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บทคัดย่อ 
 
 พืชน ้า และสาหร่ายขนาดเล็กในแหล่งน ้าประเทศไทยมีการแพร่พันธุ์อย่างรวดเร็ว 
หากพืชน ้าตายจะเกิดการย่อยสลายส่งผลให้เกิดปัญหาแหล่งน ้าขาดออกซิเจน และคุณภาพน ้าเสื่อมลง 
อย่างไรก็ตามพืชน ้า และสาหร่ายขนาดเล็กยังคงมีข้อดีในเรื่องการลดสารอินทรีย์ในน ้าได้  การน้าพืช
น ้า และสาหร่ายขนาดเล็กที่มีในแหล่งน ้ามาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยใช้เป็นวัสดุหมักในการผลิต
ไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางชีวภาพ เพ่ือผลิตเป็นพลังงานทดแทนลดการใช้เชื อเพลิงฟอสซิสที่มี
การปลดปล่อย CO2 จากการเผาไหม้ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดภาวะโลก งานวิจัยนี จึงมีวัตถุประสงค์
เพ่ือศึกษาการปรับสภาพขั นต้นพืชน ้า  และสาหร่ายขนาดเล็กด้วยคลื่นไมโครเวฟ  เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศ โดยการศึกษาการปรับสภาพขั นต้นแหน ผักตบชวา 
สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก ด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ระดับการให้พลังงาน Energy 
intensity (EI) ตั งแต่ 0 - 99,000 kJ/kgTS พบว่า EI เท่ากับ 13,200 kJ/kgTS ให้ผล solubilization 
yield สูงสุด และเมื่อ EI มากกว่า 33,000 kJ/kgTS ส่งผลให้ solubilization yield ลดลง แสดงว่า
คลื่นไมโครเวฟสามารถท้าลายโครงสร้าง Lignocellulose ของพืชน ้าได้เพียง EI ค่าหนึ่งๆ เท่านั น 
ส้าหรับการศึกษาการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ในการผลิตไฮโดรเจนด้วยความร้อนปานกลาง
แล้วค่อยเพ่ิมความร้อนสูงขึ น (slow heat) และการใช้ความร้อนสูงทันที (fast heat) โดยใช้วัสดุหมัก
เป็นกลูโคส และแป้ง ท้าการหมักด้วย pH 5.5 ที่อุณหภูมิ 35˚C และ 55˚C พบว่า slow heat 
สามารถส่งเสริมให้หัวเชื อจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจนได้ดีกว่า fast heat ซึ่งการหมักกลูโคสได้ 
hydrogen yield สูงสุดที่ 35˚C ในขณะที่ hydrogen yield จากแป้ง สูงสุดที่ 55˚C จากผลการปรับ
สภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนคัดเลือก slow heat เพ่ือเป็นหัวเชื อจุลินทรีย์เริ่มต้นใน
การศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนจากพืชน ้า และสาหร่ายขนาดเล็กที่อุณหภูมิ 55˚C pH 5.5 ที่
ระดับ EI เท่ากับ 13,200; 26,400; 52,800 kJ/kgTS พบว่าสาหร่ายขนาดเล็กที่ระดับ EI เท่ากับ 
13,200 kJ/kgTS ให้ประสิทธิผลไฮโดรเจนสูงสุด เท่ากับ 26.0 mL/gTS เมื่อเปรียบเทียบกับการหมัก
สาหร่ายขนาดเล็กด้วยวิธี micro oxygenation โดยการเติมออกซิเจน เท่ากับ 0, 10 และ 15 
mLO2/mLinoculum ที่ระยะเวลา 168 h พบว่าการใช้ออกซิเจน 10 mLO2/mLinoculum ได้ประสิทธิผล
การผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เท่ากับ 37.1 mL/gTS วิธีการนี สามารถช่วยลดระยะเวลา ค่าใช้จ่าย และ
การใช้พลังงานที่เกิดขึ นในกระบวนการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน จึงเป็น
แนวทางในการจัดการด้านสิ่งแวดล้อม และผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศท่ีมีประสิทธิภาพอย่างยั่งยืน 
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ABSTRACT 
 
 Aquatic plants and microalgae in Thailand has rapidly expanded, The 
degradation of aquatic plants consequently deteriorates the water quality. However, 
aquatic plants and microalgae have advantages in reducing organic matter in water. 
Using aquatic plants and microalgae as a substrates in biohydrogen production from 
dark fermentation can be produced as an alternative energy to reduce the use of 
fossil fuels with CO2 emissions from combustion which is the cause of global 
warming. The objective of this research was to evaluate effectiveness of aquatic 
plants and microalgae pretreatment using microwave radiation to enhance 
biohydrogen production from dark fermentation. Results illustrated pretreatment of 
duckweed, water hyacinth, hydrilla and microalgae using microwave irradiation 
energy intensity of 0 - 99,000 kJ/kgTS, EI > 33,000 kJ/kgTS decrease solubilization 
yield of all substates demonstrating that the microwave irradiation can destroy the 
lignocellulose structure. The study of specific hydrogenic activity was conducted at 
35˚C and 55˚C pH 5.5 to evaluate the potential of inoculum using different thermal 
pretreatment. Slow heat showed higher hydrogenic activity than fast heat, glucose 
and starch could be used to represent the effectiveness of hydrogen production at 
35˚C and 55˚C respectively. Biochemical hydrogen potential assay was performed 
with slow heat at 55˚C pH 5.5 using aquatic plants and microalgae to estimate the 
effect of microwave energy intensity (EI) 13,200; 26,400; 52,800 kJ/kgTS. Microalgae 
gave highest H2 yield was 26.0 mL/gTS at 13,200 kJ/kgTS, In the subsequent 
experiment, Microalgae via micro oxygenation with oxygen dose 0, 10 and 15 
mLO2/mLinoculum at 168 h, Oxygen dose 10 mLO2/mLinoculum exhibit highest H2 yield 
was 37.1 mL/gTS. This approach can reduce cost, time and energy consumption 
during inoculum pretreatment. Thus it could be feasible strategy for sustainable 
environmental and energy management. 
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 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยดี เนื่องด้วยความกรุณาอย่างสูงในการให้
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และขอขอบคุณกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่กรุณาให้ข้อเสนอแนะเพ่ิมเติมอันเป็นประโยชน์ 
และตรวจแก้ไขวิทยานิพนธ์ให้มีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ขอขอบคุณอาจารย์ทุกท่านในคณะการ
จัดการสิ่งแวดล้อม ที่ได้ให้ความรู้เชิงวิชาการ และข้อคิดเห็นที่เป็นประโยชน์ต่อการท าวิทยานิพนธ์ 
 ขอขอบคุณ บริษัทฉลองอุตสาหกรรมน้ ายางขึ้น จ ากัด อ าเภอจะนะ จังหวัดสงขลา 
ที่กรุณาอ านวยความสะดวกในการเข้าเก็บตะกอนจุลินทรีย์ 
 ขอขอบคุณ บริษัท เหลี่ยงเฮงหลีฟาร์ม จ ากัด อ าเภอนาหม่อม จังหวัดสงขลา ที่
กรุณาอ านวยความสะดวกในการเข้าเก็บพืชน้ า 
 ขอขอบคุณ ดร.บุญญา ชาญนอก และดร.กัญญารัตน์ สฤษฎ์พงศ์ทีรฆ ที่คอย
ช่วยเหลือในการท าวิทยานิพนธ์ และสมาชิกในห้องปฏิบัติการวิจัยก๊าซชีวภาพ คณะวิศวกรรมศาสตร์
ทุกคนที่ให้ค าปรึกษา ให้ก าลังใจ และการช่วยเหลือในการท างานวิจัยด้วยดีตลอดมา 
 สุดท้ายนี้ขอขอบพระคุณครอบครัวของผู้วิจัยที่ เป็นแรงผลักดันพร้อมให้การ
สนับสนุนในทุกๆด้าน และเป็นก าลังใจให้ผู้วิจัยต่อสู้กับปัญหา และอุปสรรคต่างๆ จนท าให้
วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
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ประวัติผู้เขียน          103 
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สารบัญตาราง 
ตารางที่           หน้า 
2-1  การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน     11 
3-1  เงื่อนไขระยะเวลาการปรับสภาพขั นต้นของวัสดุหมักด้วยคลื่นไมโครเวฟ  28 
3-2  องค์ประกอบ และปริมาณของสารละลายสารอาหารในการทดลอง SHP  30 
4-1  ลักษณะของวัสดุหมัก และหัวเชื อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง    36 
4-2  การประเมิน Empirical formula และซีโอดีทางทฤษฎี (CODth)   36 
4-3  การวิเคราะห์เส้นใยของวัสดุหมักหลังปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
 ที่ก้าลัง 330 W         41 
4-4   ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน, อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด และระยะเวลา  
 Lag phase จากการผลิต H2 ของวัสดุหมักด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat  
 ที่ระยะเวลา 168 ชั่วโมง        49 
4-5  ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน, อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด และระยะเวลา  
 Lag phase จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ 
 ที่เติมออกซิเจนที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง      52 
 
