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การวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจาก
น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ในสภาพปกติท่ีไม่มีการเติมสารอาหารใดๆ ลงไป โดยการหมกัแบบไม่ใชแ้สง 
ดว้ยแบคทีเรียผสมจากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์ น าแบคทีเรียมาผา่นการคดักรองดว้ย
ความร้อน กรด ด่าง คลอโรฟอร์มและการแช่แขง็และละลาย เพื่อก าจดัแบคทีเรียชนิดท่ีผลิตก๊าซมีเทน 
จากนั้นท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรียดว้ยสารละลายกลูโคสและสารอาหาร
เป็นเวลาประมาณ 15 วนัจึงน าไปท าการศึกษาต่อ    มวลแบคทีเรียเร่ิมตน้มีค่าประมาณ 4,000 มก. /ล.    
น ้าเสียท่ีใชมี้ค่าซีโอดีประมาณ 6,000 มก./ล. พีเอชเร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่า 6.3   การศึกษาแบ่งออกเป็น 
2 ส่วน    ส่วนแรกท าการหมกัน ้าเสียและแบคทีเรียโดยการเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว เป็นเวลา              
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ตวัอยา่งก๊าซและน ้าเสียในระบบเพื่อวเิคราะห์หาผลผลิตก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึน      ส่วนท่ีสองท าการ
หมกัน ้าเสียดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิต่างๆโดยการเดินระบบแบบก่ึงต่อเน่ือง ระยะเวลา
เก็บกกั 2.6 วนั ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาประมาณ 30 วนั  เก็บตวัอยา่งก๊าซท่ีเกิดข้ึน      
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ผลการศึกษาพบวา่น ้าเสียและแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธีการ 

และสภาวะท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไม่เหมาะสมในการผลิตก๊าซไฮโดรเจน การคดักรองดว้ยความร้อน กรด 
และด่างผลิตกา๊ซไฮโดรเจนไดน้อ้ยมาก  โดยใหผ้ลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดประมาณ 30 มล./ก.ซีโอดี       
ท่ีถูกก าจดั (ท่ีสภาวะมาตรฐาน)  ยิง่ไปกวา่นั้นการคดักรองแบคทีเรียดว้ยคลอโรฟอร์มและการแช่แขง็
และละลายในสภาวะท่ีศึกษาน้ีไม่สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได ้ แต่กลบัพบวา่ยงัคงสามารถผลิต    
ก๊าซมีเทนไดใ้นปริมาณสูง  ผลจากงานวจิยัน้ียงัพบอีกวา่แบคทีเรียผลิตก๊าซมีเทนจากโรงงานผลิตเบียร์       
มีความแขง็แรงและทนต่อความร้อน กรด ด่าง คลอโรฟอร์มและการแช่แขง็ไดเ้ป็นอยา่งดีและสามารถ
ฟ้ืนฟูกลบัมาไดเ้ม่ือระยะเวลาเพียงพอ 
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The objective of this research was a feasibility study for biohydrogen production from 
normal brewery wastewater through dark fermentation by using the mixed bacterial culture 
originated from the brewery digested sludge.  Five pretreatment methods including heat, acid, base, 
chloroform, and freezing and thawing methods were applied to suppress methane producing 
bacteria.    Glucose-based substrate was used to acclimate the pretreated bacterial culture for                 
15 days.   The acclimated bacterial culture was used as a parent culture. The initial biomass was 
approximately 4000 mgMLVSS/l.  Brewery wastewater used was prepared to be 6000 mgCOD/l.  
The wastewater pH was 6.3. The study was divided into two parts.   The first part was a digestion                    
of brewery wastewater by the separate pretreated bacteria in a batch mode at 350C.  Each batch test 
lasted about 120 hours.  The initial pHs of brewery wastewater were varied in the range of 4-7.     
The biogas and digested wastewater in the system were collected to determine the biogas yield 
obtained from the system.   The second part was a digestion of brewery wastewater by the separate 
pretreated bacteria in a semi-continuous mode at the hydraulic retention time of 2.6 days at 300C.   
Experiments were conducted up to 30 days. The biogas was collected to determine the content                
of gas.      

The results found that normal brewery wastewater digested with the pretreated bacteria 
under the tested conditions was not appropriate to produce H2.   Heat, acid and base pretreated 
culture produced H2 insignificantly level.  The maximum H2 yield obtained was approximately        
30 ml at STP/g COD degraded.  Moreover H2 was not detected from the reactors that contained 
chloroform and freezing and thawing pretreated bacteria.  On the other hand, CH4 in the produced 
biogas was detected at high levels.  Another finding was that methane producing bacteria could 
tolerate heat, acid, base, chloroform, and freezing and thawing and could be recovered when 
sufficient time was allowed. 
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การศึกษาความเป็นไปได้ในการผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพ 
จากน า้เสียโรงงานผลติเบียร์โดยการหมกัแบบไม่ใช้แสง 

 
Feasibility Study for Biohydrogen Production 

from Brewery Wastewater by Dark Fermentation 
 

ค าน า 
 

ความตอ้งการพลงังานของมนุษยก์ าลงัเพิ่มมากข้ึนอยา่งไร้ขีดจ ากดัในปัจจุบนั มนุษยเ์ราใช ้

พลงังานเพื่อผลประโยชน์ทั้งทางดา้นเศรษฐกิจ คมนาคม และความสะดวกสบายในการด ารงชีวติ 

ประเทศไทยนบัไดว้า่เป็นประเทศก าลงัพฒันาซ่ึงมีการขยายตวัทางดา้นเศรษฐกิจและสังคม เช่น 

เดียวกนักบัประเทศทัว่โลก ส่งผลใหมี้ความตอ้งการพลงังานในปริมาณท่ีเพิ่มมากข้ึน จากสาเหตุ

ดงักล่าวท าใหมี้ปัญหาการขาดแคลนพลงังานเกิดข้ึน จึงมีความพยายามในการวจิยัและพฒันา

คน้ควา้หาแหล่งพลงังานทดแทนอยา่งกวา้งขวาง เพราะพลงังานท่ีใชส่้วนใหญ่เป็นพลงังานท่ีไดจ้าก

เช้ือเพลิงฟอสซิล ไดแ้ก่  น ้ามนั ถ่านหิน และ ก๊าซธรรมชาติ ซ่ึงเป็นเช้ือเพลิงท่ีมีอยูอ่ยา่งจ ากดั อีกทั้ง

การแปรรูปเช้ือเพลิงท่ีกล่าวมาน้ีไปเป็นพลงังานยงัก่อใหเ้กิดปัญหามลพิษทางอากาศ ดงันั้นพลงังาน

ทดแทนในอนาคตจึงตอ้งค านึงถึง ความเป็นมิตรต่อส่ิงแวดลอ้ม ความย ัง่ยนื และการน าไป             

ใชป้ระโยชน์อยา่งมีประสิทธิภาพ จึงไดมี้การศึกษาวจิยัเพื่อหาแหล่งพลงังานท่ีเหมาะสมเพื่อใชเ้ป็น

แหล่งพลงังานทดแทน       ก๊าซชีวภาพ (biogas) เป็นเช้ือเพลิงท่ีสามารถตอบสนองความตอ้งการ    

แหล่งพลงังานทดแทนในอนาคตของมนุษยไ์ดเ้ช่นกนั เน่ืองจากไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม             

ในประเทศไทยนั้นการศึกษาการผลิตก๊าซชีวภาพเพื่อเป็นพลงังานทดแทนส่วนใหญ่เป็นไปเพื่อผลิต

ก๊าซมีเทน (CH4)     แต่ในการสันดาปเช้ือเพลิงมีเทนก่อใหเ้กิดคาร์บอนไดออกไซด ์ (CO2) ซ่ึงเป็น   

ก๊าซเรือนกระจก (green house gas) ท่ีส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มท าให้โลกร้อนข้ึน        ถึงแมว้า่

จะมีปริมาณไม่มากก็ตาม ในขณะท่ีก๊าซชีวภาพอีกชนิดหน่ึงอยา่งไฮโดรเจน (H2) นั้นจดัไดว้า่เป็น

เช้ือเพลิงสะอาด   เน่ืองจากการสันดาปของเช้ือเพลิง H2 กบัออกซิเจน (O2) จะใหผ้ลิตภณัฑอ์อกมา    

ในรูปแบบของพลงังานความร้อนและน ้าเท่านั้น 
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กระบวนการผลิต H2 ในระดบัอุตสาหกรรมมีดว้ยกนัหลายวธีิ แต่ท่ีใชก้นัมาก และมีตน้ทุน
ต ่ามีอยู ่2 วธีิ     วธีิแรกเรียกวา่ “steam hydrocarbon reforming” โดยจะฉีดพน่ไอน ้าอุณหภูมิสูงเขา้
ผสมกบัก๊าซธรรมชาติ ท าใหโ้มเลกุลไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon, HC) เกิดการแตกตวั  และ
ปลดปล่อย H2 ออกมา      วธีิท่ีสองเรียกวา่ “gasification” คือ การเผาถ่านหินท่ีมีก ามะถนัต ่า โดยใช้
อุณหภูมิสูงแลว้ดกัจบัก๊าซท่ีเกิดข้ึนไปสกดัแยก H2 จากก๊าซอ่ืนๆ เช่น คาร์บอนมอนอกไซด ์(carbon 
monoxide, CO) และ CO2     ซ่ึงลว้นแลว้แต่เป็นวธีิการผลิตท่ีมาจากกระบวนการทางความร้อนเคมี
ทั้งส้ิน งานวจิยัทางเทคโนโลยชีีวภาพในช่วงท่ีผา่นมาไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่      สามารถใชส่ิ้งมีชีวติ
บางชนิดมาเป็นตวัช่วยในการผลิต H2 ในปริมาณมากไดจ้ากทรัพยากรธรรมชาติท่ีใชไ้ม่หมด     เช่น 
แสงแดด น ้า นอกจากน้ียงัผลิตไดจ้ากของเสียท่ีเป็นชีวมวล (biomass)   หรือ จากกระบวนการบ าบดั
น ้าเสียไดอี้กดว้ย 

 

การผลิต H2 จากการบ าบดัน ้ าเสียเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีถูกน ามาใช ้  เน่ืองจากสามารถผลิต
H2 และ ลดปริมาณของเสียท่ีจะส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มไดใ้นเวลาเดียวกนั  การผลิต H2 ดว้ยวธีิ
ทางชีวภาพสามารถท าไดโ้ดยใชแ้บคทีเรีย (hydrogen producing bacteria)    เป็นตวัช่วยยอ่ยสลาย      
ของเสียในรูปของสารอินทรียใ์นน ้าเสีย ทั้งน้ีประเทศไทยยงัเป็นประเทศอุตสาหกรรมการเกษตร   
ท าใหมี้ของเสียในรูปของสารอินทรียท่ี์เกิดจากโรงงานอุตสาหกรรมแปรรูปผลผลิตทาการเกษตร 
ในปริมาณมาก ดงันั้นการผลิต H2 โดยวธีิทางชีวภาพจึงเป็นแนวทางในการผลิตท่ีน่าสนใจ และ   
ควรมีการศึกษาเพื่อพฒันาอยา่งต่อเน่ือง เน่ืองจากจะก่อใหเ้กิดประโยชน์ทั้งทางดา้นของแหล่ง
พลงังานทดแทนของประเทศ และ ยงัเป็นการจดัการของเสียท่ีไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้มไป
พร้อมๆกนั 

 

 งานวจิยัน้ีท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์     
โดยใชแ้บคทีเรียแบบผสม (mixed culture) จากถงั UASB (upflow anaerobic sludge blanket) ของ
โรงงานผลิตเบียร์ ภายใตส้ภาวะท่ีไม่ใชแ้สงและไม่ใชอ้อกซิเจน โดยท่ีแบคทีเรียท่ีน ามาใชใ้น
งานวจิยัคร้ังน้ีตอ้งผา่นการคดักรองดว้ยวธีิต่างๆ ดงัน้ี การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ย
ความร้อน (heat treatment),       การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรด (acid treatment), 
การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (base treatment),  การคดักรองแบคทีเรียโดยการ
ปรับสภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม (chloroform treatment) และการคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพ
ดว้ยการแช่แขง็และละลาย (freezing and thawing treatment) น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแลว้มา
ท าการศึกษาต่อไป    น ้าเสียมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l  มวลแบคทีเรีย (MLVSS) มีค่าประมาณ 
4000 mg/l ส าหรับแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองทุกวธีิ       งานวจิยัน้ีแบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน      



3 
 

ส่วนแรกท าการเดินระบบแบบการเติมคร้ังเดียว (batch operation) ท่ีอุณหภูมิ 35๐C โดยใชแ้บคทีเรีย
ท่ีผา่นการคดักรองแลว้ในแต่ละวธีิการมาท าการศึกษา     ไม่มีการปรับค่า pH เร่ิมตน้ของแบคทีเรีย 
ในขณะท่ีน ้าเสียท่ีน ามาใชป้รับค่า pH เร่ิมตน้ใหอ้ยูใ่นช่วง 4-7    อตัราส่วนมวลแบคทีเรียต่อน ้าเสีย
ท่ีใชใ้นการหมกัมีค่าเท่ากบั 1:4  ท าการศึกษาจนกระทั้งระบบไม่มีก๊าซเกิดข้ึน ประมาณ 120ชัว่โมง   
พิจารณาชนิดและผลผลิตของก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนจากผลผลิต H2 (H2 yield, mlH2/gCOD degraded) 
และ/หรือผลผลิต CH4 ท่ี (CH4 yield, ml CH4 / g COD degraded)         ท่ีเกิดข้ึนในระบบตลอดทั้ง
พิจารณาประสิทธิภาพในการก าจดัของเสียของระบบ โดยพิจารณาจากความสามารถในการก าจดั
สารอินทรียใ์นรูป COD ท่ีลดลง (%COD degradation)   และหาค่า pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียจาก
โรงงานผลิตเบียร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิต H2 และ/หรือ CH4       ส่วนท่ีสองท าการศึกษาโดย
การเดินระบบแบบการเติมก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation)  ท่ีระยะเวลาเก็บกกัน ้าเสียระบบ
เท่ากบั 2.6 วนั อุณหภูมิหอ้งประมาณ 30๐C  เป็นเวลาประมาณ 30 วนั      งานวจิยัน้ีใชน้ ้าเสียจาก 
EQ tank (Equalization tank)      ของโรงงานผลิตเบียร์ผสมรวมกบักากยสีตท่ี์เป็นของเสียจาก
กระบวนการผลิต (COD ประมาณ 6,000 mg/l)       เป็นแหล่งอาหารของแบคทีเรียเพียงอยา่งเดียว
เท่านั้นไม่มีการเติมสารอาหารใดๆเพิ่มลงไป (normal brewery wastewater)      ทั้งน้ีเพื่อใหผ้ลท่ีได้
จากการศึกษาสามารถน าไปใชไ้ดจ้ริงในทางปฏิบติั 
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4 

วตัถุประสงค์ 
 

ศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซ ไฮโดรเจนจากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีไม่มีการเติม
สารอาหารใดๆเพิ่มลงไป (normal brewery wastewater)  โดยใชแ้บคทีเรียแบบผสม (mixed culture)
จากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์ท่ีผา่นการคดักรองแบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดท่ี
ผลิตก๊าซไฮโดรเจน 5 วธีิ      ไดแ้ก่      การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน             
(heat treatment), การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรด (acid treatment), การคดักรอง
แบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (base treatment),   การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพ
ดว้ยคลอโรฟอร์ม (chloroform treatment)     และการคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ย      
การแช่แขง็และละลาย (freezing and thawing treatment)    โดยท าการเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว 
(batch process) ท่ีอุณหภูมิ 35๐C   และ   เดินระบบแบบก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous process)             
ท่ีอุณหภูมิห้องประมาณ 30๐C ภายใตส้ภาวะท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic digestion) และ ไม่ใชแ้สง 
(dark fermentation)  
 

ขอบเขตการวจัิย 
 

1. น ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ (brewery wastewater)    และ   แบคทีเรียแบบผสม (mixed 
culture) ท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีน ามาจากโรงงานผลิตเบียร์ของโรงงานปทุมธานีบริวเวอร์ร่ี จงัหวดั
ปทุมธานี 

   
2. น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีใชไ้ม่มีการเติมสารอาหารใดๆเพิ่มลงไป     (normal brewery 

wastewater) มีความเขม้ขน้ของ COD ประมาณ 6,000 mg/l และ pH 6.31   ศึกษาดว้ยแบคทีเรีย        
ท่ีผา่นการคดักรองแบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดผลิตก๊าซไฮโดรเจน 5 วธีิ  ไดแ้ก่  การคดักรอง
แบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน (heat treatment),   การคดักรองแบคทีเรียโดยการ  
ปรับสภาพดว้ยกรด (acid treatment),     การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (base 
treatment),   การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม (chloroform treatment)   
และการคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยการแช่แขง็และละลาย  (freezing and thawing)  

 

3. ท าการศึกษาภายใตส้ภาวะท่ีไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic digestion)   และ ไม่ใชแ้สง 
(dark fermentation)   

 

4. ท าการศึกษาในระดบัห้องปฏิบติัการ (lab scale)
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การตรวจเอกสาร 
 
 ในปัจจุบนัก๊าซชีวภาพท่ีเป็นท่ีรู้จกัและน ามาใชเ้ป็นพลงังานเช้ือเพลิงกนัอยา่งแพร่หลาย  
คือก๊าซมีเทน (CH4)    นอกจาก CH4 แลว้ก๊าซไฮโดเจน (H2) เป็นก๊าซชีวภาพอีกชนิดหน่ึงท่ีก าลงั
ไดรั้บความสนใจในการศึกษา วจิยัและพฒันา      เพื่อน าไปใชเ้ป็นพลงังานควบคู่กบัเซลลเ์ช้ือเพลิง 
ส าหรับผลิตกระแสไฟฟ้าและใชแ้ทนน ้ามนัเช้ือเพลิงในเคร่ืองยนต ์โดยเช้ือเพลิง hydrogen สามารถ
สังเคราะห์ไดจ้ากวตัถุดิบ ตามธรรมชาติหลายประเภท อาทิเช่น วสัดุชีวมวล ก๊าซชีวภาพ                  
ก๊าซธรรมชาติ และ ถ่านหิน   ขอ้ดีของ H2 คือ เป็นเช้ือเพลิงท่ีสะอาดไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษต่อ
ส่ิงแวดลอ้ม    แมก้ระทัง่ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) ซ่ึงเป็นตน้เหตุส าคญัของภาวะโลกร้อน 
 

คุณสมบัติของก๊าซไฮโดรเจน 
 

H2 จดัวา่เป็นเช้ือเพลิงอนาคต ทั้งน้ีเน่ืองจากไม่ส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มเม่ือเกิดการ   
เผาไหมก้บั O2   โดยจะมีเพียงไอน ้าเป็นผลพลอยได ้  ซ่ึงแตกต่างจากเช้ือเพลิงประเภทอ่ืนท่ีให้ CO2 
เป็นผลพลอยได ้  ซ่ึงเป็นก๊าซเรือนกระจก (greenhouse gas) ท่ีส่งผลกระทบโดยตรงต่อการท าให้
โลกมีอุณหภูมสูงข้ึน (global warming)      นอกจากน้ียงัสามารถน า H2 ไปผลิตกระแสไฟฟ้าโดย
ป้อนเขา้เซลลเ์ช้ือเพลิง ในขณะน้ีนกัวจิยัทัว่โลกใหค้วามสนใจเป็นอยา่งมากในการพฒันาเซลล์
เช้ือเพลิงมาประยกุตใ์ชใ้นดา้นต่างๆ  เน่ืองจากประสิทธิภาพของเซลลเ์ช้ือเพลิงมีค่าสูงกวา่อุปกรณ์
ผลิตไฟฟ้าแบบอ่ืนมากดว้ยเหตุผลดงักล่าว H2 จึงเป็นพลงังานอีกทางเลือกหน่ึงท่ีสามารถน ามาใช้
ทดแทนพลงังานดั้งเดิมได ้ โดยพิจารณาความเหมาะสมจากคุณสมบติัในดา้นต่างๆของ H2 ซ่ึงสรุป
พอสังเขปดงัน้ี 

 

1. แหล่งพลงังานดั้งเดิมก่อใหเ้กิดก๊าซเรือนกระจก       ซ่ึงก๊าซชนิดน้ีส่งผลกระทบต่อการ
เปล่ียนแปลงภูมิอากาศของโลก   โดยเฉพาะก๊าซคาร์บอนมอนออกไซด ์(CO) ท่ีเกิดจากการสันดาป 
(combustion) ของสารประกอบอินทรีย ์ เช่น น ้ามนั     แต่พลงังานจาก H2 เป็นพลงังานสะอาด           
ไม่ก่อใหเ้กิดก๊าซเรือนกระจก   ดงันั้นจึงไม่ส่งผลใหเ้กิดภาวะเรือนกระจก  

 

2. การเผาไหมข้องเช้ือเพลิงดั้งเดิมไม่วา่จะมาจากยานพาหนะ    หรือ   แหล่งอุตสาหกรรม     
ก่อใหเ้กิดกลุ่มควนัและฝุ่ นละออง แต่พลงังาน H2 ไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษทางอากาศเหล่าน้ี 

 

3. พลงังาน H2 สามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บังานท่ีตอ้งใชพ้ลงังานดั้งเดิมได ้    เช่น   ใชเ้ป็น
เช้ือเพลิงส าหรับครัวเรือน เคร่ืองยนตส์ันดาปภายใน เคร่ืองกงัหนั และ เคร่ืองไอพน่ 
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4. ค่าพลงังานเช้ือเพลิงท่ีไดจ้าก H2 มากกวา่ค่าพลงังานในเช้ือเพลิงประเภทไฮโดรคาร์บอน 
(HC) และ เช้ือเพลิงจากแอลกอฮอร์ (alcohol) เช่น เมทานอล (methanol) และ เอทานอล (ethanol) 
ถึง 2.5 และ5 เท่า ตามล าดบั 

 

5. H2 สามารถน าไปใชก้บัเซลลเ์ช้ือเพลิง (fuel cell) ในการผลิตไฟฟ้าได ้    ซ่ึงอยูร่ะหวา่ง
การพฒันาและคาดวา่จะน ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในอนาคต 
 

กระบวนการผลติก๊าซไฮโดรเจน 
 

กระบวนการผลิต H2 มีหลายวธีิ ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บัความเหมาะสมของปัจจยัต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง
กบักระบวนการผลิต   H2 สามารถผลิตจากแหล่งวตัถุดิบท่ีหลากหลาย เช่น ฟอสซิล น ้า ชีวมวล   
โดยกระบวนการผลิตทางเคมี หรือการผลิตดว้ยกระแสไฟฟ้า อีกทั้ง H2 สามารถท่ีจะเก็บเพื่อไวใ้ช้
เป็นพลงังานทดแทนในอนาคตไดง่้ายและสามารถเคล่ือนยา้ยไดต้ามตอ้งการ (ธญัญารัตน์ และคณะ, 
2553)  
 

เราสามารถจ าแนกกระบวนการผลิต H2 ตามชนิดของวตัถุดิบท่ีใชไ้ดด้งัน้ี 
 

1.  การผลติ H2 จากเช้ือเพลงิฟอสซิล (hydrogen production from fossil) 
          
 ปัจจุบนักระบวนการผลิต H2 ท่ีมีการศึกษาวจิยัมากท่ีสุดและไดรั้บการคาดหวงัไวว้า่         
จะสามารถใชง้านไดจ้ริงในเชิงพาณิชยแ์ละอยา่งง่ายท่ีสุดคือ    กระบวนการความร้อนเคมี (thermo-
chemical processes) ซ่ึงเป็นการผลิตเช้ือเพลิงใชท้างการคา้ส าหรับใชใ้นอุตสาหกรรมเคมี ส่วนใหญ่
ผลิตจากก๊าซธรรมชาติ และ น ้ามนั เช่น กระบวนการรีฟอร์มมิง (reforming)  

 

กระบวนการ reforming สามารถแบ่งออกประเภทตามสารท่ีใชใ้นกระบวนการ ดงัน้ี  
 

1.1 Steam reforming   หรือ  การรีฟอร์มมิงดว้ยไอน ้า    เป็นกระบวนการท่ีมีประสิทธิภาพ   
การผลิต H2 สูง  แต่เสียค่าใชจ่้ายนอ้ยจึงถูกน ามาใชใ้นทางการคา้แลว้ โดยหลกัการของกระบวนการ
คือ   การป้อนไอน ้า (steam) เขา้สู่ระบบเพื่อท าปฏิกิริยากบัสารไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon, HC)     
ท่ีอยูใ่นสถานะก๊าซ  เช่น  ก๊าซธรรมชาติ  ก๊าซชีวภาพ  และ  เอทานอล  เป็นตน้    โดย  H2 จะถูกดึง
ออกจากไอน ้า (H2O),  hydrocarbon ส่วนออกซิเจน (oxygen, O) ท่ีเหลือจากน ้า   และ   คาร์บอน 
(carbon, C) ท่ีเหลือจาก hydrocarbon จะรวมตวักนัเป็น CO 
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 แต่วธีิน้ีก่อให้เกิดมลพิษเน่ืองจากการตกคา้งของสารไฮโดรคาร์บอนท่ีไม่เผาไหม ้ CO2 
และ ซลัเฟอร์ (sulfur, S2) เป็นตน้       วิธีน้ีเป็นท่ีนิยมมากเน่ืองจากมีราคาตน้ทุนท่ีต ่า (Werner and 
Wuster, 1996) 
 

สมการพื้นฐานของการใช ้steam reforming กบัก๊าซมีเทน มีดงัน้ี   
 

         CH4 + Steam (H2O + heat) --> 3H2 + CO  
          CO + Steam (H2O + heat) --> CO2 + H2  

 

 1.2 Carbon dioxide reforming  หรือ  dry reforming   กระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ย CO2      

เป็นกระบวนการท่ีคลา้ยคลึงกบักระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้า    แต่จะแตกต่างกนัตรงท่ีใช ้CO2

เป็นวตัถุดิบ   ขอ้ดีของกระบวนการน้ีคือ ช่วยลด CO2 ซ่ึงเป็นก๊าซเรือนกระจกในบรรยากาศ  อีกทั้ง

ยงัควบคุมระบบการท างานไดง่้ายกวา่กระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้า    แต่ขอ้เสียคือ สัดส่วนของ  

H2 ท่ีไดจ้ากกระบวนการน้ีจะต ่ากวา่กระบวนการแรก และ ตวัเร่งปฏิกิริยาจะเส่ือมสภาพเร็วกวา่       

เน่ืองจากจะมี C จาก CO2ไปเกาะอยูท่ี่บริเวณผิวของตวัเร่งปฏิกิริยา  
 

 1.3 Partial oxidation หรือ กระบวนการออกซิเดชนับางส่วน    เป็นกระบวนการระหวา่ง   

hydrocarbon กบั O2 กระบวนการน้ีมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่สองกระบวนการแรกตรงท่ีไม่จ  าเป็นตอ้งป้อน

พลงังานจากภายนอกเน่ืองจากปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนเป็นแบบคายความร้อนท าใหเ้กิดพลงังานข้ึนภายใน

ระบบแต่ขอ้จ ากดัของกระบวนการน้ีคือปริมาณ O2 ท่ีป้อนเขา้สู่ระบบตอ้งไม่สูงเกินไป เน่ืองจาก O2 

ท่ีเหลือจากกระบวนการจะกลบัมาท าปฏิกิริยากบั H2 ท่ีผลิตไดก้ลายเป็นน ้าท าใหสู้ญเสียผลผลิต H2 

นอกจากนั้นขอ้จ ากดัท่ีส าคญัอีกประการของการใชก้ระบวนการน้ีในเชิงพาณิชย ์ คือ ค่าใชจ่้ายใน

การด าเนินการสูงกวา่กระบวนการ reforming ปกติ     เน่ืองจากตอ้งมีระบบแยก O2  จากอากาศก่อน

การป้อนเขา้สู่ระบบ  เพราะหากไม่แยก O2 ออกจะท าใหป้ริมาณความเขม้ขน้ของ H2 ท่ีผลิตไดล้ดลง  

