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บทที ่3 
 
 

วธิีการศึกษา 
 
วธีิการศึกษา แบ่งออกเป็นสองส่วนหลกั ๆ คือส่วนท่ีหน่ึง สารเคมี วสัดุอุปกรณ์และ

เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ และส่วนท่ีสองคือ วธีิการด าเนินการทดลอง 
 
1) สารเคมี วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองมือ 

 ก. สารเคมี 

   

ตารางที ่3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ 

ช่ือสารเคมี เกรด บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

Ammonium ferrous sulphate: 
(NH4)2SO4. FeSO4.6H2O  

Analytical Reagent  Ajax Finechem Australia 

Ammonium molybdate: 
(NH4)6Mo7O24.4H2O Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Antimony potassium tartrate: 
KSb.C4H4O6.5H2O Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Ascorbic acid: C6H8O6 Analytical Reagent Merck Germany 

Boric acid: H3BO3 Analytical Reagent Fisher scientific  UK 

Bromocresol green Analytical Reagent BHD UK 

Calcium hydroxide: Ca(OH)2 Commercial grade Ajax Finechem Australia 

Copper sulphate: CuSO4.5H2O Analytical Reagent Riedel-de-Haen Netherland 

95% Ethanol: CH3CH2OH Analytical Reagent Merck Germany 

Hydrochloric acid: HCl Analytical Reagent  Fluka Germany 
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ตารางที ่3.1 สารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ (ต่อ) 
 

ช่ือสารเคมี เกรด บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 

Iron (II) sulfate: FeSO4.7H2O Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Magnesium sulfate: MgSO4.7H2O  Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Methyl red Analytical Reagent Sigma China 
Mercury (II) sulfate (HgSO4) Analytical Reagent Rankem India 
Phosphoric acid: H3PO4 Analytical Reagent BHD UK 

Potassium sulfate: K2SO4 Analytical Reagent Merck Germany 

Potassium dichromate: K2Cr2O7 Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 
Potassium hydrogen phthalate: 
KOOC.C6H4COOH  

Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

1-10 Phenanthroline  monohydrate Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Silver sulfate: Ag2SO4 Analytical Reagent Merck Germany 

Sodium hydroxide: NaOH Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 

Sodium fluoride: NaF Analytical Reagent Ajax Finechem Australia 
Sulfuric acid : H2SO4 Analytical Reagent Mallinchrodt 

chemicals 
Thailand 

 
ข. วสัดุอุปกรณ์ 

1) บิวเรต 
2) เดซิเคเตอร์ 
3) เคร่ืองแกว้สามญั  
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ค. เคร่ืองมือ 
 

ตารางที ่3.2 เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการวเิคราะห์  
  

ช่ือเคร่ืองมือ รุ่น บริษัทผู้ผลติ ประเทศ 
1) เคร่ืองเขยา่ (Vortex mixer) 232 Fisher Scientific USA 

2) เคร่ืองชัง่ (Analytical balance) BT 224S Sartorious Germany 
3) เคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ 
(Spectrophotometer) Libra S22 Biochrom USA 

4) ตูอ้บ (Oven) Isotemp Fisher Scientific USA 
5) เคร่ืองวดัค่าการน าไฟฟ้า 
(Electrical conductometer) 

Cond 315i Wissenschaftich- 
Technisch Werkstatten 

Singapore 

 

6) เคร่ืองวดั pH (pH-meter) pH WP-300 EUTECH Insrument Singapore 
7) เคร่ืองวดัปริมาณไนโตรเจน 
(Kjeldahl Distillation and 
digestion) 

Allegra 64R BECKMAN UK 

8) เตาเผา (Muffle furnace) UltraScan XE HunterLab USA 
9) เคร่ืองแก๊สโครมาโทกราฟี  
(Gas chromatography) 

8 A Shimadzu Japan 
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     ก. ชุดดกัจบักรด                                                                                  ข. เคร่ืองยอ่ย 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค. เคร่ืองกลัน่ 
 

รูปที่ 3.1 เคร่ืองวดัปริมาณไนโตรเจน (Beckman, UK) 
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รูปที่ 3.2 สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Biochrom, USA) 
 
2)  การเกบ็ตัวอย่าง  

ก.  สาหร่ายขนาดใหญ่ 
      ท  าการส ารวจขอ้มูลชนิดของสาหร่ายท่ีพบไดท้ัว่ไปในบริเวณ อ าเภอจะนะ จงัหวดั     
 สงขลา ปรากฏวา่ สาหร่าย Cheatomorpha sp. และ Ulva intestinalis เป็นสาหร่ายท่ีพบ   
ไดท้ัว่ไปในบริเวณแหล่งน ้ากร่อย 
 สาหร่ายทั้งสองชนิด ท าการเก็บบริเวณคลองระบายน ้าใกลบ้่อเล้ียงกุง้ อ าเภอจะนะ 
จงัหวดัสงขลา หลงัจากเก็บตวัอยา่ง น าสาหร่ายเก็บไวใ้นบ่อพกั เพื่อเก็บไวเ้ป็นพนัธ์ุ 
สาหร่ายจะถูกน ามาแยกเศษไมแ้ละ เศษขยะขนาดใหญ่ออกก่อนน ามาท าการหมกั 
 

 
 