ตารางภาคผนวก 
ก-1 ค่า SCOD ของแหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก 
 หลังการปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W และ 1,100 W 
 ที่ EI 0 - 99,000 kJ/kgTS       67 
ก-2 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 35°C  
 ในการผลิต H2 ด้วยหัวเชื อจุลนิทรีย์ Fast และ Slow heat    69 
ก-3 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 55°C  
 ในการผลิต H2 ด้วยหัวเชื อจุลนิทรีย์ Fast และ Slow heat    69
ก-4 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมท่ีอุณหภูมิ 35°C  
 ในการผลิต H2 ด้วยหัวเชื อจุลนิทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น (No heat)  70 

ก-5 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมท่ีอุณหภูมิ 55°C  
 ในการผลิต H2 ด้วยหัวเชื อจุลนิทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น (No heat)  70 
ก-6 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Glucose ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 35°C      71 
ก-7 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Glucose ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ 
 Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C      71 

ก-8 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Starch ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 35°C      72 
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ก-9 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Starch ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ 
 Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C      72 
ก-10 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมัก Glucose ด้วย 

หัวเชื อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น (No heat) ที่อุณหภูมิ 35 และ 55°C 73 
ก-11 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมัก Starch ด้วย 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น (No heat) ที่อุณหภูมิ 35 และ 55°C 74 
ก-12 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 55°C ในการผลิต H2  
 จากวัสดุหมัก 4 ชนิด ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat    75
ก-13 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักแหนด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat  
 ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS  75
ก-14 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักผักตบชวาด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow  
 heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 77
ก-15 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายหางกระรอกด้วย 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        79
ก-16 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วย 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 
  และ 52,800 kJ/kgTS        81
ก-17  ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็ก 
 ทีค่วามเข้มข้น O2 เท่ากับ 0, 10 และ 15 mLO2/mLinoculum    83
ก-18  ปริมาณ CH4 สะสม (Cumulative CH4 production) จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็ก 
 ที่ระดับความเข้มข้น O2  เท่ากับ 0, 10 และ 15 mLO2/mLinoculum   86
ก-19  ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของแหนด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat  
 ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS  88
ก-20  ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของผักตบชวาด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat  
 ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS  90
ก-21  ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของสาหร่ายหางกระรอกด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        92
ก-22  ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        95 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 

ตารางที่           หน้า 
ข-1 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของแหนหลังปรับสภาพขั นต้น 
 ด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS    99 
ข-2 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของผักตบชวาหลังปรับสภาพขั นต้น 
 ด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS    99 
ข-3 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายหางกระรอกหลังปรับ 
 สภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที่ EI 0 - 99,000 kJ/kgTS   100 
ข-4 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายขนาดเล็กหลังปรับ 
 สภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที่ EI 0 - 99,000 kJ/kgTS   100
ข-5 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของผักตบชวาหลังปรับสภาพขั นต้น 
 ด้วยคลื่นไมโครเวฟ 1,1000 W ที่ EI 0 - 99,000 kJ/kgTS    101
ข-6 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายขนาดเล็กหลังปรับสภาพ 
 ขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 1,1000 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS   101
ข-7 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมัก Glucose ที่อุณหภูมิ 35°C  
 และ 55°C ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อนแบบ  
 Fast และ Slow         102
ข-8 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมัก Glucose ที่อุณหภูมิ 35°C  
 และ 55°C ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อนแบบ  
 Fast และ Slow         102
ข-9 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักแหนด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        103
ข-10 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักผักตบชวาด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์  
 Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        103 
ข-11 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักสาหร่ายหางกระรอกด้วย 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        104
ข-12  ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วย 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400  
 และ 52,800 kJ/kgTS        104 
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สารบัญรูปภาพ 
 

รูปที่           หน้า 
2-1  วัสดุหมัก ก) แหน ข) ผักตบชวา ค) สาหร่ายขนาดเล็ก ง) สาหร่ายหางกระรอก  7 
2-2  การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์      8 
2-3  การปรับสภาพขั นต้นพืชลิกโนเซลลูโลส      10 
2-4  สาหร่ายสายพันธุ์ Monoraphidium sp. a) ก่อนการปรับสภาพ b) หลังการปรับ 
 สภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ        14 
2-5 ขั นตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไร้อากาศ     18 
3-1 ภาพรวมขั นตอนวิธีการด้าเนินงานวิจัย      26 
3-2  วัสดุหมักแห้งหลังจากลดให้ได้ขนาดประมาณ 3 mm    27 
3-3  การเตรียมตัวอย่างส้าหรับท้าการปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟในห้องปฏิบัติการ 29 
3-4 ขั นตอนการทดลองศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน (BHP) ในห้องปฏิบัติการ  31 
3-5  เครื่อง Oxidation Reduction Potential      33 
4-1 Solubilization yield ของวัสดุหมักหลังการปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ  
 ก) 330 W ข) 1,100 W        40 
4-2  Hydrogen yield ของจากการหมักกลูโคสด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Fast, Slow 
 และ No heat ก) 35˚C ข) 55˚C โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการทดลอง และเส้นทึบ  
 คือ ค่าท้านายจากสมการ        44 
4-3  Hydrogen yield ของจากการหมักแป้งด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์ Fast, Slow  
 และ No heat ก) 35˚C ข) 55˚C โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการทดลอง และเส้นทึบ  
 คือ ค่าท้านายจากสมการ        45 
4-4  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมชั่วโมงที่ 168 ของวัสดุหมักหลังปรับสภาพขั นต้นด้วย 
 คลื่นไมโครเวฟ 330W ที่ EI ต่างๆ       48 
4-5  สัดส่วน Acetic ต่อ Butyric สะสมชั่วโมงท่ี 168 จากการผลิต H2 ของวัสดุหมัก 
 หลังปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที่ EI ต่างๆ    48 
4-6  ประสิทธิผลไฮโดรเจนของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้น 
 เท่ากับ 0, 10 และ 15 mLO2/mLinoculum ก) ปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่น 
 ไมโครเวฟ 330W ข) ไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการ 
 ทดลอง และเส้นทึบ คือ ค่าท้านายจากสมการ     51 
4-7  ค่า pH จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้น 
 เท่ากับ ก) 0, ข) 10 และ ค) 15 mLO2/mLinoculum     53 
4-8  ค่า ORP จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้น 
 เท่ากับ ก) 0, ข) 10 และ ค) 15 mLO2/mLinoculum      54 
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สัญลักษณ์ค าย่อ และตัวย่อ 

s = Solubilization yield คือ ประสิทธิผลการละลาย 
R2 = R-sqaure คือ ค่าความสอดคล้อง 
BHP = Biochemical hydrogen potential คือ ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน 
C = Carbon คือ ธาตุคาร์บอน 
CH4 = Methane คือ ก๊าซมีเทน 
C/N = Carbon to Hydrogen ratio คือ สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 
CODth = Theoretical Chemical Oxygen Demand คือ ปริมาณออกซิเจนที่ใช้ในการออกซิไดซ์ 
 สารอินทรีย์ด้วยวิธีทางทฤษฎี  
DF = Dark fermentation คือ กระบวนการหมักแบบไร้อากาศ 
EI = Energy intensity คือ ระดับการใช้พลังงาน 
FH = Fast heat คือ การปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์แบบให้ความร้อนรวดเร็ว 
GC = Gas Chromatography คือ เทคนิคการแยกสารโดยมีเฟสเคลื่อนที่เป็นแก๊ส และเฟสอยู่ 
 กับท่ีเป็นคอลัมน์ 
H = Hydrogen คือ ธาตุไฮโดรเจน 
h = hour คือ ชั่วโมง 
H2 = Biohydrogen คือ ก๊าซไฮโดรเจน 
HCB = Hydrogen Consume Bacteria คือ กลุ่มจุลินทรีย์ใช้ไฮโดรเจน 
HPB = Hydrogen Produce  Bacteria คือ กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจน 
J = joule คือ หน่วยของพลังงานในระบบ SI 
M = molarity คือ โมลาริตี หรือ โมลาร์ เป็นหน่วยความเข้มข้นของอัตราส่วนจ านวนโมลของ 