เน่ืองจากอากาศมีปริมาณก๊าซไนโตรเจน (nitrogen, N2) สูง  
 

 1.4 Autothermal reforming หรือ ออโตเทอร์มลัรีฟอร์มม่ิง  เป็นกระบวนการร่วมระหวา่ง

กระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้า กบั ออกซิเดชนับางส่วน     เป็นกระบวนการใหม่ท่ีน าขอ้ดีของ

กระบวนการรีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้า และ กระบวนการออกซิเดชนับางส่วนมารวมกนั โดยการป้อนทั้ง

น ้า และ O2 เพื่อท าปฏิกิริยากบั hydrocarbon    ขอ้ดีของกระบวนการน้ี คือ สามารถผลิต H2 ได ้    
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ในอตัราส่วนท่ีมากกวา่กระบวนการออกซิเดชนับางส่วน และ ใชพ้ลงังานนอ้ยกวา่กระบวนการ      

รีฟอร์มม่ิงดว้ยไอน ้า ในปัจจุบนักระบวนการดงักล่าวก าลงัเป็นท่ีนิยมและเร่ิมมีการใชง้านจริง      

ในเชิงพาณิชยอ์ยา่งแพร่หลาย 
 

2.  การผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน า้ (Hydrogen production from water) 
 

2.1 Electrolysis เป็นวธีิการผลิต H2 จากน ้า    ดว้ยวธีิแยกน ้าดว้ยไฟฟ้าโดยใชพ้ลงังานไฟฟ้า

ในการแยก hydrogen atom และ oxygen atom ออกจากโมเลกุลของน ้าโดยตรง  ซ่ึงอาศยัอิเล็กโทรด 

(electrode) 2 ขั้วท่ีตรงขา้มกนั   คือ  อิเล็กโทรดขั้วบวก (positive electrode)  และ อิเล็กโทรดขั้วลบ 

(negative electrode)       โดยจุ่ม electrode ทั้ง 2 ขั้วลงในน ้าท่ีมีการเติมสารจ าพวกอิเล็กโทรไลต ์

(electrolyte)   เช่น   โปรแตสเซียมไฮดรอกไซด ์(KOH)  หรือ กรดซลัฟิวริก (H2SO4) ลงไปเพื่อเพิ่ม

ความเป็นตวัน าไฟฟ้า     ท าให ้hydrogen atom (H+)   และ  oxygen atom (O2-) แยกตวัออกจากกนั      

โดย hydrogen atom จะไปเกาะท่ี negative electrode  และ  oxygen atom จะไปเกาะท่ี positive 

electrode ดงัสมการ 
 

ANODE (OXIDATION)   H2O → ½ O2 (g) + 2H+ + 2e− 

CATHODE (REDUCTION)  2e− + 2H2O → H2 (g) + 2OH– 
 

วธีิน้ีจะไม่ก่อใหเ้กิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ แต่มีตน้ทุนท่ีสูงกวา่การผลิตจากน ้ามนั

และ ก๊าซธรรมชาติอยูม่าก  
 

 2.2 Photolysis เป็นกระบวนการแยกโมเลกุลของไฮโดรเจนออกจากน ้าโดยแสง   ซ่ึงมี

ตวัเร่งคะตะลิสเป็นตวัช่วยใหก้ารท าปฏิกิริยาปฏิกิริยา มีลกัษณะเหมือนการสังเคราะห์แสง 

(photosynthesis) ในปัจจุบนัมีการน าเอาพลงังานหมุนเวยีน เช่น พลงังานแสงอาทิตยม์าใชโ้ดยใช้

แสงอาทิตยส่์องบนเซลล ์ photoeletrochemical (PEC) ท่ีท าจาก amorphism และ silicon ซ่ึงเซลลน้ี์

จุ่มอยูใ่นน ้า ท าให้เกิดฟองไฮโดรเจน (วชัระ, 2548) 
 

 2.3 Thermochemical water แยกโดยใชส้ารเคมี เช่น โบรมีน (Br) หรือไอโอดีน (I) โดยใช้

ความร้อนแยกโมเลกุลของน ้ า 



9 
 

3.  วธีิการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากชีวมวล (Hydrogen production from fossil) 
 

 ชีวมวล (biomass) คือ สารอินทรียท่ี์เป็นแหล่งกกัเก็บพลงังานจากธรรมชาติ และ สามารถ

น ามาใชผ้ลิตพลงังานได ้สารอินทรียเ์หล่าน้ีไดจ้ากพืชและสัตวต่์างๆ เช่น เศษไม ้ขยะ วสัดุเหลือใช้

จากการเกษตร ของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมและชุมชน การเลือกวธีิในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจาก

ชีวมวลนั้น จะถูกก าหนดโดยชนิด คุณสมบติั องคป์ระกอบ และ ปริมาณของชีวมวลท่ีน ามาใชเ้ป็น

วตัถุดิบในการผลิต เน่ืองจากตอ้งค านึงถึงความเหมาะสม และ ความคุม้ค่าในการลงทุน  
 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากชีวมวลนั้นสามารถแบ่งกระบวนการผลิตไดด้งัน้ี 
 

 3.1 Gasification   เป็นกระบวนการทางความร้อนชนิดหน่ึง     ซ่ึงใชใ้นการเปล่ียนชีวมวล       

ซ่ึงมีองคป์ระกอบหลกัคือ   คาร์บอน (C)    ไฮโดรเจน (H)    และ   ออกซิเจน (O)   ในสารประกอบ

ไฮโดรคาร์บอน (hydrocarbon, CH) ใหก้ลายเป็นก๊าซท่ีเผาไหมไ้ด ้ไดแ้ก่ ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ 

(CO), ก๊าซไฮโดรเจน (H2) และ ก๊าซมีเทน (CH4)   โดยกระบวนการดงักล่าวนั้น เป็นกระบวนการ          

เผาไหมอิ้นทรียส์ารแบบจ ากดัปริมาณออกซิเจน ท าใหเ้กิดการเผาไหมท่ี้ไม่สมบูรณ์ จึงท าให ้      

ก๊าซท่ีไดส้ามารถน าไปเป็นเช้ือเพลิงได ้
 

 3.2 Pyrolysis    คือ   กระบวนการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบทางเคมีโดยใชค้วามร้อน   โดย

การเผาไหมใ้นสภาวะไม่ใชอ้ากาศ     โดยเกิดการแตกของพนัธะโมเลกุลในองคป์ระกอบ      จาก

สายโซ่พนัธะเคมียาวๆกลายเป็นสายโซ่สั้นๆ ส่วนท่ีเป็นองคป์ระกอบคาร์บอนระเหยไดก้็กลายเป็น

ก๊าซเช้ือเพลิง บางส่วนท่ีถูกควบแน่นก็กลายเป็นของเหลว ผลิตภณัฑไ์ฮโดรเจนท่ีได ้ เกิดจาก

อุณหภูมิสูงของก๊าซ และ ขบวนการคายความร้อนของชีวมวลท่ีอุณหภูมิต ่า เทคโนโลยีน้ี เป็นการใช้

ประโยชนจ์ากเช้ือเพลิงซากส่ิงมีชีวติ (fossil fuels) 
 

 นอกจากน้ียงัมีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพ ซ่ึงเป็นกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน

ท่ีอาศยักิจกรรมของแบคทีเรียในการเปล่ียนรูปชีวมวลไปเป็นก๊าซไฮโดรเจน โดยมีวธีิการผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนท่ีแตกต่างกนัออกไปตามแต่ชนิดและสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย ซ่ึงกระบวนการดงักล่าวน้ี

เรียกวา่  biohydrogen production 
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การผลติก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีทางชีวภาพ 
 

กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิทางชีวภาพจากชีวมวล จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ี

ถูกน ามาใชเ้น่ืองจากสามารถลดปริมาณของเสียไปในตวักระบวนการน้ีจดัวา่เป็นเทคโนโลยสีีเขียว

เน่ืองจากมีความเป็นมิตรกบัส่ิงแวดลอ้ม กระบวนการผลิตแก๊สไฮโดรเจนดว้ยวธีิทางชีวภาพ  
 

กระบวนการผลิต H2 ดว้ยวธีิทางชีวภาพหลกัๆ นั้นมีทั้งส้ิน 4 วธีิ คือ 
 

1. Direct biophotolysis        เป็นกระบวนการท่ีพบไดใ้นขั้นตอนการสังเคราะห์แสงของพืช 

และ สาหร่าย เช่น สาหร่ายสีเขียว (gleen algae) โดยมีการใชแ้สงเป็นแหล่งพลงังานเปล่ียนน ้าให้

เป็น H2 และ O2 ดงัสมการ  
 

 
 

 

2. Indirect biophotolysisเป็นการผลิต H2 ดว้ยไซยาโนแบคทีเรีย (cyanobacteria) ซ่ึงมกัรู้จกั
กนัในช่ือสาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน (blue-green algae)         โดยจะแยกปฏิกิริยาออกเป็น 2 ขั้นตอน 
คือ ขั้นตอนแรก cyanobacteria จะใช ้ CO2 ในอากาศเป็นแหล่ง carbon และ แสงอาทิตยเ์ป็นแหล่ง
พลงังาน เพื่อผลิต O2 และ น ้าตาล เพื่อใชใ้นการผลิต H2 ในปฏิกิริยาท่ีสอง ต่อไป ดงัสมการ 
 
 
Overall reaction:  

 
 
 
3. Photo-fermentation   ใชแ้บคทีเรียกลุ่ม photosynthesis bacteria   เช่น   Rhodobacter 

sphaeroides ซ่ึงจะใชเ้อนไซมไ์นโตรจีเนส (nirogenase)     ร่วมกบัแสงอาทิตยใ์นการยอ่ยสลาย       
กรดอินทรีย ์(organic acids)    เช่น    กรดอะซีติก (CH3COOH) ใหก้ลายเป็น H2 ภายใตส้ภาวะไม่ใช้
อากาศ   โดยมีการถ่ายทอดอิเลคตรอนผา่นเฟอร์รีดอก (ferredoxin) ไปสู่เอนไซม ์ nirogenase เพื่อ
สร้าง ATP มีปฏิกิริยาเป็นไปดงัสมการ 
  

2H2O + light energy”   2H2 + O2 
 

6H2O + 6CO2 + light energy    C6H12O6 + 6O2 
 

C6H12O6 + 6O2 + light energy    12H2 + 6O2 
 
12H2O + 6CO2 + light energy     12H2 + 6O2 

 

C6H12O6 + 6O2 + light energy     12H2 + 6O2 
 



11 
 

4. Dark fermentation เป็นกระบวนการหมกัของ anaerobic bacteria และ สาหร่ายบางชนิด            
ท่ีเจริญเติบโตในสภาวะท่ีไม่มีแสง กระบวนการน้ีจะท าการเปล่ียนสารท่ีมีปริมาณ carbohydrate สูง 
ไปเป็น H2 และ CO2      กระบวนการหมกัจะเกิดผา่นกลไกของปฏิกิริยาของ pyruvate เพื่อสร้าง    
acetyl-CoA และ CO2    โดยมี ferredoxin ท าหนา้ท่ีเป็นสารออกซิไดซ์ จากนั้นในขั้นตอนต่อไป 
ferredoxin จะถูกออกซิไดซ์กลบัมาอยูใ่นรูปแบบเดิม พร้อมกบัผลิต H2 ข้ึน ปฏิกิริยารวมเป็นดงัน้ี   
 
 
 
หรือ 
 

 

Chen et al. (2006)   ไดใ้หแ้นวความคิดท่ีวา่ กระบวนการผลิต H2 ดว้ยวธีิการหมกัแบบ

ไม่ใชแ้สง   มีขอ้ดีกวา่กระบวนการอ่ืนๆเพราะวธีิการดงักล่าวมีความสามารถในการผลิต H2 อยา่ง

ต่อเน่ือง จากปริมาณอาหารท่ีหมุนเวยีนเขา้สู่ระบบโดยไม่ตอ้งอาศยัพลงังานจากภายนอกแต่อยา่งใด  

นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบกระบวนการผลิต H2 โดยใชแ้สง  กบัแบบไม่ใชแ้สงนั้นพบวา่วธีิการผลิต 

H2 แบบไม่ใชแ้สงมีความเป็นไปไดม้ากกวา่ในอุตสาหกรรม   เน่ืองจากสามารถควบคุมการผลิตได้

ง่าย และ มีค่าใชจ่้ายในการด าเนินงานท่ีไม่สูงนกั  (Levin et al., 2004; Li and Fang, 2007) 

 

การเติมน า้เสียเข้าสู่ระบบบ าบัดน า้เสีย 
 

 การเติมน ้าเสียเขา้สู่ระบบบ าบดัน ้าเสีย (feeding system) การเติมน ้าเสียเขา้สู่ระบบบ าบดัน ้า
เสียมีอยูห่ลายวธีิ แบ่งตามวธีิการไดด้งัน้ี 
 

1. การเติมน ้าเสียคร้ังเดียว (batch type feeding) เป็นการเติมน ้าเสียเพียงคร้ังเดียวในหน่ึงวนั 
ลงในถงัปฏิกิริยาหรือระบบบ าบดัน ้าเสีย แลว้ปล่อยใหแ้บคทีเรียยอ่ยสลายสารอินทรียใ์นน ้าเสีย 
หลงัจากนั้นจึงมีการถ่ายน ้าเสียท่ีบ าบดัแลว้หรือก าจดัสารอินทรียแ์ลว้ออกจากระบบ เติมน ้าเสียใหม่
เขา้ไปทีเดียวในระบบและด าเนินการตามขบวนการแบบขา้งตน้ การเติมน ้าเสียในลกัษณะน้ีเหมาะ
ส าหรับน ้าเสียปริมาณไม่มากนกั และไม่มีกระบวนการท่ีก่อใหเ้กิดน ้าเสียตลอด 24 ชัว่โมง มีน ้าเสีย
เกิดข้ึนเป็นช่วงๆ ไม่ต่อเน่ือง 
 

C6H12O6 + 2H2O    4H2 + 2CO2 + 2CH3COOH 
 

C6H12O6    CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2 
 

C6H12O6 + 6H2O    12H2 + 6CO2   
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2. การเติมน ้าเสียแบบต่อเน่ือง (continuous type feeding) เป็นการเติมน ้าเสียเขา้ถงัปฏิกิริยา    
หรือระบบบ าบดัน ้าเสียแบบต่อเน่ืองตลอด 24 ชัว่โมง   คือ   จะมีน ้าเสียถูกเติมเขา้ และออกจากถงั
ปฏิกิริยาหรือระบบบ าบดัน ้าเสียตลอดเวลา เป็นแบบท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนั ทั้งน้ีเพื่อตอ้งการใหร้ะบบ
บ าบดัน ้าเสียสามารถด าเนินไปอยา่งสม ่าเสมอ การเติมในลกัษณะน้ีเหมาะส าหรับกระบวนการผลิต
ท่ีก่อใหเ้กิดน ้าเสียตลอดเวลา หรือ มีน ้าเสียเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ือง 
 

3. การเติมน ้าเสียแบบก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous feeding)     เป็นการเติมน ้าเสียเขา้สู่ถงั
ปฏิกิริยาหรือระบบบ าบดัน ้าเสียแบบก่ึงต่อเน่ืองโดยจะมีการหยดุป้อนน ้าเสียเป็นช่วงๆ ซ่ึงส่วนใหญ่
มกัจะพิจารณาการเติมน ้าเสียเขา้สู่ระบบบ าบดัน ้าเสียดงักล่าวใหมี้ความสอดคลอ้งกบัลกัษณะสมบติั
ของน ้าเสียท่ีเกิดข้ึน ในแง่ของคุณภาพของน ้าเสียหรือปริมาณท่ีมีความแตกต่างกนัมาก 

 
ปฏิกริิยาของกระบวนการบ าบัดแบบไม่ใช้อากาศ 

 

กระบวนการบ าบดัแบบไม่ใชอ้ากาศ  แบ่งออกเป็น  4 ขั้นตอน ไดแ้ก่ 
 

1. Hydrolysis หรือ ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส    เป็นปฏิกิริยาท่ีเปล่ียนสารอินทรียท่ี์ซบัซอ้น    
เช่น คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และ ไขมนั ใหอ้ยูใ่นรูปท่ีไม่ซบัซอ้นและละลายได ้เช่น น ้าตาลกลูโคส 
กรดอะมิโน   กรดไขมนั  และ กลีเซอรอล เพื่อใหง่้ายต่อการล าเลียงขา้มสู่เยือ่เซลลไ์ด ้     ปฏิกิริยา
ในขั้นน้ีจะถูกเร่งปฏิกิริยาโดยเอนไซมท่ี์อยูภ่ายนอกเซลล ์ (extracellular enzymes)  ของจุลินทรีย ์
พวกไฮโดรไลติกแบคทีเรีย (hydrolytic bacteria)      อยา่งไรก็ตามยงัมีเอนไซมอ่ื์นๆท่ีเก่ียวขอ้งอีก  
ไดแ้ก่   เซลลูเลส (cellulases) อะไมเลส (amylases)    โปรตีเอส (proteases)  โดยเอนไซมเ์หล่าน้ี
สร้างข้ึนโดยแบคทีเรียท่ีเกิดการหมกั (fermentative bacteria)    ซ่ึงเป็นส่วนส าคญัของปฏิกิริยาขั้น
ถดัไป อยา่งไรก็ตามการยอ่ยสลายในขั้นตอนน้ีเป็นไปไดช้า้และมีขีดจ ากดัในการยอ่ยสลายสาร  
บางชนิด  เช่น พวกเซลลูโลสท่ีมีลิกนินเป็นองคป์ระกอบ  

 

2. Acidogenesis หรือปฏิกิริยาอะซิโดเจนนิซิส เป็นปฏิกิริยาท่ีอาศยัแบคทีเรียเป็นส่วนใหญ่  
กรดอะมิโน และน ้าตาลถูกยอ่ยสลายโดยปฏิกิริยาการหมกั ซ่ึงสารอินทรียจ์ะท าหนา้ท่ีเป็นทั้งตวัให้
และตวัรับอิเล็กตรอน ผลผลิตหลกัในปฏิกิริยาน้ีคือสารกลางท่ีจะถูกยอ่ยสลายไดต่้อไป 
(intermediary degradative products)    ไดแ้ก่    กรดโพรไพโอนิก (propionic acid)    กรดบิวทิริก 
(butyric acid) กรดอะซีติก (acetic acid)  และ H2    ผลผลิตของ H2 จากปฏิกิริยาการหมกัมีเพียง
เล็กนอ้ยซ่ึงไดม้าจากการปล่อย H2 ออก (dehydrogenation) ของไพรูเวท     นอกจากน้ีผลผลิตของ
ปฏิกิริยาน้ียงัไดแ้ก่  แอลกอฮอล ์และ คีโตน (เช่น  เอทานอล  เมทานอล  กลีเซอรอล  อะซิโตน)    
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อะซิเตต CO2 แบคทีเรียท่ีเก่ียวขอ้งในปฏิกิริยาน้ีเรียกวา่ อะซิโดจินิกแบคทีเรีย (acetogenic bacteria)  
ไดแ้ก่ obligate  และ facultative anaerobes  
 

3. Acetogenesis  เป็นขั้นตอนการเปล่ียนกรดไขมนัระเหย (volatile fatty acid; VFA  ไดแ้ก่       
กรดโพรไพโอนิก(propionic acid)  กรดบิวทิริก (butyric acid))  และแอลกอฮอลไ์ปเป็นอะซิเตต 
(acetate acid)   H2  และ CO2       โดยการท างาน acetogenic bacteria หรือแบคทีเรียท่ีสร้างอะซิเตต
และ H2 (acetate and H2-producing bacteria) ไดแ้ก่ Syntrobacter wolinii และSyntrophomonas 
wolfei     แบคทีเรียกลุ่มน้ีตอ้งการความดนั H2 ต ่า (low hydrogen tensions) ส าหรับการเปล่ียนรูป
ของกรดไขมนัระเหย      กรณีท่ีมีความดนั H2 ค่อนขา้งสูงการเกิด acetate acid จะลดลง    และ 
substrate จะถูกเปล่ียนเป็น propionic acid, butyric acid และเอทานอล (ethanol) มากกวา่ CH4      
acetogenic bacteria  และ เมทาโนเจน (methanogenic bacteria)   จะมีความสัมพนัธ์ท่ีเอ้ือกนั  
methanogenic bacteria จะช่วยใหเ้กิดความดนั H2 ต ่า acetogenic bacteria     อยา่งไรก็ตาม 
acetogenic bacteria เจริญเร็วกวา่แบคทีเรียกลุ่ม methanogenic bacteria เป็นอยา่งมาก   การท างาน 
acetogenic bacteria เกิดข้ึนโดยปฏิกิริยาต่อไปน้ี 

 

CH3CH2OH + H2O   CH3COOH + 2H2 
(ethanol)    (acetic acid) 
CH3CH2COOH + 2H2O              CH3COOH + CO2+ 3H2 

(propionic acid)     (acetic acid) 

                  CH3CH2CH2COOH + 2H2O   2CH3COOH + 2H2 

(butyric acid)     (acetic acid) 
 

4. Methanogenesis เป็นขั้นตอนท่ีกรดอะซิติก (acetic acid) กรดฟอร์มิก (formic acid) CO2 
และ H2 ซ่ึงเป็นผลผลิตท่ีไดจ้ากปฏิกิริยาของแบคทีเรียท่ีสร้างกรด และจะถูกน าไปใชโ้ดยแบคทีเรีย
สร้างมีเทน (methanogenic bacteria) ใชส้ร้าง CH4 (กรมโรงงานอุตสาหกรรม, 2545) 
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ภาพที ่1 ขั้นตอนการบ าบดัแบบไม่ใชอ้ากาศ 
 

ทีม่า: http://water.me.vccs.edu/courses/ENV149/lesson4.htm (2006) 
 

แบคทเีรียผลติก๊าซมีเทน 
 

แบคทีเรียผลิต CH4 (methanogenesis bacteria) แบคทีเรียผลิต CH4 เป็นแบคทีเรียท่ีไม่ใช ้O2 
อยา่งเด็ดขาดไม่อาจทนต่อ O2 ไดแ้มมี้ปริมาณเพียงเล็กนอ้ย     จดัอยูใ่นกลุ่มของแบคทีเรียชนิด          
เคโมเฮเทโรทรอปด ารงชีวติอยูแ่ละเจริญเติบโตโดยไดรั้บพลงังานจากการยอ่ยสลายสารอินทรียเ์ป็น
สารอาหารของแบคทีเรียกลุ่มน้ีมีเพียงไม่ก่ีชนิดเท่านั้น ส่วนสารอาหารชนิดอ่ืนไม่วา่จะเป็นกรด
ไขมนัระเหย เช่น butyric acid หรือ propionic acid ซ่ึงเป็นสารอาหารของแบคทีเรียรีดิวซ์ซลัเฟต 
แบคทีเรียผลิต CH4 ไม่สามารถน าไปใชไ้ด ้
 

ปัจจยัทางสภาวะแวดลอ้มท่ีส่งผลต่อการท างานของแบคทีเรียผลิต CH4 
 

1. อุณหภูมิ   ช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย    ในกระบวนการท่ี  
ไม่ใช ้O2 มีอยู ่2 ช่วง คือ 

 - ช่วง 30 – 40 C เรียกวา่ mesophillic 
 - ช่วง 45 – 55 C เรียกวา่ thermophillic 



15 
 

 ตามปกติแลว้เม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึน อตัราการเกิดปฏิกิริยาเคมีและการท างานของเอนไซม์
ภายในเซลลจ์ะเร็วข้ึนอตัราการเจริญเติบโตก็เพิ่มข้ึน แต่อุณหภูมิท่ีเพิ่มข้ึนถา้เพิ่มสูงเกินกวา่ท่ีเซลล์
ท างานได ้ โปรตีน กรดนิวคลีอิก และ ส่วนประกอบของเซลลห์ลายส่วนจะถูกท าลายจนไม่อาจ
กลบัคืนสภาพได ้ การเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิจึงเพิ่มการเจริญเติบโตและการท างานของเซลลไ์ดจ้นถึง 
อุณหภูมิหน่ึง เม่ืออุณหภูมิสูงกวา่นั้นการท างานและการเจริญเติบโตจะลดลงเป็นศูนยอ์ยา่งรวดเร็ว 

 

2. พีเอช (pH)  แบคทีเรียแต่ละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดใ้นช่วงพีเอชช่วงหน่ึง แบคทีเรีย
ส่วนใหญ่มีค่าพีเอชท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วงพีเอช 5 – 10   เพราะสภาพแวดลอ้มส่วนใหญ่ในธรรมชาติ
มกัมี pH อยูใ่นช่วง 5 – 10   แบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตไดท่ี้ pH ต ่ากวา่ 5 เรียกวา่ acidophiles เช่น รา 
และแบคทีเรียบางชนิดท่ีเจริญเติบโตไดท่ี้ pH 10–11 เรียกวา่ alkaliphiles     pH ท่ีเหมาะสมต่อ
กระบวนการไม่ใชอ้อกซิเจนควรอยูร่ะหวา่ง 6.8–7.2    ซ่ึงเป็นค่าท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ
แบคทีเรียผลิต CH4  ถา้ pH ต ่ากวา่ 6.2 ประสิทธิภาพของระบบจะลดลงอยา่งรวดเร็ว  

 

3. กรดไขมนัระเหยและสภาพด่าง       กรดไขมนัระเหยท่ีผลิตโดยแบคทีเรียสร้างกรดปกติ
ควรมีค่าประมาณ 200–400 มก.กรดอะซิติก/ล. กรดไขมนัระเหยท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วเป็นสัญญาน 
บอกวา่ระบบก าลงัเสียสมดุล     เพราะท าให้ pH ลดลงจนไม่อยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมของแบคทีเรีย     
ในระบบ  ไม่วา่จะเป็นแบคทีเรียผลิต CH4 หรือแบคทีเรียสร้างกรด  แมว้า่แบคทีเรียสร้างกรดจะทน
ต่อกรดท่ีผลิตข้ึนไดม้ากกวา่แบคทีเรียผลิต CH4 ก็ตาม    สังเกตไดจ้ากแบคทีเรียสร้างกรดสามารถ
อยูไ่ดใ้นช่วง pH ท่ีกวา้งกวา่  ดงันั้นสภาพด่างจึงแสดงถึงก าลงับฟัเฟอร์ของระบบซ่ึงจะรักษาระบบ
ใหมี้ pH ค่อนขา้งคงท่ี และ ทนต่อการเปล่ียนแปลงของกรดไขมนัระเหยได ้โดยทัว่ไปกระบวนการ
ไม่ใชอ้อกซิเจนควรมีสภาพด่างประมาณ 1,500–2,000 มก./ล       นอกจากจะดูสภาพด่างแลว้ยงัตอ้ง
พิจารณาอตัราส่วนของกรดไขมนัระเหยในรูปกรดอะซิติกต่อสภาพด่าง (as CaCO3) ดว้ย    โดยค่า
อตัราส่วนกรดไขมนัระเหยต่อสภาพด่างนอ้ยกวา่ 0.4 ถือไดว้า่ระบบยงัท างานไดดี้   แต่ถา้อตัราส่วน
กรดไขมนัระเหยต่อสภาพด่างสูงกวา่ 0.8 แลว้      แสดงวา่ระบบมีบฟัเฟอร์ต ่าควรหาสาเหตุท่ีท าให้
อตัราส่วนสูงข้ึน และ แกไ้ขเพราะพีเอชมีแนวโนม้ลดลงจนระบบอาจลม้เหลวได ้

 

4. ธาตุอาหาร  แมว้า่เซลลข์องแบคทีเรียท่ีสร้างข้ึนมาในกระบวนการไม่ใช ้O2 จะมีนอ้ยกวา่
แบบใช ้ O2 แต่จากอตัราส่วน carbon: nitrogen: phosphorus: sulfur (C: N: P: S) ในเซลลมี์
ค่าประมาณ 100:10:1:1 จึงจ าเป็นตอ้งรักษาอตัราส่วนน้ีไวไ้ม่ใหน้อ้ยกวา่น้ี  
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แบคทเีรียทีเ่กีย่วข้องกบัการผลติก๊าซไฮโดรเจน 
 