 รูปที ่3.3 สาหร่ายและบริเวณเก็บตวัอยา่งสาหร่าย อ.จะนะ จ.สงลา 
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ข. ซีรัมน า้ยางสกมิ 
      ตวัอยา่งซีรัมน ้ายางสกิมท่ีใชใ้นการทดลอง ใชซี้รัมน ้ายางสกิมจากกระบวนการ
ผลิตน ้ายางขน้ของบริษทัจะนะน ้ายาง จ ากดั จงัหวดัสงขลา ซ่ึงเป็นโรงงานอุตสาหกรรม
ผลิตน ้ายางขน้ โดยซีรัมน ้ายางสกิมไดจ้ากกระบวนผลิตน ้ายางขน้ดว้ยวธีิการป่ันเหวีย่งน ้า
ยาง ซ่ึงผลิตภณัฑ ์ ท่ีไดจ้ากขั้นตอนการป่ันเหวีย่งน ้ายางประกอบดว้ยน ้ายางขน้และหางน ้า
ยาง น าหางน ้ายางท่ีไดม้าจบัตวัยางดว้ยกรดซลัฟิวริกเขม้ขน้ 20% จะไดข้องเหลวส่วนใส
คือ ซีรัมน ้ายางสกิมแสดงไดด้งัรูปท่ี 3.4 
 
ค. กากตะกอน 
 กากตะกอนในการทดลองคร้ังน้ี ใชใ้นการทดลองเก่ียวกบัประสิทธิภาพการผลิต
แก๊สชีวภาพของกากตะกอนท่ีไดจ้ากระบบบ าบดัน ้าทิ้งแบบไม่ใชอ้ากาศของโรงงานผลิต
น ้ายางขน้ รวมทั้งศึกษาประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเม่ือเติมกากตะกอนในระบบท่ีใช้
สาหร่ายขนาดใหญ่ร่วมกบัซีรัมน ้ายางสกิม ซ่ึงจุดเก็บกากตะกอนท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี
แสดงดงัรูปท่ี 3.4 
 
ง. เศษยาง 
 เศษยางในการทดลองคร้ังน้ี จะใชส้ าหรับปรับสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนใน
ถงัปฏิกรณ์ใหไ้ดต้ามก าหนด ซ่ึงเศษยางดงักล่าวเป็นวสัดุเศษเหลือ จากกระบวนการผลิตน ้า
ยางขน้ โดยกระบวนการผลิตน ้ายางขน้นั้นจะเกิดกากของเสียท่ีเป็นของแขง็ ไดแ้ก่ กากข้ี
แป้ง ซ่ึงในกากข้ีแป้งนั้นมีน ้ายางท่ีจบัตวัเป็นกอ้นกลายเป็นเศษยางปะปนอยู ่โดยกากข้ีแป้ง
ท่ีใชใ้นการทดลองจะเก็บจากถงัพกัน ้ายางและจากหวัป่ันน ้ายาง หรือหวัโบวล์ (Centrifuge) 
 เศษยางถูกน ามาแยกออกจากกากข้ีแป้งโดยการฉีดน ้า และเพื่อเป็นการก าจดัสาร 
อนินทรียท่ี์ตกคา้งในกากข้ีแป้ง ซ่ึงอาจเป็นพิษต่อเช้ือจุลินทรีย ์จากนั้นน าเศษยางท่ีได ้มาผึ่ง
ลมใหแ้หง้ ประมาณ 24 ชัว่โมง ตดัเศษยางใหไ้ดข้นาดเล็กโดยมีความกวา้งและความยาว
ประมาณ 1-2 ซม. เพื่อเป็นการเพิ่มพื้นท่ีผวิสัมผสัระหวา่งเช้ือจุลินทรียแ์ละซบัสเตรต ก่อน
น ามาเติมในถงัปฏิกรณ์  
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                                                                          เติม NH3, TMTD/ZnO เพื่อรักษาสภาพน ้ายาง 
                                                                          เติม DAP เพื่อตกตะกอน Mg 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 รูปที ่3.4 กระบวนการผลิตน ้ ายางขน้ของโรงงานผลิตน ้ายางขน้ และจุดเก็บตวัอยา่งท่ีใชใ้น  
                         การทดลอง (กรมควบคุมมลพิษ, 2548) 

บ่อรับน ้ายางสด น ้าทิ้งจากการลา้ง 

ข้ีแป้ง 

น ้าสะอาดเพื่อลา้ง 

 
เคร่ืองป่ันเหวีย่ง 

(Centrifuge) 

ไฟฟ้า 

น ้าสะอาดเพื่อลา้ง 

น ้าทิ้งจากการลา้ง 

ข้ีแป้ง 

หางน ้ายาง น ้ายางขน้ 

บ่อจบัตวั 

ถงัเก็บน ้ายางขน้ 

เติมกรดซลัฟิวริก 

กอ้นยาง บ่อดกัยาง 

เศษยาง น ้าเสีย 

บ่อบ าบดัน ้าเสีย 
บ่อเก็บเศษยาง 

ซีรัม 

เศษยางหวัโบวล์ 

จุดท่ี1 

จุดท่ี3 

น ้ายางสด 

จุดท่ี2 

จุดท่ี4 
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 จากรูปท่ี 3.3 แสดงจุดเก็บตวัอยา่งท่ีใชใ้นการทดลอง โดย 
  จุดท่ี 1 ข้ีแป้งจากถงัพกัน ้ายาง ซ่ึงจุดเป็นท่ีเก็บเศษยาง 
  จุดท่ี2 ข้ีแป้งหวัป่ันน ้ายาง ซ่ึงจุดเป็นท่ีเก็บเศษยาง 
  จุดท่ี 3 เป็นจุดท่ีเก็บซีรัมน ้ายางสกิม  
  จุดท่ี 4 เป็นจุดเก็บกากตะกอนโดยเก็บกากตะกอนภายในบ่อบ าบดัน ้าเสีย 
 น าตวัอยา่งท่ีได ้ศึกษาสมบติัทางเคมีและทางกายภาพ โดยใชว้ธีิวเิคราะห์ ดงัแสดงในตาราง