ตัวถูกละลายที่อยู่ในสารละลายปริมาตร 1 ลิตร 
min = minute คือ นาที 
mol = mol คือ โมล 
mV = Millivolts คือ  มิลลิโวลต์ 
N = Nitrogen คือ ธาตุไนโตรเจน 
O = Oxygen คือ ธาตุไนโตรเจน 
ORP = Oxidation Reduction Potential คือ ระดับความสามารถในการเกิดออกซิเดชันและการ

เกิดรีดักชัน 
pH = ความเป็นกรด-ด่าง 
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rpm = Revolutions per minute คือ รอบต่อนาที 
S = Sulfur คือ ธาตุซัลเฟอร์ 
SCOD = Soluble Chemical Oxygen Demand คือ ปริมาณออกซิเจนที่ใช้ในการออกซิไดซ์

สารอินทรีย์ด้วยวิธีทางเคมีที่อยู่ในรูปละลายน้ า 
SD = Standard Derivation คือ ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
SH  = Slow heat คือ การปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์แบบให้ความร้อนช้า 
SHP = Specific hydrogen production potential คือ ศักยภาพผลิตไฮโดรเจนของหัว

เชื้อจุลินทรีย์ 
TS = Total solid คือ ปริมาณของแข็งทั้งหมด 
VS = Volatile solid คือ  ปริมาณของแข็งระเหยง่าย 
VFA = Volatile Fatty Acid คือ กรดอินทรีย์ที่มีคาร์บอนอะตอมไม่เกิด 6 ตัว 
W = Watt คือ วัตต์ 
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
1.1 ที่มาและความส าคัญ 
 
 สถานการณ์พลังงานของโลกในปัจจุบันยังจ้าเป็นต้องพ่ึงพาเชื อเพลิงฟอสซิล เช่น 
ถ่านหิน น ้ามันและก๊าซธรรมชาติเป็นหลัก  เพ่ือการผลิตพลังงานให้เพียงพอต่อความต้องการ ส่งผลให้
เชื อเพลิงฟอสซิลส้ารองที่ยังคงเหลืออยู่มีราคาสูงขึ น (Bundhoo & Mohee, 2016) อีกทั งการใช้
พลังงานจากเชื อเพลิงฟอสซิลจ้านวนมากยังก่อให้เกิดผลกระทบทางระบบนิเวศและสิ่งแวดล้อม จาก
การปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจก เช่น คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) จากการเผาไหม้เชื อเพลิงฟอสซิล
น้าไปสู่ปัญหาภาวะโลกร้อน (Chong et al., 2009) วิธีในการแก้ปัญหาจากการใช้พลังงานที่ก่อให้เกิด
ผลกระทบต่อโลก จ้าเป็นต้องหาแหล่งพลังงานทางเลือก เพ่ือทดแทนเชื อเพลิงฟอสซิลเป็นพลังงานที่
ใช้แล้วหมดไป หนึ่งในทางเลือกที่น่าสนใจ คือ การใช้กระบวนการทางชีวภาพในการผลิตเชื อเพลิง
ชีวภาพ (Hallenbeck & Ghosh, 2009) ในบรรดาทางเลือกของเชื อเพลิงชีวภาพก๊าซมีเทน (CH4) 
และก๊าซไฮโดรเจน (H2) ถือว่าเป็นพลังงานทนแทนเชื อเพลิงฟอสซิลที่น่าสนใจทั งคู่ ส้าหรับมีเทนเป็น
สารประกอบพวกไฮโดรคาร์บอนซึ่งเป็นสาเหตุของภาวะเรือนกระจก โดยที่มีเทน 1 โมเลกุล มี
ความสามารถดูดซึมรังสีอินฟราเรดจากดวงอาทิตย์ได้มากกว่าก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ถึง 25 เท่า 
(Rodhe, 1990) ในขณะที่ไฮโดรเจน ไม่มีมีสารประกอบคาร์บอนจึงไม่ปลดปล่อย CO2 จากการเผา
ไหม้จึงไม่ก่อให้เกิดมลพิษ และไม่เป็นสาเหตุของการเกิดภาวะโลกร้อน จึงถือว่าเป็นเชื อเพลิงสะอาด 
และเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม อีกทั งยังให้ค่าความร้อนสูง เท่ากับ 122 kJ/g (Singh & Wahid, 2015) 
ไฮโดรเจนเป็นพลังงานที่สามารถผลิตได้จากกระบวนการทางชีวภาพ แบ่งเป็น 2 กลุ่มหลักๆ คือ 
อาศัยกระบวนการหมักแบบใช้แสง (photo fermentation) และกระบวนการหมักแบบไร้แสงหรือ
หมักแบบไร้อากาศ (dark fermentation) (Won & Lau, 2011) การผลิตไฮโดรเจนผ่านกระบวนการ
หมักแบบไร้อากาศมีข้อได้เปรียบ คือ ไม่ต้องการแสงสามารถด้าเนินได้ตลอดเวลา (Lo et al., 2010) 
 ชีวมวลที่ใช้ในการผลิตเชื อเพลิงชีวภาพรุ่นแรกมาจากพืชแป้ง เช่น ข้าวโพด อ้อย มัน
ส้าปะหลัง ซึ่งส่วนใหญ่เป็นพืชอาหาร อาจส่งผลกระทบต่อความมั่นคงทางอาหาร (Chang et al., 
2010) จึงเกิดเชื อเพลิงชีวภาพรุ่นสองที่ยังคงใช้พืชแป้ง และพืชชนิดอ่ืนๆรวมถึงวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตร เช่น ซังข้าวโพด ฟางข้าว (Guo et al., 2010) และรุ่นที่สามหรือเชื อเพลิงชีวภาพได้ปรับ
มาใช้เป็นพืชที่ไม่ได้เป็นพืชอาหาร แต่ยังจ้าเป็นต้องมีการปลูกในที่ดิน จึงเกิดทางเลือกในการหาพืชที่
ไม่จ้าเป็นต้องแบ่งแยกพื นที่ส้าหรับปลูกพืชอาหาร และพืชพลังงาน สาหร่ายขนาดเล็กจึงเป็นหนึ่งใน
ตัวเลือกส้าหรับการน้ามาใช้เป็นชีวมวลในการผลิตเชื อเพลิงชีวภาพรุ่นที่สาม  
 สาหร่ายขนาดเล็กเป็นสิ่งมีชีวิตในธรรมชาติมีการเจริญเติบโตเร็วเมื่อเปรียบเทียบกับ
พืชทั่วไป (Chu et al., 2013) การเพาะเลี ยงท้าได้โดยไม่จ้าเป็นต้องใช้พื นที่มากเพ่ือแย่งพื นที่
เพาะปลูกส้าหรับพืชชนิดอ่ืนๆ (Mussgnug et al., 2010) และยังไม่มีองค์ประกอบของลิกนิน 
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(Sambusiti et al., 2015) จึงมีความน่าสนใจที่จะน้ามาเป็นวัสดุหมักในการผลิตไฮโดรเจน อีกทั ง
สาหร่ายขนาดเล็กยังมีองค์ประกอบภายในเซลล์เป็นโปรตีน (55%), คาร์โบไฮเดรต (9%) และ ไขมัน 
(25%) (Sialve et al., 2009) จากรายงานของ Sun et al. (2011) ผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาด
เล็กแบบไร้อากาศได้ประสิทธิผล เท่ากับ 7.13 mL/gVS มีความเข้มข้นของไฮโดรเจน 45.3% และ 
Yun et al. (2012) ผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กได้ประสิทธิผล เท่ากับ 31.2 mL/gTS  

