม FeSO4.7H2O สูงข้ึน 100 เทา 

 
เมื่อนําปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดที่ผลิตได ในชั่วโมงที ่192 จากการใช 

FeSO4.7H2O ความเขมขนตางๆ ขางตน มาสรางตาราง ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS โดย
กําหนดใหปจจัยอ่ืนคงที่ พบวา การเปล่ียนแปลงความเขมขนของ FeSO4.7H2O ในชวง 0 -1,062 
มก./ลิตร มีผลตอกระบวนการผลิตไฮโดรเจนอยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P-value <0.01) 
(ตารางที ่22) 

 
เนื่องจากเหล็กเปนองคประกอบในเอนไซมไนโตรจีเนส (International Union 

of Biochemistry and Molecular biology [IUBMB], 2011) ซึ่งเปนเอนไซมทีท่ําหนาที่ใน
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรียสังเคราะหแสง และเหล็กยังเปนองคประกอบของ      
เฟอรีดอกซิน (ferredoxin) ซึง่เปนตัวขนสงอิเล็กตรอน (electron carrier) ไปยังเอนไซมไนโตร
จีเนส นอกจากนี้เอนไซมไฮโดรเจนอัพเทคไฮโดรจีเนส (hydrogenase) ชนิด Ni-Fe hydrogenase,  
สาร electron carrier บางชนิด และสารประกอบโปรตีนหลายชนิด (protein complex) ก็มีเหล็ก
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เปนองคประกอบดวย ดังนัน้เหล็กจงึมีความจําเปนตอแบคทีเรียสังเคราะหแสงรวมทัง้ R. 
gelatinosus SB24 การผลิตไฮโดรเจนแบบใชแสง (photoproduction of hydrogen)  

 
Zhu et al. (2007) ทดลองอิทธิพลของเหล็กไอออน ตอการผลิตไฮโดรเจนของ

แบคทีเรีย non-sulfur purple ชนิด Rhodobacter sphaeroides DSM158 ในอาหาร GL- 
medium ที่มี sodium lactate เปนแหลงคารบอนและแหลงอิเล็กตรอน และมี glutamate เปน
แหลงไนโตรเจน โดยเปล่ียนแปลงความเขมขนของเฟอรัสไอออน (Fe2+) ชวง 0-3.2 มก./ลิตร พบวา 
R. sphaeroides DSM158 ผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเมื่อความเขมขนของเฟอรัสไอออนเทากับ 2.4 
มก./ลิตร แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของเฟอรัสไอออนเปน 3.2 มก./ลิตร พบวาแบคทีเรียผลิต
ไฮโดรเจนลดลง งานวิจยันี ้พบวาแบคทีเรียสายพันธุ Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อใช FeSO4.7H2O ความเขมขนอยูในชวง 53.1 ถึง 106.2 มก./ลิตร คิดเปน
ปริมาณเฟอรัสไอออน 11.2 และ 22.39 มก./ลิตร ตามลําดับ จะเหน็วา Rubrivivax gelatinosus 
SB24 ตองการเหล็กไอออนความเขมขนสูงถึง 4-9 เทา ซึ่งนีก่็แสดงใหเห็นวาแบคทีเรียสังเคราะห
แสงกลุม non-sulfur purple เดียวกันนี้ แตตางสายพนัธุตองการเหล็กไอออนในกลไกการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนที่ไมเทากัน การศึกษาอิทธพิลของสารนี้ในแตละสายพันธุจงึจําเปน การที ่R. 
gelatinosus SB24 สามารถใชเหล็กไอออนไดความเขมขนสูงนี้ ก็เปนขอไดเปรียบหนึง่ทีจ่ะนาํสาย
พันธุนี้ไปใชกบัน้ําทิ้งที่อาจมีการปนเปอนของเหล็กไอออนอยูสูง เมื่อนําน้ําทิ้งโรงงานแปงมนัไป
วิเคราะหปริมาณเหล็กไอออนในน้ําทิ้ง พบวา ในน้าํทิ้งทัง้เก็บคร้ังที่ 1 และที่ 2 มีปริมาณเหล็ก
ไอออนอยู 1.2 และ 0.36 มก./ลิตร ตามลําดับ การเก็บตัวอยางจากตางฤดูกาลมีคาแตกตางกนั 
นอกจากนีน้้าํทิ้งตองมีการเจือจางเพื่อใหไดความเขมขนที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนของ
แบคทีเรีย ทําใหปริมาณเหล็กไอออนยิ่งตํ่าลง จงึเสนอแนะใหเติมเฟอรัสไอออนใหไดพอเหมาะ  

 
ผลการทดลองกับ R. gelatinosus SB24 สรุปไดวา เหล็กไอออนมีความ

จําเปนตอการผลิตกาซไฮโดรเจนของแบคทเีรียสายพนัธุนี ้และความเขมขนของเหล็กไอออน
สําคัญตอประสิทธิภาพการผลิตกาซ ความเขมขนทีเ่หมาะสมอยูในชวง 11.2-22.4 มก./ลิตร ซึ่งอยู
ในรูปของเฟอรัสซัสเฟตความเขมขน 53.1-106.2 มก./ลิตร  
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ภาพท่ี 21  กาซไฮโดรเจนทีแ่บคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร Ormerod’s 

malate-glutamate ที่มี FeSO4.7H2O ความเขมขนตางๆ คือ 0  10.6  53.1  106.2  
531.0  และ 1,062.0 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล. 
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ตารางที่ 21  แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย  
Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย และ 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate-glutamate ใน 
ปริมาตรบรรจุ 60 มล. ที่ม ีFeSO4.7H2O ความเขมขนตางๆ  
 

ความเขมขน
ของ 

FeSO4.7H2O 
(มก. /ลิตร) 

ความเขมขน
ของเหล็ก
ไอออน 

(มก. /ลิตร) 

น้ําหนกั
เซลลแหง 
ใน 60 มล. 

(มก.) 

ปริมาณ
ไฮโดรเจน

(มล.) 

มล./มก. 
ของ

น้ําหนกั
เซลลแหง 

อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด 
(มล./ลิตร/ชม.) 

0.00 0.00 38.42 0.00 0.00 0.00 
10.60 2.24 42.79 52.73 1.23 11.93 (30-53 ชม.) 
53.10 11.20 45.20 58.55 1.30 14.83 (30-53 ชม.) 

106.20 22.39 41.06 58.21 1.42 14.32 (30-53 ชม.) 
531.00 111.97 34.50 57.70 1.67 11.58 (30-53 ชม.) 

1,062.00 223.95 38.19 45.15 1.18 10.35 (44-53 ชม.) 
 

ตารางที่ 22  ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถติิของ FeSO4.7H2O ตอการผลิตไฮโดรเจน 

 

   
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Response * 
FeSO4.7H2O 

Between 
Groups 

(Combined) 5238.542 5 1047.708 41.691 .000 

  Within Groups 150.781 6 25.130   

  Total 5389.322 11    
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5.3.2  อิทธพิลของโมลิบดินั่มไอออน ตอการผลิตไฮโดรเจน และการเจริญของ
แบคทีเรีย  

 
ในอาหารเหลว malate-glutamate medium มีโมลิบดินัม่ไอออนอยูในรูปของ

สารประกอบโซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) ดังนัน้จึงทําการทดลอง อิทธิพลของ 
Na2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ อยูในชวง 0-67.5 มก./ลิตร ผลการทดลอง (ภาพท่ี 22, ตาราง 
23) แสดงวา โมลิบดินั่มไอออนมีความสําคัญตอกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย R. 
gelatinosus SB24 กลาวคือ ในอาหารทีข่าดโมลิบดินัม่ไอออน (0 มก./ลิตร) แบคทีเรียผลิต
ไฮโดรเจนไดนอยมากเทากับ 6.25 มล. ใชเวลานานถึง 5 วัน แตโมลิบดินั่มไมมีความจาํเปนตอการ
เจริญ เนื่องจากแบคทีเรียเจริญไดดีมากกวาในอาหารด้ังเดิม โดยมีปริมาณเซลลทั้งหมดในวัน
สุดทายเทากับ 78 มก. ของน้าํหนักเซลลแหง จากปริมาตรบรรจุ 60 มล. และในสภาวะที่ขาดโม
ลิบดินั่มไอออนไมสังเกตเหน็ความแตกตางของการเจริญที่ชวงเร่ิมตน ในสภาวะทีข่าดโมลิบดินัม่
ไอออนแบคทีเรียยังสามารถผลิตไฮโดรเจนไดบางเล็กนอย แบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
นอยเทากบั 1.27 มล./ลิตร/ชม. ในชั่วโมงที่ 47-74  การผลิตไฮโดรเจนไดสูงสุดในอาหารที่มี
โซเดียมโมลิบเดตเทากับ 0.68 มก./ลิตร ซึ่งเทากับปริมาณโซเดียมโมลิบเดตในอาหารด้ังเดิม ได
ปริมาณไฮโดรเจน 60.4 มล. และในช่ัวโมงที่ 25-68 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเทากับ 11.02 มล./
ลิตร/ชม. แตมีการเจริญนอยกวาเกือบ 2 เทาของสภาวะที่ขาดโมลิบดินั่ม ทําใหมีกจิกรรมจําเพาะ
ของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนดีข้ึนเทากบั 1.56 มล./มก. ของน้าํหนกัเซลลแหง แสดงวาในสภาวะ
ที่มีโมลิบดินั่มไอออน แบคทเีรียนํา reducing power ไปใชในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนได
มากกวาสภาวะขาดโมลิบดินั่ม (Koku et al., 2002; Kars and Gunduz, 2010)  สังเกตไดจาก
เซลลมีกิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนมากข้ึน 20 เทา  

 
เมื่อเพิ่มความเขมขนโซเดียมโมลิบเดตเปน 10 เทาของอาหารด้ังเดิม คือเพิ่ม

เปน 6.8 มก./ลิตร เซลลเจริญดีที่สุดมากกวา และเม่ือความเขมขนของโซเดียมโมลิบเดตมากข้ึนอีก
คือ เปน 50 และ 100 เทา (33.8 และ 67.5 มก./ลิตร) กลับผลยับยั้งการเจริญ ทาํใหไดปริมาณ
ไฮโดรเจนตํ่ากวาอาหารด้ังเดิม ไดกาซไฮโดรเจน 54-55 มล. สรุปวากิจกรรมจําเพาะของแบคทีเรีย 
R. gelatinosus SB24 ในการผลิตไฮโดรเจนตอหนึ่งหนวยเซลลสูงสุด ในอาหารด้ังเดิมที่มีความ
เขมขนของโซเดียมโมลิบเดตเทากับ 0.68 มก./ลิตร และไดปริมาณไฮโดรเจนมากที่สุด 
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เมื่อนําปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดที่ผลิตได ในชั่วโมงที ่192 ที่ไดจากการใช 
Na2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ ขางตน มาสรางตาราง ANOVA ดวยโปรแกรม SPSS 
กําหนดใหปจจัยอ่ืนคงที่ พบวา การเปล่ียนแปลงความเขมขนของ FeSO4.7H2O ในชวง 0-67.5 
มก./ลิตร มีผลตอกระบวนการผลิตไฮโดรเจนอยางมนีัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P-value <0.01) 
(ตารางที ่24) 

 
โมลิบดินั่มไอออนมีความสําคัญ และจําเปนตอการผลิตไฮโดรเจนของ R. 