ท่ี 3.3 และ ตารางท่ี 3.4 
 
ตารางที ่3.3 วธีิท่ีใชใ้นการวเิคราะห์สมบติัทางเคมีและทางกายภาพของซีรัมน ้ายางสกิม 

 
สมบัติ วธีิมาตรฐาน 

Electrochemical conductivity (EC) APHA, AWWA and WEF (1998) 
pH AOAC Official Method 973.41 
Total solid content (TSC) AOAC Official Method 920.93 (2000) 
Volatile solid content (VSC) AOAC Official Method 920.93 (2000) 
Total Kjeldahl nitrogen (TKN) AOAC Official Method 973.48 (2000) 
Total organic carbon (TOC) Walkley and Black (1934) 
Available phosphorus Mehlich (1984) 
Chemical oxygen demand (COD) AOAC Official Method 973.46 (2000) 

 
 

ตารางที ่3.4 วธีิท่ีใชใ้นการวเิคราะห์สมบติัทางเคมีและทางกายภาพของสาหร่าย 
 

สมบัติ วธีิมาตรฐาน 
Total solid content (TSC) AOAC Official Method 920.93 (2000) 
Volatile solid content (VSC)  AOAC Official Method 920.93 (2000) 
Total Kjeldahl nitrogen (TKN) AOAC Official Method 973.48 (2000) 
Total organic carbon (TOC) Walkley and Black (1934) 
Available phosphorus Mehlich (1984) 
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3)  การออกแบบระบบการผลติแก๊สชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการ 
 ระบบการผลิตผลิตแก๊สชีวภาพในระดบัหอ้งปฏิบติัการ ซ่ึงจะด าเนินการหมกัแก๊สแบบกะ 

และท าการวดัอตัราการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยใชห้ลกัการแทนท่ีน ้าดว้ยแก๊สชีวภาพ ระบบหมกัแก๊ส
ชีวภาพประกอบดว้ย 3 ส่วน คือ 

ก.   ชุดหมกัมีฝาปิดสนิท ซ่ึงท าการปิดรอยร่ัวดว้ยกาวซิลิโคน 
ข. ขวดพลาสติกรองรับแก๊สชีวภาพ เพื่อรองรับแก๊สชีวภาพท่ีไดจ้ากถงัหมกั 
ค. ขวดแกว้รองรับน ้าท่ีลน้ออกมาจากขวดพลาสติกรองรับแก๊สชีวภาพ ก่อนน าไปตวง

ดว้ยกระบอกตวง 
จากรูปท่ี 3.5 เม่ือแก๊สชีวภาพเกิดข้ึนในชุดหมกั (ส่วนท่ี 1) แก๊สนั้นจะเคล่ือนท่ีไปยงัขวด

พลาสติกท่ีบรรจุน ้า (ส่วนท่ี 2) แลว้ดนัน ้าลน้ไปยงัขวดแกว้รองรับน ้าท่ีลน้ (ส่วนท่ี 3) จากนั้นท าการ
วดัปริมาตรน ้าท่ีลน้ออกมาในขวดแกว้ดว้ยกระบอกตวง ท าใหส้ามารถทราบถึงปริมาตรแก๊สชีวภาพ
ท่ีเกิดข้ึนได ้

การท่ีองคป์ระกอบส่วนใหญ่ของแก๊สชีวภาพเป็นแก๊สมีเทน (CH4)   ประมาณ 50 - 70% 
และ แก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์ (CO2) ประมาณ 30 - 50% ซ่ึงแก๊สคาร์บอนไดออกไซดมี์สมบติั
สามารถละลายไดใ้นน ้า แต่ความสามารถในการละลายน ้าของแก๊สคาร์บอนไดออกไซดข้ึ์นอยูก่บั
อุณหภูมิ เวลาในการสัมผสัน ้ า และความดนั โดยท่ีอุณหภูมิต ่าโดยเฉพาะอุณหภูมิต ่ากวา่ 20 0C แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซดส์ามารถละลายดีกวา่ท่ีอุณหภูมิสูง (ท่ีอุณหภูมิ 20 0C แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์
ละลายน ้าได ้1.5 กรัมต่อน ้า 100 กรัม ส่วนท่ีอุณหภูมิ 30 0C สามารถละลายน ้าไดน้อ้ยกวา่ 1 กรัมต่อ
น ้า 100 กรัม) อีกทั้งถา้สามารถสัมผสัน ้าไดน้านกวา่ความสามารถในการละลายน ้าจะเพิ่มข้ึน และ
เม่ือเพิ่มความดนัความสามารถในการละลายน ้าของแก๊สคาร์บอนไดออกไซดจ์ะเพิ่มข้ึนดว้ย  (El 
mhurst College, 2012) แต่การผลิตแก๊สชีวภาพท าการทดลองท่ีอุณหภูมิสูงกวา่ 30 0C ท่ีความดนั
บรรยากาศ  และระยะเวลาในการสัมผสัน ้าของแก๊สคาร์บอนไดออกไซดมี์ระยะเวลาท่ีสั้น ดงันั้น
อตัราการละลายน ้าของแก๊สคาร์บอนไดออกไซดจึ์งสามารถละลายไดน้อ้ย และไมมี่ผลต่อการวดั
ปริมาตรแก๊สชีวภาพท่ีผลิตไดจ้ากการทดลอง นอกจากน้ีแก๊สไฮโดรเจนซลัไฟดซ่ึ์งเป็น              
แก๊สอีกชนิดหน่ึงท่ีเป็นองคป์ระกอบของแก๊สชีวภาพ และมีสมบติัสามารถละลายน ้าไดเ้ช่นเดียวกบั
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์ แต่ปริมาณของแก๊สไฮโดรเจนซลัไฟดใ์นแก๊สชีวภาพมีปริมาณนอ้ยมาก 
ซ่ึงมีปริมาณนอ้ยกวา่ 1% (Stern et al., 1998) ดงันั้นจึงไม่มีผลต่อการวดัอตัราการผลิตแก๊สชีวภาพ
โดยวธีิการแทนท่ีน ้าเช่นกนั 
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รูปที ่3.5 ระบบผลิตแก๊สชีวภาพในระดบัหอ้งปฏิบติัการ (พรเทพ, 2551) 
 ส่วนท่ี 1  ชุดหมกัพร้อมฝาปิด ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 
 ส่วนท่ี 2  ขวดพลาสติกรองรับแก๊สชีวภาพ ปริมาตร 750 มิลลิลิตร 
 ส่วนท่ี 3  ขวดแกว้วดัปริมาตรน ้า ปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร 