 ในขณะที่พืชน ้าในแหล่งน ้าประเทศไทย ได้มีการขยายและแพร่พันธุ์อย่างรวดเร็ว
โดยเฉพาะผักตบชวาส้ารวจข้อมูล ณ ก.ค. 2559 พบในแหล่งน ้าทั่วประเทศไทยมีปริมาณกว่า 6 ล้าน
ตัน (กรมโยธาธิการและผังเมือง, 2559) ปัญหาที่เกิดจากพืชน ้า เช่น ลดการไหลเวียนของน ้า กีดขวาง
การสัญจรทางน ้า อีกทั งเม่ือพืชน ้ามีปริมาณมากและตายลงจะเกิดการทับถมกัน ท้าให้แหล่งน ้าเน่าเสีย
ได้ แต่ถึงอย่างไรพืชน ้าก็ยังคงมีประโยชน์ในด้านการบ้าบัดน ้าเสีย เพราะพืชน ้าสามารถดูดซึม
สารอินทรีย์ที่หลงเหลืออยู่ในแหล่งน ้าเพ่ือใช้ในการเจริญเติบโต ชีวมวลของพืชน ้าจึงสามารถน้ามาใช้
ประโยชน์โดยการเปลี่ยนชีวมวลพืชน ้าเป็นพลังงานทดแทนในรูปก๊าซไฮโดรเจน โดย พืชน ้ามี
องค์ประกอบของเซลลูโลส เช่น แหน (9.25%) ผักตบชวา (39.93%) (Zhao et al., 2014b) เมื่อ
ย่อยสลายกลายเป็นน ้าตาลที่สามารถเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางชีวภาพ จึงมีความ
เป็นไปได้ที่จะใช้เป็นชีวมวลทางเลือกส้าหรับน้ามาใช้ผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้เช่นกัน  
 สาหร่ายขนาดเล็กมีผนังเซลล์ที่แข็งแรง และผนังเซลล์พืชน ้ามีองค์ประกอบของเฮมิ
เซลลูโลส และลิกนิน ซ่ึงทนทานต่อการถูกท้าลายจึงเป็นข้อจ้ากัดของการย่อยสลายทางชีวภาพ ท้าให้
ต้องมีการปรับปรุงการเพ่ิมการย่อยสลายของสาหร่ายขนาดเล็ก และพืชน ้าด้วยวิธีการปรับสภาพ
ขั นต้น (pretreatment) การปรับสภาพขั นต้นสามารถปรับใช้กับวัสดุหมัก หรือหัวเชื อจุลินทรีย์ ซึ่ง
สามารถแบ่งออกเป็นทางกายภาพ, ทางเคมี, ทางกายภาพเคมี และทางชีวภาพ โดยสามารถเลือกใช้
ให้เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ที่ต้องการศึกษา ส้าหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศ
สามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนด้วยเทคนิคการปรับสภาพขั นต้นทางกายภาพ ส้าหรับ
การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน (Heat shock)  เป็นเทคนิคที่นิยมใช้น้ามาใช้ปรับ
สภาพขั นต้นกลุ่มหัวเชื อจุลินทรีย์หลากหลายชนิดปะปนกัน (mixed microflora) เพ่ือยับยั งการ
ท้างานของจุลินทรีย์กลุ่มใช้ไฮโดรเจน (Hydrogen consume bacteria) เช่น กลุ่มจุลินทรีย์ผลิต
มี เทน (methanogens) และเพ่ิมการผลิตไฮโดรเจนจากกลุ่มหั วเชื อ  Hydrogen producing 
bacteria (HPB) นอกจากนี การเติมออกซิเจนปริมาณเล็กน้อย (Micro oxygenation) เป็นวิธีทาง
หนึ่งที่สามารถยับยั งการท้างานของกลุ่มจุลินทรีย์ผลิตมีเทน โดยที่ความเข้มข้นของออกซิเจนมากกว่า 
0.1 mg/L สามารถยับยั งกลุ่มจุลินทรีย์ผลิตมีเทนได้ (Deublein & Steinhauser, 2008) นอกจากนี 
ยังช่วยเพ่ิมการท้าปฏิกิริยาของจุลินทรีย์กลุ่ม hydrolysis ให้สามารถผลิตเอนไซม์ย่อยสลายเซลลูโลส
ภายใต้สภาวะ micro oxygenation จึงมีส่วนช่วยในขั นตอนการย่อยสลาย (hydrolysis) ของ
กระบวนการ  dark fermentation (DF) ท้ า ให้ เกิ ด การ เพ่ิ มขึ น ของกรด ไขมั น ระ เห ยง่ าย 
(Sawatdeenarunat et al., 2017b) นอกจากนี การเติมออกซิ เจนสามารถยับยั ง  Hydrogen 
consume bacteria (HCB) และสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการท้างานของ HPB ได้ จากผลการ
ทดลองปรับสภาพหัวเชื อจุลินทรีย์โดยเติมออกซิเจนเป็นเวลา 2 - 24 h สามารถเพ่ิมประสิทธิผลการ
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ผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการ DF เท่ากับ 22.1 - 84.2% (Chang et al., 2011; Dong et al., 
2010; Ren et al., 2008b; Wang & Wan, 2008)  
 ส้ าหรับการปรับสภาพขั น ต้ นวั สดุ หมั กด้ วยคลื่ น ไม โครเวฟ  (microwave 
pretreatment) มี วั ต ถุ ป ระ ส งค์ เ พ่ื อ เ พ่ิ ม ค ว าม ส าม ารถ ใน ก ารย่ อ ย ส ล าย ท างชี ว ภ าพ 
(biodegradability) รวมถึงการปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไร้อากาศ 
เนื่องจากข้อจ้ากัดในการผลิตไฮโดรเจนที่ต่้า ซึ่งเป็นผลมาจากขั นตอนในการย่อยสลายที่ไม่สมบูรณ์
ขององค์ประกอบที่มีความแข็งแรง และซับซ้อนของวัสดุหมัก การใช้คลื่นไมโครเวฟท้าลายโครงสร้าง
ภายในของพืชกลุ่มลิกโนเซลลูโลสที่มีลิกนิน และเฮมิเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ หรือท้าลายผนังเซลล์
สาหร่ายขนาดเล็ก ส่งผลให้องค์ประกอบสารอินทรียในรูปของแข็งถูกเปลี่ยนเป็นสารละลายน ้าได้จึง
ช่วยลดการพึงพาปฏิกิริยาขั นไฮโดรไลซิส (Park & Ahn, 2011) ท้าให้เอนไซม์ของจุลินทรีย์เข้าถึง
เซลลูโลส และองค์ประกอบภายในเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กท้าให้การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการ
ย่อยสลายแบบไร้อากาศเพ่ิมขึ น การปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ค่าการใช้พลังงาน (energy 
intensity) เท่ากับ 65,400 kJ/kgTS สามารถเพ่ิมประสิทธิการ solubilization ได้สูงสุด เท่ากับ 
800%  (Passos et al. (2013a)  ท้าให้จุลินทรีย์สามารถเข้าถึงวัสดุหมักได้มากขึ นลดระยะเวลาใน
การย่อยสลาย ส่งผลให้ประสิทธิผลผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ น 

 ดังนั นการผลิตไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางชีวภาพแบบไร้อากาศ โดยใช้
เทคโนโลยีการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนเพื่อยับยั ง HCB และวัสดุหมักท่ีผ่านการ
ปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ และการเติมอากาศปริมาณเล็กน้อย (micro oxygenation) ซึ่ง
ช่วยลดภาระการพ่ึงพาปฏิกิริยาในขั นตอนการการย่อยสลาย (hydrolysis) ของกระบวนการย่อย
สลายทางชีวภาพ ท้าให้กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจนสามารถเข้าถึงวัสดุหมักได้ดีขึ นส่งผลดี
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศ 
 