gelatinosus SB24 เชนเดียวกับเหล็กไอออน เนื่องจากเอนไซมไนโตรจีเนสที่ใชในการผลิต
ไฮโดรเจนดวยแบคทีเรียสังเคราะหแสง ในโครงสรางของเอนไซมตองมทีั้งเหล็กไออออน และโม
ลิบดินั่มไอออน (Robson, 1978; Kars et al., 2006) ด้ังนั้นการผลิตไฮโดรเจนไดดีทีสุ่ด ในอาหาร
ที่มีความเขมขนของโมลิบดินั่มเพียง 0.28 มก./ลิตร แตมีเหล็กไอออนสูงถึง 11.20 มก./ลิตร แสดง
ใหเหน็วา การผลิตไฮโดรเจนของ non-sulfur purple phototroph ใชเหล็กไอออนปริมาณมากกวา
โมลิบดินั่มไอออน เนื่องจากในโครงสรางเอนไซมไนโตรจีเนสชนิด Mo nitrogenase  ที่ใชในการ
ผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะหแสง มีอะตอมของเหล็กในปริมาณมากกวาโมลิบดินั่ม 
(Hallenbeck et al., 1982; Lee and Holm, 2003; Kars et al., 2008) 
 

Kars et al. (2006) รายงานวา R. sphaeroides O.U.001 เมื่อใชโซเดียมโม

ลิบเดตความเขมขน 16.5 M (3.99 มก./ลิตร) แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากบั 0.84 ลิตร/
ลิตร ในระยะเวลา 168 ชม.  สวนงานวิจัยนี้ พบวา Rubrivivax gelatinosus SB24 เมื่อใชความ
เขมขนของโซเดียมโมลิบเดตความเขมขน 0.7 มก./ลิตร ไดปริมาณไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากับ 1.0 
ลิตร/ลิตร ในระยะเวลา 168 ชม.  และเมื่อใชโซเดียมโมลิดินั่มความเขมขน 6.8  33.8  และ 67.5 
มก./ลิตร แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนไดเทากบั 0.85  0.90  และ 0.97 ลิตร/ลิตร ตามลําดับ ซึ่งจะเหน็
ไดวา R. gelatinosus SB24 ผลิตไฮโดรเจนไดดีกวา และใชความเขมขนของโซเดียมโมลิบดินั่มได
ในชวงกวางกวาอีกดวย คือความเขมขนต้ังแต 0.7-67.5 มก./ลิตร และปริมาณนอยทีสุ่ดที่
เหมาะสมสําหรับผลิตไฮโดรเจนคือ 0.7 มก./ลิตร ซึ่งนอยกวาปริมาณทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิต
ไฮโดรเจนของ R. sphaeroides O.U.001 เกือบ 6 เทา แตใหการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกวา  จงึเปน
การลดตนทนุในการใชโมลิบดินั่มในการผลิตไฮโดรเจนลงไดดวย 
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ภาพท่ี 22  กาซไฮโดรเจนทีแ่บคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร Ormerod’s  
malate-glutamate ที่ม ีNa2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ  คือ  0  0.7  6.8  33.8   
และ 67.5 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล. 
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ตารางที่ 23  แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย  
Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย และ 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate-glutamate ใน 
ปริมาตรบรรจุ 60 มล.ที่ม ีNa2MoO4.2H2O ความเขมขนตางๆ   

 
ความเขมขน

ของ 
Na2MoO4.2H2O 

(มก./ลิตร) 

ความเขมขน
ของโมลิบดินัม่

ไอออน 
(มก. /ลิตร) 

น้ําหนกั
เซลลแหง 
ใน 60 มล. 

(มก.) 

ปริมาณ
ไฮโดรเจน

(มล.) 

มล./มก. 
ของ

น้ําหนกั
เซลลแหง 

อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด 
(มล./ลิตร/ชม.) 

0.00 0.00 78.19 6.20 0.08 1.27 (47-74 ชม.) 
0.70 0.28 38.57 60.40 1.57  11.02 (25-68 ชม.) 
6.80 2.70 44.60 51.00 1.14 8.98 (25-68 ชม.) 

33.80 13.40 38.12 54.28 1.42 9.92 (25-68 ชม.) 
67.50 26.77 37.06 55.40 1.49 11.13 (25-68 ชม.) 

 

ตารางที่ 24  ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถติิของ Na2MoO4.2H2O ตอการผลิต
ไฮโดรเจน 

 

    
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Response * 
Na2MoO4.2H2O 

Between 
Groups 

(Combined) 4145.064 4 1036.266 40.782 .000 

  Within Groups 177.868 7 25.410   

  Total 4322.932 11    
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จากการวิเคราะหองคประกอบของนํ้าทิง้แปงมันมีปริมาณโมลิบดินั่มนอยมาก
เทากับ 0.02 มก./ลิตร แสดงดังตารางที่ 15 ดังนัน้ในเบ้ืองตนจงึต้ังขอสมมติฐานวาจําเปนตองเติม
แหลงโมลิบดินั่มไอออนลงไปในน้าํทิง้ทีจ่ะใชในการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 
 

5.3.3  อิทธพิลของสาร chelating agent ชนิด EDTA ตอการผลิตไฮโดรเจนและการ
เจริญของแบคทีเรีย  
 

ในอาหารเหลว malate-glutamate medium ที่มีสาร chelating agent ชนิด 
EDTA ดังนั้นจึงทาํการทดลอง อิทธิพลของ EDTA ความเขมขนตางๆ ต้ังแต 0-90.0 มก./ลิตร ผล
การทดลอง (ภาพที ่23, ตาราง 25) แสดงวา สาร EDTA ไมมีผลตอการเจริญและไมจําเปนตอการ
ผลิตไฮโดรเจน กลาวคือ เมือ่ไมมีสาร EDTA แบคทีเรียเร่ิมสรางกาซในช่ัวโมงที่ 24 เปนปกติ ที่
ความเขมขน 4.5-18 มก./ลิตร ปริมาณไฮโดรเจนสะสมที่ไดในชั่วโมงที่ 168 ไดใกลเคียงกนัคืออยู
ในชวง 48-55 มล. จากปริมาตรบรรจุ 60 มล. และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีดีใกลเคียงกนั มีคา
เทากับ 11-12 มล./ลิตร/ชม. ในชัว่โมงที ่24-50 ซึ่งมากกวาในอาหารทีไ่มใส EDTA เล็กนอย  
กิจกรรมจําเพาะของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนดีใกลเคียงกนัเม่ือความเขมขนของ EDTA อยู
ในชวง 9-18 มก./ลิตร และดีกวาที่มี EDTA 0-4.5 มก./ลิตร ดังนัน้ EDTA ระดับนอย 9-18 มก./
ลิตร จะสงเสริมกิจกรรมของเซลลในการผลิตไฮโดรเจน แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของ EDTA สูงข้ึน
เปน 90 มก./ลิตร ซึ่งมากกวาอาหารด้ังเดิมที่ม ีEDTA เทากบั 18 มก./ลิตร แบคทีเรียยังคงเจริญได
ดี แตผลิตไฮโดรเจนไดนอยลงชัดเจน แสดงใหเห็นในอาหารท่ีม ีEDTA มากไปจะยบัยั้งการผลิต
ไฮโดรเจน ดังจะเหน็ไดจากเซลลมีกิจกรรมจําเพาะในการผลิตไฮโดรเจนและอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนนอยลง ทั้งนี้อาจเปนเพราะ EDTA ไปดึงโลหะไอออนจําเปน เชน เหล็กและโมลิบดินั่ม
ออกจากโครงสรางของเอนไซม 

 
ผลการวิเคราะหทางสถิติวา EDTA (0-90 มก./ลิตร) ไมมีผลตอการผลิต

ไฮโดรเจนอยางมีนยัสําคัญ (P-value>0.05) (ตารางที่ 26) แตถาดูผลการผลิตกาซจากภาพที ่23 
จะเหน็วาความเขมขนของ EDTA 90 มก./ลิตร ยับยัง้การผลิตไฮโดรเจนอยางชัดเจน ในทาง
ชีวภาพคาความนาเชื่อถือทางสถิติที่นอยกวา 90 เปอรเซ็นต ปจจัยนัน้จะไมละทิ้ง  

 
Kern et al.  (1992) กลาววา การมี EDTA ปริมาณนอยเพียง 0.3-0.5 mM 

หรือเทากับ 74-123 มก./ลิตร จะกระตุนการผลิตไฮโดรเจนดวย Rhodospirillum rubrum ให
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เพิ่มข้ึน เนื่องจากจะไปยับยั้งการสังเคราะหของเอนไซมไฮโดรเจนอัปเทคไฮโดรจีเนส (Hup 
hydrogenase) และเคลื่อนยาย (transfer) เหล็กไอออน ไปสังเคราะหเอนไซมไนโตรจีเนส (Koku 
et al., 2002) แตกตางจากทดลองนี้ ที่ปริมาณ EDTA นอย (9-18 มก./ลิตร) จะสงเสริมการผลิต
ไฮโดรเจน และพบการยับยัง้การผลิตไฮโดรเจนในอาหารที่ม ีEDTA 90 มก./ลิตร เนื่องจาก EDTA 
เปน chelating agent สามารถจับกับโลหะหนัก ดวยหมู carboxylate และ amine ดังนัน้การมี 
EDTA มากไป มีโอกาสจะไปจับโลหะหนกัชนิด เหล็กไอออน และโมลิบดินั่มไอออนออกจาก
โครงสรางของเอนไซมไนโตรจีเนส ทําใหแบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชา และปริมาณที่
นอยลง 

 
จากการวิเคราะหน้ําทิ้งแปงมัน (ตารางที่ 15) ไมพบ EDTA จึงต้ังสมมติฐานวา 

ควรเติม EDTA ในปริมาณไมเกิน 18 มก./ลิตร  แตหากน้ําทิ้งมีการปนเปอนของ EDTA ปริมาณ
มากจึงควรพิจารณาปริมาณ EDTA ในน้าํทิ้งเพื่อปรับความเขมขนใหเหมาะสม 
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ภาพท่ี 23   กาซไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตในอาหาร Ormerod’s 

malate-glutamate ที่ม ีEDTA ความเขมขนตางๆ คือ 0  4.5  9.0  13.5  18.0  และ 
90.0 มก./ลิตร ในปริมาตรบรรจุ 60 มล. 
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ตารางที่ 25  แสดงปริมาณเซลล, ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และปริมาณไฮโดรเจนที่แบคทีเรีย  
Rubrivivax gelatinosus SB24 ผลิตไดตอ 1 มิลลิกรัมเซลลในชั่วโมงสุดทาย และ 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ในอาหาร Ormerod’s malate-glutamate ใน 
ปริมาตรบรรจุ 60 มล. ที่ม ีEDTA ความเขมขนตางๆ   
 

ความเขมขนของ 
EDTA 

(มก./ลิตร) 

น้ําหนกั
เซลลแหง 
ใน 60 มล. 

(มก.) 

ปริมาณ
ไฮโดรเจน 

(มล.) 

มล./มก. ของ
น้ําหนกัเซลล

แหง 

อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด   
(มล./ลิตร/ชม.) 

0.00 36.61 51.38 1.40 10.28 (29-50 ชม.) 
4.50 34.80 47.73 1.37 11.32 (24-50 ชม.) 
9.00 32.24 53.63 1.66 11.73 (24-50 ชม.) 

13.50 34.80 52.40 1.50 11.83 (26-50 ชม.) 
18.00 32.39 54.75 1.69 12.32 (24-50 ชม.) 
90.00 44.14 35.15 0.80 9.93 (26-50 ชม.) 

 

ตารางที่ 26  ตาราง ANOVA แสดงความสําคัญทางสถติิของ EDTA ตอการผลิตไฮโดรเจน 

 

    
Sum of 

Squares df 
Mean 

Square F Sig. 