 
3.1 ประสิทธิภาพการผลติแก๊สชีวภาพของกากตะกอน 

  การทดลองผลิตแก๊สชีวภาพ โดยมีการเปรียบเทียบการเติมหวัเช้ือท่ีแตกต่างกนัต่อ
ปริมาณผลผลิตแก๊สชีวภาพ โดยใชชุ้ดหมกัขนาด 500 มิลลิลิตร ซ่ึงหวัเช้ือท่ีใชไ้ดแ้ก่ มูลววัสด 
และ สลดัจจ์ากโรงงานผลิตน ้ายางขน้ โดยชุดการทดลองจะตอ้งมีการคนเพื่อใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
โดยสาเหตุท่ีเปรียบเทียบการเติมหวัเช้ือต่อปริมาณผลผลิตแก๊สชีวภาพ เน่ืองจากกระบวนการ
หมกัแก๊สชีวภาพตอ้งอาศยัการท างานของจุลินทรียห์ลายชนิด ดงันั้นการเติมหวัเช้ือให้
เช้ือจุลินทรียมี์การปรับตวัและเป็นการเพิ่มปริมาณจุลินทรียเ์ขา้สู่ระบบ (Vergara-Fernández et 
al., 2008) นอกจากน้ีน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองถดัไป ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้นการทดลอง 
เป็นดงัน้ี 
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   ตารางที ่3.5 สูตรท่ีใชห้มกัแก๊สชีวภาพในการเปรียบเทียบการเติมหวัเช้ือต่างชนิดกนั 

 
   ขั้นตอนการหมักหัวเช้ือในการผลติแก๊สชีวภาพ 

ก. เติมหวัเช้ือท่ีใชใ้นการหมกั ซ่ึงไดแ้ก่ มูลววัสด และกากตะกอนจากโรงงานผลิตน ้ายาง
ขน้ สัดส่วนดงัตารางท่ี 3.5  

ข. เติมน ้าดงัตารางท่ีแสดงขา้งตน้ในแต่ละชุดการทดลอง   
ค. ปิดฝาขวด พร้อมทั้งเขยา่ให้เป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปิดรอยร่ัวดว้ยกาวซิลิโคน เพื่อให้

ระบบอยูใ่นสภาวะท่ีไร้อากาศ 
ง. น าชุดการทดลองหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC เป็น

เวลา 14 วนั 
จ. ตรวจวดัปริมาตรแก๊ส ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน โดย

วธีิการแทนท่ีน ้า 
ฉ. เปรียบเทียบศกัยภาพการผลิตแก๊สชีวภาพของหวัเช้ือแต่ละชนิด และน าชุดท่ีใหผ้ลผลิต

แก๊สชีวภาพสูงสุด ใชเ้ป็นหวัเช้ือในขั้นตอนต่อไป 
 

3.2 ผลของการเติมและไม่เติมกากตะกอนต่อการผลติแก๊สชีวภาพ 
  การทดลองผลิตแก๊สชีวภาพ โดยมีการเปรียบเทียบการผลิตแก๊สชีวภาพเม่ือมีการ
เติมกากตะกอน และไม่เติมกากตะกอนเขา้สู่ระบบการหมกัซ่ึงแต่ละชุดการทดลองจะตอ้งมีการ
คนใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั โดยกากตะกอนเติมลงไปเป็นการเพิ่มปริมาณจุลินทรียเ์ขา้สู่ระบบ และ
เพื่อสังเกตปริมาตรแก๊สชีวภาพท่ีไดใ้นหน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้        
(L kgVS-1

added) นอกจากน้ีน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองถดัไป ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้นการ
ทดลองเป็นดงัน้ี 
 
 

ชุดการ
ทดลองที่ 

สัดส่วนมวลของซับสเตรต (น า้หนักสด) 

มูลววัสด กากตะกอน          น า้ 
1 2 - 1 
2 1 1 1 
3 - 2 1 
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ตารางที ่3.6 สูตรท่ีใชห้มกัแก๊สชีวภาพในระบบท่ีมีการเติมและไม่เติมกากตะกอน 
 

สูตร 
สัดส่วนมวลของซับสเตรต (น า้หนักสด) 