1.2 วัตถุประสงค์ 
 

 1. ศึกษาค่าการใช้พลังงาน (Energy intensity) ส้าหรับการปรับสภาพขั นต้นแหน 
ผักตบชวา สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็กที่เหมาะสมด้วยคลื่นไมโครเวฟ  
 2. ศึกษาเปรียบเทียบกิจกรรมการท้างานของหัวเชื อจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจน 
(specific hydrogenic activity, SHA) จากการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน 
(heat shock) แบบ fast heat และ slow heat  

 3. ศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมักที่ปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่น
ไมโครเวฟ  และการเติมอากาศปริมาณน้อย (micro oxygenation) 
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1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
   
 งานวิจัยนี เป็นการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไร้อากาศโดย
ใช้วัสดุหมักแห้งบดละเอียดขนาด 250 µm ได้แก่ แหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และ
สาหร่ายขนาดเล็ก สายพันธุ์ Chlorella vulgaris เริ่มจากการศึกษาการปรับสภาพขั นต้นวัสดุหมัก
ด้วยคลื่นไมโครเวฟให้ท้าลายผนังเซลล์ของโครงสร้างพืชน ้า และสาหร่ายขนาดเล็กที่ระดับการใช้
พลังงานต่างๆ และน้าไปใช้ท้าการศึกษาผลิตไฮโดรเจนต่อไป จากนั นน้าตะกอนจุลินทรีย์จากโรงงาน
น ้ายางข้น ไปปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อนแบบ fast และ slow heat แล้วท้าการศึกษากิจกรรม
การท้างานผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วย pH 5.5  โดยท้าการทดลองเป็นแบบกะที่อุณหภูมิ 
35 และ55˚C ก้าหนดความเข้มข้นหัวเชื อจุลินทรีย์ เท่ากับ 5 gTS/L และวัสดุหมัก 15 gTS/L เพ่ือ
คัดเลือกสภาวะที่หัวเชื อจุลินทรีย์สามารถผลิตไฮโดรเจนได้เหมาะสมมาใช้เป็นหัวเชื อเริ่มต้นใน
การศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมักที่ผ่านการปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
นอกจากนี มีการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนปริมาณเล็กน้อย
แทนการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
   

 1. สามารถแก้ไขปัญหาแหล่งน ้าที่มีการเจริญเติบโตของพืชน ้า และสาหร่ายขนาด
เล็กปริมาณมาก โดยใช้เป็นชีวมวลส้าหรับผลิตไฮโดรเจนเพ่ือใช้เป็นพลังงานทางเลือกได้ 
 2. ท้าให้ทราบถึงการใช้ระดับพลังงานที่สามารถท้าลายโครงสร้างพืชน ้า และ
สาหร่ายขนาดเล็ก จากการปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟที่เหมาะสม  
 3. ท้าให้ทราบถึงการใช้ความร้อนในการปรับสภาพหัวเชื อจุลินทรีย์สามารถยับยั ง
การผลิตมีเทน และส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนได้มากขึ น 
 4. ท้าให้ทราบถึงปริมาณความเข้มข้นของออกซิเจนที่สามารถยับยั งการท้างานของ
กลุ่มจุลินทรีย์ผลิตมีเทน และออกซิเจนเพ่ิมการย่อยสลายวัสดุหมัก  
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บทที่ 2 
 

การทบทวนเอกสาร 
 

2.1 วัสดุหมัก (Substrate) 
 