Response * 
EDTA 

Between 
Groups 

(Combined) 529.854 5 105.971 3.185 .095 

  Within Groups 199.604 6 33.267   

  Total 729.457 11    
 

ผลของการศึกษาอิทธิพลของโลหะหนัก และสารจับโลหะขางตน พบวาสารทัง้ 
3 ชนิด ตองมีการใสในปริมาณที่เหมาะสมเพื่อใหการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียใหผลดีที่สุด  
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6.  การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเหลก็ไอออน  โมลิบดินั่มไอออน  และ EDTA 
ในการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 โดยใชวธิีการทํานายทางสถิติ และทําการ
ทดลองเพื่อยนืยันผล 
 

สารบางชนิดอาจตองใสเพิม่ หรือบางชนิดใสในปริมาณทีน่อยลงเม่ือเปรียบเทียบกับใน
อาหารมาตรฐาน  สงผลใหราคาตนทุนการผลิตไฮโดรเจนก็เปล่ียนแปลงไปดวย ความเขมขนของ
เฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)  โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4.2H2O) และ EDTA ที่ทาํใหแบคทีเรีย 
R. gelatinosus SB24 ผลิตไฮโดรเจนไดดีที่สุด จากการทดลองที่ศึกษาทีละปจจัยขางตนนี้ อาจไม
ใชคาความเขมขนที่ดีที่สุดจริง โดยขอจํากดัของวิธีศึกษาทีละปจจัย (one factor at a time) นี้ คือ 
ไมสามารถรับรองผลไดวาปจจัยที่ศึกษานัน้ใหคาตอบสนองที่เหมาะสมที่สุด อีกทัง้ถามีปจจัย
หลายปจจัยที่เกี่ยวของกัน การศึกษาทีละปจจัยจะไมสามารถหาผลกระทบรวมของปจจัยที่
ทําการศึกษาได (Araujo and Brereton, 1996; Wang and Wan, 2009) จากขอจํากดัดังกลาวจึง
มีการนาํเทคนดิ Multivariate Statistics Techniques เขามาใชในการหาสภาวะที่เหมาะสม ดวย
ทฤษฎีพื้นผวิตอบสนองหรือ Response Surface Methodology (RSM)  ซึ่งวธิีนี้เปนกระบวนการที่
นําความรูทางคณิตศาสตร และทางสถิติ เขามาใชรวมกนัเพื่อชวยหาผลตอบสนองทีดี่ที่สุด 
(Optimum Response) และเร็วที่สุดเพื่อเปนการลดจํานวนการทดลองที่ซ้าํกนัลงไป เปนการ
ประหยัดทรัพยากรและเวลาท่ีใชในการทดลอง  
 
  งานวิจยักอนหนานี้ของ รศ.ดร. เลอลักษณ จิตรดอน ประสบผลสําเร็จในการใชทฤษฎีทาง
คณิตศาสตรและสถิติ เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยตางๆ ที่มีอิทธิพลตอการผลิตเอนไซม
แลคเคส และสภาวะที่เหมาะสมในการตรึงเอนไซมแลคเคสสําหรับยอยสี โดยจํานวนของปจจัยที่
ศึกษามี 7 ปจจัย และ 3 ปจจัย ตามลําดับ ซึ่งใชการออกแบบการทดลองแบบ Box-Behnken 
Design และ Latin square experimental design ตามลําดับ (Teerapatsakul et al., 2007, 
2008) และมีงานวิจัยอ่ืนที่ใชทฤษฎีทางคณิตศาสตรและสถิติในการหาสภาวะที่เหมาะสมของ
ปจจัยบางประการสําหรับการผลิตไฮโดรเจนดวยแบคทีเรียสังเคราะหแสงอ่ืนๆ ได (Shi and Yu, 
2005; Chen et al., 2007, 2008; Jamil et al., 2009) และเฟอรเมนตเททฟีแบคทีเรีย (Van et 
al., 2001; Mu et al., 2006, 2009; Jo et al., 2008; Pan et al., 2008) แตยังไมมีรายงานถงึการ
ใชทฤษฎีทางคณิตศาสตรและสถิติในการหาสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยทัง้ 3 คือเหล็กไอออน, 
โมลิบดินั่มไอออน และ EDTA ในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย งานวิจยันี้จงึมวีตัถุประสงคทีจ่ะ
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หาสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยทัง้ 3 ตอการผลิตไฮโดรเจนของ Rubrivivax gelatinosus SB24 
โดยใชทฤษฎีทางคณิตศาสตรและสถิติ 
 

6.1  การออกแบบการทดลอง (Experimental design) และทาํนายสภาวะที่เหมาะสม
ที่สุดของปจจัยที่มีอิทธพิลตอการผลิตไฮโดรเจนดวยวิธทีางสถิติ 
 

การทดลองนี้เลือกปจจัย 3 ปจจัย คือ เหล็กไอออน โมลิบดินั่มไอออน และ EDTA  ซึง่
พิสูจนแลววาเปนปจจัยที่มีอิทธิพลตอกลไกการผลิตไฮโดรเจน  นําขอมูลผลการผลิตไฮโดรเจน
สะสมสูงสุดจากการทดลองแบบ one factor at a time เมื่อใชสาร FeSO4.7H2O  Na2MoO4.2H2O  
และ EDTA ความเขมขนตางๆ กับปริมาตรกาซไฮโดรเจนสะสมสุดทาย (มล.) ที่แบคทีเรียผลิตได 
(ภาพที ่24) มาเลือกคาความเขมขนที่จะใชกําหนดระดับของปจจัยในการออกแบบการทดลอง
แบบ Box-Behnken Design และกําหนดความเขมขนของแตละปจจัยเปน 3 ระดับ ( 3 level) 

 
ภาพที ่24 แสดงใหเห็นวา (ก) คาความเขมขนของ FeSO4.7H2O ที่ 53.1 มก./ลิตร 

ใหปริมาณไฮโดรเจนสูงที่สุด และใหอัตราการผลิตกาซไฮโดรเจนสูงสุด (ตารางที่ 21) ดังนัน้จึง
กําหนดคานี้เปนระดับกลาง (0) และกําหนดใหความเขมขน 10.6 มก./ลิตร เปนคาระดับตํ่า (-1)  
และความเขมขน 95.6 มก./ลิตร เปนคาระดับสูง (+1) โดยใหผลตางของคาทีเ่ปนระดับตํ่ากับ
ระดับกลาง และคาที่เปนระดับสูงกับระดับกลางมีผลตางเทากัน (ภาพท่ี 24ก) (ข) คาความเขมขน
ของ Na2MoO4.2H2O ที่ 0.7 มก./ลิตร ใหปริมาณไฮโดรเจนสูงที่สุด (ตารางที่ 23) จึงกําหนดคานี้
เปนระดับกลาง และกําหนดใหความเขมขน 0 มก./ลิตร เปนคาระดับตํ่า (-1)  และความเขมขน 
1.4 มก./ลิตร เปนคาระดับสูง (+1) (ภาพ 24ข) (ค) คาความเขมขนของ EDTA ที่ 9 -18 มก./ลิตร 
ใหปริมาณไฮโดรเจนคาไมแตกตางกนัอยางชัดเจนนกั แตที่ความเขมขน  0 มก./ลิตร เกิดไฮโดรเจน
ชาและอัตราการผลิตกาซชากวาเล็กนอย และเพื่อใหครอบคลุมระดับความเขมขนทีท่ําการศึกษา 
จึงกาํหนดใหความเขมขน 9 มก./ลิตร เปนระดับกลาง (0) ความเขมขน 0 มก./ลิตร เปนคาระดับ
ตํ่า (-1) และความเขมขน 18 มก./ลิตร เปนคาระดับสูง (+1) (ภาพที่ 24ค) ตารางที่ 27 สรุปคา
ระดับของแตละปจจัยที่ใชกบั Box-Behnken design  

 
สมการที ่13 เปนสมการที่ใชคํานวณหาจํานวนการทดลองทัง้หมด ทีใ่ช Box-

Behnken design ออกแบบการทดลองสําหรับ 3 ปจจัย ซึง่กําหนดใหจํานวนการทดลองที่คากลาง
มีจํานวน 3 ซ้ํา ไดผลการออกแบบการทดลองท้ังส้ิน 15 การทดลอง ดังตารางที ่28   
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                                         N = 2k (k-1) + Cp   (13)              
           

N คือ จํานวนการทดลองทัง้หมด (the number of experiments) 
k  คือ จํานวนปจจัย (number of factors) 
Cp คือ จํานวนการทดลองซ้าํที่ระดับกลาง (the number of central points)  

 
 ตารางที่ 28 แสดงจํานวนการทดลอง 15 การทดลองที่ออกแบบโดย Box-Behnken  
เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมของ FeSO4.7H2O  Na2MoO4.2H2O  และ EDTA และแสดงใหเห็น 
ผลการทดลองจริงของการผลิตกาซไฮโดรเจนในสภาวะที่มีความเขมขนของปจจัยตางๆ และผล 
จากการทาํนาย ไปในทางเดียวกนั และจะเห็นวาคาความเขมขนระดับกลาง (centre point) ของ 
ปจจัยทัง้สามเปนคาที่ใหผลดีที่สุด จากนัน้ นาํขอมูลที่ได ไปวิเคราะหคาถดถอย 
หรือคา regression ของการวางแผนการทดลองแลวสรางสมการความสัมพนัธระหวางปจจัยทั้ง 
สาม สรางเปนแผนภาพพื้นผิวสัมผัส (3D reponse surface plot) และ contour plot ซึ่งจะ 
สามารถทํานายความเขมขนที่ดีที่สุดของปจจัยทัง้สามไดตอไปในขอ 6.2 



 

 

155 

0

10

20

30

40

50

60

70

0 20 40 60 80 10
0

EDTA (mg/L)

ู
ุ

0 20 40 60 80

Na2MoO4.2H2O (mg/L)

ปร
ิมา

ตร
กา

ซไ
ฮโ
ดร

เจ
นส

ะส
มส

งูส
ุด 

(ม
ล.

) 

0

10

20

30

40

50

60

70

0
10

0
20

0
30

0
40

0
50

0
60

0
70

0
80

0
90

0
10

00
11

00

FeSO4.7H2O (mg/L)

ู
ุ

(
) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         (ก)       (ข)           (ค) 

ภาพท่ี 24  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมสุดทายทีว่ัดไดจริง เมื่อเปล่ียนแปลงความเขมขน 
ของ FeSO4.7H2O (ก)  Na2MoO4.2H2O (ข)  และ EDTA (ค) 

 
ตารางที่ 27  แสดงความเขมขนของสารประกอบ 3 ชนดิเปนมิลลิกรัมตอลิตรของปจจัยทัง้สาม ที่

นํามากําหนดใหเปนระดับตางๆ ที่ใชในการออกแบบการทดลองโดย Box-Behnken   
 

ปจจัย ระดับตํ่า (-1) ระดับกลาง  (0) ระดับสูง (+1) 

A. FeSO4.7H2O (มก./ลิตร) 10.6 53.1 95.6 

B. Na2MoO4.2H2O (มก./ลิตร) 0 0.7 1.4 

C. EDTA (มก./ลิตร) 0 9 18 
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ตารางที่ 28  ผลการออกแบบการทดลองโดยใช Box-Behnken design ของปจจัย 3 ปจจัย  
และปริมาณกาซไฮโดรเจนทีไ่ดจากการทดลองจริง (experimental value) หรือ  
true value  และปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทํานาย (predicted value)  
ดวยสมการที ่14 

 

โคดระดับของปจจัย (coded levels) 
ปริมาณกาซไฮโดรเจน 

(มล.) ที่ไดจาก 
จํานวนการ
ทดลอง 

(experiment 
no.) 