Nandi and Sengupta (1998)      ไดร้ายงานผลการศึกษา เก่ียวกบัชนิดของแบคทีเรียท่ีผลิต 
H2 ไดใ้นกระบวนการหมกัวา่  แบคทีเรียท่ีกล่าวถึงท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางในการผลิต และกกัเก็บ H2 
โดยกระบวนการผลิต H2 นั้นเป็นการจดัการกบัอิเล็กตรอนส่วนเกินผา่นการท างานของไฮโดรจีเนส
แบคทีเรีย (hydrogenase bacteria)     ซ่ึงแบคทีเรียในกระบวนการดงักล่าวน้ีประกอบดว้ย Strict 
anaerobes bacteria (Clostridia, methylotrophs, rumen bacteria, methanogenic bacteria, archaea), 
Facultative anaerobes (Escherichia coli, Enterobacter, Citrobacter) และ Even aerobes 
(Alcaligenes, Bacillus) การรายงานคร้ังน้ีสามารถอธิบายไดจ้ากการศึกษาลกัษณะของวงจรในการ
ผลิต H2 ของแบคทีเรียดงักล่าว 
 

ส าหรับแบคทีเรียท่ีสามารถผลิต H2  Clostridium sp.   และ   Enterobacter sp. เป็นสายพนัธ์ุ
ท่ีไดรั้บการศึกษาอยา่งกวา้งขวาง (Holt et al.,1994; Nandi and Sengupta, 1998)     ซ่ึงการศึกษา
งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต H2 ส่วนใหญ่พบวา่จะด าเนินการท่ี   pH 5.8-6.0 อุณหภูมิ 37 ± 1 ◦C   
ส าหรับ Clostridium  และ Enterobacter, และ pH 7.0 - 7.4      ท่ีอุณหภูมิ 65 - 80 ◦C ส าหรับ 
thermophiles     ผลจากการศึกษาพบวา่ Clostridium สามารถผลิต H2 ไดเ้ท่ากบั   190 – 340 ml H2/ 
g hexose และอตัราสูงสุดเท่ากบั 4.2–18.2 L H2/L/d. ซ่ึงเป็นค่าท่ีสอดคลอ้งกบั 82-460 ml H2 / g 
hexose และ 11.8- 34.1 L H2/L/d     ในขณะท่ีผลการทดลองส าหรับชนิด Enterobacter  และ 450 -
540 ml H2/g hexose และ 1.6-5.9 L H2/L/d   ส าหรับ thermophiles   (de Vrije and Claassen, 2003)   
อีกทั้ง Girbal et al. (1995) และ Yokoi et al. (1995) ไดน้ าเสนอผลการวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต 
H2 ในสภาวะไม่มี O2 ส าหรับ  Clostridium sp.  สามารถผลิตได ้2 mol H2/mol glucose เม่ือเทียบกบั 
Enterobacter sp. ท่ีสามารถผลิตไดเ้ท่ากบั  1 mol H2/mol glucose  

 
อยา่งไรก็ตามการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีผลิต H2 เป็นไปไดอ้ยา่งยากล าบากเน่ืองจาก

ปริมาณ O2 ท่ียงัคงหลงเหลืออยูภ่ายในระบบจะเป็นตวัจ ากดัการเจริญเติบโต      จึงไดมี้การน าเอา 
L-cysteine มาเป็นตวัช่วยในการก าจดั O2 เพื่อรักษาสภาวะไม่ใช ้ O2 แต่การกระท าดงักล่าวท าให้
ตน้ทุนในการด าเนินงานเพิ่มสูงข้ึน    นอกจากน้ี Clostridium จะมีโอกาสอยูร่อดไดดี้กวา่แบคทีเรีย
ท่ีไม่มีการสร้างสปอร์ในระบบบ าบดัท่ีภายใตส้ภาวะท่ีไม่ใช ้ O2 ซ่ึงแบคทีเรียเหล่านั้นเป็นแบคทีเรีย 
ชนิดท่ีใช ้ H2 ในการท ากิจกรรม   (Lay, 2001; Oh et al., 2003)  
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ดว้ยขอ้จ ากดัของปัจจยัในหลายๆอยา่งในการจดัการระบบบ าบดัน ้าเสีย หรือของเสีย เช่น 
ตน้ทุนในการเดินระบบ การดูแลรักษา การควบคุม รวมทั้งปริมาณและความหลากหลายของ       
สารตั้งตน้ท่ีถูกเติมเขา้สู่ระบบบ าบดั จึงท าใหว้ศิวกรส่วนใหญ่นิยมใชแ้บคทีเรียแบบผสม (mixed 
culture) มากกวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุเดียว (pure culture) ในการเดินระบบบ าบดั แบคทีเรียแบบผสม
ถูกน ามาใชใ้นกระบวนบ าบดัมากข้ึนเน่ืองจาก แบคทีเรียเหล่านั้นมีความยุง่ยากไม่มากนกัต่อการ
น ามาใชง้าน การควบคุม และอาจมีทางเลือกในการบ าบดัท่ีมากกวา่ส าหรับสารตั้งตน้ท่ีถูกป้อนเขา้
สู่ระบบ (Valdez et al., 2005)  แต่การใชแ้บคทีเรียผสมนั้นก็มีส่วนท าใหป้ริมาณ H2 ท่ีผลิตไดล้ดลง 
เน่ืองจากมีแบคทีเรียบางชนิดท่ีใช ้ H2 เป็นสารตั้งตน้ในการท ากิจกรรม    ดงันั้นเพื่อควบคุม H2           
ท่ีเกิดจากระบบหมกัของแบคทีเรียแบบผสม จึงตอ้งมีการปรับสภาพตะกอนแบคทีเรียก่อนการหมกั
เพื่อจ ากดัหรือหยดุกิจกรรมของแบคทีเรียท่ีบริโภค H2 ใหไ้ดม้ากท่ีสุดเท่าท่ีจะท าได ้ ในขณะท่ียงัคง
รักษากิจกรรมของแบคทีเรียท่ีผลิต H2 ไว ้  การปรับสภาพตะกอนแบคทีเรียส่วนใหญ่สามารถท าได้
โดยอาศยัลกัษณะของ spore-forming  ของแบคทีเรียท่ีผลิตไฮโดรเจนอยา่ง Clostridium ซ่ึงมีอยูเ่ป็น
จ านวนมากทั้งในกากตะกอนและตะกอนของระบบบ าบดัแบบไม่ใชอ้ากาศ (Brock et al., 1994) 
 

การคัดกรองแบคทเีรีย 
 

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใชแ้บคทีเรียแบบผสม (mixed culture)      อาจมีแบคทีเรียท่ีใช้
ไฮโดรเจนเป็นสารตั้งตน้ในการท ากิจกรรม เช่น แบคทีเรียท่ีท าหนา้ท่ีในการผลิตก๊าซมีเทน 
(methane producing bacteria, MPB) ท่ีใชก้๊าซไฮโดรเจนท่ีเกิดข้ึนในระบบ เป็นวตัถุดิบเร่ิมตน้ใน
การผลิตก๊าซมีเทน (CH4) จึงท าใหป้ริมาณก๊าซไฮโดรเจน (H2) ท่ีไดล้ดลง ดงันั้นในการหมกัเพื่อ
ผลิต H2 นั้น  จึงจ าเป็นตอ้งท าการคดักรองแบคทีเรียก่อนการหมกัเพื่อยบัย ั้งการท างานของแบคทีเรีย
ท่ีใช ้H2 ใหไ้ดม้ากท่ีสุด   ซ่ึงการคดักรองแบคทีเรียนั้นสามารถท าไดห้ลายวธีิ ดงัน้ี 
 

1. การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยการให้ความร้อน (Heat treatment) 
 

การคดักรองโดยใหค้วามร้อนแก่แบคทีเรีย เป็นวธีิการท่ีพบมากท่ีสุดส าหรับการคดักรอง
แบคทีเรียเพื่อผลิต H2 (Lay et al., 1999)      ซ่ึงเหตุผลท่ีใชค้วามร้อนเน่ืองจากแบคทีเรียท่ีผลิต H2 
ส่วนใหญ่จะเป็นกลุ่มท่ีมีสปอร์เป็นองคป์ระกอบภายในเซลล ์ เช่น Clostridium  และ Bacillus sp. 
เป็นตน้ เม่ืออยูใ่นสภาวะท่ีไม่เหมาะสมเช้ือแบคทีเรียจะอยูใ่นรูปของสปอร์แต่ถา้เม่ือใดอยูใ่นสภาวะ
แวดลอ้มท่ีเหมาะสมแลว้สปอร์ของเช้ือแบคทีเรียจะงอกและเจริญเติบโตไดใ้หม่ ดงันั้นแบคทีเรียท่ี
ผลิต H2 จึงทนต่อความร้อนไดดี้กวา่แบคทีเรียท่ีผลิต CH4 ซ่ึงไม่มีสปอร์ (Indania and Hector, 2009)    
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ในการปรับสภาพกากตะกอนจากระบบบ าบดัน ้าเสีย     โดยใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 80๐C, 90๐C 
และ 100๐C เป็นระยะเวลา 15 และ 30 นาทีใชก้ลูโคส (glucose) เป็นแหล่งคาร์บอน (carbon source) 
ใหแ้ก่แบคทีเรียท่ีผลิต H2      Wang et al. (2010) พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยความร้อน         
ท่ีอุณหภูมิ 80๐C เป็นระยะเวลา 30 นาที สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต H2 ได ้ 53.20%  
เม่ือเทียบกบัแบคทีเรียท่ีไม่ไดผ้า่นการคดักรองแต่อยา่งใด       

 
2. การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยกรดหรือด่าง (Acid/Base treatment) 
 

โดยทัว่ไปแลว้ในกระบวนการ methanogenic ในระบบบ าบดัน ้าเสีย หรือของเสียจะมีการ
ควบคุม pH ใหมี้ค่าใกลเ้คียง pH 7 ใหไ้ดม้ากท่ีสุด    เพื่อรักษาประสิทธิภาพในการท างานของ
แบคทีเรียท่ีผลิต CH4 ท่ีเจริญเติบโตไดดี้ในช่วง 5.5-7 ดว้ยเหตุน้ีหากตอ้งการจ ากดัความสามารถใน
การผลิต CH4 จึงตอ้งท าการปรับ pH ใหมี้ค่าต่างออกไปจากค่าเดิมเพื่อท าใหส้ภาวะท่ีเปล่ียนแปลง
ไปน้ีไม่เหมาะสมต่อแบคทีเรียผลิต CH4  ซ่ึงในปัจจุบนัพบวา่ค่าท่ีนิยมใชก้นันั้นสามารถแบ่งไดเ้ป็น 
2 ช่วง คือ pH 2-4 ซ่ึงเรียกวธีิการปรับ pH ในช่วงดงักล่าวน้ีวา่ acid pretreatment     และ pH 9-11 
เรียกวา่ base pretreatment     โดยจะรักษา pH ไวท่ี้ช่วงดงักล่าวเป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง แลว้จึงท า
การปรับสภาพของแบคทีเรียใหอ้ยูใ่นสภาวะเป็นกลาง        Reungsang et al. (2007) ไดอ้ธิบาย
ผลการวจิยัเก่ียวกบัการผลิต H2 วา่pH เร่ิมตน้ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิตมีค่า pH เท่ากบั 7 เน่ืองจาก
ใหผ้ลผลิต H2 สูงท่ีสุด เม่ือใชน้ ้าเสียจากโรงงานผลิตแป้งมนัส าปะหลงัเป็นสารตั้งตน้ 
  
3. การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยการใช้สารเคมี (Chemical treatment) 
 

การใชส้ารเคมีในการปรับสภาพน้ีเป็นการเติมสารเคมีท่ีมีประสิทธิภาพในการยบัย ั้งการ
ท างานของแบคทีเรียชนิดท่ีผลิต CH4    โดยทัว่ไปมกัใช ้2-bromoethanesulfonate (BES), acetylene 
และ chloroform   เน่ืองจาก BES มีลกัษณะโครงสร้างเหมือน co-enzyme M ท่ีมีอยูใ่นแบคทีเรีย
ชนิดผลิต CH4 ดงันั้นการใช ้BES จะเขา้ไปยบัย ั้งไม่ใหเ้กิดการผลิต CH4 ได ้    Chenlin and Herbert 
(2007) ไดเ้สนอผลการศึกษาเก่ียวกบัระดบัความเขม้ขน้ของ BES ท่ีใชใ้นการยบัย ั้งการผลิต CH4 วา่
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูงกวา่ 100 มิลลิโมล BES จะมีผลต่อการแบคทีเรียผลิต H2 ไดเ้ช่นกนั 
 

Sprott et al. (1982) ไดเ้สนอวา่ Acetylene มีความดนัยอ่ยเท่ากบั 500 Pa ซ่ึงเป็นระดบั   
ความดนัท่ีสามารถยบัย ั้งการท างานของแบคทีเรียชนิดผลิตCH4เท่านั้น ในสภาพในแวดลอ้มท่ีศึกษา 
นอกจากน้ี Sparling et al. (1997) พบวา่การมีอะเซทิลีนอยูใ่น headspace ของระบบยอ่ยสลายแบบ
ไม่ใชอ้ากาศจากของเสียท่ีใชผ้ลิตกระดาษสามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต H2 ไดเ้หมือนกบั

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Reungsang%20A%22%5BAuthor%5D
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การเติม BES เช่นกนัอีกทั้งผลการวจิยัยงัแสดงใหเ้ห็นวา่ acetylene ไม่มีผลต่ออตัราการผลิต H2 ของ 
C. thermocellum 
 

ในท านองเดียวกนัการใช ้ chloroform นั้นอาจช่วยยบัย ั้งกิจกรรมการใช ้ H2 ของแบคทีเรีย
ชนิดท่ีใช ้H2 เป็นสารตั้งตน้ในการท ากิจกรรมได ้ (Liang et al., 2002) 
 
4.  การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยการแช่แข็ง  

(Freezing and thawing treatment) 
 

เป็นการปรับสภาพแบคทีเรีย โดยการน าแบคทีเรียไปแช่แขง็ไวท่ี้อุณหภูมิต ่า 24 ชัว่โมง 
จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้หล้ะลายท่ีอุณหภูมิห้อง  

 

Liu et al. (2009)   ไดท้  าการศึกษาวธีิการคดักรองแบคทีเรียจากทะเลทั้งหมด 4 วธีิ      ไดแ้ก่
การใหค้วามร้อน การปรับสภาพใหเ้ป็นกรด เบส และ การแช่แขง็และละลาย ซ่ึงวธีิการแช่แขง็และ
ละลายน้ีเขาท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ -20๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ตั้งทิ้งไวใ้หล้ะลายท่ีอุณภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 ชัว่โมง    จากการศึกษาพบวา่การคดักรองแบบแช่แขง็น้ีสามารถผลิต H2 ไดเ้ท่ากบั    
0.17± 0.01 molH2 /mol glucose       ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการผลิตเป็นอนัดบัสามรองจากการ          
ปรับสภาพเป็นกรด และ การใหค้วามร้อน 
 
5. การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยการเติมออกซิเจน (Aeration) 

 

แบคทีเรียกลุ่มท่ีผลิตมีเทน (methane producing bacteria, MPB) ทั้งหมดนั้นเป็นแบคทีเรีย
กลุ่มท่ีไม่ใช ้ O2 ในการท ากิจกรรม    แต่แบคทีเรียท่ีผลิต H2 บางกลุ่มเป็นแบคทีเรียท่ีสามารถ
เจริญเติบโตไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีหรือไม่มี O2 ก็ได ้(facultative anaerobic bacteria)    จึงท าใหย้งัคงมี
แบคทีเรียผลิต H2 บางกลุ่มท่ียงัคงเหลืออยูภ่ายหลงัการเติมอากาศใหแ้ก่ระบบ   ซ่ึงการปรับสภาพ
โดยการเติมอากาศน้ีจะท าโดยการเพิ่ม O2 ใหแ้ก่ระบบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง หรือเติม O2 โดยควบคุม
ค่า DO (dissolved Oxygen) ใหมี้ค่า (<0.5 mg/L) เป็นเวลา 12 ชัว่โมง (Ren et al., 2008) 
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6.  การคัดกรองแบคทเีรียโดยการปรับสภาพด้วยการใช้กระแสไฟฟ้า  
(Electric current treatment) 

 

เป็นวธีิการท่ีใชก้ระแสไฟฟ้าแรงดนัต ่า (3.0-4.5 โวลต)์ ยบัย ั้งกิจกรรมของตะกอนแบคทีเรีย
ท่ีใช ้ H2 ในการท ากิจกรรม      Roychowdhury (2000) พบวา่แบคทีเรียผลิต H2 สามารถคดักรอง    
จากแบคทีเรียท่ีไม่ใชอ้ากาศไดโ้ดยใชก้ระแสไฟฟ้า หลงัการบ าบดัดว้ยกระแสไฟฟ้าแรงดนัต ่า (3.0-
4.5 โวลต)์    โดยท าการศึกษาจากตะกอนแบคทีเรียจากหลุมฝังกลบและตะกอนแบคทีเรียจากน ้าเสีย
ชุมชนซ่ึงสามารถผลิต H2 ได ้โดยท่ีไม่พบวา่มา CH4 เกิดข้ึนแต่อยา่งใด 
 

 จะเห็นไดว้า่การคดักรองแบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดท่ีผลิต H2 มีหลายวธีิการ    แต่
ไม่สามารถระบุไดแ้น่ชดัวา่วิธีการ หรือสภาวะในการคดักรองใดท่ีมีความเหมาะสมต่อแบคทีเรียท่ี
น ามาใชใ้นการศึกษาไดอ้ยา่งชดัเจน จากเหตุผลดงักล่าวท าใหใ้นช่วงท่ีผา่นมางานวจิยัท่ีศึกษา
เก่ียวกบัการผลิต H2 จึงมีความหลากหลายทางวธีิการท่ีใชใ้นการคดักรองแบคทีเรีย   ดงัแสดงไวใ้น
ตารางท่ี 1 
 
ตารางที ่1 สภาวะท่ีใชใ้นการคดักรองแบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดผลิต H2 ในงานวจิยัท่ี 

 ศึกษาในช่วงท่ีผา่นมา (pretreatment condition of seed sludge) 
 
Treatment  Description Sludge source Reference 
Heat  75◦C 1 h  SS  Chang et al., 2002 
Heat  80◦C 20 min  SS  Noike et al., 2003 
Heat  80◦C 10–60 min  ADS  Noike, 2002 
Heat  90◦C 10 min  ADS  Cheng et at., 2003 
Heat  90◦C 10 min  Compost Chien et al., 2004 
Heat  100◦C 15 min  ADS Lay et al., 1999 
Heat  100◦C 15 min  ADS  Lay, 2000 
Heat  100◦C 15 min  SBM Noike and Mizuno, 2000 
Heat  100◦C 15 min  SBM  Mizuno et al., 2000 
Heat  100◦C 15 min  ADS Lay, 2001 
Heat  100◦C 15 min  ADS  Han and Shin, 2004a 
Heat  100◦C 15 min  ADS  Han and Shin, 2003 
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ตารางที ่1 (ต่อ) 
 
 

Treatment  Description Sludge source Reference 
Heat  100◦C     30 min  ADS  Fang et al., 2006 
Heat  100◦C     45 min  SS  Chang and Lin, 2004 
Heat  100◦C     45 min  AS  Lin and Lay, 2004a 
Heat  100◦C     45 min  AS  Lin and Lay, 2004b 
Heat  100◦C     45 min  AS  Lin and Lay, 2005 
Heat 100–105◦C 2 h  Compost  Fan et al.,2004 
Heat  100◦C         2 h  Compost Lay et al., 2003 
Heat  104◦C         2 h  Compost and soil  Ginkel et al., 2001 
Heat  104◦C         2 h  Soil  Logan et al., 2002 
Heat  104◦C         2 h  ADS  Oh et al., 2003 
Heat  105◦C         2 h  Compost  Khanal et al., 2004 
Heat  121◦C       30 min  Waste biosolids  Wang et al., 2003 
Acid/base  pH 3, 10   24 h SS Chen et al., 2002 
Acid/base  pH 3–4     24 h SS Chang et al., 2002 
Methanogenic  inhibitors Acetylene 1% ADS  Sparling et al., 1997 
Methanogenic  inhibitors Chloroform  

28 mg/L  
ADS  Cheng et al., 2003 

Methanogenic  inhibitors Chloroform  ADS Liang et al., 2002 
Electric current  Low voltage of 3.0–4.5 V ADS  Roychowdhury, 2000 
 
หมายเหตุ  AS, acclimated sludge; SS, sewage sludge; ADS, anaerobic digested sludge;  

  SBM, soybean meal. 
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ปัจจัยทีม่ีผลต่ออตัราการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
 

ในการหมกัเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจน นอกจากวธีิการคดักรองแบคทีเรียใหเ้หมาะสมต่อ
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนแลว้นั้น จะตอ้งค านึงถึงสภาวะแวดลอ้มของระบบท่ีเก่ียวขอ้งกบั
กระบวนการหมกัดว้ยเช่นกนั ทั้งน้ีเพื่อรักษาและเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของ
ระบบ โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนมีดงัน้ี 

 

1. อุณหภูมิ (Temperature) 
 

อุณหภูมินบัว่าเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อกิจกรรมของแบคทีเรียเป็นอย่างยิ่ง เน่ืองจากแบคทีเรีย  
แต่ละชนิดมีความสามารถในการด ารงชีวิต และ ด าเนินกิจกรรมภายใต้อุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน         
การเลือกอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการหมกัจะช่วยส่งเสริมประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนได ้
ในกระบวนการยอ่ยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะท่ีไม่ใชอ้ออกซิเจนมีช่วงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยู่
ดว้ยกนั 2 ช่วง ไดแ้ก่ อุณหภูมิระหว่าง 30-40๐C แบคทีเรียท่ีสามารถท างานไดภ้ายใตช่้วงอุณหภูมิ
ดงักล่าวเรียกว่า mesophilic bacteria และอุณหภูมิระหวา่ง 50-60๐C ซ่ึงเรียกแบคทีเรียท่ีท างาน
ในช่วงอุณหภูมิน้ีวา่ thermophilic bacteria 
 

2. ความเป็นกรดด่าง (pH) 
 

ความเป็นกรดด่าง หรือ pH ถือวา่เป็นปัจจยัส าคญัต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจน เน่ืองจากมี
อิทธิพลต่อกระบวนการยอ่ยสลายและกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์พบใน
แบคทีเรียท่ีไม่ใชอ้ากาศหลายชนิดท่ีสามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได ้ (Lay, 2002)    ทั้งน้ีช่วงของพี
เอชท่ีแตกต่างกนัจะส่งผลใหเ้กิดการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีแตกต่างกนั   ค่า pH ท่ีเหมาะสมต่อ
กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนอยูร่ะหวา่ง 4.5-6.5 (พทัจารี, 2550) 
 

3. อาหาร (Substrate) 
 

อาหารแบ่งออกเป็น 2 ชนิด   คือ สารอาหารหลกั เช่น carbon, nitrogen และ phosphorus   
และสารอาหารรอง เช่น calcium, magnesium และ zinc    ปริมาณ nitrogen และ phosphorus ท่ี
แบคทีเรียตอ้งการใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรียท่ี์นอ้ยท่ีสุดในระบบ anaerobic digestion    มี
อตัราส่วน BOD: N: P เท่ากบั 100:1.1:0.2 (อารียา, 2546) โดยแบคทีเรียใช ้carbon ในการสังเคราะห์
พลงังาน ใช ้nitrogen ในการสังเคราะห์โปรตีน และใช ้phosphorus ในการสังเคราะห์กรดนิวคลีอิก 
(nucleic acid) 
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4. ระยะเวลาในการเกบ็กกัน า้เสียในระบบ (Hydraulic retention time, HRT) 
 

เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีควบคุมประสิทธิภาพของระบบการยอ่ยสลายสารอินทรียภ์ายใตส้ภาวะ
ไม่ใชอ้อกซิเจน อตัราการยอ่ยสลายจะเพิ่มมากข้ึนตามระยะเวลาการเก็บกกั ส่งผลใหมี้ปริมาณ         
ก๊าซไฮโดรเจนท่ีเพิ่มมากข้ึนจนถึงจุดจุดหน่ึงแลว้ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนจะลดลงจนหมดไปในท่ีสุด 
ทั้งน้ีเกิดจากแบคทีเรียกลุ่มผลิตก๊าซมีเทนใชไ้ฮโดรเจนในการเจริญเติบโต จึงท าใหป้ริมาณของก๊าซ
ไฮโดรเจนลดลง (Chenlin and Herbert, 2007) 

 

ส าหรับการค านวณหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการเก็บกกัน ้าเสียในระบบ สามารถค านวณ
ไดจ้ากสมการ 

Q

V
HRT   

 

 โดยท่ี  V  = ปริมาตรความจุของถงั   หน่วย ปริมาตร (L, m3) 
Q  = อตัราการเติมน ้าเสียเขา้สู่ระบบ  หน่วย ปริมาตรต่อเวลา (L/hr, m3/day) 
HRT  = Hydraulic retention time  หน่วย เวลา (hours, day) 

 
Hawkes et al. (2007)   รายงานวา่    การผลิต H2 ในถงัปฏิกิริยาท่ีไม่มีการผลิต CH4 เกิดข้ึน

นั้นมีค่า pH อยูใ่นช่วงระหวา่ง 4.5-6.7 โดยมีระยะเวลาเก็บกกัท่ีเหมาะสมท่ีสุดอยูใ่นช่วงตั้งแต่ไม่ก่ี
ชัว่โมงไปจนกระทัง่ 3 วนั ทั้งน้ีข้ึนอยูก่บั substrate ท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต H2   เม่ือเดินระบบ
แบบ continuous operation ภายใตส้ภาวะ dark fermentation 
 

น า้เสียและของเสียจากโรงงานผลติเบียร์ 
 

มลพิษจากโรงงานผลิตเบียร์ส่วนใหญ่มาจากกากของเหลือ และน ้าทิ้ง น ้าทิ้งจากโรงงานคือ
ส่วนท่ีจะส่งผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้มไดม้ากท่ีสุด ในการผลิตเบียร์นั้นใชน้ ้าเป็นวตัถุดิบส าคญัใน 
กระบวนการผลิต และ กวา่จะออกมาเป็นเบียร์ 1 ลิตร   จะมีน ้าเสียท่ีผา่นการใชง้านโดยประมาณ             
3-10 ลิตร ซ่ึงน ้าเสียเหล่านั้นเกิดข้ึนจากทุกขั้นตอนการผลิตเบียร์ เช่น การลา้งขวด การหกลน้ขณะ
บรรจุขวด การลา้งพื้น การระบายน ้าทิ้งและการลา้งถงั หมอ้ผสม อ่างบด และหมอ้ตม้ ส่วนกากของ
เหลือนั้นประกอบไปดว้ยกากขา้ว และยสีต ์(yeast) ท่ีผา่นการใชง้านแลว้ 

 

การผลิตเบียร์ อาศยัยสีตใ์นกระบวนการหมกัวตัถุดิบท่ีใช ้คือ ขา้วมอลตท่ี์ก าลงังอก (barley 
malt) และ แป้ง (starch adjuncts)   ผสมกบัน ้าอุ่น หลงัจากปล่อยใหเ้อนไซมย์อ่ยแป้งใหเ้ป็นน ้าตาล
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แลว้จะไดน้ ้าเวิร์ท (wort) ออกมา   น ามากรองและตม้กบัดอกฮอป (hops) เพื่อให้น ้าเวิร์ทเขม้ขน้       
มีรสชาติเพิ่มข้ึนและท าลายแบคทีเรีย แลว้น ามาหมกัดว้ยยสีตซ่ึ์งจะหมกัน ้าตาลใหเ้ป็นแอลกอฮอล์
และ คาร์บอนไดออกไซด ์  และเกิดการเปล่ียนแปลงกบัโปรตีนและสารอ่ืนๆ   ท าใหเ้กิดรสชาติท่ีดี 
ยสีตป์ระกอบไปดว้ยธาตุอาหารมากมีกรดอะมิโน 16 ชนิด  เกลือแร่ 14 ชนิด วติามิน 17 ชนิด 
นอกจากน้ียงัมีเกลือแร่สูง คือ โครเมียม สังกะสี เหล็ก ฟอสฟอรัส และเซเลเนียม อีกทั้งยสีตย์งัเป็น
แหล่งส าคญัของโปรตีนถึง 16 กรัมต่อปริมาตรยสีต ์30 กรัม มีมากถึง 50%-55% 