 พืชน ้าเป็นพืชที่เจริญเติบโตอยู่ในน ้า แบ่งแยกเป็นประเภท เช่น พืชลอยบนผิวน ้า 
พืชใต้น ้า พืชโผล่พ้นน ้า และพืชชายน ้า ซึ่งพืชน ้าสามารถน้ามาใช้ประโยชน์ เช่น การบ้าบัดน ้าเสีย โดย
พืชน ้าสามารถดูดซับธาตุอาหารที่มีอยู่ในแหล่งน ้าเพ่ือน้าไปใช้ในการเจริญเติบโต จึงเป็นการลดหรือ
ก้าจัดธาตุอาหารในแหล่งน ้าได้ (Kanabkaew & Udomphon, 2004)  นอกจากนี พืชน ้าที่เจริญเติบ
ได้รวดเร็วเหมาะที่จะน้ามาเป็นชีวมวลเช่นเดียวกับพืชพลังงานชนิดอื่นได้ (Gunaseelan, 1997) 
 2.1.1. แหน (Duckweed) 
 แหนเป็นพืชน ้ าขนาดเล็กที่ลอยอยู่บนน ้ า ไม่มีราก ล้าต้น และใบที่ แท้จริง 
เจริญเติบโตได้ดีในแหล่งน ้านิ่ง ดังรูปที่ 2-1 จัดอยู่ในวงศ์ Lemnaceae มี 37 สายพันธุ์ แบ่งเป็น 4 
สกุล ได้แก่ Lemna, Wolffiella, Spirodela และ Wolffia (Cheng & Stomp, 2009) ซึ่งมีลักษณะ
ทางพฤกษศาสตร์คือ ต้นจะมี thallus เล็กๆสีเขียวอยู่เดี่ยวๆ หรืออยู่ติดกันเป็นกลุ่มตั งแต่ 1 ถึงหลาย 
thallus ซึ่งส่วนนี จะท้าหน้าที่เป็นใบและล้าต้นพร้อมๆ กัน ส่วนใบมีลักษณะเป็นรูปวงรี เป็นเกล็ด
ขนาดเล็กประมาณ 0.2 ซม. สีเขียว เชื่อมติดกันเป็นกระจุก 2-4 ใบ ใต้ใบมีรากฝอยเล็กๆ แหนจะมี
ดอกเป็นช่ออยู่ในช่องตรงขอบของ thallus มีทั งดอกตัวผู้และดอกตัวเมีย แหนสามารถขยายพันธุ์ได้
ทั งแบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ แต่ส่วนใหญ่จะขยายพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแตกหน่อหรือ
แตกแผ่นใบใหม่ เนื่องจากท้าให้เจริญเติบโตและเพ่ิมจ้านวนได้อย่างรวดเร็ว (วิลาส, 2553) 
 2.1.2. ผักตบชวา (Water hyacinth) 
 ผั ก ต บ ช วา เป็ น พื ช น ้ า ล อ ยอยู่ บ น น ้ า  ป ระ เภ ท ใบ เลี ย ง เดี่ ย วอ ยู่ ใน ว งศ์ 
Pontederiaceae สุกล Eichhornia  มีชื่อทางพฤษศาสตร์ว่า Eichhornia crassipes (เต็ม, 2544) 
ดังรูปที่ 2-1 และแพร่พันธุ์ได้รวดเร็วจากวิธีสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศด้วยการแตกหน่อจากต้นแม่ และ
การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศด้วยเมล็ด แผ่นใบมีลักษณะคล้ายรูปหัวใจเป็นมันหนา ก้านใบของ
ผักตบชวาจะพองออกตรงช่องกลางซึ่งภายในมีลักษณะเป็นรูพรุนช่วยพยุงล้าต้นให้ลอยน ้าได้ 
ผักตบชวาสามารถอยู่ได้ทุกสภาวะน ้าทั งในน ้าสกปรกและน ้าสะอาด ในต้นผักตบชวาจะมีน ้าเฉลี่ย
ประมาณ 95% ผักตบชวาช่วยในการบ้าบัดน ้าเสีย ท้าหน้าที่เป็นตัวกรอง เพราะผักตบชวาที่ขึ นอยู่
อย่างหนาแน่นเปรียบเสมือนการบรรจุวัสดุพรุน ซึ่งกรองน ้าที่ไหลผ่านกอผักตบชวาอย่างช้าๆ จึงท้าให้
ของแข็งแขวนลอยต่างๆที่ปนอยู่ในน ้าเสียถูกสกัดกั น นอกจากนี  ระบบรากที่มีจ้านวนมาก ช่วยกรอง
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สารอินทรีย์ที่ละเอียด และจุลินทรีย์ที่อาศัยเกาะอยู่ที่ราก ช่วยดูดสารอินทรีย์ไว้ด้วยอีกทางหนึ่ง 
ผักตบชวาสามารถดูดสารอาหารที่อยู่ในน ้าได้ เช่น ลดไนโตรเจนลง 72% และฟอสฟอรัส 63% ในน ้า
ทิ งของโรงงานนม (Tripathi & Upadhy, 2003) ท้าให้ไนโตรเจนและฟอสฟอรัสในน ้าเสียถูกก้าจัดไป
 2.1.3. สาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla) 
 สาหร่ายหางกระรอกเป็นพืชใต้น ้าจัดอยู่ในวงศ์ Hydrocharitaceae มีชื่อทาง
วิทยาศาสตร์ว่า Hydrilla verticillata ล้าต้นเป็นสายเรียวยาวทอดไปตามระดับน ้า ลักษณะของใบ
เป็นใบเดี่ยวแผ่นบางเรียวยาวออกรอบข้อ 3-8 ใบ รูปแบบใบคล้ายแกมหอกหรือรูปไข่ยาว 8-40 mm 
กว้าง 1.5 mm ขอบใบเป็นรูปจักรฟันเลื่อย ดังรูปที่ 2-1 ดอกเพศผู้ออกตามซอกใบมีก้านดอกสั น 
ดอกเพศเมียก้านดอกยาว เมื่อดอกแก่จึงจะลอยขึ นมาบานเหนือผิวน ้า 
 2.1.4. สาหร่ายขนาดเล็ก (Microalgae)  
 สาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ Chlorella vulgaris (C. vulgaris) ดังรูปที่ 2-1 จัดอยู่
ในดวิิชั่นคลอโอไฟต้า (Division Chlorophyta) สาหร่ายดิวิชั่นนี ส่วนใหญ่เป็นสาหร่ายสีเขียว (Green 
Algae) สาหร่ายขนาดเล็กมีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยวๆ รูปร่างกลม และรูปวงรี มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 5-10 ไมครอน ขนาดอาจแตกต่างกันแม้ว่าจะรวมกันเป็นกลุ่ม หรือกระจายเป็นกระจุกไม่
สม่้าเสมอ ลัดดา (2544) ได้กล่าวถึงลักษณะภายในของสาหร่ายขนาดเล็ก มีคลอโรพลาสต์เป็น 
รงควัตถุพวกคลอโรฟิลล์ เอ และคลอโรฟิลล์บีจ้านวนมาก ซึ่งบดบังรงควัตถุสีอ่ืนๆไว้ นอกจากนี ยังมี
รงควัตถุพวกแคโรทีนอยด์ (carotenoid), แซนโธฟิลล์ (xanthophyll) อีกหลายชนิด สาหร่ายสีเขียว
มีไพรีนอยด์ (pyrenoid) อยู่ในคลอโรพลาสต์ ซึ่งเป็นศูนย์กลางการสร้างแป้งในเซลล์สาหร่าย โดย
คลอโรพลาสต์จะมีรูปร่างลักษณะต่างๆ เช่น รูปถ้วย (cup-shaped) เป็นวงรอบเซลล์ หรือรูปเกือกม้า 
(gridle-shaped) เป็นต้น สาหร่ายสีเขียวมักพบได้ทั่วไปทั งในแหล่งน ้าจืดและน ้าเค็ม ซึ่งสามารถ
เจริญเติบโตได้แตกต่างกันตามสภาพอุณหภูมิของน ้า ความเข้มแสง และความสมบูรณ์ของสารอาหาร 
สาหร่ายสีเขียวที่อยู่ในน ้าจืดจะเจริญอยู่ในแหล่งน ้าตื นๆ หรือน ้าลึกที่แสงส่องถึง และหลายชนิดมี
สภาพเป็นแพงค์ตอนพืช โครงสร้างเซลล์สาหร่ายขนาดเล็กมีผนังเซลล์ 2 ชั น ผนังชั นในเป็นเซลลูโลส 
ส่วนผนังชั นนอกเป็นเพกติน (pectin) นอกจากนี สาหร่ายขนาดเล็กจะไม่มีลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส
เป็นองค์ประกอบของเซลล์ ซึ่งจะแตกต่างจากพืชลิกโนเซลลูโลส (Sambusiti et al., 2015) สาหร่าย
ขนาดเล็กสะสมอาหารในรูปแป้ง ประกอบด้วยอะไมโลส (Amylose) และ อะไมโลเพกติน 
(Amylopectin) และจะสะสมอาหารไว้ในรูปของน ้ามันหากสาหร่ายขนาดเล็กไม่มีไพรีนอยด์ 
ประกอบกับสาหร่ายขนาดเล็กมีอัตราการเจริญเติบโตที่สูง เป็นที่น่าสนใจส้าหรับการผลิตพลังงาน
ทางเลือกชีวภาพ โดยใช้สาหร่ายขนาดเล็กเป็นชีวมวลส้าหรับการผลิตเป็นก๊าซไฮโดรเจน (Santos et 
al., 2013) 
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รูปที่ 2-1 วัสดุหมัก ก) แหน ข) ผักตบชวา ค) สาหร่ายขนาดเล็ก ง) สาหร่ายหางกระรอก 
ที่มา: ค) Santos et al. (2013) 
  
2.2 หัวเชื้อจุลินทรีย์ (Inoculum)  

 หัวเชื อจุลินทรีย์โดยทั่วไปเป็นตะกอนจุลินทรีย์จากถังปฎิกรณ์ไร้อากาศที่มีการเดิน
ระบบอย่างต่อเนื่อง เช่น ตะกอนจุลินทรีย์จากถังปฎิกรณ์ของโรงงาน หรือตะกอนจุลินทรีย์จากบ่อ
หมักมูลสัตว์ของฟาร์มปศุสัตว์ หรือชั นตะกอนในถังหมักยูเอเอสบี (upflow anaerobic sludge 
blanket) เป็นต้น ตะกอนจุลินทรีย์ที่เก็บมาควรเป็นช่วงเวลาที่โรงงานด้าเนินงานปกติ และเป็น
ตะกอนเนื อข้นจากถังปฏิกรณ์ของโรงงานที่ไม่มีเศษวัสดุขนาดใหญ่เจือปน ตะกอนจุลินทรีย์ที่เก็บจาก
แหล่งผลิตควรได้รับการไล่ก๊าซ (degassing) และน้าไปพักไว้ในสภาวะอุณหภูมิเดียวกับแหล่งผลิตหัว
เชื อจุลินทรีย์ (De Vrieze et al., 2015; Lawal et al., 2016) หรือด้าเนินการในสภาวะอุณหภูมิที่
ใกล้เคียงกับการทดลอง เพ่ือให้สารอินทรีย์ที่หลงเหลือติดมากับตะกอนจุลินทรีย์ถูกย่อยสลายทาง
ชีวภาพจนเหลือปริมาณน้อยมากจนไม่สามารถส่งผลกระทบต่อผลการศึกษาก๊าซชีวภาพจากวัสดุหมัก 
(Angelidaki et al., 2009; Li et al., 2013)  
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2.3 การปรับสภาพขั้นต้นส าหรับผลิตไฮโดรเจน (Pretreatment of biohydrogen) 
 