สาหร่าย ซีรัมน า้ยางสกมิ 
1 3 - 
2 2 1 
3 1 2 
4 - 3 

 
 หมายเหตุ   การทดลองเพื่อศึกษาการผลิตแก๊สชีวภาพเม่ือเติมกากตะกอนในระบบ มีการ
       เติมกากตะกอนร้อยละ1โดยน ้าหนกัในทุก ๆ ระบบ 
 
ขั้นตอนการหมักสาหร่ายร่วมกบัซีรัมน า้ยางสกมิในระบบทีม่ีการเติมและไม่เติมกากตะกอน  

ก. เติมสาหร่ายและซีรัมน ้ายางสกิม ท่ีแปรปริมาณตามสัดส่วนดงัแสดงขา้งตน้ ตามตาราง
ท่ี 3.6 โดยใหมี้ปริมาณท่ีใชห้มกั ประมาณ 350 มิลลิลิตร 

ข. ปิดฝาขวด พร้อมทั้งเขยา่ให้เป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปิดรอยร่ัวดว้ยกาวซิลิโคน เพื่อให้
ระบบอยูใ่นสภาวะปิด 

ค. น าชุดการทดลองหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC 
ง. ตรวจวดัปริมาตรแก๊ส ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน โดย

วธีิการแทนท่ีน ้า  ในระยะเวลา 30 วนั 
จ. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพระหวา่งระบบท่ีมีการเติม และไม่เติม

กากตะกอนจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ เพื่อเป็นหวัเช้ือในการหมกั และน าชุดท่ีให้
ผลผลิตแก๊สชีวภาพสูงสุด ใชเ้ป็นหวัเช้ือในขั้นตอนต่อไป 

 
3.3 ความสามารถในการผลติแก๊สชีวภาพของสาหร่ายขนาดใหญ่และซีรัมน า้ยางสกมิ 

  การทดลองผลิตแก๊สชีวภาพ โดยเปรียบเทียบความสามารถในการผลิตแก๊สชีวภาพ
ระหวา่งสาหร่ายขนาดใหญ่ และ ซีรัมน ้ายางสกิมจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ ท าการทดลอง
สองส่วนหลกัๆ ไดแ้ก่ 
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3.3.1 การศึกษาประสิทธิภาพการผลติแก๊สชีวภาพของวตัถุดิบแต่ละชนิด 
  การทดลองประสิทธิภาพผลิตแก๊สชีวภาพของวตัถุดิบแต่ละชนิด โดยเปรียบเทียบ
ความสามารถในการผลิตแก๊สชีวภาพระหวา่งสาหร่ายขนาดใหญ่ 2 ชนิดจาก Chaetomorpha 
sp., Ulva intestinalis และซีรัมน ้ายางจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ โดยแต่ละชุดการทดลอง
จะตอ้งมีการเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั ซ่ึงสาเหตุท่ีเลือกสาหร่าย Chaetomorpha sp. และUlva 
intestinalis เน่ืองจากมีอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific growth rate) สูง หากในอนาคต
โรงงานผลิตน ้ายางขน้ท าการเพาะเล้ียงสาหร่ายขนาดใหญ่ในบ่อบ าบดัน ้าทิ้งสุดทา้ย จะสามารถ
ช่วยดูดซบัสารต่างๆในน ้าออกไป และไดส้าหร่ายเพื่อผลิตแก๊สชีวภาพ โดย Silva et al., 2008 
รายงานอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของ Chaetomorpha indica ประมาณร้อยละ 30ต่อวนั 
นอกจากมีอตัราการเจริญเติบโตสูง สาหร่ายตระกลูน้ีมีอตัราการดูดซึมสารอาหารในอตัราท่ีสูง 
และสามารถเพาะเล้ียงโดยใชข้องเสีย ตวัอยา่งเช่น Ulva lactuca สามารถเพาะเล้ียงโดยใชมู้ล
สัตว ์(Nielsen  et al., 2011) ส่วน Gracilaria crassa and Ulva reticulate สามารถเพาะเล้ียงใน
น ้าทิ้งจากบ่อเล้ียงปลา (Msuya and Neori, 2002)  นอกจากน้ีเป็นสาหร่ายท่ีสามารถพบไดท้ัว่ไป
ในทอ้งถ่ิน  
  การทดลองน้ี เพื่อประเมินประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพจากสาหร่ายขนาด
ใหญ่ และซีรัมน ้ายางสกิม ท าการหมกัในระดบัหอ้งปฏิบติัการ ถงัปฏิกรณ์ขนาด 500 มิลลิลิตร 
ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC โดยประเมินประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ จาก
ปริมาตรแก๊สชีวภาพท่ีไดใ้นหน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้ (L KgVS-1

added) 
และหน่วยปริมาตรแก๊สชีวภาพต่อปริมาตรของซบัสเตรตท่ีใช ้(L L-1

working volume) ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้น
การทดลอง เป็นดงัน้ี 
 
ตารางที ่3.7 สูตรท่ีใชใ้นการหมกัแก๊สชีวภาพในการเปรียบเทียบความสามารถในผลิตแก๊ส  
                    ชีวภาพของสาหร่าย และซีรัมน ้ายางสกิม 
 
 
 
 

 
 

 

ชุดการทดลองที่ 
สัดส่วนมวลของซับสเตรต (น า้หนักสด) 