 

ปัจจุบนัไดมี้การน าส่วนประกอบของ yeast ท่ีเป็น  by product  ท่ีไดจ้ากโรงงานผลิตเบียร์   
มาใชป้ระโยชน์ดว้ยกนัหลากหลายรูปแบบ อาทิเช่น น ามาท าปุ๋ย น ามาท าเป็นอาหารสัตว ์ เป็นตน้ 
ซ่ึงจะมีทั้งการน ามาใชใ้นรูปแบบของเหลวและรูปแบบแหง้ ทั้งน้ี yeast ท่ีไดจ้ากโรงงานผลิตเบียร์
เป็น yeast ท่ีมีประโยชน์ และ เป็น yeast ท่ีตายแลว้คงเหลือแต่ผนงัเซลลข์อง yeast ซ่ึงเป็นแหล่ง
โปรตีนคุณภาพยอ่ยสลายไดท้นัที     นอกจากน้ี yeast ท่ีไดจ้ากโรงงานผลิตเบียร์ยงัมีอยา่งอ่ืนตามมา
อีกดว้ยนัน่คือกากของขา้วต่างๆท่ีน ามาท าเบียร์ท าใหคุ้ณค่าทางอาหารท่ีมีในน ้า yeast นั้นมีคุณค่าสูง 
และเหมาะอยา่งยิง่ท่ีจะน ามาท าเป็นอาหารสัตว ์หรือใชท้  าปุ๋ย 

 

ของเสียอุตสาหกรรมและของเสียอนัเน่ืองมาจากการด ารงชีวติของมนุษยห์ลายประเภท 
เช่น ของเสียจากโรงงานกระดาษ เซลลูโลส ขยะมูลฝอยในเขตเทศบาล  น ้าเสียจากโรงกลัน่ไวน์ขา้ว   
เศษมนัฝร่ังหวานและแป้งสาลีรวมถึงผลิตภณัฑอ่ื์นๆ ถูกน ามาศึกษาเก่ียวกบัการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
อยา่งแพร่หลาย (Liu et al., 2003)         แต่การศึกษาท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้า
เสียโรงเบียร์ยงัไม่เป็นท่ีแพร่หลายมากนกั ซ่ึงการศึกษาดงักล่าวนบัวา่เป็นแนวทางท่ีดีในการจดัการ
ของเสียท่ีเกิดจากกระบวนการผลิตเบียร์ (Janhom et al., 2009)       นอกจากน้ีแบคทีเรียจาก
โรงงานผลิตเบียร์นั้น มีความทนทานต่อสภาวะแวดลอ้มไม่ปกติไดดี้ซ่ึงสามารถอธิบายไดจ้ากการ
รายงานของ Sinbuathong et al. (2009)  ท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ แบคทีเรียแบบไม่ใชอ้ากาศจากกาก
ตะกอนท่ีใชย้อ่ยสลายในโรงงานผลิตเบียร์พบวา่มีความเหมาะสมเป็นอยา่งยิง่ในการบ าบดัน ้าเสียท่ี
มีซลัเฟต(sulfate) และโลหะหนกัปนเป้ือนอยู ่ เม่ือพิจารณาจากอตัราการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
ร่วมกบัอตัราการลดลงของของเสีย และ sulfate ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่แบคทีเรียดงักล่าวมีความทนทาน 
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

 การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์
โดยการหมกัแบบไม่ใชแ้สง มีการจดัเตรียมอุปกรณ์ดงัน้ี 
 

1. อุปกรณ์เคร่ืองแกว้พื้นฐานท่ีใชใ้นหอ้งปฏิบติัการ เช่น beaker, flasks, erlenmeyer flasks, 
dropper และอ่ืนๆ 
 

 2. เคร่ืองมือพื้นฐานในหอ้งปฏิบติัการและเคร่ืองมือวเิคราะห์ลกัษณะสมบติัของน ้า ไดแ้ก่ 
 2.1 COD reflux apparatus Model EV GERHARDT 
 2.2 pH meter Model 500 Cyber scan  

 

3. เคร่ืองมือท่ีมีความสลบัซบัซอ้นในหอ้งปฏิบติัการไดแ้ก่   gas chromatograph (GC)  ท่ีมี
ตวัตรวจวดัเป็น thermal conductivity detector (GC/TCD) Shimadzu GC 14B โดยใชก้๊าซอาร์กอน 
(Ar) เป็นก๊าซตวัพา (carrier gas)  และใช ้ standard gas  เป็นก๊าซไฮโดรเจน (hydrogen, H2) 30%, 
ก๊าซมีเทน (methane, CH4) 30% และ balance ดว้ยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์ (carbondioxide, CO2) 
ซ่ึงมี conditions ของเคร่ือง GC ดงัต่อไปน้ี  

- Column oven temperature  40 °C 
- Injection port temperature  60 °C 
- Detector temperature  70 °C 
- Current    70  

 

 4. สารเคมีในการวเิคราะห์หาลกัษณะสมบติัของน ้าเสีย    ไดแ้ก่   COD (chemical oxygen 
demand) ตามวธีิมาตรฐาน Standard Methods for Examination of Water and Wastewater               
(APHA et al., 1992) 
 

 5. อุปกรณ์ส าหรับใชใ้นการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 
(feasibility biohydrogen production) โดยเดินระบบแบบก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 
 5.1 ขวดน ้าด่ืมพลาสติกขนาด 1.5 L ใชท้  าขวดหมกั 
 5.2 จุกยาง 
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 5.3 สายยาง 
 5.4 หลอดแกว้ 
 5.5 กระดาษอลูมิเนียมฟอยล ์
 5.6 ตูแ้ช่แขง็ (deep freeze -20๐C) FZ-269 model Mirage  
 5.7 Water bath  
 

 6. อุปกรณ์ส าหรับใชใ้นการศึกษาชนิดและปริมาตรก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึน   โดยเดินระบบ
แบบเติมคร้ังเดียว (batch operation) 
 6.1 ขวดซีร่ัม (serum bottle) พร้อมฝาอลูมิเนียม ขนาดความจุใชง้าน 100 ml 
 6.2 สายยาง 
  6.3 ขวดน ้าด่ืมพลาสติกขนาด 500 ml ใชเ้ป็นระบบเก็บก๊าซ (gas collection system) โดย
การแทนท่ีน ้า (water displacement) 
 6.4 จุกยาง 
 6.5 คลิปหนีบกระดาษส าหรับหนีบสายยาง 
 6.6 แท่งแกว้งอ 
 6.7 แท่งแกว้ตรง 

 6.8 ลวดขนาดเล็ก 
 6.9 กระดาษอลูมิเนียมฟอยล ์
 

7. แหล่งแบคทีเรียและสารตั้งตน้ (substrate) 
 7.1 แบคทีเรียจากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์    เก็บจากถงั UASB (upflow 
anaerobic sludge blanket) ของโรงงานผลิตเบียร์ 

7.2 น ้ าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ (brewery wastewater)   ท่ีมีค่า COD ประมาณ          
6,000 mg/l เป็นสารตั้งตน้ในการทดลองน้ี เน่ืองจาก Shi et al. (2010) รายงานค่า COD ท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิต H2 ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่าประมาณ 6,050 mg/l  

 น ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l เตรียมไดจ้ากน ้าเสียท่ี
น ามาจาก Equalization tank (EQ tank) ของโรงงานผลิตเบียร์ผสมรวมกบักากยสีต ์   ท่ีเป็นของเสีย
จากกระบวนการผลิตเบียร์   จากการศึกษาเบ้ืองตน้ของการทดลองน้ีพบวา่น ้าเสียจาก EQ tank มีค่า 
COD ประมาณ 1,530 mg/l ขณะท่ียสีตมี์ค่า COD ประมาณ 223,000 mg/l  จึงค านวณอตัราส่วนผสม
ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์:ยสีต ์ ไดเ้ท่ากบั 980:20 (ml:ml) ตามล าดบั   จากนั้นน าน ้ าเสียท่ีผสมได้
ไปวเิคราะห์ค่า COD เพื่อตรวจสอบค่า COD ของน ้าเสียท่ีผสมข้ึนใหม่ใหมี้ค่าประมาณ  6,000 mg/l  
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ตามท่ีไดค้  านวณไวแ้ลว้จึงน าไปใชใ้นการศึกษาต่อไป    (ค่า COD ท่ีใชจ้ริงในการทดลองบนัทึกไว้
ในส่วนของผลการทดลอง)  

 

 8. Nutrient broth ของบริษทั Himedia 
     Nutrient broth เป็นสารอาหารเสริมของแบคทีเรีย (ประกอบดว้ย peptic digest of animal 
tissue, sodium chloride, beef extract และ yeast extract)   น ามาใชเ้ป็นอาหารของแบคทีเรียในช่วง
เร่ิมตน้เล้ียงแบคทีเรีย หลงัจากแบคทีเรียผา่นการคดักรองในแต่ละวธีิแลว้ เพื่อเพิ่มปริมาณและสร้าง
ความคุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรีย (acclimation) โดยจะใชท่ี้ความเขม้ขน้ประมาณ 1.3% ตามท่ีไดแ้นะน า
ไวบ้นฉลากขา้งขวด 
 

9. ระบบเก็บตวัอยา่งก๊าซ (gas collection system) ของการเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว 
(batch operation) ท าการสร้างระบบเก็บตวัอยา่งก๊าซจ านวน 15 ชุด (ภาพท่ี 3) 

 การเก็บตวัอยา่งก๊าซท่ีเกิดจากแบคทีเรียในระบบ batch operation ท าโดยการแทนท่ีน ้า 
(water displacement) มีขั้นตอนในการต่อระบบเก็บตวัอยา่งก๊าซ ดงัน้ี 

 9.1 น าขวดน ้าด่ืมพลาสติกขนาด 500 ml มาท าการปิดปากขวดดว้ยจุกยางสีด าท่ีเจาะรู 3 รู       
ในแนวเดียวกนั    

 9.2 ต่อแท่งแกว้ท่ีมีลกัษณะปลายงอเขา้กบัรูทางดา้นริมทั้งสองดา้นของจุกยาง      โดยให้
ปลายของแท่งแกว้อยูใ่นลกัษณะท่ีปลายงอออกทางดา้นบนและล่างในทิศทางท่ีตรงขา้มกนัเม่ือวาง
ขวดในแนวราบ และต่อแท่งแกว้ท่ีมีลกัษณะตรงเขา้กบัรูท่ีอยูต่รงกลาง (ภาพท่ี2) 

 9.3 น าสายยางมาต่อเขา้กบัแท่งแกว้ทั้ง 3 แท่ง โดยก าหนดให ้
  - แท่งแกว้ท่ีมีปลายโคง้ข้ึนทางดา้นบนเป็นท่อส าหรับใหก้๊าซท่ีเกิดข้ึนในระบบผลิต

ก๊าซไหลผา่นเขา้มาแทนท่ีน ้าในขวดพลาสติก (เม่ือท าการทดลอง serum bottle จะถูกต่อเขา้กบัปลาย
สายอีกดา้นของท่อน้ีโดยจะถูกขั้นดว้ยหลอดแกว้รูปตวัทีเพื่อใชใ้นการเก็บตวัอยา่งก๊าซไปวเิคราะห์)    

 - แท่งแกว้ท่ีมีลกัษณะตรงใชเ้ป็นท่อส าหรับการเติมสารละลายกรดซลัฟุริกเจือจาง   
เขา้สู่ระบบเพื่อการแทนท่ีน ้าของก๊าซ   

 - แท่งแกว้ท่ีมีปลายโคง้ลงใชเ้ป็นท่อส าหรับทางน ้าออกเม่ือถูกแทนท่ีดว้ยก๊าซ 
 9.4 เติมสารละลายกรดซลัฟุริกเจือจาง (sulphuric acid, H2SO4) ท่ีมีความเขม้ขน้ 0.05 M 

ลงในขวด (ใช ้H2SO4 เพื่อป้องกนัไม่ให ้CO2 ละลายในน ้า)   โดยระวงัไม่ใหส้ารละลายกรดซลัฟุริก
เจือจางในขวดมีปริมาตรสูงกวา่ปลายแท่งแกว้ท่ีงอข้ึนทางดา้นบน และใหส้ารละลายกรดซลัฟุริก
เจือจางท่ีเติมในขวดมีปริมาตรเท่าๆกนัทุกขวด 
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น าระบบเก็บก๊าซท่ีพร้อมใชง้านไปใชใ้นการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จาก     
น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ โดยการเดินระบบแบบ batch operation ต่อไป (ภาพท่ี 7) 

 
 

   
 
 
ภาพที ่2 การเรียงแท่งแกว้ในขวดน ้ากรดของระบบเก็บตวัอยา่งก๊าซโดยการแทนท่ีน ้า  
 

 
 
ภาพที ่3 ลกัษณะขวดเก็บก๊าซท่ีเป็นการเก็บตวัอยา่งก๊าซท าโดยการแทนท่ีน ้า (water displacement) 
 

วธีิการ 
 

วธีิการประกอบดว้ย 3 ขอ้หลกัดงัน้ี 
 1. การคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
 2. การเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรีย 
 3. การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยเดินระบบแบบ batch operation 
และ semi-continuous operation 
 

โดยแผนภูมิการด าเนินการทดลองสรุปไวใ้นภาพท่ี 4 
 
 

ก๊าซเขา้ 

ท่อเติมสารละลายกรดซลัฟุริกเจือจาง 

ทางน ้าออก 
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ภาพที ่4 แผนภูมิการด าเนินการทดลอง 

Wastewater and bacteria from brewery factory 

Bacterial acclimation 

Bacterial pretreatment  

Brewery wastewater Mixed bacteria 

Feasibility study for H2 production 
by dark fermentation 

Heat treatment 

Acid treatment 

Base treatment 

Chloroform treatment 

Freezing and thawing 

COD ≈ 6000 mg/l 
Initial pH 6.3 

- Collection every 3 h   

Brewery wastewater 
adjusted initial pH to 4-7 
 

Pretreated bacteria 

Batch operation 

100 ml Serum bottles 
 

Digested wastewater Total biogas 
 

% H2 and %CH4 
 

H2 and CH4 (ml at STP) 
 

Final COD and pH 
 

COD degraded (mg/l) 
 

H2 yield and CH4 yield 
(ml H2 and CH4) at STP/g COD degraded) 

@ 35 ºC 

Initial COD   
 

Pretreated bacteria 

Semi-continuous operation 

Brewery wastewater 
Initial pH 6.3 

 
 

1.3 L Bioreactor  
 

Total biogas 
 

%H2 and %CH4 
 

Room temperature (30 ºC) 

MLVSS ≈ 4000 mg/l 
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1. การคัดกรองแบคทเีรียเพือ่ผลติก๊าซไฮโดรเจน (Pretreatment methods for hydrogen 
producing bacteria) 
 

การผลิต H2 โดยใช ้mixed culture อาจมีแบคทีเรียท่ีใช ้H2 (hydrogen consuming bacteria) 
ผสมอยู ่ ดงันั้นในการหมกัเพื่อผลิต H2 จ  าเป็นตอ้งท าการคดักรองแบคทีเรียก่อนการหมกัเพื่อยบัย ั้ง
การท างานของแบคทีเรียท่ีใช ้ H2   ในการศึกษาน้ีจึงน าแบคทีเรียมาผา่นการคดักรองเพื่อใหไ้ด้
แบคทีเรียชนิดผลิต H2 ดว้ยวธีิการต่างๆ 5 วธีิ รายละเอียดดงัต่อไปน้ี 

 

 1.1 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน (heat treatment)  
(Sung et al., 2002) 
 

  การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน เร่ิมจากน าแบคทีเรียแบบผสม
จากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์ใส่ลงในหลอดทดลอง แช่หลอดทดลองท่ีภายในบรรจุ
แบคทีเรียท่ีเตรียมไวใ้ส่ในอ่างน ้า (water bath) ท่ีมีการควบคุมอุณหภูมิไวท่ี้ประมาณ 85๐C (ระดบั
น ้าในอ่างตอ้งอยูเ่หนือระดบัแบคทีเรียในหลอด) เป็นระยะเวลา 15 นาที จากนั้นน าหลอดแบคทีเรีย
จากอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิมาท าใหเ้ยน็ทนัทีโดยแช่การลงในอ่างน ้าแขง็ประมาณ 15 นาที 
 

 การคดัน าแบคทีเรียท่ีผา่นกรองแลว้มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคย 
(bacterial acclimation) และศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการเดินระบบแบบ 
batch operation และ semi-continuous operation ในขั้นตอนต่อไป   

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  การคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิต H2 โดยการปรับสภาพดว้ยวธีิ heat treatment 
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  1.2 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรด (acid treatment) 
(Ren et al., 2008) 
 

 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรดท าโดยปรับค่า pH ของแบคทีเรียให้มี
ค่า pH เท่ากบั 3   โดยใช ้10 N HCl (hydrochloric acid) แลว้คงสภาพน้ีไวเ้ป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง    
จากนั้นปรับค่า pH ใหมี้ค่าเป็นกลาง (ประมาณ 7)    โดยใช ้10 N NaOH (sodium hydroxide)  

 

 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแลว้มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคย 
(bacterial acclimation) และศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการเดินระบบแบบ 
batch operation และ semi-continuous operation ในขั้นตอนต่อไป   

 
1.3 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (base treatment) 

(Ren et al., 2008) 
 

  การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่างท าโดยปรับค่า pH ของแบคทีเรียให้มี
ค่า pH เท่ากบั 11 โดยใช ้10 N NaOH (sodium hydroxide)     คงสภาพน้ีไวเ้ป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง   
จากนั้นปรับค่า pH ใหมี้ค่าเป็นกลาง (ประมาณ 7) โดยใช ้ 10 N HCl (hydrochloric acid) 
 

 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแลว้มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคย 
(bacterial acclimation) และศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการเดินระบบแบบ 
batch operation และ semi-continuous operation ในขั้นตอนต่อไป 
 
 1.4 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม (chloroform treatment) 
(Wang and Wan, 2008) 
 

 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยคลอโรฟอร์มท าโดยการเติมคลอโรฟอร์ม 
2% โดยปริมาตรลงในแบคทีเรีย    ในการศึกษาน้ีใชแ้บคทีเรียปริมาตร 800 ml มาเติมคลอโรฟอร์ม 
16 ml ตั้งทิ้งไวเ้ป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง  

 

น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแลว้มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคย 
(bacterial acclimation) และศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการเดินระบบแบบ 
batch operation และ semi-continuous operation ในขั้นตอนต่อไป  
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  1.5 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยการแช่แขง็และละลาย 
(freezing and thawing treatment) (Liu et al., 2009) 
 

 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยการแช่แขง็และละลายท าโดยการน า
แบคทีเรียแช่ในตู ้ deep freeze ท่ีอุณหภูมิ -20๐C คงสภาพน้ีไวเ้ป็นระยะเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้น        
น าออกมาตั้งไวใ้หล้ะลายในอุณหภูมิหอ้ง 

 

 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแลว้มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคย 
(bacterial acclimation) และศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการเดินระบบแบบ 
batch operation และ semi-continuous operation ในขั้นตอนต่อไป   
 

แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการต่างๆดงักล่าวแลว้มีค่า pH เร่ิมตน้ของแบคทีเรีย      
ท่ีไม่แตกต่างกนัมากนกั    โดยอยูใ่นช่วงระหวา่ง 6.5-7.5 ซ่ึงเป็นค่า pH จริงท่ีไม่ไดผ้า่นการปรับ        
ยกเวน้แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ย acid treatment  และ  base treatment เท่านั้นท่ีมีการปรับ pH 
ใหมี้ค่าประมาณกลางในขั้นตอนสุดทา้ย 
 
2. การเพิม่ปริมาณและสร้างความคุ้นเคยให้แก่แบคทเีรีย (Bacterial acclimation) 
 

น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิต่างๆแลว้ มาเล้ียงเพื่อเพิ่มปริมาณและสร้างความ   
คุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรียดว้ยสารละลาย glucose-based substrate ท่ีไดจ้ากการผสมสารละลาย glucose 
0.5% w/v (glucose 5 g ในน ้ากลัน่ 1 L)    และสารละลาย  nutrient broth 1.3% w/v (nutrient broth    
13 gในน ้ากลัน่ 1 L) ในอตัราส่วน 1:1      เพื่อใชเ้ป็นอาหารใหแ้ก่แบคทีเรียเป็นระยะเวลาประมาณ 
15 วนั   จากนั้นเร่ิมเปล่ียนอาหารแบคทีเรียเป็นน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD ประมาณ 
6,000 mg/l โดยเร่ิมจากผสมน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์เขา้กบัสารละลาย glucose-based substrate 
ทีละนอ้ย จนกระทั้งใชน้ ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์เป็นอาหารใหแ้ก่แบคทีเรียเพียงอยา่งเดียวเท่านั้น    
หลงัการใหอ้าหารแบคทีเรียประมาณ 2 ชัว่โมง    ท าการเก็บตวัอยา่งก๊าซเพื่อตรวจสอบปริมาณ H2 
(%H2) ท่ีเกิดข้ึน      น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธีต่างๆไปท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้น
การผลิต H2 ในขั้นตอนต่อไป 

 

 ในการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรียมีขั้นตอนดงัน้ี 
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2.1 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการต่างๆ แลว้    ใส่ลงในขวดน ้าด่ืมพลาสติกใส
ท่ีหุม้ดว้ยฟลอยด์ปริมาตร 1.5 L ในปริมาตร 800 ml 
 

 2.2 ใหอ้าหารแบคทีเรียโดยใชส้ารละลาย glucose-based substrate ท่ีมีค่า COD ประมาณ 
6,000 mg/l ซ่ึงใกลเ้คียงกบัน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีน ามาใชใ้นการทดลอง   (วเิคราะห์ COD ของ 
glucose-based substrate พบวา่มีค่าประมาณ 6,800 mg/l) ในปริมาตร 500 ml    ใชจุ้กยางสีด าท่ีมี    
ท่อต่อกบัสายยางมาปิดท่ีปากขวดใหแ้น่น จากนั้นน าปลายสายยางอีกดา้นจุ่มลงในหลอดแกว้         
ท่ีบรรจุน ้าเพื่อสังเกตความสามารถในการผลิตก๊าซของแบคทีเรีย 
  

 2.3 ใหอ้าหารแบคทีเรียดว้ยสารละลาย glucose-based substrate ในปริมาตร 500 ml เท่ากนั      
เช่นน้ีประมาณ 15 วนั จากนั้นลดปริมาตรสารละลาย glucose-based substrate ลง   ทดแทนปริมาตร
อาหารท่ีลดลงดว้ยน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l   โดยใชน้ ้าเสียจาก
โรงงานผลิตเบียร์:สารละลาย glucose-based substrate ในอตัราส่วน 1:3     ต่อมาใชน้ ้าเสียจาก
โรงงานผลิตเบียร์:สารละลาย glucose-based substrate ในอตัราส่วน 1:2   และ  อตัราส่วน 1:1 
ตามล าดบั จนกระทัง่อาหารท่ีใหแ้ก่แบคทีเรียเป็นน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์เพียงอยา่งเดียว 
 

 2.4 สังเกตการเกิดก๊าซหลงัใหอ้าหารโดยดูจากฟองก๊าซในหลอดแกว้ท่ีบรรจุน ้าและเก็บ
ตวัอยา่งก๊าซท่ีเกิดหลงัจากท าการใหอ้าหารแบคทีเรียแลว้เป็นระยะเวลา 2 ชัว่โมง 
 

 2.5 วเิคราะห์ตวัอยา่งก๊าซท่ีเกิดเพื่อดูความสามารถในการผลิต H2 ของแบคทีเรียท่ีผา่น    
การคดักรองในแต่ละวธีิ โดยใชเ้คร่ือง GC/TCD เป็นเคร่ืองมือในการตรวจวเิคราะห์ 
 

 2.7 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการต่างๆ มาศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 

ในขั้นตอนต่อไป 
 
3. การศึกษาความเป็นไปได้ในการผลติก๊าซไฮโดรเจน     (Feasibility study for biohydrogen 
production) 
 

 การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 ท  าโดยน าน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD 
ประมาณ 6,000 mg/l     หมกัรวมกบัแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองและผา่นการ acclimation แลว้        
ซ่ึงมีค่ามวลแบคทีเรีย (mixed liquor volatile suspended solids, MLVSS)    ประมาณ 4000 mg/l 
เท่ากนัทุกวธีิการคดักรองแบคทีเรีย     ท าการศึกษาภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic) และ           
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ไม่ใชแ้สง (dark fermentation)    ในขั้นตอนน้ีแบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน ตามวธีิการเดินระบบ 
ดงัน้ี  
 3.1 การเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว (batch operation)  

 การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยเดินระบบแบบ batch operation   ศึกษาท่ี 
pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียเท่ากบั 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7    ท่ี pH เร่ิมตน้ของแบคทีเรียภายหลงัจาก
ผา่นขั้นตอน acclimation แลว้โดยไม่มีการปรับ pH ของแบคทีเรียแต่อยา่งใด        ในการหมกัโดย
เดินระบบแบบ batch operation  ใชอ้ตัราส่วนน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์:มวลแบคทีเรียเท่ากบั 1:4 
โดยปริมาตร      และใชข้วดซีรัม (serum bottle) ท่ีหุม้ดว้ยกระดาษอลูมิเนียมฟลอยด์เป็นขวดหมกั 
(bioreactor) ศึกษาท่ีอุณหภูมิ 35๐C    เก็บตวัอยา่งก๊าซ (gas collection system)โดยการแทนท่ีน ้า 
(water displacement)   ท าการศึกษาจนกระทัง่ระบบหยดุผลิตก๊าซหรือประมาณ 120 ชัว่โมง         
ในการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยเดินระบบแบบ batch operation มีขั้นตอนในการ
เดินระบบดงัน้ี 

 

  3.1.1 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองและผา่นการ acclimation ปริมาตร 20 ml     ใส่ลง
ใน serum bottle ขนาดบรรจุ 100 ml (ท่ีหุม้ดว้ยกระดาษอลูมิเนียมฟลอยด์)    จากนั้นน าน ้าเสีย
โรงงานผลิตเบียร์ท่ีปรับใหมี้ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียเท่ากบั 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7    ดว้ย 10 N 
HCl หรือ 10 N NaOH (ไม่ใช ้NaHCO3 ในการปรับ pH เน่ืองจากจะเกิด H2  จาก NaHCO3)      เติม
น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ปริมาตร 80 ml ลงใน serum bottle ท่ีบรรจุแบคทีเรียไวแ้ลว้  ท าการปิดฝา
ใหส้นิทและต่อ serum bottle เขา้กบั gas collection system (ขอ้ 9 ในส่วนของอุปกรณ์)       ท าการ
ควบคุมอุณหภูมิการหมกัท่ี 35๐C โดยการน า serum bottle แช่ไวใ้น water bath  
 

 3.1.2 เก็บขอ้มูลก๊าซท่ีเกิดข้ึนในระบบตลอดการศึกษาประมาณทุก 3 ชัว่โมงโดยบนัทึก
ปริมาตรน ้าท่ีออกจาก gas collection system ซ่ึงถูกแทนท่ีดว้ยก๊าซท่ีผลิตไดใ้น serum bottle     และ
เก็บตวัอยา่งก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในระบบเพื่อวเิคราะห์องคป์ระกอบของก๊าซโดยใชเ้คร่ือง GC/TCD   
 

 3.1.3 เก็บตวัอยา่งน ้าเสียระหวา่งการหมกัโดยใช ้syringe เก็บตวัอยา่งน ้าเสียในปริมาตร 
5 ml เพื่อน ามาวดั pH และวเิคราะห์ค่า COD ในช่วงเวลาต่างๆของการหมกัประมาณทุก 24 ชัว่โมง
และ COD สุดทา้ย (final COD) 
 

 3.1.4 ท าการหมกัจนกระทัง่ระบบหยดุผลิตก๊าซคือประมาณ 120 ชัว่โมง 
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serum bottle 