FeSO4.7H2O Na2MoO4.2H2O EDTA 
การทดลองจริง 
(experimental 

value) 

การทํานาย 
(predicted 

value) 

1 -1 -1 0 48.05 48.33 

2 1 -1 0 43.80 45.14 

3 -1 1 0 58.00 56.66 

4 1 1 0 56.95 56.67 

5 -1 0 -1 55.20 55.80 

6 1 0 -1 47.55 47.09 

7 -1 0  1 43.70 44.16 

8 1 0  1 50.30 49.70 

9 0 -1 -1 46.30 45.42 

10 0 1 -1 52.70 53.44 

11 0 -1  1 39.75 39.01 

12 0  1  1 49.95 50.83 

13 0 0 0 58.21 64.39 

14 0 0 0 68.45 64.39 

15 0 0 0 66.50 64.39 
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6.2  การวิเคราะหความถดถอยหรือ คา regression ของการวางแผนการทดลองแบบ 
Box-Behnken design, การวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอย และการทาํนายสภาวะที่
เหมาะสมที่สุดของปจจัยทัง้สามดวยวธิีทางสถิติ โดยใชโปรแกรม 2 โปรแกรม คือ SPSS-Statistica 
และ Minitab แลวนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบกัน 

 
6.2.1  ดวย SPSS-Statistica 
 

ดวยโปรแกรม SPSS-Statistica ที่นยิมใชกนัมากในภาควิชาจุลชีววทิยา จงึได
นําโปรแกรมนีม้าใชวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอย ในการวางแผนการทดลองแบบ 
Box-Behnken design ผลการวิเคราะหความถดถอยของแผนการทดลอง แสดงในตารางท่ี 29 
จากการประเมินคา coefficient และคา P-value ของแตละพารามิเตอร แสดงใหเหน็วา ในเทอม
ของสมการเสนตรงของปจจัยโซเดียมโมลิบเดต(Na2MoO4.2H2O) มีผลตอปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิต
ไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p-value<0.05) สวนในเทอมสมการเสนตรงของเฟอรัสซัลเฟต 
(FeSO4.7H2O) และเทอมของ EDTA ไมมีนัยสําคัญตอปริมาณการผลิตไฮโดรเจน (p-
value>0.05) ในขณะเดียวกนัในเทอมยกกําลังสองของสามปจจัย พบวา เฟอรัสซัลเฟต (Fe2)  
และโซเดียมโมลิบเดต (Mo2) มีผลตอปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตไดอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p-
value<0.05)  และสวน EDTA (EDTA2) มีคาสัมประสิทธิ์ของความสัมพันธทีม่ีผลอยางมีนยัสําคัญ
ยิ่งทางสถิติ (p-value<0.01)  สวนในเทอมของปฏิกิริยารวมระหวาง 2 ปจจัยไมมีคาสัมประสิทธ
ของความสัมพันธของปจจัยคูใดที่มีผลตอกันอยางมนียัสําคัญทางสถิติ (p-value>0.05)  ผลการ
วิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอยที่ใชสําหรับการหาสภาวะทีเ่หมาะสมสําหรับการผลิต
ไฮโดรเจน เมื่อทดสอบดวย F-test พบวามคีวามแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) จะ
เห็นไดจากคา F ที่ไดจากการคํานวณ เทากบั 7.356 (ตารางที่ 30) ซึ่งสูงกวาคา F ที่ไดจากตารางที่
ระดับ  5%(จากตารางคา F0.05 (9, 5) = 4.78 และ F0.01(9,5) = 10.15) สะทอนใหเห็นวาโมเดลนี้มี
นัยสําคัญทางสถิติ (อนุวัตร, 2549) และสมการที่ไดสามารถอธิบายขอมูลที่ไดจากการทดลองได
อยางดีถงึรอยละ 93 (R2 มีคาเทากับ 0.930) (ตารางที่ 30) สวนอีกรอยละ 7 ไมสามารถอธิบายได 
ชี้ใหเหน็วาคาที่ไดจากการทดลองและคาที่ไดจากการทาํนายสอดคลองกัน ดังนั้น การใชโมเดลนี้
ในการทํานายการผลิตไฮโดรเจนจึงมีความนาเชื่อถือ 

 
จากผลการผลิตกาซไฮโดรเจนทีท่ดลองไดจริง (experimental value หรือ 

true value) จาก 15 การทดลองที่กาํหนดโดย Box-Behnken (ตารางที่ 28) นํามาสรางสมการ
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แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของปจจัยทั้งสามกับปริมาณไฮโดรเจน (คาตอบสนอง, 
response) ดวยโปรแกรม SPSS ไดสมการ Quadratic equation ดังสมการที ่14 

 
เมื่อนําความเขมขนจริงของปจจัยทัง้สามมาแทนคาในสมการ โดยหา 

ความสัมพันธทีละคูโดยกาํหนดใหปจจัยที่เหลือเปนคากลางจะสามารถสรางแผนภาพพ้ืนผิวสัมผัส 
(3D response surface plot) และคอนทัวร (contour plot) ดวยโปรแกรม Statistica เพื่อหา
ความสัมพันธระหวางปจจัยทีละคูได และทํานายสภาวะท่ีดีที่สุดของทั้ง 3 ไดดังภาพที ่25 ก, ข, ค  
 

Y = 43.5297 + 0.1925X1+25.3031X2+1.3108X3-0.0030X1X1-14.9991X2X2 

-0.1218X3X3+0.0269X1X2+0.0093X1X3+0.1508X2X3   (14) 
 

 Y   คือ ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทํานาย (มล.) (predicted response  
 variable, mL) 

   X1  คือ คาความเขมขนจริงของเฟอรัสซัลเฟต (มก./ลิตร) 
   X2  คือ คาความเขมขนจริงของโซเดียมโมลิบเดต (มก./ลิตร 
   X-3 คือ คาความเขมขนจริงของ EDTA (มก./ลิตร) 
 

จากภาพทัง้สามสามารถทํานายความเขมขนของปจจัยทั้งสามที่เหมาะสมใน
การผลิตไฮโดรเจนโดย R. gelatinosus SB24 ดังนี้ความเขมขนทีเ่หมาะสมของเฟอรัสซัลเฟต
เทากับ 49.6 มก./ลิตร โซเดียมโมลิบเดตเทากบั 0.95 มก./ลิตร และ EDTA เทากับ 7.98 มก./ลิตร 
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ตารางที่ 29  แสดงผลของการวิเคราะหรีเกรสชัน (regression) หรือคาถดถอยของการวาง
แผนการทดลองแบบ Box-Behnken design สําหรับการผลิตไฮโดรเจน ดวย
โปรแกรม SPSS-Statistica  

 

 เทอมของ 
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 

Coefficients   

  B Std. Error Beta t  Sig.  

(Constant) 43.5297 5.159   8.437     0.000 

FeSO4.7H2O 0.1925 0.131 0.751 1.472     0.201 

Na2MoO4.2H2O 25.3031 7.094 1.625 3.567     0.016* 

EDTA 1.3408 0.552 1.107 2.430     0.059 

Fe2 -0.0030 0.001 -1.269 -2.808     0.038* 

Mo2 -14.9991 3.879 -1.425 -3.866     0.012* 

EDTA2 -0.1218 0.023 -1.913 -5.188     0.004** 

Fe.Mo 0.0269 0.061 0.128    0.438     0.680 

Fe.EDTA 0.0093 0.005 0.572 1.951     0.109 

Mo.EDTA 0.1508 0.290 0.138  0.520     0.625 

 

R  square (R2) = 0.930, Adjusted R square (adj R2) = 0.803 

* มีนยัสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ 5% (significant at 5% level) 

**มีนัยสําคัญอยางยิ่งทางสถิติ ที่ระดับ 1% (highly significant at 1% level) 

P < 0.05 
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ตารางที่ 30  การวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอยที่ใชสําหรับหาสภาวะที่เหมาะสมของ
การผลิตไฮโดรเจนโดยใชแสง (Analysis of variance in the regression model for 
optimization of  photoproduction of H2 ) ที่ไดจากโปรแกรม SPSS-Statistica 

 

  Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Regression 883.173 9 98.130 7.356 .020* 

Residual 66.705 5 13.341     

Total 949.878 14       
 
*มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 5% 
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ภาพท่ี 25  (ก) แผนภาพพืน้ผิวสัมผัส (3D response surface plot) และคอนทวัร (contour plot

แสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O)  และ
โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4..2H2O)  ตอการผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax  
gelatinosus SB24 
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ภาพท่ี 25  (ข) แผนภาพพืน้ผิวสัมผัส (3D response surface plot) และคอนทวัร (contour  

plot) แสดงความสัมพันธของความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต (FeSO4.7H2O) และ  
EDTA ตอการผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinosus SB24 
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ภาพท่ี 25  (ค) แผนภาพพืน้ผิวสัมผัส (3D response surface plot) และคอนทวัร (contour  

  plot) แสดงความสัมพนัธระหวางความเขมขนของโซเดียมโมลิบเดต 
  (Na2MoO4.2H2O) และ EDTA  ตอการผลิตไฮโดรเจนโดย Rubrivivax gelatinous  
  SB24  
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6.2.2  ดวย Minitab  
 

การนาํโปรแกรมมินิแทบ (Minitab) มาใชทํานายสภาวะท่ีเหมาะสมของปจจัย
ทั้งสาม เนื่องจากเปนโปรแกรมที่ใชงานงายบนวินโดว มฟีงกชันหลากหลาย เชนสามารถปรับแกน
ไดดวยมือ (manual adjustment) ทั้งการวิเคราะหและแสดงผลทางสถิติ แสดงความสัมพนัธของ
ปจจัยที่ศึกษาออกมาในรูปแบบกราฟ และสรางสมการแสดงความสัมพันธของผลลัพธกับปจจัยที่
ศึกษาได รวมทั้งทํานายสภาวะที่เหมาะสมของแตละปจจัยไดอีกดวย จึงทดลองใชโปรแกรม
ดังกลาวเปรียบเทียบกับ SPSS-Statistica 

 
จากการวางแผนการทดลองแบบ Box-Behnken design แลววิเคราะหความ

ถดถอยหรือคา regression ของแผนการทดลองดวยโปรแกรม Minitab ใหผลการวิเคราะห
เชนเดียวกับเมื่อใช SPSS-Statistica (ตารางท่ี 31, 32) และช้ีใหเหน็วาโมเดลที่ออกแบบเพื่อการ
หาสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยทัง้สามมคีวามนาเชื่อถอืที่ระดับรอยละ 93 โดยคาปริมาณ
ไฮโดรเจนที่ไดจากการทดลองและคาที่ไดจากการทาํนายดวยสมการสอดคลองกัน เชนเดียวกับ
เมื่อใช SPSS-Statistica 

 
จากผลการผลิตกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทดลองจริง 15 การทดลอง ซึ่ง

ออกแบบโดย Box-Behnken (ตารางที่ 28) สามารถสรางสมการ Quadratic equation ดวย
โปรแกรม Minitab เปนสมการที่ 15 แสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของปจจัยทัง้สามที่
แสดงเปนคาโคดกับปริมาณไฮโดรเจน (คาตอบสนอง, response)   
 

Y = 64.3867-0.79375x1+4.9625x2-2.25625x3-5.33708x1
2-7.34958x2

2 

-9.86208x3
2+0.8x1x2+3.5625x1x3+0.95x2x3    (15) 

 
   Y  คือ ปริมาณกาซไฮโดรเจนที่ไดจากการทํานาย (มล.)  
    (predicted response variable, mL) 
   x1 คือ คาโคดของความเขมขนเฟอรัสซัลเฟต  
   x2 คือ คาโคดของความเขมขนโซเดียมโมลิบเดต  
   x-3 คือ คาโคดความเขมขน EDTA  
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เมื่อไดสมการแลวนํามาวิเคราะหโดยใช Response Optimizer ของโปรแกรม
มินิแทบ ผลการวิเคราะหขอมูลแสดงดังภาพ 26ก แสดงกราฟ 3 กราฟ ซึ่งมีความสัมพันธกันโดย
แกนนอนเสนประ แสดงถงึปริมาณไฮโดรเจนสะสมที่ไดจากการทาํนาย และแนวต้ังแสดงคาโคด
ของสารทัง้สาม ที่เปนสภาวะทีท่ําใหไดปริมาณไฮโดรเจนสูงที่สุด จากภาพ 26ก กอนปรับแกน พบ
วาเฟอรัสซัลเฟต  โซเดียมโมลิบเดต และ EDTA อยูที่คาโคดเทากับ 0  0  และ-0.116  เมื่อใช
สมการที ่16 เปล่ียนคาโคตไปเปนความเขมขนของสารจะไดคาความเขมขนจริงเทากับ 53.1  0.7 
และ 7.95 มก./ลิตร ตามลําดับ และทํานายผลการผลิตไฮโดรเจนสูงทีสุ่ดไดเทากับ 64.5 มล.  