Chaetomorpha sp.  U lva intestinalis ซีรัมน า้ยางสกมิ 

1 4 - - 
2 - - 4 
3  4 - 
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3.3.2 การศึกษาประสิทธิภาพการผลติแก๊สชีวภาพจากการผสมวตัถุดิบ  
  ท าการศึกษาการผลิตแก๊สชีวภาพในระบบแบบผสมวตัถุดิบ (Codigestion system) 
โดยผสมระหวา่งสาหร่ายขนาดใหญ่ทั้งสองชนิด Chaetomorpha sp. และ Ulva intestinalis กบั
ซีรัมน ้ายางสกิมจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ ในสัดส่วนต่างๆ ทั้งหมด หกชุดการทดลอง โดย
แต่ละชุดการทดลองจะตอ้งมีการเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั และท าการวดัปริมาตรแก๊สชีวภาพใน
หน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้ (L kgVS-1

added)  และหน่วยปริมาตรแก๊ส
ชีวภาพต่อปริมาตรของซบัสเตรตท่ีใช ้(L L-1

working volume) ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นดงัน้ี 
 
ตารางที ่3.8  สูตรท่ีใชห้มกัแก๊สชีวภาพในการศึกษาประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพจากการ 
           ผสมวตัถุดิบ  
 

ชุดการทดลองที่ 
สัดส่วนมวลของซับสเตรต (น า้หนักสด) 

Chaetomorpha sp. Ulva intestinalis ซีรัมน า้ยางสกมิ 

1 3 - 1 
2 2 - 2 
3 1 - 3 
4 - 1 3 
5 - 2 2 
6 - 3 1 

 
 
ขั้นตอนการหมัก เพือ่ประเมินการผลติแก๊สชีวภาพของสาหร่ายขนาดใหญ่และซีรัมน า้ยางสกมิ 

ก. เติมสาหร่ายและซีรัมน ้ายางสกิม ท่ีแปรปริมาณตามสัดส่วนดงัแสดงขา้งตน้ ตามตาราง
ท่ี 3.8 โดยใหมี้ปริมาณท่ีใชห้มกั ประมาณ 350 มิลลิลิตร 

ข. ปิดฝาขวด พร้อมทั้งเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนัจากนั้นปิดรอยร่ัวดว้ยกาวซิลิโคน เพื่อให้
ระบบอยูใ่นสภาวะท่ีไร้อากาศ 

ค. น าชุดการทดลองหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC ใน
ระยะเวลา 30 วนั 

ง. ตรวจวดัปริมาตรแก๊ส ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน โดย
วธีิการแทนท่ีน ้า 
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จ. ประเมินศกัยภาพการผลิตแก๊สชีวภาพของวตัถุดิบแต่ละชนิด โดยเปรียบเทียบศกัยภาพ
การผลิตของวตัถุดิบแต่ละชนิด และระบบท่ีมีการผสมรวมของวตัถุดิบ 

 
 
3.4 ผลของสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ต่อการผลติแก๊สชีวภาพจากสาหร่ายและซีรัมน า้

ยางสกมิ 
   การทดลองผลของสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) ต่อการผลิตแก๊ส
ชีวภาพจากสาหร่ายและน ้าทิ้งจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ โดยควบคุมสัดส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนท่ี 10, 15, 20 และ 30 สาเหตุท่ีเลือกทดลองในช่วงดงักล่าว เน่ืองจาก  Zubr (1986)    ด ้า
การศึกษาการผลิตแก๊สชีวภาพจากหญา้หมกั (Silage) ไดร้ายงานสัดส่วนของคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิตแก๊สชีวภาพอยูใ่นช่วง 15 – 30  ดงันั้นจึงก าหนด การทดลองให้
ครอบคลุมกบัช่วงสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ีเหมาะสมดงักล่าว  โดยใชเ้ศษข้ียาง ซ่ึงเป็น
วสัดุเศษเหลือจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ ในการปรับสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน ใช้
ระยะเวลาการทดลอง 30 วนั โดยแต่ละชุดการทดลองจะตอ้งมีการเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั และ
เปรียบเทียบปริมาณการผลิตแก๊สชีวภาพ ในหน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้
(L kgVS-1

added) นอกจากน้ีน าสภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองถดัไป 
 
ขั้นตอนการหมัก เพือ่ประเมินผลของสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่อการผลติแก๊สชีวภาพ 

ก. เติมสาหร่าย และซีรัมน ้ายางสกิม ในสัดส่วนสาหร่ายต่อซีรัมน ้ายางสกิมเป็น 3 ต่อ 1 
โดยน ้าหนกัสด 

ข. เติมเศษข้ียางจากกระบวนการผลิตน ้ายางขน้ เพื่อควบคุมสัดส่วนคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนท่ีตอ้งการ โดยก าหนดสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ี 10, 15, 20 และ 30 

ค. ปิดฝาชุดหมกัพร้อมทั้งเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปิดรอยร่ัวดว้ยกาวซิลิโคน 
เพื่อใหอ้ยูใ่นสภาวะท่ีไร้อากาศ 

ง. น าชุดการทดลองหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC เป็น
เวลา 30 วนั 

จ. ตรวจปริมาตรการผลิตแก๊สชีวภาพ ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ี
เกิดข้ึน โดยวธีิการแทนท่ีน ้า 

ฉ. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพในแต่ละชุดการทดลอง เพื่อน าสภาวะท่ี  
        เหมาะสมไปใชใ้นการทดลองคร้ังต่อไป 
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3.5 ผลของปริมาณของแข็งทั้งหมด ต่อการผลติแก๊สชีวภาพจากสาหร่ายและซีรัม           
น า้ยางสกมิ 