 3.1.5 น าผลท่ีไดจ้ากขอ้ 3.1.2 และ 3.1.3 มาค านวณหาผลผลิตก๊าซชีวภาพ (yield) ใน
หน่วยปริมาตรก๊าซท่ีผลิตไดใ้นสภาวะมาตรฐานต่อกรัมสารอินทรียท่ี์ถูกก าจดั (ml gas at STP /        
g COD degraded) ดูรายละเอียดวธีิการค านวณไดจ้ากขอ้ 1.6 ภาคผนวก ข  
 

 3.1.6 พิจารณา pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีให ้yield สูงสุด 
 

 3.1.7 ท าการทดลองซ ้ าในขอ้ 3.1.1-3.1.6 ส าหรับแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ    
อ่ืนๆ จนครบทุกวธีิ และพิจารณา H2 yield สูงสุดท่ีไดจ้ากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการ
ต่างๆ เพื่อหาวธีิการคดักรองแบคทีเรียท่ีมีความเป็นไปไดสู้งสุดในการผลิต H2 
 

 

 
 
  
ภาพที ่6 ภาพแสดงการเช่ือมต่อ serum bottle ในระบบ batch process กบั gas collection system 
 
 

 
 
ภาพที ่7 การเดินระบบแบบ batch operation 
 
 
 

จุดเก็บตวัอยา่งก๊าซ 
เพื่อวเิคราะห์โดย GC/TCD 

water displacement 
bacteria: brewery wastewater 

1: 4 



36 
 

 3.2 การเดินระบบแบบการเติมก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 
 

 การศึกษาโดยเดินระบบแบบ semi-continuous operation ท าการศึกษาท่ี pH เร่ิมตน้
ของน ้าเสีย 6.3 (ซ่ึงเป็น pH จริงของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีไดจ้ากการเตรียมน ้าเสียใหมี้ค่า COD 
ประมาณ 6,000 mg/l) ท่ีมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l  ท าการหมกัน ้าเสียดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่น  
การคดักรองและผา่นการ acclimation แลว้   ท าการศึกษาท่ีอุณหภูมิห้อง ประมาณ 30๐C  โดยใช ้ 
ขวดน ้าด่ืมพลาสติกใสความจุใชง้าน 1300 ml ท่ีหุม้ดว้ยกระดาษอลูมิเนียมฟลอยด์ (เพื่อควบคุมให้
อยูภ่ายใตส้ภาวะ dark fermentation) เป็นขวดหมกั (bioreactor)    หมกัโดยใชอ้ตัราส่วนน ้าเสีย
โรงงานผลิตเบียร์:มวลแบคทีเรียประมาณ 1:2  ท าการศึกษาเป็นระยะเวลา 30 วนัและมีค่าระยะเวลา
ในการเก็บกกัน ้าเสียในระบบ (hydraulic retention time, HRT) เท่ากบั 2.6 วนั ค านวณไดด้งัต่อไปน้ี 
  

 จากสมการ   
Q

V
HRT   

 
โดยท่ี  V  = ปริมาตรความจุใชง้านของขวด   1300 ml (น ้าเสีย 500 ml + 
        แบคทีเรีย 800 ml) 

Q  = อตัราการเติมน ้าเสียเขา้สู่ระบบ   500 ml/day 
HRT  = Hydraulic retention time (day)  
  

  แทนค่า 

    
dayml

ml
HRT

/500

1300
  

 

     HRT   = 2.6 day 
 

 ดงันั้น HRT  ของระบบจึงมีค่าเท่ากบั 2.6 วนั   ซ่ึงมีค่าไม่เกิน 3 วนั ตามการรายงานของ 
Hawkes et al. (2007)    ท่ีสรุปวา่ HRT ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต H2 นั้น     มีค่าตั้งแต่เพียงไม่ก่ีชัว่โมง
ไปจนกระทัง่ 3 วนัข้ึนอยูก่บั substrate ท่ีใชใ้นกระบวนการผลิต H2   เม่ือเดินระบบแบบ continuous 
operation ภายใตส้ภาวะ dark fermentation 
 

 การเดินระบบแบบ semi-continuous operation มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
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 3.2.1 น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองและผา่นการ acclimation แลว้มาปริมาตร 800 ml   
ใส่ลงในขวดน ้าด่ืมพลาสติกใสท่ีหุม้ดว้ยกระดาษอลูมิเนียมฟลอยดข์นาดบรรจุประมาณ 1.5 L  

 

 3.2.2 เติมน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ปริมาตร 500 ml ลงในน้ี   ใชจุ้กยางสีด าท่ีมีท่อต่อกบั
สายยางปิดท่ีปากขวดใหแ้น่น จากนั้นน าปลายสายยางอีกดา้นจุ่มลงในหลอดแกว้ท่ีบรรจุน ้าเพื่อ
สังเกตความสามารถในการผลิตก๊าซของแบคทีเรีย 

 

 3.2.3 ศึกษาเป็นระยะเวลาทั้งส้ิน 30 วนัโดยท าการเติมน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์เขา้ระบบ
ในปริมาตร 500 ml เท่ากนัทุกวนั (Q = 500 ml/day) ซ่ึงตอ้งถ่ายอาหารเก่าออกจากระบบแลว้จึงเติม 
อาหารใหม่เขา้ระบบ  

 

 3.2.4 เก็บตวัอยา่งก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในระบบหมกัหลงัจากใหอ้าหารแบคทีเรียแลว้   
2 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์องคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึน (%H2 และ %CH4) โดยใชเ้คร่ือง 
GC/TCD โดยเก็บตวัอยา่งทุกๆ ประมาณ 3 วนัตลอดการทดลอง 
 

 3.2.5 บนัทึกผล %H2 และ %CH4 เพื่อสร้างกราฟความสัมพนัธ์กบัเวลา (วนั) 
 

 3.2.6 ท าการทดลองเช่นเดียวกนัน้ี (ตามขอ้ 3.2.1-3.2.5) ส าหรับแบคทีเรียท่ีผา่นการ    
คดักรองดว้ยวธีิการต่างๆ  
 

 เม่ือท าการทดลองโดยเดินระบบแบบ batch operation (ขอ้ 3.1)     และ     semi-continuous 
operation (ขอ้ 3.2) โดยใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิต่างๆจนครบทุกวธีิ      พิจารณาผล
การศึกษาทั้ง 2 ส่วนเปรียบเทียบกนั     เพื่อหาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงาน      
ผลิตเบียร์ภายใตส้ภาวะ dark fermentation 
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ผลและวจิารณ์ 
 
 การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพ (biohydrogen)    จากน ้าเสีย
โรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l โดยการหมกัแบบไม่ใชแ้สง (dark fermentation) 
และใชแ้บคทีเรียผสม (mixed culture) จากโรงงานเดียวกนัท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการต่างๆ 5 วธีิ 
(ดงักล่าวไวแ้ลว้ในส่วนวธีิการ ขอ้ท่ี 1)  
 

 ผลการศึกษาค่า pH และ COD ของแบคทีเรียและของเสียจากโรงงานผลิตเบียร์เบ้ืองตน้     
แสดงดงัตารางท่ี 2 
 

ตารางที ่2  pH และ COD ของแบคทีเรียและของเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ 
 

Items Quantities 

pH  
- Original bacteria 6.96 
- Brewery wastewater  6.79 
- Yeast 6.54 

COD (mg/l)  
- Brewery wastewater from EQ tank 1,530 
- Yeast 223,850 

 
เม่ือน าน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l (เตรียมดงัท่ีอธิบายไว้

ในส่วนอุปกรณ์ ขอ้ 7.2)   มาท าการวเิคราะห์ลกัษณะสมบติัและองคป์ระกอบเร่ิมตน้ของน ้าเสีย     
เพื่อพิจารณาความเหมาะสมในการน าไปผลิต H2   เน่ืองจากกระบวนการผลิต H2 มีความตอ้งการ
สารอาหารเพื่อใหแ้บคทีเรียน าไปใชใ้นการท ากิจกรรมเช่นเดียวกนักบัทุกกระบวนการหมกั    

    
ผลการวเิคราะห์ลกัษณะสมบติัและองคป์ระกอบเร่ิมตน้ของน ้าเสีย แสดงไวด้งัตารางท่ี 3 
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ตารางที ่3  ลกัษณะสมบติัและองคป์ระกอบเร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีใชใ้นการทดลอง 
  เม่ือน ้าเสียมีค่า COD ประมาณ 6,000 mg/l 

 

 
Li and Fang (2007)   ไดท้  าการศึกษาเก่ียวกระบวนการผลิต H2 และอธิบายวา่ไนโตรเจน 

(nitrogen, N) เป็นหน่ึงในสารอาหารท่ีมีความจ าเป็นท่ีสุดในการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีผลิต H2 
โดยช่วงความเขม้ขน้ของ nitrogen ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิต H2 คือ 0.1-2.0 g N/l   จากตารางท่ี 3 
เม่ือพิจารณาความเขม้ขน้ของ nitrogen ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์เทียบกบังานวจิยัของ Li and 

Parameters Characteristics of   brewery wastewater 
pH 6.31 

BOD 2,350 mg/l 
COD approximately 6,000 mg/l 

BOD/COD 0.4 
N    90 mg/l 

C/N ratio 66.67 
P 0.50 mg/l 
K    50 mg/l 

Metals ( mg/l)  
Ca 0.16  
Fe 1.73  
Mn 0.14 
Mg 0.39  
Na 18.20 
Cu 0.08 
Zn 1.07  
Cd 0.02 
Pb 0.53  
Ni 0.08  
Cr 0.43 
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Fang (2007) พบวา่ความเขม้ขน้ของ nitrogen ในน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ (90 mg/l) มีค่าต ่ากวา่ช่วง
ความเขม้ขน้ของ nitrogen ท่ีเหมาะสมท่ีในการผลิต H2   

 

นอกจาก nitrogen แลว้ ฟอสฟอรัส (phosphorus, P) เป็นสารอาหารอีกชนิดหน่ึงท่ีมีความ
ความจ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียท่ีผลิต H2 เช่นกนั โดยทัว่ไปความตอ้งการอาหารของ
แบคทีเรียในการหมกัปริมาณ nitrogen และ phosphorus ท่ีแบคทีเรียตอ้งการใชใ้นการยอ่ยสลาย
สารอินทรียท่ี์นอ้ยท่ีสุดในระบบ anaerobic digestion มีอตัราส่วน BOD:N:P เท่ากบั 100:1.1:0.2 
(อารียา, 2546)    จากตารางท่ี 3 พบวา่อตัราส่วน BOD:N:P ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีใช ้         
ในการทดลองน้ีมีค่า 100:3.8:0.02 เม่ือเทียบกบัอตัราส่วนท่ีแบคทีเรียตอ้งการใชใ้นการยอ่ยสลาย   
จะเห็นไดว้า่ น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีปริมาณ phosphorus ท่ีนอ้ยกวา่ปริมาณความตอ้งการของ
แบคทีเรีย    Hawkes et al. (2002) ไดท้  าการเปรียบเทียบอตัราส่วนระหวา่ง carbon  ต่อ phosphorus 
(C/P ratio) จากงานวจิยัท่ีศึกษาการผลิต H2     โดยท าการศึกษาในช่วง 6-260 ไดส้รุปวา่ C/P ratio ท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการผลิต H2 คือ 130    ซ่ึงใกลเ้คียงกบัการรายงานของ Lin and Lay (2004b) ท่ีได้
น าเสนอ C/P ratio ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการผลิต H2 จาก sucrose  คือ 120 เม่ือท าการศึกษา C/P ratio 
ในช่วง 8.7–800       
 

  ผลการพิจารณาคดัเลือกแบคทีเรียเพื่อน าไปศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
(hydrogen gas, H2) ในขั้นตอนต่อไป มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 
1. การคัดกรองแบคทเีรียเพือ่ผลติก๊าซไฮโดรเจน  
 

1.1 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน (Heat treatment) 
 

 จากการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ heat treatment เพื่อผลิต H2 พบวา่เม่ือน าแบคทีเรียท่ี
ผา่นการคดักรองแลว้     มาท าการเพิ่มปริมาณและสร้างความคุน้เคยใหแ้ก่แบคทีเรีย (acclimation)    
โดยใชส้ารละลาย glucose-based substrate เป็นอาหารในช่วงประมาณ 15 วนัแรก แบคทีเรียท่ีผา่น
การคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment มีแนวโนม้ท่ีจะผลิต H2 ได ้(ภาพท่ี 8 ตารางผนวกท่ี ก3) จึงเร่ิม
เปล่ียนอาหารของแบคทีเรียเป็นน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ และน าแบคทีเรียไปศึกษาความเป็นไปได้
ในการผลิต H2 ต่อไป      
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ภาพที ่8  %H2 ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี heat treatment 
 

 จากภาพท่ี 8 พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment สามารถผลิต H2 
ไดสู้งสุดประมาณ 40% และ เม่ือพิจารณาความสามารถในการผลิต H2 เฉล่ียตลอดระยะเวลาท่ีศึกษา
ในขั้นตอน acclimation พบวา่มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 31% (ตารางผนวกท่ี ก3) 

 
1.2 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรด (Acid treatment)    

 

 เม่ือน าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ acid treatment เพื่อผลิต H2 มาท า
การ acclimation พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี acid treatment มีแนวโนม้จะผลิต H2 ได้
เม่ือใชส้ารละลาย glucose-based substrate เป็นอาหาร  ซ่ึงมีค่า %H2 สูงสุดประมาณ 30% (ภาพท่ี 9 
ตารางผนวกท่ี ก4) %H2 เฉล่ียตลอดระยะเวลาการ acclimation เท่ากบั 20%       เม่ือเวลาผา่นไป
ประมาณ 15 วนั     จึงเร่ิมเปล่ียนอาหารของแบคทีเรียเป็นน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์และน าแบคทีเรีย  
ไปศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 ต่อไป 

 

 
ภาพที ่9  %H2 ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี acid treatment 
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1.3 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (Base treatment) 
 

 จากการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ base treatment เพื่อผลิต H2  พบวา่เม่ือน าแบคทีเรียท่ี
ผา่นการคดักรองแลว้มาท าการ acclimation โดยใชส้ารละลาย glucose-based substrate เป็นอาหาร
ในช่วงประมาณ 15 วนัแรก พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment  มีแนวโนม้ท่ี
จะผลิต H2 ได ้(ภาพท่ี 10 ตารางผนวกท่ี ก5)  ซ่ึงมีค่า %H2 สูงสุดประมาณ 30% และมีค่า %H2 เฉล่ีย
ตลอดระยะเวลาการ acclimation เท่ากบั 20%     จึงเร่ิมเปล่ียนอาหารของแบคทีเรียเป็นน ้าเสีย
โรงงานผลิตเบียร์และน าแบคทีเรียไปศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 ต่อไป 
 

 
 

ภาพที ่10  %H2 ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment 
 

1.4 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยคลอโรฟอร์ม (Chloroform treatment) 
 

 ผลการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ chloroform treatment เพื่อผลิต H2 พบวา่ การคดักรอง
แบคทีเรียดว้ยวธีิ chloroform treatment ระบบไม่สามารถผลิต H2 ได ้(ภาพท่ี 11, ตารางผนวกท่ี ก6)
ไม่วา่จะใชส้ารละลาย glucose-based substrate หรือน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์เป็นแหล่งอาหาร
ของแบคทีเรียก็ตาม   การศึกษาน้ีจึงไม่น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment 
ไปท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2   
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ภาพที ่11  %H2 ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment 
 

1.5 การคดักรองแบคทีเรีย โดยการปรับสภาพดว้ยการแช่แขง็และละลาย (Freezing and 
thawing treatment) 

  
 ผลการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment เพื่อผลิต H2 พบวา่ 

การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้ (ภาพท่ี 12, 
ตารางผนวกท่ี ก7)  ไม่วา่จะใชส้ารละลาย glucose-based substrate หรือน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์
เป็นแหล่งอาหารของแบคทีเรียก็ตาม จึงไม่น าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and 
thawing treatment ไปท าการศึกษาต่อถึงความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2  ต่อไป 

 

 
 

ภาพที ่12  %H2 ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment 
 

จากผลการศึกษาการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิต H2 ดว้ยวธีิการทั้ง 5 วธีิ ภายใตส้ภาวะท่ีใช้
ในการศึกษาน้ีพบวา่ การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ heat treatment,   acid treatment   และ   base 
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treatment มีแนวโนม้ท่ีจะสามารถผลิต H2 ได ้ จึงน าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธีการดงักล่าว
ไปท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 ต่อไป    ในขณะท่ีการคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ 
chloroform treatment และ freezing and thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้   จึงไม่น าไป
ท าการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 ต่อแต่ท าการศึกษาชนิดและผลผลิตก๊าซชีวภาพท่ีไดจ้าก
แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการ chloroform treatment และ freezing and thawing treatment 
ซ่ึงแสดงผลการศึกษาไวใ้นภาคผนวก ก ตอนท่ี 1 
 
2. การศึกษาความเป็นไปได้ในการผลติ H2 (feasibility study for biohydrogen production) 
 

ผลการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 (feasibility study for biohydrogen production)        
แบ่งออกเป็น 2 ส่วน คือ ผลการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยการเดินระบบแบบเติมคร้ัง
เดียว (batch operation) และผลการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยเดินระบบแบบการเติม
ก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 

 

มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 

2.1 เม่ือใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองโดยการปรับสภาพดว้ยความร้อน (Heat treatment) 
 

 2.1.1 การเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว (batch operation) 
 

 จากการหมกัน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD 6,050 mg/l ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่น
การคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment มีค่า MLVSS 3,980 mg/l โดยใชน้ ้าเสียท่ีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั   
4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 โดยการเดินระบบแบบ batch operation 

 

ผลการศึกษาพบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ผลิต H2ได้
นอ้ยมาก (ภาพท่ี 13 (ก)) 20, 21, 39, 41, 19, 19 และ 20 ml ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 
6.5 และ 7 ตามล าดบั    แต่กลบัพบวา่ระบบยงัคงสามารถผลิต CH4 ได ้ซ่ึงผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตร 
73, 79, 84, 85, 90, 91 และ 97 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP) ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียตั้งแต่ 4, 4 .5, 
5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั (ภาพท่ี 13 และตารางผนวกท่ี ก8, ก11)   
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(ก)                                                             (ข) 
 

ภาพที ่13 ปริมาตรสะสมของ H2(ก) และ CH4  (ข) ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
 การคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 
ตารางที่ 4 ความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย (% COD removal) โดยใช ้

 แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatmentท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

 
 

ผลการศึกษา COD degradation แสดงดงัตารางท่ี 4 
H2 yield คือ ปริมาตร H2 ต่อกรัม COD ท่ีถูกก าจดั (ml  at STP/ g COD degraded)  

จากการทดลองน้ีพบวา่ แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี heat treatment ให ้H2 yield เท่ากบั 1, 1, 
2, 2, 1 ,1 และ 1 ml  at STP/ g COD degraded   เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า 4, 
4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั     H2 yield ท่ีไดจ้ากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat 
treatment แสดงดงัภาพท่ี 14 (ก) (การค านวณดงัขอ้ 1.6 ภาคผนวก ข)           ในทางตรงกนัขา้ม

Initial pH Initial COD (mg/l) Final COD (mg/l) COD degraded (mg/l) % COD removal 
4 6050 1210 4840 80.0 

4.5 6050 990 5060 83.5 
5 6050 945 5105 84.5 

5.5 6050 950 5100 84.5 
6 6050 810 5240 86.5 

6.5 6050 780 5270 87.0 
7 6050 565 5485 90.5 
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ระบบสามารถผลิต CH4 ได ้และได ้CH4 yield เท่ากบั 151, 156, 164, 166, 172 ,173 และ 177 ml at 
STP/ g COD degraded เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่า 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั     
(ภาพท่ี 14 (ข) ) 

 
 

  
(ก)                                                             (ข) 

 

ภาพที ่14 H2 yield (ก) และ  CH4 yield (ข) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี  
heat treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

จากภาพท่ี 14 จะเห็นไดว้า่ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีดีท่ีสุดในการ
ผลิต H2 yield ส าหรับการศึกษาน้ีคือ 5-5.5 ถึงแมว้า่จะให ้H2 yield ไดใ้นปริมาตรท่ีนอ้ยมากก็ตาม 
ในขณะท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียท่ีดีท่ีสุดในการผลิต CH4 yield คือ 7  ซ่ึงผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้ง
กบั Fang and Liu (2002) ท่ีสรุปวา่ pH 5.5 เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการให ้H2 yield เม่ือใช ้hexose 
เป็น substrate    และ Metcalf and Eddy (1991) ท่ีไดน้ าเสนอช่วง pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ
แบคทีเรียท่ีสร้าง CH4   มีค่าเท่ากบั 6.7-7.4 

 

 ตามทฤษฎีพบวา่ การก าจดัสารอินทรีย ์ 1 g COD จะเกิด CH4 350 ml ท่ี STP    
เม่ือใช ้ glucose เป็น substrate   หรือ CH4 yield จากการก าจดั glucose 1 g คือ 350 ml ท่ี STP/           
g COD degraded  (Tehobanoglous and Burton, 1991)          เม่ือเทียบกบัการทดลองน้ีจะเห็นไดว้า่ 
CH4 yield   จากการทดลองน้ีมีค่านอ้ยกวา่ค่าตามทฤษฎี    เน่ืองจากสารอินทรียใ์นน ้ าเสียโรงงาน     
ผลิตเบียร์มีส่วนท่ีเป็นสารอินทรียท่ี์ยอ่ยสลายไดง่้าย (biodegradable organic) และ substrate นอ้ย
กวา่  glucose (ตารางท่ี 3) ประกอบกบั BOD:N:P ของน ้ าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีใชใ้นการทดลองมี
ค่าท่ีนอ้ยกวา่ค่าความตอ้งการของแบคทีเรียท่ีใชใ้นการยอ่ยสลายสารอินทรีย ์   และแบคทีเรียผลิต 



47 
 

CH4 (methane producing bacteria, MPB) ไดรั้บความร้อนในระหวา่งการคดักรองแบคทีเรีย    อาจ
ส่งผลใหป้ระสิทธิภาพในการผลิต CH4 ลดต ่าลง 

 

ผลจากการศึกษาพบวา่ แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี heat treatment ยงัคง
สามารถผลิต CH4 ได ้    ถึงแมว้า่แบคทีเรียจะผา่นการคดักรองโดยปรับสภาพดว้ยความร้อน 85๐C 
เป็นเวลา 15 นาทีมาแลว้ก็ตาม    แสดงใหเ้ห็นวา่ methane producing bacteria ของโรงงานผลิตเบียร์
มีความแขง็แรงและทนต่อความร้อนไดดี้ภายใตว้ธีิการท่ีน ามาใชใ้นการคดักรอง  
 

 2.1.2 การเดินระบบแบบการเติมก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 
 

  การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์    โดยเดิน
ระบบแบบ semi-continuous operation เม่ือใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment 
และผา่นการ acclimation แลว้พบวา่  %H2 ท่ีระบบผลิตไดมี้ค่าลดต ่าลงเร่ือยๆ จนกระทัง่เป็นศูนย์
หรือตรวจไม่พบ H2 ในระบบเม่ือเวลาผา่นไป (ภาพท่ี 15 (ก) และตารางผนวกท่ี ก16)       ในขณะท่ี
ภาพท่ี 15 (ข) ซ่ึงแสดง %CH4 กลบัพบวา่    ระบบสามารถผลิต CH4 ได ้และมีแนวโนม้ของการผลิต
เพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง จนกระทัง่สามารถผลิตไดอ้ยูใ่นระดบัท่ีคงท่ี (steady state)  มีค่าเฉล่ียประมาณ 
60% จนส้ินสุดการศึกษา (ตารางผนวกท่ี ก16) 
 
 
 

  
(ก)                      (ข) 
 

ภาพที ่15  %H2 (ก) และ %CH4 (ข) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment  
โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 
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 ผลจากการศึกษาขั้นตอนน้ีสามารถอธิบายไดว้า่ methane producing bacteria
สามารถฟ้ืนฟูกลบัมาไดภ้ายหลงัจากไดรั้บความร้อน    พิจารณาจากภาพท่ี 10 (ข) ซ่ึงแสดงปริมาณ 
CH4 ท่ีเพิ่มสูงข้ึนเป็นล าดบั    แสดงใหเ้ห็นถึงการเจริญเติบโตของ methane producing bacteria             
ท่ีเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่สามารถกลบัมาผลิต CH4 ไดเ้ตม็ความสามารถเหมือนเดิม   

 

 จากการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี 
heat treatment โดยการเดินระบบแบบ batch operation (ขอ้ 2.1.1) และเดินระบบแบบ semi-
continuous operation (ขอ้ 2.1.2)    พบวา่ผลการศึกษามีความสอดคลอ้งกนัทั้งในส่วนของ H2 และ 
CH4 คือแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ผลิต H2 ไดต้  ่ามาก  
แต่กลบัสามารถผลิต CH4 ไดใ้นระดบัท่ีค่อนขา้งสูง    แสดงใหเ้ห็นวา่ methane producing bacteria 

มีความแขง็แรง ทนต่อความร้อนและสามารถฟ้ืนฟูกลบัมาได ้  จึงท าให ้H2 ในระบบถูกน าไปใชใ้น
การผลิต CH4 ทั้งหมด  
 

2.2 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยกรด (Acid treatment) 
 

 2.2.1 การเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว (batch operation) 
 

ท าการหมกัน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า  COD 6,075 mg/l ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่น
การคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment มีค่า MLVSS 4,060 mg/l โดยใชน้ ้าเสียท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 
4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ท าการเดินระบบแบบ batch operation 

 

 
 

(ก)                                                             (ข) 
 

ภาพที ่16  ปริมาตรสะสมของก๊าซ H2(ก) และ CH4  (ข) ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรีย 
 ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
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 ผลการศึกษาพบวา่ แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment สามารถ
ผลิต H2 ไดใ้นปริมาตรเพียง 7, 13, 18, 17, 12, 11 และ 11 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP)   ท่ี pH 
เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั (ภาพท่ี 16 (ก) และตารางผนวกท่ี ก9)    
และท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่าประมาณ 5 สามารถผลิต H2 ไดดี้ท่ีสุด 

 

ในทางกลบักนักลบัพบวา่ ระบบสามารถผลิต CH4 ไดแ้ละผลิต CH4 ในปริมาตร
สูง คือ 88, 90, 99, 99, 100, 103 และ 110 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP) ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4, 
4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั (ภาพท่ี 16 (ข) และตารางผนวกท่ี ก12)       
 

จากผลการศึกษาจะเห็นไดว้า่  methane producing bacteria ของโรงงานผลิตเบียร์
มีความแขง็แรง ทนต่อความเป็นกรดไดเ้ป็นอยา่งดี ถึงแมว้า่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ acid 
treatment จะท าการปรับสภาพแบคทีเรียให้อยูใ่นสภาวะกรด (pH 3) เป็นเวลา 24 ชัว่โมงก็ตาม 
methane producing bacteria ก็ยงัคงอยูร่อด  และเม่ือน าแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid 
treatment มาท าการหมกัดว้ยน ้าเสียท่ี pH เร่ิมตน้เป็นกรด (pH 4-5) พบวา่ methane producing 
bacteria ยงัคงสามารถผลิต CH4 ได ้   สามารถผลิต CH4 ไดดี้ท่ีสุดเม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่า 7    
ผลการศึกษาน้ีไม่เป็นไปตามค าแนะน าของ Metcalf and Eddy (1991) ท่ีแนะน าใหค้วบคุม pH ของ
ระบบผลิต CH4 ไม่ควรให้มีค่าต ่ากวา่ pH 5 เพราะจะส่งผลกระทบต่อแบคทีเรียผลิต CH4 อยา่ง
รุนแรง อาจส่งผลถึงขั้นท าใหก้ารท างานของระบบลม้เหลว 

 