 การปรับสภาพขั นต้นสามารถประยุกต์ใช้ตามความเหมาะสมที่ต้องการศึกษาได้ทั ง
หัวเชื อจุลินทรีย์ และวัสดุหมัก โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนจาก
กระบวนการ dark fermentation (DF) ซึ่งการปรับสภาพขั นต้นสามารถจ้าแนกออกเป็นเทคโนโลยี
ทางกายภาพ ทางเคมี ทางกายภาพเคมี และทางชีวภาพ (Pan et al., 2010) ส้าหรับเทคโนโลยี
กายภาพ เช่น การใช้ความร้อน คลื่นอัลตร้าโซนิค คลื่นไมโครเวฟ และการเติมอากาศ เทคโนโลยีทาง
เคมี เช่น การใช้สารละลายกรด และด่าง เทคโนโลยีทางกายภาพ-เคมี เช่น การระเบิดด้วยไอน ้า  
 การใช้หัวเชื อจุลินทรีย์ที่มีกลุ่มจุลินทรีย์หลากหลายชนิดปะปนกันเพ่ือผลิตไฮโดรเจน
ได้นั น จ้าเป็นต้องมีการปรับสภาพขั นต้นเพ่ือท้าลาย Hydrogen consume bacteria (HCB) เช่น 
กลุ่มจุลินทรีย์  homoacetogens, hydrogenotrophic methanoges เป็นต้น (Li Fang, 2007; 
Yasin et al., 2013) แต่ถึงอย่างไรก็ตามอาจส่งผลยับยั ง Hydrogen producing bacteria (HPB) ได้
เช่นกัน ซึ่งการปรับสภาพขั นต้น HPB สามารถสร้างสปอร์เพ่ือปกป้องตัวเองจากสภาพแวดล้อมที่
เปลี่ยนแปลงของ pH และอุณหภูมิ เพ่ือให้สามารถด้ารงต่อไปในสภาพแวดล้อมที่รุนแรงจากผลของ
การปรับสภาพขั นต้นได้ดีกว่ากลุ่มจุลินทรีย์ HCB ที่ไม่สร้างสปอร์ แต่เมื่อสภาพแวดล้อมลดระดับ
ความรุนแรงลงจนกลับมาอยู่ในสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม HPB ที่อยู่ในรูปของสปอร์สามารถ
เจริญเติบโตกลับมาได้ อีกครั ง (Ren et al. 2008; Dong et al. 2010) แต่ในทางตรงข้ามกลุ่ม
จุลินทรีย์ HCB ที่ไม่อยู่ในรูปของสปอร์ เช่น methanogen จะอ่อนแอต่อความรุนแรงที่ได้รับจากการ
ปรับสภาพขั นต้นท้าให้การท้างาน รวมถึงการเจริญเติบโตจะถูกยับยั งจึงมีปริมาณลงลด ส่งผลให้การ
ผลิตไฮโดรเจนสามารถเพ่ิมขึ นได้ (Yasin at al. 2013) แต่ถึงอย่างไรก็ตามเทคโนโลยีการปรับสภาพ
ขั นต้นอาจยับยั ง HPB ที่ไม่สร้างสปอร์ ในขณะที่ HCB ที่สร้างสปอร์สามารถด้ารงอยู่ในสภาวะ
แวดล้อมที่รุนแรงได้เช่นกัน ดังรูปที่ 2-2 ดังนั นเทคโนโลยีการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์จึงมี
ความส้าคัญอย่างมาก เพ่ือให้เหมาะสมกับแหล่งหัวเชื อที่จะน้ามาใช้ผลิตไฮโดรเจนว่าสามารถ เพิ่มการ
ท้างานของ HPB และยับยั ง HCB  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที่ 2-2 การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ 
ที่มา : ดัดแปลงจาก Bundhoo et al. (2015) 
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 ส้าหรับวัสดุหมักที่ใช้ในการผลิตไฮโดรเจนที่มีโครงสร้างแข็งแรง  เช่น พืชลิกโน
เซลลูโลส ยากต่อการย่อยสลายทางชีวภาพ การปรับสภาพขั นต้นจึงมีความส้าคัญในเรื่องของการเพ่ิม
การย่อยสลายทางชีวภาพ เพ่ือปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการ dark fermentation 
(DF) วัสดุหมักที่ เป็นกลุ่มลิกโนเซลลูโลส (Lignocellulose) ได้แก่ พืช และ เศษเหลือทิ งทาง
การเกษตร เช่น ฟางข้าว ซังข้าวโพด เป็นต้น ลิกโนเซลลูโลสเป็นสารประกอบเชิงซ้อนของเซลลูโลส 
(Cellulose),  เฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose) และลิกนิน (Lignin) ซึ่งเป็นองค์ประกอบของผนัง
เซลล์พืชที่แข็งแรง (Bundhoo et al., 2015) 
 เซลลูโลส (cellulose) เป็นคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ประเภทพอลิแซ็กคา
ไรด์ (polysaccharide) ประเภท ฮอโมพอลิแซ็กคาไรด์ (homopolysaccharide) ที่มีน ้าหนักโมเลกุล
สูง ประกอบด้วยน ้าตาลกลูโคส (glucose) มาต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ (glycosidic bond) ที่
ต้าแหน่งบีต้า-1,4 (b-1,4) เป็นสายยาวมากกว่า 2,000 โมเลกุล 
 เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) เป็นคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) ประเภทพอลิ
แซ็กคาไรด์  (polysaccharide) ในโมเลกุลของเฮมิ เซลลู โลส เป็น heteropolysaccharide ที่
ประกอบด้วยน้้าตาลหลายชนิด มีน ้ าตาลไซโลส (xylose) เชื่อมต่อกันด้วยพันธะไกลโคไซด์ 
(glycosidic bond) ที่ต้าแหน่ง บีตา (1-4) เป็นโซ่หลัก อาจมีน ้ าตาลแมนโนส (mannose) กา
แล็กโทส (galactose) หรือกลูโคส (glucose) มาต่อกันเป็นโซ่หลักด้วยและมีน ้าตาลชนิดอ่ืนมาต่อกัน
เป็นโซ่สาขา หรือโซ่แขนงได้แก่ น ้าตาลอะราบิโนส (arabinose) กรดกลูคูโรนิก (glucuronic acid) 
 ลิกนิน (lignin) เป็นคาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) โครงสร้างโมเลกุลของลิกนิน 
เป็นพอลิแซ็กคาไรด์ (polysaccharide) ที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ ประกอบด้วยโซ่โมเลกุลของออกซิจิ
เนตเตตฟีนิลโพรเพน (oxygenated phenyl propane) มีน ้าหนักโมเลกุลระหว่าง 1,000-4,500  
ดาลตัน สังเคราะห์จากอนุพันธ์ ของแอลกอฮอล์ชนิดต่างๆ ได้แก่ คูมาริล (coumaryl) โคนิเฟอริล 
(coniferyl) และไซนาพิล (sinapyl) ไม่สลายทั งในกรดและด่างแก่ ลิกนินเป็นส่วนประกอบที่ส้าคัญ
ของเนื อเยื่อพืช โดยพบในส่วนของผนังเซลล์ ท้าให้ผนังเซลล์พืชแข็งแรง อยู่ร่วมกับเซลลูโลส 
(cellulose) และ hemicellulose เป็นส่วนประกอบของเปลือก ซัง หรือส่วนที่เป็นเยื่อใยของราก ล้า
ต้น และจะถูกสร้างจากส่วนโคนต้นไปปสู่ยอด เมื่อพืชมีอายุมากขึ นปริมาณลิกนินจะเพ่ิมมากขึ นด้วย 
และลิกนินท้าให้การย่อยได้ของเซลลูโลสและ hemicellulose ลดลง โครงสร้างโมเลกุลของเซลลูโลส 
และเฮมิเซลลูโลสจะถูกป้องกันด้วยลิกนิน ดังรูปที่ 2-3 เพ่ือป้องกันจากการท้าลายด้วยเอนไซม์ จึงเป็น
ข้อจ้ากัดต่อการย่อยสลายทางชีวภาพ ดังนั นการปรับสภาพขั นต้นลิกโนเซลลูโลสเพ่ือแตกชั น
โครงสร้างที่มีลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส รวมถึงท้าลายโครงสร้าง crystalline และลดระดับความ
แข็งแรงของเซลลูโลส เพ่ือส่งเสริมความสามารถของเอนไซม์ในการเข้าถึงเซลลูโลสในกระบวนการ
ไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ที่จะย่อยสลายกลายเป็นคาร์โบไฮเดตรในกระบวนการทางชีวภาพ และถูก
เปลี่ยนเป็นกรดอินทรีย์ และไฮโดรเจนในกระบวนการ dark fermentation (Ghimire et al., 2015) 
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รูปที่ 2-3 การปรับสภาพขั นต้นพืชลิกโนเซลลูโลส 
ที่มา : Bundhoo et al. (2015) 
 
 2.3.1 เทคโนโลยีทางกายภาพ (Physical technologies) 
 