 
เมื่อทดลองปรับแกนกราฟใหเขาใกลยอด peak คร้ังที่ 1 จะทาํใหคาโคดของ

เฟอรัสซัลเฟต, โซเดียมโมลิบเดต และ EDTA เปล่ียนแปลงเปน 0  0.216  และ -0.116 ดังภาพที่ 
26ข คํานวณความเขมขนจริงของปจจัยทัง้สามดวยสมการที ่16 ไดคาเทากับ 53.1  0.85  และ 
7.95 มก./ลิตร ตามลําดับ  แลวสามารถทาํนายปริมาณไฮโดรเจนสูงทีสุ่ดไดมากข้ึนคือไดเทากับ 
65.2 มล. 

 
การปรับแกนคร้ังที่ 2 จะกลาวถงึตอไป 
 
สมการที ่16 แสดงสมการที่ใชในการเปล่ียนคาโคดไปเปนคาความเขมขนจริง

ของแตละปจจัยสําหรับใชในการทดลอง 
 

xi = (Xi – Xo)      (16)      

        Xi 

 
xi   = คาโคดของปจจัย (code value of variable) 

Xi  = คาความเขมขนจริงของปจจัย (the actual value of variable) 

Xo = คาความเขมขนจริงของปจจัยที่ระดับกลาง (the actual value of the Xi at  

 the centre point) 

Xi = คาความตางของความเขมขนจริง (the step change of variable) 
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ตารางที่ 31  แสดงผลของการวิเคราะหรีเกรสชัน (regression) หรือคาถดถอยของการวาง 
แผนการทดลองแบบ Box-Behnken design สําหรับการผลิตไฮโดรเจน ดวย 
โปรแกรมมินิแทบ โดยใชคาโคด (code value) 

 

เทอมของ 
Unstandardized 

Coefficients 
Standardized 

Coefficients  

  B Std. Error Beta 

 

t  Sig. 

(Constant) 64.3867 2.109  30.533     0.000 

FeSO4.7H2O - 0.7938 1.291 -0.073 0.615     0.566 

Na2MoO4.2H2O 4.9625 1.291 0.455 3.843     0.012* 

EDTA -2.2562 1.291 -0.207 -1.747     0.141 

Fe2 -5.3371 1.901 -0.355 -2.808     0.038* 

Mo2 -7.3496 1.901 -0.461 -3.866     0.012* 

EDTA2 -9.8621 1.901 -0.618 -5.188     0.004** 

Fe.Mo 0.8000 1.826 0.052 0.438     0.680 

Fe.EDTA 3. 5625 1.826 0.231 1.951     0.109 

Mo.EDTA 0.9500 1.826 0.062 0.520     0.625 
 
R square (R2) = 0.930, Adjusted R square (adj R2) = 0.803 
* มีนยัสําคัญทางสถิติ ที่ระดับ 5% (significant at 5% level) 
**มีนัยสําคัญอยางยิ่งทางสถิติ ที่ระดับ 1% (highly significant at 1% level) 
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ตารางที่ 32  การวิเคราะหความแปรปรวนในสมการถดถอยที่ใชสําหรับหาสภาวะที่เหมาะสมของ 
การผลิตไฮโดรเจนโดยใชแสง (Analysis of variance in the regression model for  
optimization of  photoproduction of H2 ) ที่ไดจากโปรแกรม Minitab 

 

 Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Regression 883.17 9 98.13 7.36 .020* 
Residual 66.70 5 13.34     
Total 949.88 14      

 
*มีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 5% 
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ภาพท่ี 26  กราฟแสดงผลตอบสนองของระดับปจจัยที่เหมาะสม ซึง่ไดจากการวิเคราะหโดย 

optimizer mode ในโปรแกรม Minitab (ก) แสดงผลกอนปรับแกน (ข)  
แสดงผลหลังปรับแกนคร้ังที่ 1 ตามคําแนะนําของ ดร.นันทิยา และ (ค) แสดงผล 
หลังปรับแกนคร้ังที่ 2 โดยต้ังคาโคดตามสภาวะเหมาะสมที่ไดจากการทํานายจาก  
SPSS-Statistica 

เสนในแนวต้ังแสดงความเขมขนที่เหมาะสมของแตละปจจัย  
Response surface graph from 1st derivative equation 
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ตารางที่ 33  เปรียบเทยีบผลการทาํนายปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตไดในสภาวะท่ีเหมาะสมของ 
 ปจจัยทัง้สาม ที่ทาํนายดวย SPSS-Statistica และ Minitab ปรับแกนคร้ังที่ 1 (1st) 

เปรียบเทยีบกบัสภาวะเดิม (Original medium) 
 

ความเขมขน (มก./ลิตร) 
สภาวะที่ใชใน 
การทดลอง FeSO4.7H2O Na2MoO4.2H2O EDTA 

ปริมาณ
ไฮโดรเจนที่ได
จากการทาํนาย 

(มล.) 

Optimization by 
 SPSS-Statistica 

49.60 0.95 7.98 65.3** 

Optimization by 
Minitab ปรับแกน 1st  

53.10 0.85 7.95 65.2** 

อาหารด้ังเดิม 
(Original medium) 

 10.60*  0.68* 18.00* 44.0** 

 
* ความเขมขนจริงทีท่ําการทดลองในอาหารด้ังเดิม (true values) 
** ปริมาณไฮโดรเจนสะสมทีไ่ดจากการทํานายโดยใชสมการที ่15 
 

ตารางที่ 33 สรุปสภาวะเหมาะสมที่ไดจากการทาํนายดวยโปรแกรม SPSS-
Statistica คือความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต 49.6 มก./ลิตร โซเดียมโมลิบเดต 0.95 มก./ลิตร และ 
EDTA 7.98 มก./ลิตร และจากการทาํนายหลังจากการปรับแกนคร้ังที ่1 ดวย Minitab คือความ
เขมขนของเฟอรัสซัลเฟต 53.1 มก./ลิตร โซเดียมโมลิบเดต 0.85 มก./ลิตร และ EDTA 7.95 มก./
ลิตร ซึ่งมีคาแตกตางกนัเล็กนอย เมื่อทาํนายปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสะสมจากสภาวะ
เหมาะสมทั้ง 2 ดวยสมการเดียวกนัคือสมการที ่15 พบวามีคาเทากับ 65.3 และ 65.2 มล. 
ตามลําดับ ในทางสถิตินัน้ถอืไดวาคาที่ไดจากการทาํนายทัง้ 2 สภาวะไมแตกตางกนั และพบวาอยู
ในชวงทีท่ํานายการผลิตไฮโดรเจนไดสูงทีสุ่ดคือ 65 มล. เทากนั และเมื่อเปรียบเทยีบกับอาหาร
ด้ังเดิม (Ormerod’s) ที่มีเฟอรัสซัลเฟต 10.6 มก./ลิตร, โซเดียมโมลิบเดต 0.68 มก./ลิตร และ 
EDTA 18.0 มก./ลิตร ปริมาณไฮโดรเจนของสภาวะที่ไดจากการคํานวณดวยวิธทีางสถิติทั้งสอง มี
คามากกวาปริมาณไฮโดรเจนทีท่ํานายจากสภาวะอาหารด้ังเดิมเดิมประมาณ 1.5 เทา  
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จากตารางที่ 33 คาความเขมขนที่เหมาะสมของปจจัยทั้งสามที่ไดจากการ
ทํานายดวยโปรแกรมทั้งสอง ไดความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต 49.60-53.1 มก./ลิตร, โซเดียมโม
ลิบเดต 0.85-0.95 มก./ลิตร และ EDTA 7.95-7.98 มก./ลิตร และเม่ือเปรียบเทียบกบัอาหาร
ด้ังเดิม (Original medium) ที่มีเฟอรัสซัลเฟต, โซเดียมโมลิบเดต และ EDTA เทากบั 10.6  0.68 
และ 18.0  มก./ลิตร พบวาคาที่ไดจากการทํานายมีความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟตมากข้ึนจาก
อาหารด้ังเดิม 4-5 เทา ความเขมขนของโซเดียมโมลิบเดตมากข้ึนจากอาหารด้ังเดิมเพียง 1.1-1.3  
เทาและความเขมขนของ EDTA นอยลงจากอาหารด้ังเดิม 2 เทา  

 
อยางไรก็ตามดวยโปรแกรมมินิแทบเมื่อใช Optimizer mode จะไดคาที่

ทํานายออกมา (ภาพที ่26ก) แตผูวิจัยสามารถปรับแกนไดเอง (manually mode) ทําใหไดคาที่
ตางไปเล็กนอยได ในทางสถิติแมไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ แตในทางชีวภาพถือวามี
ความหมาย ดังนัน้ เราจึงไดทดลองปรับคาแกนใน Minitab เปนคร้ังที่ 2 โดยใหแกนทั้งสาม อยูใน
สภาวะเดียวกบัสภาวะที่ทาํนายโดย Statistica คือความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟต, โซเดียมโมลิบ
เดต และ EDTA เทากับ 49.6  0.95  และ 7.98 มก./ลิตร ตามลําดับ คํานวณกลับเปนคาโคดโดย
สมการที ่16 ไดคาโคด -0.082  0.360  และ -0.116  จะไดภาพที่ปรับแกนแลวดังภาพที ่26ค เมือ่
นําคาโคดทั้ง 3 ไปทํานายผลการผลิตไฮโดรเจน พบวาไดปริมาณไฮโดรเจนสะสมเทากบั 65.3 มล. 
ซึ่งเทากับผลทีท่ํานายโดยโปรแกรม SPSS-Statistica  

 
แสดงใหเหน็วาตัวโปรแกรมไมไดทําใหการทํานายแตกตางกนั แตส่ิงที่ทาํให

แตกตางกนัข้ึนอยูกับผูใชโปรแกรม  
 

6.3  การทดลองจริงเพื่อยืนยันผลการทาํนายสภาวะทีดี่ที่สุด 
 

นําสภาวะเหมาะสมของปจจัยทัง้สามที่ไดจาก SPSS-Statistica และ Minitab ที่ได
คร้ังที่ 1 ตามตารางที่ 33 ไปทําการทดลองจริงในหองปฏิบิติการ พบวาแบคทีเรียสามารถผลิต
ไฮโดรเจนในสภาวะทั้งสองไดเทากับ 76.4 และ 72.3 มล. ตามลําดับ ซึ่งก็มากกวาปริมาณ
ไฮโดรเจนที่แบคทีเรียผลิตไดในสภาวะของอาหารสูตรด้ังเดิมทีท่ําการทดลองจริงอยู 1.2 เทา ที่ได
ปริมาณไฮโดรเจนเพียง 61.1 มล. เมื่อคํานวณคาเฉลีย่อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียใน
สภาวะที่ทาํนายโดย SPSS-Statistica หรือ Minitab ที่ไดจากการปรับแกนคร้ังที ่2 มีคาเทากับ 
15.52 มล./ลิตร/ชม. สูงกวา อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียของสภาวะ Minitab ที่ไดจาก
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การปรับแกนคร้ังที่ 1 ซึ่งมีอัตราการผลิตเทากบั 14.13 มล./ลิตร/ชม. ดังแสดงในตารางที ่34 แสดง
ใหเหน็วา การปรับปรุงปริมาณเหล็กไอออน โมลิบดินั่มไอออน และ EDTA ใหเหมาะสมนี ้นอกจาก
จะทาํใหไดกาซไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนแลว ยังมผีลเพิ่มประสิทธิภาพของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนไดดี
ข้ึนดวย โดยดูจากคามิลลิลิตรไฮโดรเจนตอลิตรของเซลลซัสเพนช่ันตอเวลาที่เซลลใชเปนชัว่โมง
นั่นเอง 