เม่ือพิจารณาความสามารถการก าจดัของเสียอินทรียข์องระบบ   ในรูปของ COD              
ในตารางท่ี 5 โดยใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment พบวา่ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้า
เสียโรงงานผลิตเบียร์ 4-7 ระบบมีค่า %COD removal ไม่แตกต่างกนัมากนกัอยูใ่นช่วง 94%-96%   
ระบบสามารถก าจดั COD ไดดี้ท่ีสุดท่ี pH 7    ผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัความสามารถในการผลิต 
CH4 ภายใตส้ภาวะกรดของแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment   เป็นการสนบัสนุน
ความแขง็แรง ทนต่อความเป็นกรดของ methane producing bacteria จากโรงงานผลิตเบียร์ตามท่ีได้
น าเสนอไวข้า้งตน้  
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ตารางที ่5 ความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย (%COD removal)  
 โดยใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment  

 

 
 

 การผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์เม่ือใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ย
วิธี acid treatment โดยการเดินระบบแบบ batch operation พบวา่  ระบบผลิต H2 yield ไดเ้พียง 11, 
23, 31, 29, 20, 19 และ 19 ml at STP/ g COD degraded       แต่กลบัผลิต CH4 yield ไดสู้งถึง 153, 
157, 169, 170, 177, 178  และ 189 ml  STP/ g COD degraded    เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสียมีค่า pH 
4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพท่ี 17  และจากผลการศึกษาจะเห็นไดว้า่ pH 
เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีดีท่ีสุดท่ีให ้H2 yield สูงสุดในการศึกษาน้ีคือ 5  (ภาพท่ี 17 (ก))  
ซ่ึงเป็นไปตามค าแนะน าของ Fang and Liu (2002) และ pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสียท่ีดีท่ีสุดท่ีให้   CH4 
yield สูงสุดคือ 7 ซ่ึงเป็นไปตามการน าเสนอของ Metcalf and Eddy (1991)   
 

Sung et al. (2002) อธิบายวา่ ถา้หากสารอาหารเร่ิมตน้ถูกเปล่ียนเป็นกรดอะซิติกทั้งหมด 
H2 yield จะมีค่าสูงสุดท่ี 467 ml H2/g COD   จากการทดลองน้ีพบวา่ระบบให ้H2 yield สูงสุดเพียง 
31 ml H2 at STP/g COD degraded       ซ่ึงมีค่านอ้ยมากเม่ือเปรียบเทียบกบัผลงานวจิยัของ Sung et 
al. (2002)     ซ่ึงสามารถอธิบายไดจ้ากงานวจิยัของ Li and Fang (2007) ท่ีไดแ้นะน าวา่ในการผลิต 
H2 ส่ิงท่ีจะตอ้งกระท าต่อ mixed culture คือ  การก าจดัแบคทีเรียผลิต CH4 (methane producing 
bacteria, MPB) เพราะ methane producing bacteria นั้นสามารถบริโภค H2 ได ้(methane producing 
bacteria เป็น hydrogen consuming bacteria) เน่ืองจากผลการทดลองน้ีพบวา่ระบบยงัคงสามารถ
ผลิต CH4 ไดแ้ละให ้CH4 yield ในปริมาตรสูง   แสดงใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิต H2 

ดว้ยวธีิ acid treatment ไม่สามารถก าจดั methane producing bacteria ในระบบใหห้มดไปได ้ และ
เม่ือพิจารณา CH4 yield สูงสุดท่ีผลิตไดซ่ึ้งผลิตได ้ 189 ml  STP/g COD degraded (ภาพท่ี 17(ข) 

Initial pH Initial COD (mg/l) Final COD (mg/l) COD degraded (mg/l) % COD removal 
4 6075 330 5745 94.5 

4.5 6075 320 5755 94.5 
5 6075 280 5795 95.5 

5.5 6075 270 5805 95.5 
6 6075 250 5825 96.0 

6.5 6075 255 5820 96.0 
7 6075 235 5840 96.0 
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เทียบกบัค่าท่ีไดต้ามทฤษฎี คือ 350 ml at STP/g COD degraded (Tehobanoglous and Burton, 
1991) พบวา่ CH4 yield จากการทดลองน้ีมีค่านอ้ยกวา่ค่าตามทฤษฎีเป็นผลมาจาก biodegradable 
organic และ nutrients ในน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีมีค่าต ่า (ดงัท่ีไดก้ล่าวไวแ้ลว้
ในผลการทดลองช่วงแรก) และประสิทธิภาพในการผลิต CH4 ของ methane producing bacteria 
ต ่าลงเม่ือไดรั้บความเป็นกรด 
 

  
 (ก)       (ข) 

 

ภาพที ่17 H2 yield (ก) และ CH4 yield (ข) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี  
acid treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 
 2.2.2 การเดินระบบแบบการเติมก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 
 

การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยเดินระบบแบบ semi-continuous 
operation เม่ือใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment ภายหลงัจาก acclimation พบวา่ 
แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment สามารถผลิต H2 ไดใ้นปริมาณท่ีต ่ามากตั้งแต่เร่ิม
ท าการศึกษา (ภาพท่ี 18(ก))   และเม่ือเวลาผา่นไป %H2 ในระบบลดลงจนวเิคราะห์ไม่พบในท่ีสุด 
(ตารางผนวกท่ี ก17)   ในทางกลบักนัจากภาพท่ี 18(ข) ซ่ึงแสดง %CH4 พบวา่ในช่วงระยะเวลาแรก
แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment  สามารถผลิต CH4 ไดใ้นปริมาณไม่สูงนกั แต่มี
แนวโนม้ของการผลิตเพิ่มข้ึนอยูอ่ยา่งต่อเน่ือง จนกระทัง่ระบบสามารถผลิต CH4 ไดใ้นระดบัคงท่ี 
(steady state) มีค่าปริมาณ CH4 ประมาณ 70% จนส้ินสุดการทดลอง (ตารางผนวกท่ี ก17) แสดงให้
เห็นวา่แบคทีเรีย   ผลิต CH4 ถึงแมจ้ะผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment มาแลว้ แบคทีเรียก็
ยงัคงสามารถอยูร่อดและฟ้ืนฟูกลบัมาผลิต CH4 ได ้
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(ก)                      (ข) 
 

ภาพที ่18  %H2 (ก) และ %CH4 (ข) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment  
โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 

 

จากการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ acid 
treatment โดยการเดินระบบแบบ batch operation (ขอ้ 2.2.1) และเดินระบบแบบ semi-continuous 
operation (ขอ้ 2.2.2)   พบวา่ผลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกนัคือ methane producing bacteria จาก
โรงงานผลิตเบียร์มีความแขง็แรง ทนต่อความเป็นกรดไดเ้ป็นอยา่งดี  ส่งผลให ้H2 ท่ีเกิดข้ึนในระบบ
ถูก methane producing bacteria น าไปใชใ้นกระบวนการผลิต CH4 จนหมดท าให้ตรวจไม่พบ H2    
ในระบบแสดงใหเ้ห็นวา่ การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ acid treatment ท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาน้ี          
ไม่เหมาะสมต่อการน าไปใชค้ดักรองแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์เพื่อการผลิต H2 
 

2.3 การคดักรองแบคทีเรียโดยการปรับสภาพดว้ยด่าง (Base treatment) 
 

 2.3.1 การเดินระบบแบบเติมคร้ังเดียว (batch operation) 
 

  ท  าการหมกัน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD เท่ากบั 6,040 mg/l ดว้ยแบคทีเรีย
ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment มีค่า MLVSS เท่ากบั 3,270 mg/l โดยใชน้ ้าเสียท่ีค่า pH 
เร่ิมตน้เท่ากบั 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 โดยการเดินระบบแบบ batch operation ผลการศึกษา
แสดงไวด้งัภาพท่ี 19  

 

ผลการศึกษาพบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment สามารถ
ผลิต H2 ไดใ้นปริมาตรเพียง 3, 5, 10, 15, 11, 9 และ 9 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP) ท่ี pH เร่ิมตน้
ของน ้าเสีย 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั (ภาพท่ี 19(ก) และตารางผนวกท่ี ก10)      
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ในทางกลบักนัพบวา่สามารถผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตรสูงคือ 86, 89, 97, 97, 102, 
107 และ 111 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP) ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 
ตามล าดบั (ภาพท่ี 19(ข) และตารางผนวกท่ี ก13)    
 

  
 

     (ก)       (ข) 
ภาพที ่19  ปริมาตรสะสมของ H2(ก) และ CH4  (ข) ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรีย 

 ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

จากภาพท่ี 19 จะเห็นไดว้า่  pH  เร่ิมตน้ของน ้ าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า 5.5 
สามารถผลิต H2 ไดดี้ท่ีสุดซ่ึงเป็นไปตามการน าเสนอของ Fang and Liu (2002)      ในขณะท่ีระบบ
สามารถผลิต CH4 ไดดี้ท่ีสุดเม่ือ pH  เร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่า 7 สอดคลอ้งกบัรายงานของ Metcalf and 
Eddy (1991)   
 

เม่ือพิจารณาความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นรูปของ COD                
ในตารางท่ี 6 พบวา่ %COD removal ลดลงเม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่าความเป็นกรด   คือท่ี pH 
เร่ิมตน้ของน ้าเสียเท่ากบั 4 ระบบก าจดั COD ไดน้อ้ยท่ีสุด และระบบสามารถก าจดั COD ไดดี้ท่ีสุด   
ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียมีค่า 7 จากผลการศึกษาจะเห็นไดว้า่ %COD removal มีความสอดคลอ้งกบั
ปริมาตร CH4 ท่ีระบบผลิตได ้      จึงสรุปไดว้า่สารอินทรียใ์นน ้าเสียถูกน าไปใชใ้นการผลิต CH4    
ซ่ึงเป็นไปตามทฤษฎีการยอ่ยสลายสารอินทรียใ์หเ้ป็น CH4 ในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน   (Metcalf and 
Eddy, 1991) 
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ตารางที ่6 ความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย (% COD removal) โดยใช ้

แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

     
 

เม่ือหมกัน ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base 
treatment พบวา่ระบบผลิต H2 ไดใ้นปริมาตรท่ีนอ้ยมาก มีค่า H2 yield เพียง 5, 9, 18, 26, 20 ,15 และ 
15 ml H2 at STP/g COD degraded     เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า 4, 4.5, 5, 5.5, 
6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั    ซ่ึงจะเห็นไดว้า่ H2 yield ท่ีไดจ้ากระบบมีความแตกต่างกนัเม่ือ pH เร่ิมตน้
ของน ้าเสียมีค่าต่างกนัและให ้H2 yield สูงสุดเม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียเท่ากบั 5.5 คือมีค่า 26 ml H2 

STP/g COD degraded (ภาพท่ี 19(ก))   เม่ือเทียบกบั H2 yield ท่ีสามารถผลิตไดต้ามทฤษฎี (467 ml 
H2/g-COD) จาก Sung et al. (2002) พบวา่ H2 yield ท่ีไดน้ี้มีค่านอ้ยกวา่ทฤษฎีมาก      
 

ในทางกลบักนัค่า CH4 yield ท่ีไดจ้ากระบบมีค่าสูงถึง 157, 161, 174, 174, 180, 
188 และ 192 ml CH4 at STP/g COD degraded   เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า 4, 
4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั (ภาพท่ี 19(ข))    และมีค่า CH4 yield สูงสุดท่ี pH เร่ิมตน้ของ       
น ้าเสียเท่ากบั 7 คือผลิตได ้192 ml CH4 STP/g COD degraded   เม่ือเทียบกบั CH4 yield ท่ีสามารถ
ผลิตไดต้ามทฤษฎี (350 ml at STP/gCOD degraded) จาก Tehobanoglous and Burton (1991) พบวา่ 
CH4 yield มีค่านอ้ยกวา่ค่าท่ีไดจ้ากทฤษฎีเช่นกนั 
 

Initial pH Initial COD (mg/l) Final COD (mg/l) COD degraded (mg/l) % COD removal 
4 6040 545 5495 91.0 

4.5 6040 500 5540 91.8 
5 6040 540 5500 92.7 

5.5 6040 425 5615 93.0 
6 6040 345 5695 94.3 

6.5 6040 325 5715 94.6 
7 6040 240 5800 96.0 
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(ก)                      (ข) 
ภาพที ่20 H2 yield (ก) และ CH4 yield (ข) ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี  

base treatmentท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

จากภาพท่ี 20 พบวา่ระบบสามารถผลิต H2 ไดน้อ้ยมาก แต่ผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตร
ท่ีค่อนขา้งสูง การท่ีระบบยงัคงสามารถผลิต CH4 ได ้ แสดงใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ 
base treatment ไม่สามารถก าจดั methane producing bacteria ในระบบใหห้มดไปได ้     ท าให ้
methane producing bacteria น้ีใช ้H2 เป็น substrate ในการผลิต CH4 ต่อไป จึงส่งผลใหป้ริมาตร H2 

ท่ีไดจ้ากระบบลดลง (Heguang and Michel, 2006) 
 
 

2.3.2 การเดินระบบแบบการเติมก่ึงต่อเน่ือง (semi-continuous operation) 
 

 การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 โดยการเดินระบบแบบsemi-continuous 
operation เม่ือใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment และผา่นการ acclimation แลว้
พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้คือตรวจไม่พบ H2     
ในก๊าซชีวภาพท่ีระบบผลิตไดต้ั้งแต่เร่ิมท าการศึกษา (ภาพท่ี 21(ก) และตารางผนวกท่ี ก18)   ในทาง
กลบักนัจากภาพท่ี 21(ข) ซ่ึงแสดง %CH4 ท่ีเวลาต่างๆพบวา่   ในช่วงระยะเวลาแรกแบคทีเรียท่ีผา่น
การคดักรองดว้ยวธีิ base treatment สามารถผลิต CH4 ไดใ้นปริมาณไม่สูงนกั แต่มีแนวโนม้ของการ
ผลิตเพิ่มข้ึนอยูอ่ยา่งต่อเน่ืองจนกระทัง่ระบบสามารถผลิต CH4 ไดใ้นระดบัคงท่ี (steady state) มีค่า
ปริมาณ CH4 ประมาณ 70% จนส้ินสุดการทดลอง (ตารางผนวกท่ี ก18)    แสดงใหเ้ห็นวา่ methane 
producing bacteria ถึงแมจ้ะผา่นการคดักรองดว้ยด่าง (pH 11 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง) มาแลว้ก็ตามแต่ 
methane producing bacteria ยงัคงอยูร่อด และเม่ือเวลาผา่นไปสามารถฟ้ืนฟูกลบัมาผลิต CH4 ได ้   
ในระดบัท่ีคงท่ี (ภาพท่ี 21) 
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(ก)                      (ข) 
 

ภาพที ่21  %H2 (ก) และ %CH4 (ข) ท่ีเวลาต่างๆ ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ  
base treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 
 

 

จากการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ base 
treatment โดยการเดินระบบแบบ batch operation (ขอ้ 2.3.1) และเดินระบบแบบ semi-continuous 
operation (ขอ้ 2.3.2) พบวา่ผลท่ีไดมี้ความสอดคลอ้งกนั คือ methane producing bacteria จาก
โรงงานผลิตเบียร์มีความแขง็แรงและทนต่อความเป็นด่างไดเ้ป็นอยา่งดี ส่งผลให ้ H2 ท่ีเกิดข้ึนใน
ระบบถูก methane producing bacteria น าไปใชใ้นกระบวนการผลิต CH4 จนหมด ท าใหต้รวจไม่พบ 
H2 ในระบบแสดงใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ base treatment ท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาน้ี
ไม่เหมาะสมต่อการน าไปใชค้ดักรองแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์เพื่อผลิต H2 
 

ผลการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจน (H2)     จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์
ตามสภาพจริงท่ีไม่ไดมี้การเติมสารอาหารใดๆ เพิ่มลงไป (normal brewery wastewater)    โดยใช้
แบคทีเรียแบบผสม (mixed culture) จากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์ท่ีผา่นการคดักรอง
แบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดท่ีผลิต H2 (hydrogen producing bacteria) ดว้ยวธีิการทั้ง 5 วธีิ    
พบวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ heat treatment, acid treatment และ base treatment มีแนวโนม้ท่ี
จะผลิต H2 ไดแ้ต่ผลิต H2 ไดใ้นปริมาณท่ีนอ้ยมากแสดงใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิการ
ทั้ง 5 วธีิดงัท่ีกล่าวมาตามการทดลองน้ีไม่สามารถก าจดั methane producing bacteria ได ้              
(ซ่ึง methane producing bacteria เป็น hydrogen consuming bacteria)    การศึกษาน้ียงัพบอีกวา่ 
methane producing bacteria ของโรงงานผลิตเบียร์เม่ือไดรั้บความร้อน กรด ด่าง สามารถฟ้ืนฟู
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กลบัมาผลิต CH4 ไดเ้ม่ือไดรั้บอาหารท่ีเหมาะสม ไดแ้ก่ glucose-based substrate และน ้าเสียจาก
โรงงานผลิตเบียร์ ในเวลาท่ีเหมาะสมคือประมาณ 50 วนั (ในการทดลองน้ีประมาณ 15 วนัในช่วง
การ acclimation และ 30 วนัในช่วงการหมกั)   ส่วนแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี chloroform 
treatment และ freezing and thawing treatment พบวา่สารเคมี และความเยน็ท่ีใชใ้นการทดลองน้ีไม่
สามารถท าอนัตรายใดๆ แก่ methane producing bacteria ของโรงงานผลิตเบียร์ไดเ้ลย 

 
Li and Fang (2007) ท่ีไดแ้นะน าการผลิต H2 จากแบคทีเรียแบบผสมวา่ ส่ิงท่ีจะตอ้งท าต่อ

แบคทีเรียแบบผสม คือการก าจดั methane producing bacteria ใหห้มดไปก่อนน ามาใชใ้นการผลิต 
H2 เน่ืองจาก methane producing bacteria สามารถบริโภค H2 ได ้ เช่นเดียวกนักบั Liu et al. (2009) 
ท่ีไดก้ล่าวถึงสาเหตุท่ีท าใหป้ริมาณ H2 ท่ีระบบผลิตไดล้ดลง  เน่ืองจากแบคทีเรียชนิดท่ีใช ้H2 ยงัคง
เจริญเติบโตอยูไ่ดภ้ายหลงัจากการคดักรองแบคทีเรียแบบผสม นอกจากน้ี Liu et al. (2009) ยงั
พบวา่ methane producing bacteria สามารถฟ้ืนฟูและกลบัมาผลิต CH4 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ  

 
ในการคดักรองแบคทีเรียเพื่อใหไ้ดแ้บคทีเรียชนิดท่ีผลิต H2 ดว้ยวธีิ chloroform treatment 

และ freezing and thawing treatment (ผลการทดลองแสดงรายละเอียดไวใ้นภาคผนวก ก ตอนท่ี 1) 
พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการขา้งตน้ไม่สามารถผลิต H2 ได ้    ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่   
การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ chloroform treatment และ  freezing and thawing treatment ภายใต้
สภาวะท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไม่สามารถยบัย ั้ง หรือก าจดั methane producing bacteria ท่ีมีตน้ก าเนิดมา
จากโรงงานผลิตเบียร์ได ้ methane producing bacteria โรงงานผลิตเบียร์มีความสามารถในการ
ปรับตวัให้อยูร่อดในสภาวะท่ีไม่เหมาะสมไดเ้ป็นอยา่งดีเน่ืองจากน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์นั้น
ประกอบไปดว้ยสารเคมีและของเสียหลายชนิดจากกระบวนการต่างๆ ภายในโรงงาน เช่น กากของ
เสียจากกระบวนการผลิต สารเคมีจากกระบวนการลา้งท าความสะอาดเคร่ืองจกัรและบรรจุภณัฑ ์
รวมทั้งสารเคมีและน ้ามนัจากกระบวนการซ่อมบ ารุง ซ่ึงของเสียและสารเคมีต่างๆ เหล่าน้ีไดแ้ก่ 
กรด ด่าง โลหะหนกั น ้ามนั และ อ่ืนๆ (Devolli et al., 2010)     นอกจากน้ีความทนทานของ
แบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์น้ียงัสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ  Sinbuathong et al. (2009)  ท่ีได้
รายงานไวว้า่แบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์มีความเหมาะสมในการบ าบดัน ้าเสียท่ีมีสารเคมี เพราะ
แบคทีเรียของโรงงานผลิตเบียร์นั้นสามารถทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เป็นปกติไดเ้ป็นอยา่งดี 

 
Shi et al. (2010) ไดท้  าการศึกษาการผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์  โดยใชแ้บคทีเรีย     

ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ีอุณหภูมิ 102๐C เป็นเวลา 30 นาที  เดินระบบแบบ batch 
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operation  โดยมีการเติมสารอาหารอ่ืนๆ หลายชนิดลงในน ้าเสีย    พบวา่ระบบสามารถผลิต H2 ได้
สูงสุดเม่ือน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า COD 6.05 g/l ท่ีอุณหภูมิ 35.9๐C และ pH 5.95 ผลิต H2 ได้
เท่ากบั 149.6 ml H2 /g COD      ในขณะท่ี อรุณี และคณะ (2551) ไดท้  าการศึกษาการผลิต H2   จาก
กากยสีตข์องโรงงานผลิตเบียร์ผสมกบัสารละลายกลูโคส (glucose solution) และสารอาหารอ่ืนๆ 
หลายชนิด (nutrients)    โดยการหมกัแบบไม่ใชแ้สงในระบบ batch operation ควบคุม pH ใหมี้ค่า
เท่ากบั 5 และอุณหภูมิ 30๐C   โดยแบคทีเรียท่ีใชผ้า่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ีอุณหภูมิ 
80-85๐C เป็นเวลา 30 นาที พบวา่สามารถผลิต H2 ได ้ 1.42 mol H2/mol glucose นอกจากน้ีเม่ือ
พิจารณางานวจิยัท่ีท าการศึกษาการผลิต H2 จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการต่างๆ  พบวา่
งานวจิยัส่วนใหญ่จะท าการศึกษาโดยใชก้ลูโคสเป็นแหล่งอาหาร (substrate) ใหแ้ก่แบคทีเรียทั้งส้ิน 
(Wang and Wan, 2008 ) 

 
ส่วนงานวจิยัน้ีท าการศึกษาโดยใชน้ ้าเสียจากโรงงานผลิตเบียร์ตามสภาพจริง (normal 

brewery wastewater) ไม่มีการเติมสารอาหารเพิ่มลงไป    เพื่อใหส้อดคลอ้งกบัความเป็นจริงในทาง
ปฏิบติัพบวา่น ้าเสียและแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์ไม่เหมาะสมต่อการน ามาใชใ้นการผลิต H2 
ภายใตส้ภาวะและวธีิการท่ีใชใ้นการศึกษาน้ี นอกจากน้ียงัพบอีกวา่ methane producing bacteria 
ของโรงงานผลิตเบียร์มีความแขง็แรงทนต่อสภาวะท่ีไม่ปกติไดเ้ป็นอยา่งดีและสามารถฟ้ืนฟูกลบัมา
ผลิต CH4 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพเม่ือไดรั้บอาหารท่ีเหมาะสม ในเวลาประมาณ 50 วนั 
 

ตารางท่ี 7 และ 8 เป็นการสรุปถึงปริมาณ H2 ท่ีผลิตได ้(และ CH4 ท่ีเกิดข้ึน)   ดว้ยแบคทีเรีย   
ท่ีผา่นการคดักรองทั้ง 5 วธีิ โดยการเดินระบบแบบ batch operation และ semi-continuous operation 
ตามล าดบั 
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ตารางที ่7  สรุปปริมาตร H2 ท่ีผลิตได ้(และ CH4 ท่ีเกิดข้ึน) ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรอง 
 ดว้ยวธีิต่างๆ โดยการเดินระบบแบบ batch operation  
 

 

 
หมายเหตุ  BWW = Brewery wastewater 

  ND = Not detectable 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pretreatment 

Biogas 
 

%COD 
removal 

Hydrogen Methane 
Optimum 

 Initial pH of 
BWW 

H2 Yield 
(ml STP/g  COD 

degraded) 

Optimum 
Initial pH of 

BWW 

CH4 Yield 
(ml STP/g  COD 

degraded) 

Heat treatment 5 2 7 177 90.5 

Acid  treatment 5 31 7 189 96.0 

Base treatment 5.5 26 7 192 96.0 

Chloroform  treatment ND ND 7 200 96.5 

Freezing and thawing  
treatment 

ND ND 7 218 97.5 
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ตารางที ่8  สรุปปริมาณ H2 ท่ีผลิตได ้(และ CH4 ท่ีเกิดข้ึน) จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ดว้ย 
แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิต่างๆ โดยเดินระบบแบบ semi-continuous 
operation เม่ือ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียท่ีใชมี้ค่า 6.3 
 

 
หมายเหตุ  ND = Not detectable

Pretreatment 

Biogas 

Hydrogen Methane 

% H2 at  steady state % CH4 at  steady state 

Heat treatment ND 60 

Acid  treatment ND 70 

Base treatment ND 70 

Chloroform  treatment ND 75 

Freezing and thawing  treatment ND 75 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

การศึกษาการผลิตไฮโดรเจน (H2) จากน ้ าเสียโรงงานผลิตเบียร์ตามสภาพจริง   (normal 
brewery wastewater) ท่ีไม่มีการเติมสารอาหารใดๆ เพิ่มลงระบบ     น ้ าเสียมีค่า COD ประมาณ 
6000 mg/l  pH 6.3  เดินระบบแบบเติมคร้ังเดียวและแบบก่ึงต่อเน่ืองดว้ยแบคทีเรียจากโรงงาน    
ผลิตเบียร์ท่ีผ่านการคดักรองดว้ยความร้อน (heat treatment)  กรด (acid treatment)  ด่าง (base 
treatment)  คลอโรฟอร์ม (chloroform treatment)  และการแช่แข็งและละลาย (freezing and 
thawing treatment) และผ่านการเพิ่มปริมาณแบคทีเรียมาแล้ว  มวลแบคทีเรียเร่ิมต้นการหมัก
ประมาณ 4000 mg/l ศึกษาภายใตส้ภาวะไม่ใชแ้สง สรุปผลการศึกษาไดด้งัน้ี 

 

1. แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment, acid treatment และ base treatment 
สามารถผลิต H2 ได ้เม่ือเติมสารละลาย glucose-based substrate เขา้ระบบ โดยปริมาณ H2 ท่ีผลิตได้
สูงสุดมีค่าประมาณ 40, 30 และ 30 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั   

 

2. แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment, acid treatment และ base treatment 
ผลิต H2 ไดน้อ้ยมากเม่ือเติมน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์เขา้ระบบ โดย H2 yield สูงสุดท่ีไดจ้ากระบบ 
batch operation เป็นดงัน้ี 

  - เม่ือคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ heat treatment H2 yield มีค่า 2 ml H2 at STP/gCOD 
degraded ท่ีน ้าเสียเร่ิมตน้ pH 5      

  - เม่ือคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ acid treatment H2 yield มีค่า 31 ml H2 at STP/gCOD 
degraded ท่ีน ้าเสียเร่ิมตน้ pH 5     

  - เม่ือคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ base treatment H2 yield มีค่า 26 ml H2 at STP/gCOD 
degraded ท่ีน ้าเสียเร่ิมตน้ pH 5.5  

ในขณะท่ีแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment และ freezing and 
thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2 ไดเ้ลย 

 

3. ในการเดินระบบแบบ batch operation  และ  semi-continuous operation พบวา่แบคทีเรีย
ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการทั้ง 5 วธีิยงัคงสามารถผลิต CH4 ไดใ้นปริมาณสูงโดยให ้ CH4 yield  
ไดดี้ท่ีสุดท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสียเท่ากบั 7    แสดงใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิการและ
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สภาวะการทดลองท่ีน ามาใชใ้นการศึกษาน้ีไม่สามารถยบัย ั้งแบคทีเรียท่ีผลิต CH4   (methane 
producing bacteria) ไดแ้บคทีเรียชนิดน้ีจากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์มีความทนทาน
ต่อความร้อน กรด ด่าง คลอโรฟอร์มและการแช่แขง็ไดเ้ป็นอยา่งดีและสามารถฟ้ืนฟูกลบัมาผลิต 
CH4 ไดเ้ม่ือไดรั้บอาหารท่ีเหมาะสมในเวลาประมาณ 50 วนั 

 