  การทดลองผลของของแขง็ทั้งหมด (Total solid content) ต่อประสิทธิภาพการผลิต
แก๊สชีวภาพ ซ่ึงจะเลือกการควบคุมของแขง็ในช่วงของการยอ่ยในระบบไร้อากาศแบบเปียก (wet 
anaerobic digestion) เน่ืองจากสามารถเร่ิมตน้การผลิตแก๊สชีวภาพไดอ้ยา่งรวดเร็ว และสามารถ
ผลิตแก๊สชีวภาพในแต่ละวนัไดใ้นปริมาณท่ีสูง (Lianhua et  al., 2010)  โดยจะควบคุมปริมาณ
ของแขง็ทั้งหมด 5, 8, 11, 14 และ 17% TSC ใชร้ะยะเวลาการทดลอง 30 วนั โดยแต่ละชุดการ
ทดลองจะตอ้งมีการเขยา่ให้เป็นเน้ือเดียวกนั และเปรียบเทียบปริมาณการผลิตแก๊สชีวภาพของแต่
ละชุดการทดลองในหน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้ (L kgVS-1

added) และน า
สภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองถดัไป ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นดงัน้ี 
 
ตารางที ่3.9  สูตรท่ีใชใ้นการหมกัแก๊สชีวภาพในการศึกษาผลของของแขง็ทั้งหมดต่อ     
            ความสามารถในการผลิตแก๊สชีวภาพ 
 

ชุดการ
ทดลองที่ 

สัดส่วนมวลของสาหร่าย  
ซีรัมน า้ยางสกมิ (โดยน า้หนักสด) 

%TSC ในชุดหมัก 

1 1:3 5 
2 1:3 8 
3 1:3 11 
4 1:3 14 
5 1:3 17 

 
 
ขั้นตอนการหมัก เพือ่ประเมินผลของปริมาณของแข็งทั้งหมดต่อการผลติแก๊สชีวภาพ 

ก. เติมสาหร่ายและซีรัมน ้ายางสกิม ท่ีแปรปริมาณตามสัดส่วนดงัแสดงขา้งตน้ ตาม 
         ตารางท่ี 3.9 โดยใหมี้ปริมาณท่ีใชห้มกั ประมาณ 350 มิลลิลิตร 
ข.     ควบคุมปริมาณของแขง็ทั้งหมด 5 ชุดการทดลอง ไดแ้ก่ 5, 8, 11, 14 และ 17% TSC 
ค.     ปิดฝาขวด พร้อมทั้งเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปิดกาวซิลิโคน เพื่อใหร้ะบบอยู ่   
         ในสภาวะท่ีไร้อากาศ 
ง. น าชุดการทดลองหมกัท่ีอุณหภูมิหอ้ง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC 
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จ. ตรวจวดัปริมาตรแก๊ส ทุก ๆ 24 ชัว่โมงเป็นเวลา 30 วนั เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ี
เกิดข้ึน โดยวธีิการแทนท่ีน ้า 

ฉ. เปรียบเทียบผลผลิตของแก๊สชีวภาพ เพื่อประเมินผลของปริมาณของแขง็ทั้งหมดต่อ
การผลิตแก๊สชีวภาพ จากนั้นน าสภาวะท่ีสามารถผลิตแก๊สชีวภาพไดสู้งท่ีสุดไปทดลอง
ในขั้นตอนต่อไป  

 
 

3.6 ผลของค่าพเีอชของวตัถุดิบ ต่อการผลติแก๊สชีวภาพจากสาหร่ายและซีรัมน า้ยางสกมิ 
  การศึกษาผลของค่าพีเอชต่อประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยควบคุมค่า     
พีเอชของวตัถุดิบ 5, 6, 7 และ 8 ตามล าดบั สาเหตุท่ีเลือกทดลองในช่วงดงักล่าว เน่ืองจากค่าพีเอช
ของซีรัมน ้ายางสกิมท่ีใชใ้นการทดลอง มีค่าพีเอชประมาณ 5 นอกจากน้ี จากรายงานของ Yadvika 
at al. (2004) ระบุวา่ควรควบคุมค่าพีเอชในถงัปฏิกรณ์ใหอ้ยูใ่นช่วง 6.8 – 7.2 ซ่ึงเป็นช่วงท่ี
เหมาะสมต่อกาท างานของเช้ือจุลินทรีย ์ ดงันั้นเพื่อให้ครอบคลุมกบัช่วงดงักล่าวจึงด าเนินการ
ทดลองตามค่าท่ีไดร้ะบุขา้งตน้ โดยท าการทดลองเป็นระยะเวลาการทดลอง 30 วนั โดยแต่ละชุด
การทดลองจะตอ้งมีการเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั และเปรียบเทียบปริมาณการผลิตแก๊สชีวภาพของ
แต่ละชุดการทดลองในหน่วยลิตรต่อกิโลกรัมต่อปริมาณของแขง็ระเหยได ้(L kgVS-1

added) และน า
สภาวะท่ีเหมาะสมไปใชใ้นการทดลองถดัไป ซ่ึงสูตรท่ีใชใ้นการทดลอง เป็นดงัน้ี 
 
ตารางที ่3.10  สูตรท่ีใชใ้นการหมกัแก๊สชีวภาพในการเปรียบการผลของผลของค่าพีเอชต่อ     
              ความสามารถในการผลิตแก๊สชีวภาพ    
 