 
นอกจากนีเ้มื่อพิจารณาปริมาณเฟอรัสซัลเฟตที่ใชจากทัง้สองสภาวะตางกนัอยู 4 

มก./ลิตร  ซึง่ในทางสถิตินัน้ไมตางกนั แตในการหาสูตรอาหารที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไม
เพียงแตตองการการผลิตที่สูงที่สุด แตยงัตองการลดปริมาณของสารบางชนิดที่ไมมคีวามจาํเปน
เพื่อลดตนทนุในการผลิตใหนอยลงเม่ือจะขยายขนาด ดังนัน้ หากขยายขนาดการผลิตกาซ
ไฮโดรเจน เชนทําในถัง reactor 6 -10 ลิตรที่ออกแบบ การใชปริมาณสารนอยกวายอมจะคุมคา
กวา ดังนั้นจงึเลือกใชสภาวะที่ทาํนายโดย SPSS-Statistica หรือ Minitab ที่ปรับแกนคร้ัง 2 ที่มี
เฟอรัสซัลเฟต, โซเดียมโมลิบเดต และ EDTA เทากับ 49.6  0.95 และ 7.98 มก./ลิตร ตามลําดับ  
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ตารางที่ 34  เปรียบเทยีบสภาวะที่เหมาะสมของปจจัยทั้งสาม ทีท่ํานายดวย SPSS-Statistica 
หรือ Minitab ปรับแกนคร้ังที่ (2nd) และ Minitab ปรับแกนคร้ังที ่1 (1st) และคา
ไฮโดรเจนจากการทาํนาย (predicted H2)  คาเฉลี่ยปริมาณไฮโดรเจนที่ไดจากการ
ทดลองจริง (Exp H2) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเฉล่ียเปรียบเทียบกับ
สภาวะเดิม (คาเฉลี่ยจากการทดลอง 8 ซ้ํา) 

 
ความเขมขน (มก./ลิตร) สภาวะที่ใชใน 

การทดลอง FeSO4. 
7H2O 

Na2MoO4.
2H2O 

EDTA 
 

predicted 
H2  

(มล.) 

Exp. H2 
(มล.) 

(เฉล่ีย 8 ซ้ํา) 

อัตราการผลิต
ไฮโดรเจน
สูงสุด 

 

Optimization by 
SPSS-Statistica 
หรือ Minitab 2nd 

49.60 0.95 7.98 65.3** 76.4 15.5 

Optimization by 
Minitab 1st 

53.10 0.85 7.95 65.2** 72.3 14.1 

อาหารด้ังเดิม 
(Original 
medium) 

10.60* 0.68* 18.0* 44.0** 61.1 12.6 

 
* ความเขมขนจริงทีท่ําการทดลองในอาหารด้ังเดิม ( true values) 
** ปริมาณไฮโดรเจนสะสมทีไ่ดจากการทํานายโดยใชสมการที ่15 
 

อยางไรก็ตาม การทดลองนี้ไมไดตองการเปรียบเทียบการทํานายสภาวะเหมาะสมที่
ใชในการผลิตไฮโดรเจนดวยโปรแกรม 2 โปรแกรม เพียงแตตองการนาํเสนอการนําโปรแกรมทาง
สถิติซึ่งเปนศาสตรที่เกี่ยวกับส่ิงไมมีชีวิต (in vitro) มาใชกับงานทางดานชีววิทยา (in vivo) เพื่อ
เปนขอคิดสําหรับการเลือกใชโปรแกรมใหเหมาะสม 

 
สรุปวาการนําวิธีทางสถิติมาใชกับงานทดลองกับส่ิงมีชวีิตนัน้ใหผลสําเร็จไดดี แตตอง

คํานึงถึงจุดประสงคของผูทาํการทดลอง และควรระมัดระวังโดยเฉพาะหากใชวธิี manual adjust 

(มล./ลิตร/ชม.) 
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การจะเลือกใชโปรแกรมใดนั้นข้ึนอยูกับความสะดวก และความชาํนาญของผูใช เพราะตัว
โปรแกรมไมไดทําใหคาที่ไดจากการทาํนายตางกัน แตจะตางกันเพราะผูใชโปรแกรม ดังนั้นในการ
จะใชวิธทีางสถิติกับงานทางสาขาส่ิงมีชวีติไมเพียงแตมนีักสถิติทํางานในคอมพิวเตอรแลวสรุปเลย 
แตตองมีนักชีววทิยาควบคุมและทําการทดลองจริงเพื่อยืนยนัผล เพื่อใหงานเปนไปตาม
จุดประสงค เพราะในบางคร้ังทางสถิติไมแตกตางกนัโดยเฉพาะในการทดลองระดับหองปฏิบัติการ 
แตเมื่อทําการขยายขนาดเปน pilot plant อาจจะตางกนัมากอยางชัดเจน 

 
ผลการทาํนายใหใชเฟอรัสซัลเฟต 49.6 มก./ลิตร  โซเดียมโมลิบเดต 0.95 มก./ลิตร 

และ EDTA 7.98 มก./ลิตร สรุปวาใชปริมาณเฟอรัสซัลเฟต และโซเดียมโมลิบเดตมากกวาใน
อาหารด้ังเดิมเดิม แตใช EDTA ปริมาณทีล่ดลงจากอาหารด้ังเดิม ขอดีอีกประการคือเมื่อคํานวณ
ราคาอาหารเล้ียงเชื้อที่ไดจากการทํานาย ราคาไมแตกตางจากอาหารด้ังเดิม และสภาวะท่ีได
ทํานายดวยวิธทีางสถิติยงัทาํใหไดปริมาณไฮโดรเจนเพิม่ข้ึน 1.2 เทา นอกจากนี้การใชสถิติมีขอดี
คือ ไดความเขมขนที่เหมาะสมของแตละปจจัยที่ใหผลตอบสนองที่ดีที่สุด (Optimum Response) 
โดยมีคาทางสถิติรับรองผล และทําใหทราบวาไมมีผลกระทบรวมของปจจัยทัง้สามที่ทาํการศึกษา
พรอมกัน ซึง่มจีํานวนการทดลองนอยกวาการศึกษาทีละปจจัย (one factor at a time) ชวยให
ประหยัดทรัพยากรและเวลาท่ีใชในการทดลอง (Araujo and Brereton, 1996; Wang and Wan, 
2009)  
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7.  การผลิตไฮโดรเจนโดยใชสภาวะทีเ่หมาะสมท่ีสดุที่ไดจากการทํานายดวยวิธีทางสถิติ
ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลิตร ปรมิาตรบรรจ ุ5.7 ลิตร ในอาหาร Ormerod’s medium  
 

เมื่อใชสภาวะที่เหมาะสมที่ใชวิธทีํานายดวยคณิตศาสตรดวยโปรแกรรม SPSS-
Statisticas หรือ Minitab มาผลิตไฮโดรเจนในถังแบน 6 ลิตร คือใชเฟอรัสซัลเฟต, โซเดียมโมลิบ
เดต และ EDTA ความเขมขนเทากับ 49.6  0.95  และ 7.98 มก./ลิตร ตามลําดับ ในอาหาร 
Ormerod’s malate-glutamate medium ในทีน่ี้จะเรียก Optimal medium ปริมาตรบรรจุ 5.7 
ลิตร บมที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ความเขมแสง 3,000 ลักซ ผลปรากฎวา สามารถเพิ่มทัง้
ปริมาณไฮโดรเจนสะสม และเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดได (ภาพท่ี 27ก) กลาวคือ เมื่อผลิต
ไฮโดรเจนในอาหารสูตรด้ังเดิม ไดปริมาณไฮโดรเจนสะสม 5,000 มล. และอัตราการผลิตกาซ
สูงสุดในช่ัวโมงที ่28-55 เทากับ 9.0 มล./ลิตร/ชม. เมื่อใช Optimal medium ไดปริมาณไฮโดรเจน
สะสมมากข้ึน 1.5 เทา เทากบัที่ทาํนายดวยวิธทีางสถิติ กลาวคือไดไฮโดรเจนสะสมเพิ่มข้ึนเปน 
8,000 มล. และอัตราการผลิตกาซสูงสุดทีช่ั่วโมงที ่28-55 เทากับ 13.0 มล./ลิตร/ชม. 

 
เมื่อพิจารณาการเจริญใน Optimal medium (ภาพที ่27ข)  R. gelatinosus SB24 มี

อัตราการเจริญสูงสุดเทากบั 15.0 มก. ของน้าํหนักเซลลแหง/ลิตร/ชม. ในชัว่โมงที่ 5-24  ซึ่งตํ่ากวา
ในอาหารด้ังเดิมเล็กนอย ในอาหารดั้งเดิม มีอัตราการเจริญเทากับ 16.2 มก. ของน้าํหนักเซลล
แหง/ลิตร/ชม. ที่ชั่วโมงที่ 1-32  นอกจากนี ้ปริมาณเซลลสุดทายใน Optimal medium เทากับ 572 
มก. ของนํ้าหนักเซลลแหง/ลิตร นอยกวาในอาหารด้ังเดิม ซึ่งวัดได  909 มก. ของน้ําหนกัเซลลแหง/
ลิตร เกือบหนึง่เทา แสดงวาการผลิตกาซไฮโดรเจนไมแปรผันตามการเจริญของเช้ือ ใน Optimal 
medium ผลิตไฮโดรเจนไดสูง แตสรางเซลลไดนอยกวาในอาหารด้ังเดิม หมายความวาปริมาณ
สารทั้งสามที่จดัความเขมขนใหเหมาะสมแลวใน Optimal medium ชวย drive เซลลใหนาํ
อิเล็กตรอนไปยังกระบวนการการผลิตไฮโดรเจนมากกวาไปยังกระบวนการสรางเซลล งานวิจัยของ 
Kars et al.  (2006) ไดใหขอมลูที่สอดคลองกัน วาเมื่อใชเหล็กไอออนที่มีความเขมขนมากข้ึน (0.1 
mM Ferric citrate) กับแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rhodobacter sphaeroides O.U.001 ผลิต
ไฮโดรเจนไดมากกวาเมื่อใชเหล็กไอออนความเขมขนตํ่า (0.01 mM Ferric citrate) แตคาดูดกลืน
แสงสูงสุดของเซลลใน Ferric citrate 0.1 mM ตํ่ากวา เชนเดียวกับ ในอาหารทีม่ีโซเดียมโมลิบเดต

เขมขนมากกวา 16.5 M แบคทีเรียการผลิตไฮโดรเจนสูง แตใหปริมาณเซลลสะสมตํ่ากวาใน

อาหารที่มีโซเดียมโมลิบเดตเจือจาง (0.016 M)  ในอาหาร Optimal medium และ Ormerod’s 
medium สูตรด้ังเดิม แบคทีเรียเร่ิมผลิตไฮโดรเจนเมื่อเจริญเขาสูระยะ late log phase คือใน
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ชั่วโมงที ่24-31 แบคทีเรียมอัีตราการเจริญสูงสุดอยูในชวงเวลา 24 ชม. อัตราการเจริญคิดเปน 15-
16 มก. ของน้าํหนักเซลลแหง/ลิตร/ชม. หลังจากเร่ิมผลิตไฮโดรเจน พบวาทําใหอัตราการเจริญของ
เซลลชาลง เชน ใน Optimal medium อัตราการเจริญชาลงเปน 5.3 มก. ของนํ้าหนักเซลลแหง/
ลิตร/ชม. ในชัว่โมงที ่30-55  ขณะที่ใน Ormerod’s medium สูตรด้ังเดิม ยังคงมีการเจริญมากอยู
คือ เทากับ 11.9 มก. ของน้ําหนกัเซลลแหง/ลิตร/ชม. ระหวาง 36-54 ชม.  