ผลจากการศึกษาการผลิต H2 จากน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ตามสภาพจริงท่ีไม่มีการเติม
สารอาหารใดๆ เพิ่มลงระบบ    โดยใชแ้บคทีเรียจากระบบบ าบดัน ้าเสียของโรงงานผลิตเบียร์ท่ีผา่น
การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิการต่างๆ 5 วธีิไดผ้ลไม่เป็นท่ีพอใจ    แต่ในทางกลบักนักลบัเห็นผล
ถึงความแขง็แรง ทนทานของ methane producing bacteria     ผลจากการวิจยัน้ีจึงไม่แนะน าการผลิต 
H2 จากน ้าเสียและแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์    แต่กลบัสนบัสนุนการผลิต CH4 เน่ืองจาก 
methane producing bacteria ของโรงงานผลิตเบียร์นั้นมีความแขง็แรงและทนต่อภาวะท่ีไม่เป็นปกติ 
เช่น อุณหภูมิ กรด ด่าง และสารเคมีไดเ้ป็นอยา่งดี  
 

ข้อเสนอแนะ 
 

1. การคดักรองแบคทีเรียจากโรงงานผลิตเบียร์เพื่อผลิต H2 ดว้ยความร้อน กรด และ ด่าง     
มีโอกาสผลิต H2 ได ้   แต่อาจจะตอ้งมีการเปล่ียนแปลงภาวะบางอยา่ง เช่น   การเพิ่มอุณหภูมิและ
เวลาท่ีใชส้ าหรับการคดักรองดว้ยความร้อน เพิ่มระยะเวลาใหแ้บคทีเรียอยูใ่นภาวะกรดและด่าง 
หรือท าใหมี้สภาพความเป็นกรดหรือด่างมากข้ึนในการคดักรอง เพิ่มความเขม้ขน้ของคลอโรฟอร์ม
ใหสู้งข้ึนและลดอุณหภูมิหรือเพิ่มเวลาท่ีใชส้ าหรับการคดักรองดว้ยการแช่แขง็และละลาย 
  

 2. ถ้าตอ้งการผลิต H2 จากน ้ าเสียโรงงานผลิตเบียร์ตามสภาพจริง   (normal brewery 
wastewater) ท่ีไม่มีการเติมสารอาหารใดๆเพิ่มลงระบบ     ควรน าน ้ าเสียจากโรงงานอ่ืนมาผสมเพื่อ   
ให้ไดส่้วนท่ีเป็นสารอินทรียท่ี์ยอ่ยสลายไดง่้าย (biodegradable organic substances) และสารอาหาร 
(nutrients) ส าหรับแบคทีเรียเพิ่มมากข้ึน และมีสภาพท่ีเหมาะสมต่อการหมกัเพื่อการผลิต H2 
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ตอนที ่1 
 

จากการทดลองพบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment และ 
freezing and thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้ จึงน าแบคทีเรียดงักล่าวมาท าการศึกษาชนิด
และผลผลิตก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึน โดยท าการศึกษาภายใตว้ธีิการเดินและสภาวะเดียวกนักบัท่ีใชใ้น
การศึกษาความเป็นไปไดใ้นการผลิต H2 จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิการท่ีสามารถผลิต 
H2 ไดทุ้กประการ ผลการศึกษามีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 

1. การศึกษาชนิดและผลผลิตของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรอง
ดว้ยวธีิ chloroform treatment 
 

1.1 ชนิดและผลผลิตของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดโ้ดยการเดินระบบแบบ batch operation 
 

ในระบบ batch operation จากการหมกัน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD เท่ากบั 
6,025 mg/l ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี chloroform treatment ท่ีมีค่า MLVSS เท่ากบั 
3,715 mg/l  หมกัท่ีค่า pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสีย 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7    ในขวดหมกัท่ีมีความจุ        
100 ml     พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวิธี chloroform treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้     
แต่สามารถผลิต CH4 ได ้ผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตร 95, 111, 123, 124, 123, 123 และ 129 ml 
(รายงานผลท่ีสภาวะ STP) ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสีย  4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั       
แสดงผลปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผ่านการคดักรอง
ดว้ยวธีิ chloroform treatment ดงัภาพผนวกท่ี ก1  (และตารางผนวกท่ี ก14) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกที ่ก1  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
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 จากภาพท่ี ก1 จะเห็นไดว้า่ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า 7 สามารถ
ผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตรสูงสุดและจากการทดลองพบวา่ถึงแม ้pH  เร่ิมตน้ของน ้าเสียเป็นกรดมีค่า 4 
ระบบยงัคงสามารถผลิต CH4  ได ้     และเม่ือพิจารณาความสามารถในการก าจดัของเสียในรูปของ 
COD (ตารางผนวกท่ี ก1) พบวา่ท่ีน ้าเสียท่ีมีค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7 สามารถก าจดัของเสียไดดี้ท่ีสุด
คือ 96.5% ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียตั้งแต่ 4.5-7 ระบบมีความสามารถในการก าจดั COD ไม่แตกต่าง
กนัมากนกัอยูใ่นช่วง 94%-96.5% ในขณะท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียเท่ากบั 4 มีความสามารถในการ
ก าจดั COD ท่ีแตกต่างจากค่าอ่ืนๆอยา่งชดัเจนซ่ึงมีค่าเท่ากบั 90.5% 

    
ตารางผนวกที่ ก1 ความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย (%COD removal) 

โดยใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ 
ของน ้าเสีย 4-7 

 
ผลการศึกษา COD degradation แสดงดงัตารางผนวกท่ี ก1 
CH4 yield คือ ปริมาตร CH4 ต่อกรัม COD ท่ีถูกก าจดั (ml  at STP/ g COD 

degraded)  จากการทดลองน้ีพบวา่ แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment ให ้
CH4 yield เท่ากบั 151, 176, 197, 198, 197 ,197 และ 200 ml  STP/g COD degraded    เม่ือ pH 
เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงาน  ผลิตเบียร์มีค่า pH 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพ
ผนวกท่ี ก2 (การค านวณดงัขอ้ 1.6 ภาคผนวก ข)            

 

Initial pH Initial COD (mg/l) Final COD (mg/l) COD degraded (mg/l) %COD removal 
4 6025 570 5460 90.5 

4.5 6025 370 5655 94.0 
5 6025 280 5745 95.5 

5.5 6025 280 5810 95.5 
6 6025 280 5750 95.5 

6.5 6025 280 5745 95.5 
7 6025 325 5790 96.5 
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ภาพผนวกที ่ก2  CH4 yield ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment  
 ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

จากภาพท่ี ก2 จะเห็นไดว้า่ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน
การใหผ้ลผลิต CH4 คือ 7 ซ่ึงผลการศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบั Metcalf and Eddy (1991) ท่ีไดน้ าเสนอ
ช่วง pH ท่ีเหมาะสมต่อการท างานของ methane producing bacteria   มีค่าเท่ากบั 6.7-7.4   และการท่ี
ระบบยงัคงผลิต CH4 ไดใ้นปริมาตรท่ีสูงแสดงใหเ้ห็นวา่ methane producing bacteria นั้นมี        
ความทนทานต่อสารเคมีท่ีเป็นพิษซ่ึงในการทดลองน้ีหมายถึง chloroform  ถึงแมว้า่ระบบจะมีการ
ปนเป้ือนของสารเคมีท่ีเป็นพิษ methane producing bacteria ก็ยงัคงท างานไดแ้ละสามารถผลิต CH4 
ไดผ้ลิตไดสู้งสุดเท่ากบั 200 ml  STP/g COD degraded       

 
1.2 ชนิดของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดโ้ดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 
 

 ในการเดินระบบแบบ semi-continuous operation ผลการศึกษาพบวา่แบคทีเรีย    
ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้ แต่ก๊าซชีวภาพท่ีแบคทีเรีย
สามารถผลิตไดคื้อ CH4   ซ่ึงสามารถผลิตไดใ้นปริมาณสูงตั้งแต่ในช่วงระยะเวลาแรกของการศึกษา
ประมาณ 50% และมีแนวโนม้การผลิตเพิ่มข้ึนอยา่งต่อเน่ือง     จนกระทัง่ผลิตไดอ้ยูใ่นระดบัท่ีคงท่ี 
(steady state) มีค่าปริมาณ CH4 ประมาณ 75% ไปจนส้ินสุดการทดลอง (ภาพผนวกท่ี ก3)   แสดง
ใหเ้ห็นวา่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ chloroform treatment ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไม่สามารถก าจดั 
methane producing bacteria จากโรงงานผลิตเบียร์ได ้    ถึงแมจ้ะส่งผลต่อประสิทธิภาพ           การ
ท างานของแบคทีเรียในช่วงแรกแต่เม่ือเวลาผา่นไป methane producing bacteria สามารถฟ้ืนฟู
กลบัมาผลิต CH4 ได ้ผลการศึกษาแสดงดงัภาพผนวกท่ี ก3 

 



76 
 

 
(ก)                      (ข) 

ภาพผนวกที ่ก3  %H2 (ก) และ %CH4 (ข) ท่ีเวลาต่างๆ ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ  
chloroform treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 

 
 

2. การศึกษาชนิดและผลผลิตของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตได ้   จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรอง
ดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment 
 

2.1 ชนิดและผลผลิตของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดโ้ดยการเดินระบบแบบ batch operation 
 

 ก๊าซชีวภาพท่ีเกิดข้ึนในระบบ batch operation จากการหมกัน ้าเสียโรงงาน         
ผลิตเบียร์ท่ีมีค่า COD เท่ากบั 6,050 mg/l COD ดว้ยแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing 
and thawing treatment ท่ีมีค่า MLVSS เท่ากบั 3,270 mg/l    ท าการหมกัท่ีค่า pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 
4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7  ในขวดหมกัความจุ 100 ml พบวา่แบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ   
freezing and thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2ได ้   แต่สามารถผลิต CH4 ได ้ซ่ึงสามารถผลิต 
CH4 ได ้   ผลิตไดใ้นปริมาตร 106, 113, 115, 120, 123, 126 และ 132 ml (รายงานผลท่ีสภาวะ STP) 
ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย  4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั ดงัภาพท่ี ก4 และตารางผนวกท่ี ก15 
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ภาพผนวกที ่ก4  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 เม่ือพิจารณาความสามารถในการก าจดัของเสียในรูปของ COD พบวา่ท่ีน ้าเสียท่ีมี
ค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 7 สามารถก าจดัของเสียไดดี้ท่ีสุดคือ 97.5%  ผลดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี ก2 
 
ตารางที่ ก2 ความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย (%COD removal)  

โดยใชแ้บคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment  
ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 
จากปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตได ้ (ภาพท่ี ก4 และตารางผนวกท่ี ก15)    และ 

ความสามารถในการก าจดัของเสียในน ้าเสีย (ตารางผนวกท่ี ก2)     ของแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรอง
ดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment พบวา่ CH4 yield มีค่าเท่ากบั 178, 188, 193, 200, 206, 210 

Initial pH Initial COD (mg/l) Final COD (mg/l) COD degraded (mg/l) % COD removal 
4 6050 590 5460 90.5 

4.5 6050 495 5555 92.0 
5 6050 430 5620 93.0 

5.5 6050 250 5800 96.0 
6 6050 245 5805 96.0 

6.5 6050 230 5820 96.0 
7 6050 160 5890 97.5 
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และ 218 ml  STP/g COD degraded (การค านวณดงัขอ้ 1.6 ในภาคผนวก ข )  เม่ือ pH เร่ิมตน้ของ   
น ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์มีค่า pH 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5 และ 7 ตามล าดบั  แสดงผล CH4 yield ท่ีเกิด
จากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย     
4-7 ดงัภาพท่ี ก5  
 

 
 

ภาพผนวกที ่ก5  CH4 yield ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing  
treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้ าเสีย 4-7 

 

จากภาพท่ี ก5 จะเห็นไดว้า่ pH เร่ิมตน้ของน ้าเสียโรงงานผลิตเบียร์ท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน
การผลิต CH4 คือ 7 ซ่ึงมีค่า CH4 yield เท่ากบั 218 ml  STP/g COD degraded  

 
2.2 ชนิดของก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดโ้ดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 

 

 ผลการศึกษาชนิดก๊าซชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
freezing and thawing treatmentโดยเดินระบบแบบsemi-continuous operationแสดงดงัภาพท่ี ก6 
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(ก)                      (ข) 

ภาพผนวกที ่ก6  %H2 (ก) และ %CH4 (ข) ท่ีเวลาต่างๆ ท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ  
freezing and thawing treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous  

 

 ในการเดินระบบแบบ semi-continuous operation ผลการศึกษาพบวา่แบคทีเรีย    
ท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing treatment ไม่สามารถผลิต H2 ได ้  ในทางกลบักนั
พบวา่สามารถผลิต CH4 ได ้ และผลิตไดสู้งตั้งแต่ช่วงแรกของการศึกษาประมาณ 65%  และอยูใ่น
ระดบัท่ีคงท่ี (steady state) ซ่ึงมีค่าปริมาณ CH4 ประมาณ 75% ไปจนกระทัง่ส้ินสุดการศึกษา ผล
การศึกษาแสดงดงัภาพท่ี ก6  ซ่ึงจะเห็นไดว้า่การคดักรองแบคทีเรียดว้ยวธีิ freezing and thawing 
treatment ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีไม่สามารถก าจดัแบคทีเรียท่ีผลิต CH4 จากโรงงานผลิตเบียร์ได ้
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ตอนที่ 2 
ตารางผนวกที่ ก3  ผลการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิ heat treatment  

(น าแบคทีเรียไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป) 
 

 
หมายเหตุ      –       หมายถึง   ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
                  BWW   หมายถึง   Brewery wastewater  

 
  
 

 
 
 
 

Day pH %H2 Substrate solution 

1 6.01 - glucose-based substrate 500 ml 
2 4.92 - glucose-based substrate 500 ml 

3 5.58 - glucose-based substrate 500 ml 

4 5.11 1.54 glucose-based substrate 500 ml 

7 4.06 - glucose-based substrate 500 ml 
8 5.17 29.02 glucose-based substrate 500 ml 

9 5.11 - glucose-based substrate 500 ml 

10 4.99 39.92 glucose-based substrate 500 ml 

11 5.1 - glucose-based substrate 500 ml 
14 5.25 25.21 glucose 195 ml + nutrient 195 ml + BWW 130 ml 

15 5.28 - glucose 170 ml + nutrient 170 ml + BWW 170 ml 

16 5.23 27.18 glucose 130 ml + nutrient 130 ml + BWW 260 ml 

17 5.33 - BWW 500 ml 
18 5.21 - BWW 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก4  ผลการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิ acid treatment   
(น าแบคทีเรียไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป) 

 

 
หมายเหตุ      –       หมายถึง   ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
                  BWW   หมายถึง   Brewery wastewater  

 
  

 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 Substrate solution 

1 6.4 - glucose-based substrate 500 ml 

2 4.79 - glucose-based substrate 500 ml 

3 5.06 - glucose-based substrate 500 ml 
4 4.78 5.54 glucose-based substrate 500 ml 

7 4.02 - glucose-based substrate 500 ml 

8 4.27 19.02 glucose-based substrate 500 ml 

9 5.09 - glucose-based substrate 500 ml 
10 5.1 29.92 glucose-based substrate 500 ml 

11 4.84 - glucose-based substrate 500 ml 

14 5.1 25.21 glucose 195 ml + nutrient 195 ml + BWW 130 ml 

15 5.11 - glucose 170 ml + nutrient 170 ml + BWW 170 ml 
16 4.97 24.18 glucose 130 ml + nutrient 130 ml + BWW 260 ml 

17 5.25 - BWW 500 ml 

18 5.13 - BWW 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก5   ผลการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิ base treatment  
 (น าแบคทีเรียไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป) 

 

 
หมายเหตุ      –       หมายถึง   ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
                  BWW   หมายถึง   Brewery wastewater  

 
  

 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 Substrate solution 

1 6.77 - glucose-based substrate 500 ml 

2 6.24 - glucose-based substrate 500 ml 

3 6.12 - glucose-based substrate 500 ml 
4 4.94 4.54 glucose-based substrate 500 ml 

7 4.25 - glucose-based substrate 500 ml 

8 5.05 17.02 glucose-based substrate 500 ml 

9 5.4 - glucose-based substrate 500 ml 
10 5.36 30.92 glucose-based substrate 500 ml 

11 5.15 - glucose-based substrate 500 ml 

14 5.27 24.21 glucose 195 ml + nutrient 195 ml + BWW 130 ml 

15 5.29 - glucose 170 ml + nutrient 170 ml + BWW 170 ml 
16 5.26 24.18 glucose 130 ml + nutrient 130 ml + BWW 260 ml 

17 5.33 - BWW 500 ml 

18 5.35 - BWW 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก6  ผลการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิ chloroform treatment  
(น าแบคทีเรียไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป) 
 

 

หมายเหตุ      –       หมายถึง   ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
                  BWW   หมายถึง   Brewery wastewater  

 
  

 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 Substrate solution 

1 6.69 - glucose-based substrate 500 ml 

2 6.28 - glucose-based substrate 500 ml 

3 6.93 0.18 glucose-based substrate 500 ml 
4 6.31 - glucose-based substrate 500 ml 

7 6.14 0.00 glucose-based substrate 500 ml 

8 6.31 0.09 glucose-based substrate 500 ml 

9 6.94 - glucose-based substrate 500 ml 
10 6.38 0.35 glucose-based substrate 500 ml 

11 6.30 - glucose-based substrate 500 ml 

14 6.51 0.04 glucose 195 ml + nutrient 195 ml + BWW 130 ml 

15 6.45 0.13 glucose 170 ml + nutrient 170 ml + BWW 170 ml 
16 6.71 - glucose 130 ml + nutrient 130 ml + BWW 260 ml 

17 6.42 - BWW 500 ml 

18 6.67 - BWW 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก7  ผลการคดักรองแบคทีเรียเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนดว้ยวธีิ freezing and thawing 
treatment (น าแบคทีเรียไปใชใ้นการศึกษาขั้นต่อไป) 

 

 
หมายเหตุ      –       หมายถึง   ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
                  BWW   หมายถึง   Brewery wastewater  

 
 
 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 Substrate solution 

1 6.69 - glucose-based substrate 500 ml 
2 7.31 - glucose-based substrate 500 ml 

3 6.13 - glucose-based substrate 500 ml 

4 6.54 0.25 glucose-based substrate 500 ml 

7 6.23 - glucose-based substrate 500 ml 
8 6.38 0.53 glucose-based substrate 500 ml 

9 6.81 0.08 glucose-based substrate 500 ml 

10 6.5 - glucose-based substrate 500 ml 

11 6.21 0.04 glucose-based substrate 500 ml 
14 6.42 - glucose 195 ml + nutrient 195 ml + BWW 130 ml 

15 6.35 0.05 glucose 170 ml + nutrient 170 ml + BWW 170 ml 

16 6.42 0.05 glucose 130 ml + nutrient 130 ml + BWW 260 ml 

17 6.61 - BWW 500 ml 
18 6.43 - BWW 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก8  ปริมาตรสะสมของ  H2  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

 

หมายเหตุ Accumulative H2 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %H2 (จากGC/TCD) X gas (จาก water 
 displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 

 
 
 
 

 

Time 
(hour) 

Accumulative H2 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 0.02 0.58 0.39 0.59 0.70 0.62 0.65 0.04 
6 0.06 1.19 0.74 0.99 1.18 1.17 1.23 0.09 
9 0.08 1.43 1.21 1.45 1.84 1.47 1.59 0.09 

12 0.10 1.57 1.44 1.64 2.03 1.77 1.89 0.09 
18 0.19 1.58 1.48 1.72 2.09 1.95 2.05 0.09 
21 0.19 1.58 1.48 1.80 2.10 2.05 2.19 0.09 
24 0.21 1.58 1.49 1.83 2.10 2.11 2.19 0.09 
27 0.21 1.58 1.49 1.83 2.10 2.11 2.19 0.09 
30 0.23 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.09 
36 0.24 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.09 
48 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.10 
60 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.10 
72 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.11 
84 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.11 
96 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.11 

120 0.25 1.58 1.50 1.83 2.10 2.11 2.19 0.11 



86 
 

ตารางผนวกที่ ก9  ปริมาตรสะสมของ  H2  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

 

หมายเหตุ Accumulative H2 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %H2 (จากGC/TCD) X gas (จาก water  
 displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 

 
 
 

Time 
(hour) 

Accumulative H2 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 1.20 0.57 1.08 1.39 1.59 1.46 1.33 0.00 
6 2.89 2.46 3.32 2.91 3.03 3.05 2.78 0.00 
9 3.80 4.96 5.82 5.16 4.78 5.11 4.64 0.00 

12 4.70 7.38 8.35 7.07 6.54 7.14 6.20 0.00 
18 5.17 9.72 10.81 9.49 7.65 8.58 7.81 0.00 
21 5.50 11.24 12.66 11.39 8.97 9.66 9.35 0.00 
24 5.59 12.29 14.66 12.71 9.98 10.30 10.21 0.00 
27 5.71 12.65 16.24 14.27 10.81 10.73 10.77 0.00 
30 5.86 12.81 17.11 15.37 11.23 10.85 11.02 0.00 
33 5.86 12.81 17.54 16.04 11.54 10.94 11.05 0.00 
36 6.01 12.95 17.88 16.50 11.71 10.96 11.10 0.00 
42 6.01 13.00 17.94 16.72 11.71 10.98 11.11 0.00 
48 6.17 13.03 17.96 16.81 11.71 10.98 11.14 0.00 
54 6.26 13.06 17.98 16.87 11.73 10.99 11.15 0.00 
72 6.28 13.07 17.98 16.88 11.74 11.00 11.15 0.00 
84 6.39 13.10 17.98 16.89 11.74 11.00 11.15 0.00 

120 6.39 13.10 17.98 16.89 11.74 11.00 11.15 0.00 
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ตารางผนวกที่ ก10  ปริมาตรสะสมของ  H2  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
  การคดักรองดว้ยวธีิ base treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 

หมายเหตุ Accumulative H2 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %H2 (จากGC/TCD) X gas (จาก water  
 displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 

 
 
 
 
 

Time 
(hour) 

Accumulative H2 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 0.12 0.10 0.27 0.35 0.55 0.30 0.43 0.00 
6 0.41 0.60 1.66 1.44 1.83 1.39 1.62 0.00 
9 1.10 1.55 4.22 4.74 4.69 4.03 4.29 0.00 

12 2.26 2.78 6.76 8.05 7.37 6.72 6.53 0.00 
18 2.75 4.15 9.07 11.37 8.91 8.54 8.13 0.00 
21 2.75 5.00 10.17 13.96 10.68 8.69 8.65 0.00 
24 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
27 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
30 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
42 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
48 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
60 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
72 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
84 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
96 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 

120 2.75 5.00 10.17 14.58 11.39 8.69 8.65 0.00 
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ตารางผนวกที่ ก11  ปริมาตรสะสมของ CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
  การคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 
 

 

หมายเหตุ  Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %CH4 (จากGC/TCD) X gas (จาก water  
displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 

 
 
 
 
 

Time 
(hour) 

Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 0.64 1.36 1.63 2.21 2.11 2.62 2.71 0.23 
6 2.67 5.85 4.89 6.52 6.15 8.02 8.55 0.53 
9 7.05 12.51 10.58 14.14 14.34 12.98 13.96 0.53 

12 12.54 24.18 16.74 25.11 23.97 20.50 21.72 0.53 
18 20.14 37.38 28.92 33.39 35.58 29.90 30.75 0.53 
21 28.33 48.32 44.21 46.45 48.29 42.33 43.71 0.53 
24 38.05 59.48 53.53 58.37 59.88 56.92 59.65 0.53 
27 44.23 67.21 64.80 66.53 69.68 69.26 71.40 0.53 
30 49.51 69.21 74.03 73.49 77.25 76.91 79.63 0.53 
36 54.77 72.77 80.90 79.63 82.60 81.85 87.62 0.53 
48 64.28 75.90 82.46 83.20 88.03 87.27 94.81 0.59 
60 70.69 78.10 83.53 84.38 89.64 90.18 96.38 0.59 
72 73.15 78.93 83.92 84.71 90.34 91.17 97.15 0.65 
84 73.15 78.93 83.92 84.71 90.34 91.17 97.15 0.65 
96 73.15 78.93 83.92 84.71 90.34 91.17 97.15 0.65 

120 73.15 78.93 83.92 84.71 90.34 91.17 97.15 0.65 
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ตารางผนวกที่ ก12  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ acid treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 

หมายเหตุ  Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %CH4 (จากGC/TCD) X gas (จาก water  
displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 

 
 

 

Time 
(hour) 

Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 0.27 0.10 0.24 0.37 0.67 0.64 0.68 0.13 
6 1.63 1.96 3.09 2.63 3.74 3.75 4.45 0.13 
9 4.66 6.21 9.00 8.49 9.13 10.97 11.67 0.13 

12 11.16 13.49 17.91 17.44 15.81 23.14 21.06 0.13 
18 18.72 23.01 29.79 30.70 23.86 32.65 33.16 0.13 
21 28.83 33.67 42.46 42.32 37.17 44.24 47.50 0.13 
24 36.22 44.35 60.45 52.38 52.98 59.89 61.65 0.96 
27 42.92 53.80 73.92 66.22 66.49 74.07 76.50 0.96 
30 50.35 59.90 82.71 76.56 78.57 82.66 87.03 0.96 
33 56.95 66.63 89.85 84.40 88.74 92.48 94.52 0.96 
36 62.85 74.13 95.11 90.09 96.04 96.41 99.84 1.89 
42 69.33 79.56 96.07 93.15 98.84 99.38 103.56 1.89 
48 76.30 83.45 96.74 94.96 99.85 100.30 106.30 1.89 
54 81.78 87.34 97.55 96.55 100.73 101.17 107.03 2.46 
72 85.84 89.74 97.79 97.64 102.38 102.85 109.66 2.47 
84 87.65 90.43 98.02 98.72 103.14 103.67 110.25 2.47 

120 87.65 90.43 98.02 98.72 103.14 103.67 110.25 2.47 
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ตารางผนวกที่ ก13  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ base treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 
หมายเหตุ  Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) ไดจ้าก %CH4 (จากGC/TCD) X gas (จาก water  

 displacement) ท่ีสภาวะ room temperature และเปล่ียนใหเ้ป็นท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 
 
 
 
 

 

Time 
(hour) 

Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
3 1.21 0.68 1.31 1.64 2.26 2.28 2.40 0.02 
6 5.47 5.49 7.23 5.68 7.33 8.08 8.64 0.20 
9 13.38 13.64 17.32 13.73 15.81 18.81 17.70 0.39 

12 25.02 25.52 31.01 24.37 26.99 34.53 29.63 0.60 
18 40.32 40.07 46.04 40.71 37.01 49.42 42.93 0.60 
21 52.45 54.89 59.99 57.56 52.77 64.09 57.24 0.60 
24 64.18 64.69 73.28 70.01 70.21 76.48 70.49 0.60 
27 72.49 72.19 82.41 78.17 83.70 89.88 84.95 0.60 
30 78.13 78.47 88.93 85.23 91.57 96.95 96.19 0.60 
42 80.24 83.05 92.38 90.33 96.42 101.94 103.62 0.60 
48 83.11 85.50 95.00 94.13 99.32 104.62 108.49 0.60 
60 85.16 87.50 96.45 96.80 100.97 106.59 110.33 0.60 
72 86.15 88.93 97.42 97.72 102.17 107.67 111.15 0.60 
84 86.15 88.93 97.42 97.72 102.34 107.67 111.15 0.62 
96 86.15 88.93 97.42 97.72 102.34 107.67 111.15 0.65 

120 86.15 88.93 97.42 97.72 102.34 107.67 111.15 0.65 
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ตารางผนวกที่ ก14  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
การคดักรองดว้ยวธีิ chloroform treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 

Time 
(hour) 

Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 2.38 6.16 5.63 7.11 7.20 6.67 6.53 0.00 
9 3.90 12.17 11.18 13.95 15.02 14.62 15.46 0.00 