ชุดการทดลอง 
สัดส่วนระหว่าง สาหร่าย

ต่อซีรัมน า้ยางสกมิ 
(ร้อยละโดยน า้หนักสด) 

ค่าพเีอช 

1 1:3 5.0±0.5 
2 1:3 6.0±0.5 
3 1:3 7.0±0.5 
4 1:3 8.0±0.5 
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ขั้นตอนการหมัก เพือ่ประเมินผลของค่าพเีอชต่อการผลติแก๊สชีวภาพ 
ก. เติมสาหร่ายและน ้าทิ้งตามสัดส่วนแสดงไวใ้นตารางท่ี 3.10  
ข. ปรับพีเอชในถงัปฏิกรณ์ดว้ย สารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด ์(Ca(OH)2) หรือ

สารละลายกรดไฮโดรคลอริก ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ (1 M HCl)  
ค. ปิดฝาชุดการหมกั พร้อมทั้งเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั จากนั้นปิดกาวซิลิโคน เพื่อให้อยู่

ในสภาวะท่ีไร้อากาศ 
ง. น าชุดการทดลองท่ีอุณหภูมิห้อง ในสภาวะแบบมีโซฟิลิก อุณหภูมิ 32±3 oC เป็นเวลา 

30 วนั 
จ. วดัปริมาตรการผลิตแก๊สชีวภาพ ทุก ๆ 24 ชัว่โมง เพื่อหาปริมาณแก๊สทั้งหมดท่ีเกิดข้ึน 

โดยวธีิการแทนท่ีน ้า 
ฉ. เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพในแต่ละชุดการทดลอง เพื่อน าสภาวะท่ี

เหมาะสมไปใชใ้นการทดลองคร้ังต่อไป 
 

3.7 ปริมาณแก๊สมีเทนในแก๊สชีวภาพ 
  การหาปริมาณแก๊สมีเทนในแก๊สชีวภาพท่ีผลิตจากระบบท่ีพฒันาจากสภาวะท่ี
เหมาะสมในถงัปฏิกรณ์ขนาด 0.5 ลิตร โดยการทดลองคร้ังน้ีมีการขยายระดบัการผลิต ซ่ึงมีการ
เพิ่มขนาดของถงัปฏิกรณ์ประมาณ 12 เท่า โดยเพิ่มจาก 0.5 ลิตร เป็น 6.0 ลิตร ท าการศึกษาใน
ระดบัหอ้งปฏิบติัการในระบบแบบกะ โดยใชส้ัดส่วนระหวา่งสาหร่ายต่อซีรัมน ้ายางสกิม 
ประมาณสามส่วนต่อหน่ึงส่วนโดยน ้าหนกั รวมทั้งมีการควบคุมปริมาณของแขง็ทั้งหมดในถงั
ปฏิกรณ์  ค่าพีเอชเท่ากบั 7 และสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนท่ี 15 และหมกัท่ีอุณหภูมิ
ส่ิงแวดลอ้ม ในสภาวะมีโซฟิลิก ระยะในการทดลอง 45 วนั 
  โดยมีการวดัอตัราการผลิตแก๊สชีวภาพทุก ๆ 1วนั โดยใชเ้ทคนิคการแทนท่ีน ้า และ
เก็บตวัอยา่งแก๊ส ในช่องวา่งของถงัปฏิกรณ์ (Head space) ซ่ึงในช่วง 25 วนัแรก จะเก็บทุก ๆ 1 วนั
หลงัจากนั้นจะเก็บตวัอยา่งทุก ๆ 2 วนั เพื่อท าการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของแก๊สมีเทนท่ีผลิตได ้
โดยใชเ้คร่ือง GC-TCD (Shimadzu, Japan)  
  หลกัจากการหมกัครบ 45 วนั ท าการเก็บตวัอยา่งของเหลว เพื่อท าการวิเคราะห์
ความเขม้ขน้ของกรดไขมนัระเหยได ้ดว้ยวธีิไทเทรต (DiLallo and Albertson, 1961) 
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การวเิคราะห์ปริมาณแก๊สมีเทนด้วยเคร่ืองมือข้ันสูง 
  การวเิคราะห์ปริมาณแก๊สมีเทน วเิคราะห์โดยเคร่ือง Gas Chromatography 8A, 
Shimadzu ประเทศญ่ีปุ่นโดยใชส้ภาวะ ดงัน้ี 
 

  Detector: Thermal Conductivity Detector 
  Column: Porapak Q, Shimadzu 
  Carrier gas: Helium gas (He) 
  Flow rate: 30 mL/min 
  Injector temperature: 50 ºC 
  Column temperature: 30 ºC 
  Detector temperature: 50 ºC 
  Current: 70 mA 
  Injection volume : 0.5 mL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  รูปที ่3.6 โครมาโทแกรมของแก๊สมีเทนมาตรฐาน (Standard CH4) 

CH4 

CO2 
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  จากรูปท่ี 3.6 แสดงโครมาโทแกรมของแก๊สมีเทนมาตรฐาน จะปรากฏสองพีค 
(peak) หลกั โดยพีคท่ี 0.268 นาที ไดแ้ก่ แก๊สมีเทน ส่วนพีคท่ี 0.528 นาที ไดแ้ก่ แก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  รูปที ่3.7 คอลมัน์ Porapak Q ส าหรับวเิคราะห์แก๊สมีเทน (Shimadzu, Japan) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             รูปที ่3.8 เคร่ืองมือส าหรับวเิคราะห์แก๊สชีวภาพรุ่น GC-TCD 8A (Shimadzu,  
   Japan) 
 
 

  