 
เมื่อคํานวณปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตไดตอ malate 1 โมล ในอาหาร Optimal medium ที่

มี malate 30 mM จะไดปริมาณไฮโดรเจนเทากับ 1.87 mol H2/mol malate และประสิทธิภาพการ
เปล่ียนสับสเตรดไปเปนไฮโดรเจนเทากับ 31 เปอรเซ็นต ซึ่งสูงกวาในอาหารด้ังเดิมทีไ่ดปริมาณ
ไฮโดรเจนเทากับ 1.18 mol H2/mol malate และมีประสิทธิภาพการเปล่ียนสับสเตรดไปเปน
ไฮโดรเจนเทากับ 20 เปอรเซ็นต 

 
จะเหน็วา ความเขมขนที่ไดจากการใชทฤษฎีสถิติ ทําใหไดความเขมขนที่เหมาะสมข้ึนจริง 

ทั้งการใหปริมาณไฮโดรเจนสูงข้ึน อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน เซลลมีประสิทธิภาพของกิจกรรม
การผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน และประสิทธิภาพการเปล่ียนสับสเตรดไปเปนกาซไฮโดรเจนดีข้ึน จงึถือ
เปนการประสบความสําเร็จของการบูรณาการวิชาการและเทคโนโลยตีางสาขา คือ ทาง
คณิตศาสตร สถิติ และชีววทิยาเขาดวยกนั ทําใหไดผลสัมฤทธิ์ที่ดีข้ึน 
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ภาพท่ี 27  แสดงการผลิตไฮโดรเจนในถังผลิตไฮโดรเจน ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลิตร ความเขมแสง  
3,000 ลักซ โดย (ก) การผลิตกาซไฮโดรเจน และ (ข) การเจริญของเช้ือในอาหาร
สภาวะทีเหมาะสมที่ไดจาก SPSS-Statistica (Optimal medium)  (      ) และใน
อาหารด้ังเดิม (Original or Ormerod’s medium) (      ) 

(ก) 

(ข) 
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8.  การผลิตไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งแปงมนัโดยใชสภาวะที่เหมาะสมท่ีสุดที่ทาํนายโดยวิธี
สถิติ ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาด 6 ลติร ปริมาตรบรรจุ 5.7 ลติร  

 
จากผลการทดลองขางตน การใชน้ําทิ้งเกบ็คร้ังที่ 2 ในการผลิตกาซไฮโดรเจนของ 

Rubrivivax gelatinosus SB24 ความเขมขนที่เหมาะสมที่จะใช คือ 27 เปอรเซ็นต เจือจางใน 
Ormerod’s minimal glutamate medium บมที่ความเขมแสง 3,000 ลักซ พบวา และปรับปริมาณ
สาร 3 ชนิดตามที่กาํหนดโดย SPSS-Statistica ผลปรากฎวา อาหารเร่ิมตนมีสีดํา ดังแสดงในภาพ
ที่ 32 มีผลตอการรับแสง และเมื่อเพาะเล้ียงผานไป 5 วนั เกิดการผลิตกาซไฮโดรเจนนอยมากเพยีง 
37 มล. พบวามีคานอยกวาน้ําทิ้งที่เจือจางดวยอาหาร Ormerod’s minimal-glutamate medium 
ทั้งนี้นาจะเปนเพราะปริมาณเหล็กไอออนทีใ่สมากข้ึน และไปทําปฏิกิริยากับสารปนเปอนในน้ําทิ้ง 
เชน สารประกอบซัลเฟอร ตกตะกอนเปน FeS เปนตน อีกทัง้อาหารมีสีดํามีผลตอประสิทธิภาพ
ของเซลลในการรับแสง หรืออาจทาํใหแบคทีเรียใชเหล็กไอออนในการเจริญไดยากข้ึน 

 
จึงไดทดลองเพิ่มความเขมแสงเปน 7,000 ลักซ และพยายามควบคุมอุณหภูมิใหเทากับ 

40 องศาเซลลเซียส แตมีบางชวงที่อุณหภูมิสูงถงึ 45 องศาเซลลเซียส พบวาใหการผลิตกาซ
ไฮโดรเจนปริมาณที่สูงข้ึนเปน 600 มล. อยางไรก็ตาม กย็ังคงนอยกวาสภาวะที่เจือจางดวย 
Ormerod’s minimal-glutamate medium สูตรด้ังเดิมเชนกนั ที่บมทีค่วามเขมแสงเพียง 3,000 
ลักซ ไดปริมาณไฮโดรเจนสะสมเทากับ 2,200 มล. ตามลําดับ แสดงวาการเพิ่มความเขมแสงเซลล
มีประสิทธิภาพในการรับแสงดีข้ึนเล็กนอย แตเหล็กไอออนก็ยงัอยูในรูปที่แบคทีเรียใชไดยากจึงทาํ
ใหการผลิตไฮโดรเจนไดไมดี ดังนัน้สภาวะที่เหมาะสม ซึง่ใสเหล็กไอออนมากข้ึนไมเหมาะสมจะ
นํามาใชกับน้าํทิง้เพราะทําใหเหลก็ไอออนอยูในรูปที่แบคทีเรียใชยาก และอาหารมีสดํีา ถงึแมจะใช
ความเขมแสงสูงมากกท็ําใหประสิทธิภาพของเซลลในการผลิตไฮโดรเจนเพิม่ข้ึนเล็กนอย อีกทัง้ยงั
ยากในการควบคุมอุณหภูมิของระบบ ไฮโดรเจนที่ผลิตไดจึงไมคุมกับพลังงานที่ลงทุน (ภาพที ่28) 
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ภาพท่ี 28  การผลิตไฮโดรเจนของ Rubrivivax gelatinosus SB24 ในถงัผลิตไฮโดรเจน  
ขนาดบรรจุ 5.7 ลิตร ในสภาวะไมมีออกซิเจน แตมีแสง อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซยีส  
ในอาหารเล้ียงเช้ือทีม่ีสวนผสมของน้าํทิง้ 27 เปอรเซ็นตประกอบกับเจือจางดวย  
Optimal mediumบมที่ความเขมแสง 3,000 ลักซ  (     ) ความเขมแสง 7,000 ลักซ   
(      ) เปรียบเทียบกับเมื่อใชน้ําทิ้ง 27 เปอรเซ็นต เจือจางดวยสูตรอาหารด้ังเดิม  
(Original medium) ความเขมแสง 3,000 ลักซ (     )  
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แสดงใหเหน็วาไมสามารถใชน้ําทิ้งแปงมนัที่เจือจางดวย Optimal medium เพื่อ 
ปรับปรุงการผลิตในระบบนี้ได ถาไดอาจตองใชความเขมแสงที่สูงกวานี้มาก ซึง่ก็ตองเพิม่ความ
เขมแสงของแหลงกําเนิดแสง มีผลทําใหอุณหภูมิสูงข้ึนเกิน 45 องศาเซลเซียส ตองมีระบบหลอเยน็
เพิ่มเติม เปนการเพิ่มตนทนุในการผลิต สรุปไดวาสภาวะ Optimal medium ใชไดดีกับในอาหาร
เล้ียงเชื้อที่ใส หรือจะนาํไปใชกับการนําน้ําทิ้งประเภทที่เมื่อปรับปริมาณสารทั้งสามตามสภาวะ 
Optimal medium แลวไมทําใหนาํทิง้เปลี่ยนสภาพไป ดังนั้นแสดงใหเหน็วาความเขมขนของ
เฟอรัสซัลเฟตมีอิทธพิลตอคุณสมบัติของน้าํทิง้ โดยความเขมขนของเฟอรัสซัลเฟตที่สูงจะะ
เปล่ียนแปลงคุณสมบัติของน้ําทิ้ง การที่จะหาสภาวะที่เหมาะสมในน้าํทิง้นาจะเพิ่มปจจัยของ
ปริมาณน้าํทิง้ไปดวย เพื่อศึกษาปจจัยรวมระหวางปริมาณน้ําทิง้ และความเขมขนของ
เฟอรัสซัลเฟต  

 
ดังนัน้จากผลการทดลองขางตนการนาํน้าํทิ้งแปงมันมาใชในการผลิตไฮโดรเจนดวย

กระบวนแบบใชแสง พบขอจํากัดของน้าํทิ้งที่นาํมาใชคือ ตะกอนที่มีอยูในน้าํทิง้ จะมผีลตอการรับ
แสงของเซลลไดนอย สงผลตอกระบวนการสังเคราะหแสงและการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย R. 
gelatinosus SB24 ไดไมดี อีกทั้งน้าํทิง้ยงัมีสารปนเปอนหลายชนิด ไมสามารถเติมสารจําเปน ลง
ในน้าํทิง้แปงมนัตามปริมาณที่เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนท่ีทํานายดวยวิธทีางสถิติ ไดแก
ปริมาณเหล็กไอออนที่เพิ่มข้ึน 4 เทา จะทาํใหน้าํทิง้เกิดตะกอนสีดํามาก ทาํใหประสิทธิภาพการรับ
แสงของเซลลนอยลงเชนกัน สรุปวาเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน จะตองเอาตะกอนเสนใยออกจากน้ําทิง้ 
เจือจางน้ําทิง้ที่ไมมีตะกอนใหมีความเขมขน 27 เปอรเซ็นต มีปริมาณน้ําตาลรีดิวซ และ COD 
เทากับ 2,000 และ 4,900 มก./ลิตร ตามลําดับ เจือจางดวย minimal glutamate medium ใหแสง
ความเขมแสงเพียง เชน 2,000 ลักซ ปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตไดสูงสุดคือ 4 ลิตร และเม่ือใชน้าํทิง้
แปงมันเปนสับสเตรด จะใหไฮโดรเจนสูงสุดเทากับ 2.6 ลิตรตอน้ําทิง้ 1 ลิตร (L/L WW) 
อยางไรก็ตาม แมจะปรับปรุงใหการใชน้ําทิง้แปงมนัสามารถผลิตไฮโดรเจนไดดีกวาเดิมแลวก็ตาม 
แตก็ยังไดปริมาณไฮโดรเจนนอยกวาเมื่อใชแปงมันสําปะหลัง 1 เปอรเซ็นต เปนแหลงให
อิเล็กตรอน ที่ไดปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสม 8 ลิตร ของงานวิจยักอนหนา อยางไรกต็าม การผลิต
ไฮโดรเจนที่ใชน้ําทิ้งก็เปนการนําของเหลือทิ้งมาใช เปนการลดตนทนุการผลิตลง และยังเปนการ
กําจัดของเหลือทิ้งอีกทางหนึ่ง  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 น้ําทิ้งจากโรงงานแปงมันสําปะหลังสามารถใชเปนวัตถุดิบในการผลิตกาซไฮโดรเจนได 
ดวยชีววิธี เมื่อใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุม non-sulfur purple bacteria สายพนัธุ Rubrivivax 
gelatinosus SB24 ปจจัยทีม่ีอิทธพิลตอการผลิตคือ วิตามิน  แสง  ไอออนของโลหะหนกั  และสาร
จับโลหะหนัก 
 
 ไบโอติน (biotin) เปนวิตามนิที่จําเปนที่สุดสําหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน และการ
เจริญของ R. gelatinosus SB24 สวนวิตามินอีกสามชนิด ไดแก ไทอะมีน (thiamine)  พาราอะมิ
โนเบนโซอิกเอซิด (ρ-aminobenzoic acid)  และกรดนิโคตินิก (nicotinic acid) ชวยสงเสริมการ
ผลิตไฮโดรเจน  การใชยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร สามารถทดแทนวิตามนิทัง้ 4 ชนิดได และใหอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนสูงกวา ตนทนุการผลิตตํ่ากวาเมื่อใสวิตามนิทัง้ 4 ชนิด  
 