12 7.05 17.03 17.99 23.04 25.26 23.73 27.36 0.00 
18 10.15 22.53 23.30 30.12 32.55 31.40 35.61 0.00 
21 13.79 28.53 29.02 37.15 39.68 38.88 42.58 0.00 
24 18.18 34.15 35.10 43.11 45.41 45.43 48.96 0.00 
27 25.23 42.24 42.99 51.53 53.64 53.55 55.75 0.00 
30 27.29 44.71 45.91 54.84 57.15 57.18 61.37 0.00 
33 30.14 47.57 49.46 58.64 60.83 59.99 66.37 0.00 
36 30.54 48.21 50.48 59.85 62.02 61.57 70.06 0.00 
42 36.06 53.74 57.64 66.65 68.73 68.58 76.11 0.00 
48 48.90 69.34 74.08 80.63 83.36 83.52 90.59 0.25 
51 55.06 76.12 81.45 86.90 88.27 88.45 95.10 0.25 
54 62.26 83.46 88.22 91.88 94.21 93.19 100.14 0.69 
57 67.20 88.57 94.48 96.99 98.90 97.61 104.50 0.98 
60 71.46 91.74 100.14 102.62 103.72 102.29 107.58 1.15 
66 75.51 95.42 106.08 107.70 108.94 107.63 111.30 1.39 
72 87.79 105.71 118.55 119.82 120.55 118.47 120.04 2.04 
90 90.49 107.93 120.85 121.83 122.16 120.69 122.15 2.23 
96 92.31 109.08 122.48 123.63 123.50 122.06 123.55 2.33 

108 93.84 110.32 123.91 124.72 124.32 123.28 124.75 2.43 
120 94.65 110.93 124.83 125.24 124.72 124.12 125.45 2.47 
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ตารางผนวกที่ ก15  ปริมาตรสะสมของ  CH4  ท่ีผลิตไดใ้นเวลาต่างๆ  ซ่ึงเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่น 
  การคดักรองดว้ยวธีิ freezing and thawing ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4-7 

 

 

Time 
(hour) 

Accumulative CH4 (ml at STP/100ml) 
Initial pH of brewery wastewater 

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 Control 
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 
6 16.46 18.79 16.20 21.37 23.18 22.69 23.06 0.17 
9 22.05 25.49 23.58 29.70 32.14 31.42 32.17 0.17 

12 30.63 34.88 33.82 39.85 42.36 42.18 43.08 0.17 
18 46.40 51.22 53.35 58.37 60.42 60.86 63.62 0.17 
21 50.90 57.94 59.65 65.85 67.42 67.55 70.82 0.17 
24 61.06 67.92 68.94 76.54 76.90 77.67 80.79 0.17 
27 69.87 76.74 76.66 85.22 85.02 86.22 90.24 0.17 
30 76.81 83.88 83.31 92.47 92.38 93.37 97.28 0.19 
33 79.91 87.47 90.73 95.25 96.42 96.73 100.94 0.19 
36 81.58 89.73 92.72 97.85 99.08 99.25 102.84 0.19 
42 85.23 93.27 95.94 102.61 102.74 102.63 107.21 0.19 
48 89.51 97.77 99.96 108.71 108.64 108.85 113.68 0.19 
51 92.33 100.76 103.44 111.86 111.98 112.91 117.55 0.19 
54 93.82 103.46 106.25 114.42 114.49 115.65 120.06 0.30 
57 94.10 103.59 106.67 114.42 114.49 115.99 120.12 0.30 
60 95.00 104.62 107.49 115.35 115.42 117.10 120.93 0.30 
66 95.00 104.62 107.49 115.35 115.42 117.10 120.93 0.30 
72 97.37 106.08 109.48 116.83 117.74 119.52 123.67 0.30 
90 100.46 108.31 111.39 117.79 119.60 121.80 125.41 0.30 
96 102.49 110.38 112.98 118.93 120.94 123.22 126.89 0.30 

108 105.98 112.63 115.46 121.24 122.97 125.77 129.67 0.30 
120 105.98 112.67 115.46 121.24 122.97 125.77 129.67 0.30 
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ตารางผนวกที่ ก16  ปริมาณ H2 และ CH4 ท่ีเวลาต่างๆท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
 heat treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation  
 

 

หมายเหตุ  - หมายถึง ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
 

  
 

Day pH %H2 %CH4 Substrate solution 

1 4.93 4.89 35.97 Brewery wastewater 500 ml 

2 5.02 - - Brewery wastewater 500 ml 
3 5.30 1.60 37.39 Brewery wastewater 500 ml 

5 5.07 - - Brewery wastewater 500 ml 

6 5.30 1.64 49.08 Brewery wastewater 500 ml 

9 5.34 0.73 52.31 Brewery wastewater 500 ml 
0 5.24 - - Brewery wastewater 500 ml 

11 5.51 1.75 56.72 Brewery wastewater 500 ml 

12 5.54 - - Brewery wastewater 500 ml 

13 5.00 1.98 58.44 Brewery wastewater 500 ml 
14 4.90 - - Brewery wastewater 500 ml 

16 5.07 2.49 60.60 Brewery wastewater 500 ml 

17 5.18 - - Brewery wastewater 500 ml 

19 5.34 0.24 69.30 Brewery wastewater 500 ml 
23 5.85 0.03 69.71 Brewery wastewater 500 ml 

24 5.90 - - Brewery wastewater 500 ml 

25 5.99 0.03 70.95 Brewery wastewater 500 ml 

26 6.07 0.03 70.53 Brewery wastewater 500 ml 
29 6.41 - - Brewery wastewater 500 ml 

30 6.33 0.04 70.95 Brewery wastewater 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก17  ปริมาณ H2 และ CH4 ท่ีเวลาต่างๆท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
 acid treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation  
 

 

หมายเหตุ - หมายถึง ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 %CH4 Substrate solution 

1 4.81 0.23 43.14 Brewery wastewater 500 ml 

2 4.86 - - Brewery wastewater 500 ml 

3 5.16 0.17 44.20 Brewery wastewater 500 ml 

5 5.05 0.05 46.80 Brewery wastewater 500 ml 

8 5.36 - - Brewery wastewater 500 ml 

9 5.59 0.08 49.07 Brewery wastewater 500 ml 

10 5.45 - - Brewery wastewater 500 ml 

11 5.74 - - Brewery wastewater 500 ml 
12 5.93 0.09 58.75 Brewery wastewater 500 ml 

13 6.44 - - Brewery wastewater 500 ml 

17 6.34 0.12 65.76 Brewery wastewater 500 ml 

20 6.28 0.13 70.68 Brewery wastewater 500 ml 
22 6.18 0.11 72.48 Brewery wastewater 500 ml 

24 6.24 - - Brewery wastewater 500 ml 

25 6.33 - - Brewery wastewater 500 ml 

26 6.49 0.06 74.92 Brewery wastewater 500 ml 
29 6.58 0.14 75.12 Brewery wastewater 500 ml 

30 6.68 - - Brewery wastewater 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก18  ปริมาณ H2 และ CH4 ท่ีเวลาต่างๆท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
 base treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation  
 

 
หมายเหตุ - หมายถึง ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 
 
 
 
 
 
 

Day pH %H2 %CH4 Substrate solution 

1 5.26 0.09 42.36 Brewery wastewater 500 ml 

2 5.22 - - Brewery wastewater 500 ml 

3 5.26 0.13 48.80 Brewery wastewater 500 ml 

5 5.21 - - Brewery wastewater 500 ml 

8 5.41 0.13 56.65 Brewery wastewater 500 ml 

9 5.44 - - Brewery wastewater 500 ml 

10 5.09 0.28 59.21 Brewery wastewater 500 ml 

11 5.42 - - Brewery wastewater 500 ml 
13 5.49 0.02 64.76 Brewery wastewater 500 ml 

16 5.31 - - Brewery wastewater 500 ml 

17 5.54 0.03 68.76 Brewery wastewater 500 ml 

19 5.46 - - Brewery wastewater 500 ml 
20 6.12 0.03 70.14 Brewery wastewater 500 ml 

24 6.39 0.04 72.20 Brewery wastewater 500 ml 

26 6.35 0.04 71.90 Brewery wastewater 500 ml 

29 6.64 0.03 74.56 Brewery wastewater 500 ml 
30 6.53 - - Brewery wastewater 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก19  ปริมาณ H2 และ CH4 ท่ีเวลาต่างๆท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
 chloroform treatment โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation  
 

 

หมายเหตุ - หมายถึง ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 

Day pH %H2 %CH4 Substrate solution 

1 6.71 0.06 51.89 Brewery wastewater 500 ml 

2 6.56 - - Brewery wastewater 500 ml 

3 6.55 0.10 53.12 Brewery wastewater 500 ml 

4 6.38 - - Brewery wastewater 500 ml 

7 6.67 0.10 59.80 Brewery wastewater 500 ml 

8 6.48 - - Brewery wastewater 500 ml 

9 6.51 0.18 59.80 Brewery wastewater 500 ml 

10 6.45 0.10 62.53 Brewery wastewater 500 ml 
13 6.59 0.08 67.26 Brewery wastewater 500 ml 

15 6.51 - - Brewery wastewater 500 ml 

16 6.53 0.07 71.06 Brewery wastewater 500 ml 

17 6.49 - - Brewery wastewater 500 ml 
18 6.52 0.05 73.44 Brewery wastewater 500 ml 

19 6.55 - - Brewery wastewater 500 ml 

20 6.22 0.02 74.96 Brewery wastewater 500 ml 

21 6.59 - - Brewery wastewater 500 ml 
22 6.73 0.02 75.94 Brewery wastewater 500 ml 

23 6.63 - - Brewery wastewater 500 ml 

24 6.65 0.03 77.55 Brewery wastewater 500 ml 

25 6.61 0.03 76.80 Brewery wastewater 500 ml 

28 6.79 - - Brewery wastewater 500 ml 

29 6.66 0.03 75.94 Brewery wastewater 500 ml 

30 6.59 - - Brewery wastewater 500 ml 
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ตารางผนวกที่ ก20  ปริมาณ H2 และ CH4 ท่ีเวลาต่างๆท่ีเกิดจากแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ  
freezing and thawing โดยการเดินระบบแบบ semi-continuous operation 
 

 

หมายเหตุ - หมายถึง ไม่ไดท้  าการตรวจวิเคราะห์ 

Day pH %H2 %CH4 Substrate solution 

1 6.56 0.21 67.04 Brewery wastewater 500 ml 

2 6.47 0.15 75.17 Brewery wastewater 500 ml 

3 6.35 - - Brewery wastewater 500 ml 

4 6.28 0.07 75.68 Brewery wastewater 500 ml 

7 6.67 0.17 77.16 Brewery wastewater 500 ml 

8 6.41 - - Brewery wastewater 500 ml 

9 6.43 0.05 82.25 Brewery wastewater 500 ml 

10 6.49 0.09 78.09 Brewery wastewater 500 ml 

13 6.6 0.16 77.87 Brewery wastewater 500 ml 

15 6.56 0.11 78.23 Brewery wastewater 500 ml 

16 6.49 - - Brewery wastewater 500 ml 

17 6.47 0.04 76.80 Brewery wastewater 500 ml 

18 6.54 - - Brewery wastewater 500 ml 

19 6.54 0.03 75.05 Brewery wastewater 500 ml 

20 6.52 - - Brewery wastewater 500 ml 

21 6.58 0.04 75.61 Brewery wastewater 500 ml 

22 6.57 - - Brewery wastewater 500 ml 

23 6.51 0.04 76.80 Brewery wastewater 500 ml 

24 6.64 - - Brewery wastewater 500 ml 

25 6.36 0.03 75.05 Brewery wastewater 500 ml 

28 6.78 0.02 76.80 Brewery wastewater 500 ml 

29 6.51 0.00 75.61 Brewery wastewater 500 ml 

30 6.61 - - Brewery wastewater 500 ml 
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ภาคผนวก ข 
วธีิการค านวณค่าต่างๆ ในการศึกษา 
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1. ตัวอย่างการค านวณทีใ่ช้งานวจัิยนี้ 
 

การค านวณก๊าซท่ีสภาวะมาตรฐาน โดยแสดงการค านวณการเปล่ียนปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะ
การทดลอง (room condition)      เป็นปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะมาตรฐาน (standard temperature and 
pressure, STP) 

 

สภาวะมาตรฐาน (STP)  คือสภาวะท่ีอุณหภูมิ 0° C (273.15 K) และท่ีความดนั1 บรรยากาศ 
(1.013×105 N) 
     m2 

สภาวะการทดลอง  คือ สภาวะท่ีอุณหภูมิห้อง 30-31° C เฉล่ีย 30° C และท่ีความดนัของ
ก๊าซในระบบเก็บก๊าซ ซ่ึงใชส้มการ (1) ในการค านวณ 
  

จาก          P1V1  =  P2V2   (1)  
    T1        T2 
 

เม่ือ P1  , P2  = ความดนัก๊าซท่ี STP  และท่ีสภาวะการทดลอง  ตามล าดบั 
 T1 , T2  = อุณหภูมิ (K) ท่ี STP  และท่ีสภาวะการทดลอง  ตามล าดบั 

V1 , V2  = ปริมาตรก๊าซท่ี STP  และท่ีสภาวะการทดลอง  ตามล าดบั 
 

สามารถค านวณเปล่ียนปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะทดลอง  เป็นปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะมาตรฐาน
ดงัน้ี 

 
ภาพผนวกที ่ข1 ความดนัของก๊าซในระบบเก็บก๊าซของการทดลอง 
 
 

  
h 
 

Gas collection system 

   B 
  A 

h2 h1 

P2 

P1 
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จากภาพสามารถหา P2 ไดด้งัน้ี 
 

  ความดนัท่ีจุด  A  = ความดนัท่ีจุด B 
  P1  +  gh1  = P2 +  gh2 
   P2  = P1  +  g ( h1- h2)  (2) 
 

โดยท่ี P1   = 1.013 ×105   N / m2 หรือ 1 atm. 
  = 1,000 Kg/m3 
 g = 9.8 m/s2 

( h1- h2) = ความสูงของก๊าซท่ีอยูใ่นระบบเก็บก๊าซ (m.) ไดจ้ากการทดลอง 
 

การค านวณ โดยค่า ( h1- h2) ความสูงของก๊าซท่ีอยูใ่นระบบเก็บก๊าซวดัได ้1.6 cm. หรือ
1.6×10-2 m. และอุณหภูมิเฉล่ีย 30° C หาความดนัท่ีจุด B โดยการ แทนค่าใน (2) จะได ้  

 

P2  =       (1.013 ×105) + (1,000 × 9.8 × 1.6 × 10-2 ) 
     = 101,456.8 N / m2 
 

หาค่าความสัมพนัธ์ระหวา่ง V1   และ V2 จากสมการท่ี (1) 
 

P1V1  =  P2V2   (1) 
     T1        T2 
 

โดยท่ี P1    = ความดนัท่ี STP (101,300.0 N / m2) 
P2  = ความดนัท่ีสภาวะการทดลอง (101,456.8 N / m2) 

 T1   = อุณหภูมิ (K) ท่ี STP (273.15 K) 
T2  = อุณหภูมิ (K) ท่ีสภาวะการทดลอง (273.15 + 30 K) 
V2  = ปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะการทดลอง (V2 ml) 

 
แทนค่าหา   V1   ปริมาตรก๊าซท่ี STP 

  

V1  =  P2V2 T1    
           P1T2 
   V1  =  101,456.8 × V2 × 273.15 
       101,300 × (273.15 + 30) 
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   V1  =  0.8878 V2 ml 
 

เพราะฉะนั้นในการเปล่ียนปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะการทดลอง เป็นปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะ
มาตรฐานนั้นท าไดโ้ดยคูณค่า  0.8878 กบัปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะทดลองในหน่วย ml 
 

1.1 การค านวณก๊าซท่ีสภาวะมาตรฐาน 
 

 สมมติใหข้อ้มูลท่ีบนัทึกไดจ้ากการทดลองมีค่าดงัตารางผนวกท่ี ข1 
 

ตารางผนวกที ่ข1  ปริมาตรก๊าซทั้งหมดท่ีไดจ้ากการทดลอง (total gas, ml) และปริมาตรก๊าซ 
 ท่ีสภาวะมาตรฐานท่ีไดจ้ากการค านวณ (total gas, ml at STP) 

  
Time Total gas Total gas 
(hr) (ml) (ml at STP) 

0 0.0 0.00 
3 10.6 9.41 
6 15.6 13.86 

 
Total gas (ml at STP) ไดจ้ากการเก็บก๊าซโดยการแทนท่ีน ้ า (water displacement) 
 

เป็นการเปล่ียนปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะการทดลอง (ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ประมาณ 30๐C)   ใหเ้ป็น
ปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP)   ท าไดโ้ดยคูณค่า 0.8878 (ท่ีไดจ้ากการพิจารณาระบบท่ี
อธิบายไวข้า้งตน้) กบัปริมาตรก๊าซท่ีสภาวะทดลอง   

 

ตวัอยา่งการค านวณ Total gas (ml at STP) ท่ีชัว่โมงท่ี 3, 6  
3 hour: Total gas ท่ีสภาวะการทดลอง 10.6   ml Total gas at STP =10.6 x 0.8878 
         = 9.41 ml 
6 hour: Total gas ท่ีสภาวะการทดลอง 15.6   ml Total gas at STP =15.6 x 0.8878 
         = 13.86    ml  
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1.2 การค านวณ H2 (ml at STP)  
 

 ค  านวณไดจ้าก %H2 เทียบกบั Total gas (ml at STP) ทั้งหมดท่ีระบบผลิตได ้(%H2 ไดม้า
จากการเก็บตวัอยา่งก๊าซในระบบแลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง Gas chromatography (GC/TCD) 
ผลการวิเคราะห์จากเคร่ือง GC แสดงผลเป็นพื้นท่ีใตก้ราฟ   น าค่าพื้นท่ีใตก้ราฟท่ีไดน้ี้ไปเทียบกบั
พื้นท่ีใตก้ราฟของก๊าซมาตรฐาน เพื่อค านวณหาเปอร์เซ็นต์ก๊าซไฮโดรเจนท่ีมีอยู่ในก๊าซชีวภาพท่ี
ระบบผลิตได ้   ในการศึกษาน้ีใช้ก๊าซไฮโดรเจน 30%   เป็นก๊าซมาตรฐาน มีพื้นท่ีใตก้ราฟเท่ากบั 
1,790,801) 
 

ตารางผนวกที ่ข2 ปริมาตร H2 ท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 
 

Time Total gas 
%H2 

H2 
(hr) (ml at STP) (ml at STP) 

0 0.00 0 0.00 
3 9.41 0.32 0.03 
6 13.86 0.25 0.03 

 
ตวัอยา่งการค านวณ H2 (ml at STP) ท่ีชัว่โมงท่ี 3, 6 
3 hour:       Total gas (at STP)     9.41    ml     H2 (at STP)   9.41 x 0.32 = 0.03 ml 
               100 
6 hour:       Total gas (at STP)     13.86    ml     H2 (at STP) 13.86 x 0.25 = 0.03 ml 
                100 
                       

1.3 การค านวณ Accumulative H2 (ml at STP) 
 

 ค  านวณไดจ้ากผลรวมของ H2 (ml at STP) ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนถึงชัว่โมงท่ีเก็บตวัอยา่ง   
 

ตวัอยา่งการค านวณ Accumulative H2 (ml at STP) ชัว่โมงท่ี 3, 6   

3 hour: ผลรวมของ H2 (ml at STP) ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 3 
Accumulative H2 (ml at STP) = 0.00 + 0.03  

= 0.03 ml  
6 hour: ผลรวมของ H2 (ml at STP) ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนกระทัง่ถึงชัว่โมงท่ี 6 

Accumulative H2 (ml at STP) = 0.00 + 0.03 + 0.03 = 0.06 ml 
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ตารางผนวกที ่ข3 ปริมาตร H2 สะสมท่ีสภาวะมาตรฐาน (STP) 
 

 
1.4 การค านวณการลดลงของของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย COD degraded (mg/l)) 
 

 COD degraded (mg/l) ค  านวณไดจ้ากผลต่างระหวา่ง Initial COD (mg/l) และ                       
Final COD (mg/l) เม่ือส้ินสุดการทดลอง 
 

ตวัอยา่งการค านวณ COD degraded (mg/l) ของแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment 
ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4 
 Initial COD (mg/l) = 6050 
 Final COD (mg/l) = 1210 
 COD degraded (mg/l) = 6050 – 1210 

    = 4840 mg/l 
 

1.5 การค านวณความสามารถของระบบในการก าจดัของเสียอินทรียใ์นน ้าเสีย 
 

 % COD removal ค านวณไดจ้าก COD degraded (mg/l) เม่ือสมมติให ้Initial COD มีค่า 
100 mg/l 
 

ตวัอยา่งการค านวณ % COD removal ของแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ heat treatment ท่ี pH 
เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4 

 

Initial COD  6050    mg/l COD degraded    4840 mg/l 
 ถา้ Initial COD  100  mg/l      COD removal  100   x 4840 = 80.0% 
              6050 
                             ดั้งนั้น %COD removal มีค่าเท่ากบั 80.0% 
 
 

Time Total gas 
%H2 

H2 Accumulative H2 
(hr) (ml at STP) (ml at STP) (ml at STP) 

0 0.00 0 0.00 0.00 
3 9.41 0.32 0.03 0.03 
6 13.86 0.25 0.03 0.06 
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1.6 การค านวณผลผลิตก๊าซชีวภาพท่ีระบบผลิตได ้(Biogas yield, ml STP/g COD degraded) 
 

 H2 yield, ml STP/g COD degraded ค านวณไดจ้ากสัดส่วนระหวา่ง accumulative biogas       
(ml at STP) เม่ือส้ินสุดการทดลองกบั COD degraded (g)  
ตวัอยา่งการค านวณ H2 yield, ml STP/g COD degraded ของแบคทีเรียท่ีผา่นการคดักรองดว้ยวธีิ 
heat treatment ท่ี pH เร่ิมตน้ของน ้าเสีย 4 

Accumulative H2 (ml at STP) = 0.25 (serum 100 ml) 
 COD degraded (mg/l)  = 4840 
 H2 yield    = (1000 x 0.25) x 1000   
               100 4840 
     = 0.51 ml STP/g COD degraded 
 

2. การวเิคราะห์หาปริมาณก๊าซไฮโดรเจนโดยเคร่ืองก๊าซโครมาโตกราฟ (Gas chromatography; 
GC/TCD) 
 

2.1 เก็บตวัอยา่งก๊าซโดยบรรจุในหลอด venoject ขนาด 10 ml 
2.2 ดูดตวัอยา่งก๊าซปริมาตร 1 ml จากหลอด venoject มาวเิคราะห์โดยใชเ้คร่ือง GC  

 Gas chromatography (GC/TCD) Model Shimadzu รุ่น GC-14B ท่ีมีเคร่ืองตรวจวดั 
(detector) แบบ Thermal Conductivity Detector (TCD) 

- Column oven  40 °C 
- Injection port  60 °C 
- Detector  70 °C 
- Current  70  
- ก๊าซอาร์กอน (Ar) เป็นก๊าซตวัพา (carrier gas)   
- ใช ้ standard gas เป็นไฮโดรเจน (hydrogen, H2) 30%, (methane, CH4) 30% และ 

balance ดว้ย คาร์บอนไดออกไซด ์(carbondioxide, CO2)  
 2.3 ค านวณหาเปอร์เซ็นตอ์งคป์ระกอบก๊าซ โดยเปรียบเทียบจากพื้นท่ีใตก้ราฟ standard gas 
และพื้นท่ีใตก้ราฟของตวัอยา่งก๊าซท่ีวเิคราะห์ได ้
 2.4 รายงานผลการวิเคราะห์องคป์ระกอบก๊าซในหน่วยเปอร์เซ็นต ์
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ภาพผนวกที ่ข2 เคร่ือง Gas chromatography (GC/TCD) Model Shimadzu รุ่น GC-14 
  

 
 
ภาพผนวกที ่ข3 chromatogram ของ standard gas (H2  และ CH4)  
 

 
 
ภาพผนวกที ่ข4  chromatogram ของ H2   
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3. การวเิคราะห์ปริมาณความสกปรกสารอินทรีย์ในรูป COD โดย Dichromate reflux’s  method 
 

1. เคร่ืองมือ 

1.1 Reflux apparatus ประกอบดว้ย round bottom flask ขนาด 250 ml มีคอท าดว้ย 

Ground joint รับกบั Condenser  ซ่ึงมีขอ้ต่อ Ground joint เช่นกนั 

  1.2 Hot plate 

1.3 Burette 

2. สารเคมี 
2.1 Standard potassium dichromate solution 0.25 N  ละลาย K2Cr2O7 (primary 

standard grade) 12.259 กรัม (ท่ีผา่นการอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 103๐c เป็นเวลา 2 ชัว่โมง) ในน ้ากลัน่ 
และเจือจางจนไดป้ริมาตร 1000 ml   

2.2 Sulfuric acid reagent   เติม AgSO4  22 กรัม ลงในกรด  H2SO4 เขม้ขน้ 4 
กิโลกรัมหรือ 2.71 ลิตร ตั้งทิ้งไว ้1 ถึง 2 วนั เพื่อใหล้ะลายและผสมจนเขา้กนั 

2.3 Standard ferrous ammonium sulfate titrant     (FAS)      0.1      N      ละลาย 
Fe (NH4)2(SO4)2.6H2O 39 กรัม ในน ้ ากลัน่ เติมกรด H2SO4 เขม้ขน้ 20 ml ปล่อยให้เยน็แลว้เจือจาง
จนได้ปริมาตร 1000 ml ให้ท า Standardize สารละลายน้ีทุกวนัท่ีใช้ โดยน าไปไทเทรตกับ
สารละลาย K2Cr2O7 ดงัน้ี 

เจือจาง 10 ml สารละลายมาตรฐาน K2Cr2O7 จนเป็น 100 ml เติมกรด H2SO4 
เขม้ขน้ 30 ml ปล่อยให้เยน็และไทเทรตดว้ยไทแทรนท ์FAS โดยใช ้Ferroin indicator solution 2-3 
หยด 

 

โมลาร์ของ FAS   =       ml K2Cr2O7 x 0.25 
             ml FAS ท่ีใช ้
 

2.4 Ferroin  indicator solution ละลาย 1 – 10 Phenanthroline monohydrate 1.485 
กรัม และ FeSO4 .7H2O 98 กรัม ในน ้ากลัน่แลว้เจือจางจนมีปริมาตรเป็น 100 ml  

2.5 Mercuric sulfate  HgSO4  crystals 
 

3. วธีิการทดลอง 
3.1 น าสารละลายตวัอยา่งมา 20 ml หรือ สารละลายตวัอยา่งท่ีนอ้ยกวา่ 20 ml แลว้

ปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่จนครบ 20 ml ใส่ลงใน round bottom flask 
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3.2 เติม Ag2SO4 . H2SO4 30 ml ลงใน round bottom flask 
3.3 เติม HgSO4 0.4 g ลงใน round bottom flask 
3.4 เติม glass bead ลงใน round bottom flask  

3.5 เติม สารละลาย0.25 N K2Cr2O7 10.00 ml แลว้น า round bottom flask ไปต่อ

กบั condenser เปิดน ้าเยน็ให้ไหลผา่น condenser แลว้รีฟลกัซ์นาน 2 ชัว่โมง  

3.6 ปล่อยใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้องแลว้เจือจางดว้ยน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตรประมาณ  

2 เท่าของปริมาตรเดิม หยด Ferroin indicator 2-3 หยด แลว้น าไปไทเทรตกบัสารละลาย   FAS  

จนเม่ือถึงจุด end point เม่ือมีการเปล่ียนจากสีฟ้าอมเขียวเป็นสีน ้าตาลแดง 

3.7 blank ท าเหมือนเดิมแต่เปล่ียนจากสารละลายตวัอยา่งเป็นน ้ากลัน่ 20 ml  
 

3.4 การค านวณ 

sample ml
8000x  b)N(a

COD mg/l


  

 เม่ือ COD คือค่า Chemical Oxygen Demand ในหน่วย mg/l 
  

  a    =    ml FAS ท่ีใชใ้นการ Titrate blank 

  b    =    ml FAS ท่ีใชใ้นการ Titrate ตวัอยา่ง 

  N   =    Normality FAS 
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