เหล็กไอออน โมลิบดินั่มไอออน เปนโลหะหนกัสําคัญและจําเปนตอประสิทธิภาพของเซลล
ในการผลิตไฮโดรเจน สาร chelating agent ชนิด EDTA มีอิทธิพลตอเซลลเนื่องจากเปนสารที่จับ
ไอออนของโลหะ  เมื่อศึกษาทีละปจจัย (one factor at a time) ในขนาด 60 มล. ในอาหาร 
malate-glutamate ที่ยังไมเติมน้ําทิ้ง เหล็กไอออนความเขมขน 11-22 มก./ลิตร ใหปริมาณ
ไฮโดรเจนสูงทีสุ่ด และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด การเพิ่มความเขมขนเหล็กไอออนข้ึนเปน 
224 มก./ลิตร จะยับยัง้การผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 อยางชัดเจน  ในสภาวะที่
ขาดโมลิบดินัม่ไอออนแบคทีเรียผลิตไฮโดรเจนไดนอยมาก และปริมาณโมลิบดินัม่ไอออนเพียง 
0.28 มก./ลิตร ใหการผลิตไฮโดรเจนดีที่สุด  สําหรับสาร chelating agent ชนิด EDTA ไมจําเปน
ตอกลไกการผลิตไฮโดรเจนของ R. gelatinosus SB24 แตการมี EDTA ในปริมาณ 9-18 มก./ลิตร 
ชวยสงเสริมการผลิตไฮโดรเจน ทําใหเซลลมีกิจกรรมจําเพาะในการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน แตการมี 
EDTA ความเขมขนสูงต้ังแต 90 มก./ลิตร จะยับยั้งการผลิตไฮโดรเจน  

 
 จากการนาํทฤษฎีทางคณิตศาสตรและสถิติมาประเมนิความสัมพนัธและหาสภาวะที่ดี
ที่สุดรวมกับการทดลองจริง โดยใช Box-Behnken design ออกแบบการทดลองสําหรับทั้ง 3 
ปจจัย และใชวิธีทางสถิติดวยโปรแกรม SPSS-Statistica หรือ Minitab ทํานายความเขมขนที่
เหมาะสม พบวาสารทั้งสามชนิดไมมีความสัมพนัธกนัทางสถิติ แตทั้งสามชนิดสําคัญตอ
กระบวนการผลิตไฮโดรเจน ความเขมขนทีดี่ที่สุดของเฟอรัสซัลเฟตที่ดีคือ 49.6 มก./ลิตร โซเดียม
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โมลิบเดตเทากับ 0.95 มก./ลิตร และ EDTA เทากับ 7.98 มก./ลิตร ในการผลิตไฮโดรเจนดวย R. 
gelatinosus SB24 ในถังผลิตไฮโดรเจนขนาดบรรจุ 5.7 ลิตร เมื่อใชความเขมขนของสารทัง้ 3 
ชนิดขางตน พบวาการปรับปรุงสูตรอาหารใหมีความเขมขนของสารทั้งสามใหเหมาะสม ชวยเพิม่
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนไดแมวาไมมีผลตอการเจริญของเซลล กลาวคืออัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงข้ึนจาก 9 มล./ลิตร/ชม. เปน 13 มล./ลิตร/ชม. ปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตไดทั้งหมดใน
เวลา 10 วัน ไดเพิ่ม 1.4 เทา จาก 5 ลิตร เปน 7 ลิตร  และเซลลมีประสิทธิภาพในการเปล่ียน
สับสเตรดไปเปนไฮโดรเจนไดสูงกวาเดิม ในทางตรงกันขามปริมาณเซลลสูงสุดในอาหาร Optimal 
medium มีปริมาณนอยกวาในอาหารด้ังเดิม แสดงใหเห็นวาการผลิตไฮโดรเจนไมแปรผันตามการ
เจริญของเช้ือ ดังนัน้สรุปปริมาณสารทีป่รับเปล่ียนไดดังนี้คือ มีเฟอรัสซัลเฟตเพิม่ข้ึน 5 เทา  
โซเดียมโมลิบเดตใกลเคียงกบัอาหารด้ังเดิมและมี EDTA นอยกวาประมาณคร่ึงหนึง่ เมื่อคํานวณ
ราคาอาหารทัง้สองชนิดแลวไมแตกตางกนั แตอาหารที่ปรับปรุงใหมใหผลผลิตไฮโดรเจนที่มากกวา 
อยางไรก็ตามความเขมขนของสารทัง้สามไมเหมาะสมทีจ่ะใชกับน้าํทิ้งโรงงานแปงมนัเพราะการใส
เฟอรัสความเขมขนสูงข้ึนกวาอาหารด้ังเดิมถึง 5 เทา ทาํใหน้ําทิ้งมีสีดํา มีผลเสียตอประสิทธิภาพ
การรับแสงของเซลล และไดปริมาณไฮโดรเจนนอยลงมาก 
 
 เมื่อใชน้ําทิง้แปงมันในการผลิตไฮโดรเจนจําเปนตองเพิม่สารอาหารโดยการเจือจางน้ําทิ้ง
ในอาหาร minimal-glutamate และปรับพีเอชอาหารเร่ิมตนใหเปน 6.8  ความเขมขนของน้าํทิง้แปง
มันทีเ่หมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนดวย R. gelatinosus SB24 คือความเขมขน 18-27 เปอรเซน็ต  
  
 ปจจัยทางกายภาพที่มีอิทธพิลตอการผลิตไฮโดรเจนเมือ่ใชน้ําทิ้งแปงมัน ไดแก ความเขม
แสง และการรับแสงของเซลล น้าํทิง้มีความขุนเนื่องจากเสนใยและตะกอนที่ปนเปอนมา การ
ตกตะกอนน้ําทิ้งชวยเพิ่มประสิทธิภาพเซลลในการรับแสงและความเขมแสงทาํใหแบคทีเรียมี
กิจกรรมจําเพาะในการผลิตไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน และไดปริมาณไฮโดรเจน
เพิ่มข้ึน 4 เทา  
 

การผลิตไฮโดรเจนเมื่อใชน้ําทิ้งแปงมัน 27 เปอรเซ็นต ที่มตีะกอน พบวาเมื่อใหความเขม
แสง 2,000 ลักซ ไดไฮโดรเจนสะสม 917 มล. และเมื่อเพิ่มความเขมแสงเปน 3,000 ลักซ ได
ไฮโดรเจนสะสม 2,000 มล. จากขนาดบรรจุ 5.7 ลิตร แบคทีเรียมีกิจกรรมของเซลลในการผลิต
ไฮโดรเจนเพิ่มข้ึน และอัตราการผลิตกาซตอชม.สูงข้ึน 2.5 เทา  
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สรุปไดวาสภาวะที่ดีที่สุดสําหรับการผลิตไฮโดรเจนจากน้ําทิ้งแปงมันสําปะหลังคือ ใชน้ํา
ทิ้งที่เอาตะกอนออกที่ความเขมขน 27 เปอรเซ็นต เจือจางในอาหาร Ormerod’s minimal-
glutamate พีเอช 6.8 ใสยีสตสกัด 0.1 กรัม/ลิตร แทนวิตามิน 4 ชนิด และใหแสงที่ความเขมแสงสูง 
2,000 ลักซ ไดไฮโดรเจนสะสมทั้งหมด 4 ลิตร จากขนาดบรรจุ 5.7 ลิตร อัตราการผลิตไฮโดรเจน 
14 มล./ลิตร/ชม. และประสิทธิภาพของเซลล 2.7 มล./มก.โปรตีนเซลล และสามารถลดความ
สกปรก (COD) ของน้าํทิง้ลงได 59 เปอรเซ็นต  

 
ขอเสนอแนะคือ การจะนําน้าํทิง้หรือของเหลือทิง้ทางการเกษตรมาใชในการผลิต

ไฮโดรเจนแบบใชแสง (photohydrogen production) ดวย non-sulfur purple phototroph 
ตะกอนที่อยูในน้าํทิง้หรือของเหลือทิ้งจะทําใหประสิทธภิาพการรับแสงของเซลลนอยลง ดังนัน้การ
กําจัดตะกอนน้ําทิ้งหรือของเหลือทิง้ออกกอนในข้ันตอนแรกจะชวยทําใหประสิทธิภาพการรับแสง
ของเซลลไดมากข้ึน โดยไมตองเพิ่มความเขมแสง และทําใหแบคทีเรียมีการผลิตไฮโดรเจนท่ีดี 

 
การที่จะนาํสภาวะที่ไดจากการทาํนายดวยวิธทีางสถิติไปใชในการผลิตไฮโดรเจนดวย R. 

gelatinosus SB24 จะใชไดดีกับในอาหารเล้ียงเชื้อที่ใส หรือนําไปใชเติมในน้าํทิง้ประเภททีเ่มื่อ
ปรับปริมาณสารทั้งสามชนิดตามสภาวะ Optimal medium แลวไมทําใหนาํทิง้เปลี่ยนสภาพไป  

 
การทดลองนีม้ีการใชวธิีทางสถิติซึ่งเปนศาสตรที่เกีย่วกบัส่ิงไมมีชีวิต (in vitro) มาใชกับ

งานทางดานชีววทิยา (in vivo) ในโอกาสทีใ่ชโปรแกรมตางกนั สรุปวาการนาํวิธทีางสถิติมาใชกับ
งานทดลองกบัส่ิงมีชีวิตนั้นตองคํานงึถงึจดุประสงคของผูทําการทดลอง และการจะเลือกใช
โปรแกรมใดนั้นข้ึนอยูกับความสะดวก และความชาํนาญของผูใช เพราะตัวโปรแกรมไมไดทําให
คาที่ไดจากการทํานายตางกนั แตจะตางกนัเพราะผูใชโปรแกรม ดังนัน้ในการจะใชวิธีทางสถิติกบั
งานทางสาขาส่ิงมีชีวิต นกัสถิติและนักชวีวิทยาก็ตองมคีวามรูความเขาใจในศาสตรของกันและกนั
พอสมควร เพือ่ควบคุมใหงานเปนไปตามจดุประสงค เพราะในบางคร้ังทางสถิติไมแตกตางในการ
ทดลองระดับหองปฏิบัติการ แตเมื่อทําการขยายขนาดอาจจะตางกนัมากข้ึน  
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 
 

ชื่อ นางสาว น้ําทพิย  เดชแพร 
เกิดวันที ่ วันที่ 8 พฤษภาคม 2528 
สถานที่เกิด อําเภอพระประแดง จังหวัดสมุทรปราการ 
ประวัติการศกึษา วท.บ. เกียรตินิยมอันดับหนึง่ (ชีววิทยา) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
สถานทีท่ํางานปจจุบัน  -- 
ผลงานทางวชิาการ - ไดผานการพจิาณาจากคณะกรรมการผูทรงคุณวุฒิสาขาวทิยาศาสตร 

และไดนําเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการเกษตรศาสตร คร้ังที่ 48 
ระหวางวันที่ 3-5 กุมภาพนัธ 2553 ในหวัขอ วิธีการทางสถิติในการหา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไบโอไฮโดรเจน (Statistica Methods Used 
in Optimizing Conditions of Biohydrogen Productions) 

  - ไดเขารวมและเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการวทิยาศาตรและ
เทคโนโลยีแหงประเทศไทยคร้ังที่ 14 ระหวางวนัที ่26-28 ตุลาคม 2553  
ในหวัขอ การประเมินปจจัยสําคัญที่มีผลตอการผลิตไฮโดรเจนแบบมีแสง
ของ Rubrivivax gelatinosus SB24 (Evaluation of Important Factors 
Affecting Hydrogen Photoproduction of Rubrivivax gelatinosus 
SB24.) 

ทุนการศึกษาท่ีไดรับ ไดรับทุนจากบริษัท ปตท. เคมิคอล จํากัด (มหาชน) สนบัสนุนทนุดาน
การศึกษา และดานงานวิจยัตลอดการศึกษา 

 