 1) การปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อน (Thermal pretreatment)  
 การปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อนเป็นการใช้ความร้อนเปลี่ยนแปลงลักษณะทาง
ภายภาพและทางเคมีของวัสดุหมัก ส่งผลให้เกิดการละลายเฮมิเซลลูโลส ท้าให้จุลินทรีย์เข้าถึง
เซลลูโลสได้มากขึ น โดยใส่วัสดุหมักลงไปในน ้าที่อุณหภูมิสูง น ้าสามารถที่จะซึมเข้าไปในโครงสร้างของ
เซลล์วัสดุหมักท้าให้เกิดย่อยสลายได้ ซึ่งเป็นการเพ่ิมศักยภาพในขั นตอนไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
จากการศึกษาของ (Marsolek et al., 2014) ปรับสภาพขั นต้นสาหร่ายสายพันธุ์ Nanochloropsis 
oculata ด้วยความร้อน 4 hr ที่อุณหภูมิ 30, 60 และ 90°C พบว่าอุณหภูมิ 30 และ 60°C ไม่มีผลต่อ
การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ ในขณะที่การเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 90 องศาเซลเซียสที่
ระยะเวลาการปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อน 1, 3.5 และ 12 h ท้าให้เพ่ิมการเกิดก๊าซชีวภาพเป็น 
0.41, 0.43, และ 0.44 L biogas/gVS ในขณะที่ชุดควบคุมซึ่งไม่ได้ท้าการปรับสภาพขั นต้นด้วยความ
ร้อนสามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้เพียง 0.32 L biogas/gVS  
 การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิต
ไฮโดรเจนของกลุ่มเชื อจุลินทรีย์มีมีอยู่หลากหลายแหล่งประมาณ 50 – 600% เมื่อเปรียบเทียบกับ
การใช้เชื อจุลินทรีย์แบบไม่ผ่านการปรับสภาพดังตารางที่ 2-1 ซึ่งการปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อน
สามารถกระท้าได้หลายวิธี เช่น การใช้ความร้อนแบบอุณหภูมิเดียวระหว่าง 70 – 100°C และการใช้
ระยะเวลาในการให้ความร้อน 15 – 60 นาที (Fast heat) สามารถเพ่ิมการท้างานของจุลินทรีย์ HPB 
ส่งผลดีต่อการประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนที่เพ่ิมขึ น  105 – 577% (Venkata Mohan et al. 
2008; Mohammadi et al., 2011; Liu et al. (2009) แต่การปรับสภาพด้วยความร้อนอาจส่งผล
ยับยั งการท้างานของ HPB ที่ไม่สามารถสร้างสปอร์เมื่อใช้อุณหภูมิสูงแบบทันที (Elbeshbishy et al. 
2010) จากรายงานของ O-Thong et al. (2009) ท้าการปรับสภาพหัวเชื อจุลินทรีย์จากระบบผลิต
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ก๊าซชีวภาพโรงงานปาล์มน ้ามันด้วยความร้อน 100°C เป็นเวลา 1 h สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 1.1 
mol H2/mol hexose เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ปรับสภาพได้ไฮโดรเจน เท่ากับ 0.14 mol 
H2/mol hexose แ ล ะ เกิ ด มี เท น  เท่ า กั บ  0.27 mol H2/mol hexose แ ล ะ จ าก ร าย งาน 
Baghchehsaraee et al. (2008) และ Wang et al. (2011) ปรับสภาพด้วยความร้อนแบบเพ่ิม
อุณหภูมิ (slow heat) จาก 65 - 100°C ของพบว่าประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนลดลงเมื่อให้ความ
ร้อนที่มากเกินไปซึ่งไม่เป็นผลดีต่อการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากโดยทั่วไปแหล่งเชื อจุลินทรีย์ที่น้ามาใช้
ท้าการศึกษาการปรับสภาพขั นต้นด้วยความร้อนมักจะมาจากตะกอนจุลินทรีย์ของระบบบ้าบัดแบบไร้
อากาศที่เดินระบบอยู่ในช่วงอุณหภูมิ mesoplilic จึงมีการเลือกใช้หัวเชื อจุลินทรีย์จากแหล่งความ
ร้อนอ่ืนที่ไม่จ้าเป็นต้องน้าตะกอนจุลินทรีย์มาปรับสภาพด้วยความร้อน เช่น ตะกอนจากบ่อน ้าพุร้อน 
จากรายงานของ O-Thong et al. (2011) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากแป้งมันส้าปะหลังที่อุณหภูมิ
60°C pH 5.5 ด้วยหัวเชื อจุลินทรีย์จากบ่อน ้าพุร้อนภาคใต้ประเทศ โดยไม่ผ่านการปรับสภาพขั นต้น 
พบว่าตะกอนจุลินทรีย์จากบ่อน ้าพุร้อน 3 แหล่ง คือ จังหวัดพังงา Klong Pai Poo hot spring (PK), 
Romani hot spring (PR) และ  Wat Than Nam Ron hot spring (SW) จั งหวัดสุราษฎร์ธานี 
สามารถผลิตไฮโดรเจน เท่ากับ 249.3, 180 และ 124.9 mL H2/g starch ส้าหรับการใช้ความร้อน
ปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์สามารถลดความเข้มข้นของกรดอะซิติก ซึ่งเป็นผลจากการยับยั ง 
homoacetogenesis ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศ (Yin et al. 2014) แต่การลดลง
ของกรดอะซิติกอาจท้าให้ pathway ในการผลิตไฮโดรเจนเปลี่ยนแปลง (Ren et al. 2008) อย่างไรก็
ตามการปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนเป็นวิธีการที่งานวิจัยส่วนใหญ่นิยมน้ามา
ศึกษาเพ่ือยับยั ง HCB และสามารถเพ่ิมประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจน  
 
ตารางที่ 2-1 การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน 

Inoculum Pretreatment conditions H2 yields (Y) Reference 
Anaerobic 
sludge 

Substrate: Glucose 
Temperature: 100°C 
Time: 15 min 

Control: 178.6 mL 
Heated: 356.9 mL 
Y: +99.8% 

(Yin et al., 2014) 

Sludge Substrate: Glucose 
Temperature: 100°C 
Time: 30 min 

Control: 0.2 mol/ 
mol glucose 
Heated: 0.41 mol/ 
mol glucose 
Y: +105.% 

 
(Liu et al.,2009) 

Anaerobic 
sludge 

Substrate: palm oil mill 
effluent 
Temperature: 100°C 
Time: 1 h 

Control: 0.12 mol/g 
COD 
Heated: 0.41 mol/g 
COD 
Y: +241.7% 

(Mohammadi et al., 
2011) 
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ตารางที่ 2-1 การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน (ต่อ) 

Anaerobic 
mixed 
microflora 

Substrate: Dairy 
wastewater 
Temperature: 100°C 
Time: 1 h 

Control: 0.0018 
mol/gCOD 
Heated: 0.0122 
mol/gCOD 
Y: +577.8% 

(Venkata Mohan  
et al., 2008) 

Anaerobic 
digested 
sludge 

Substrate: Glucose 
Temperature: 65, 80, 95°C 
Time: 30 min 

Control: 0.43  
mol/mol glucose 
65°C : 2.30  
mol/mol glucose 
Y: +434.9% 

(Baghchehsaraee et 
al., 2008) 
 
 
 
 

Anaerobic 
sludge 

Substrate: Glucose 
Temperature: 70°C 
Time: 30 min 

Control: 0.7 
mol/mol glucose 
Heated: 1.04 
mol/mol glucose 
Y: +48.6% 

(Elbeshbishy et al. , 
2010) 
 

Anaerobic 
mixed 
microflora 

Substrate: Glucose 
Temperature: 80, 90 and 
100°C 
Time: 15, 30 min 

Control: 292.7 
mL/gCOD 
80°C, 30 min: 448.3 
mL/gCOD 
Y: +53.2% 

(Wang et al., 2011) 

 

Y = การเปลี่ยนแปลงหลังการปรับสภาพขั นเมื่อเทียบกับ control 
 
 2) การปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิค (Ultrasonic pretreatment)  
 การปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิคเป็นการใช้คลื่นความถี่สูงในช่วง 10 KHz 
- 20 MHz ท้าลายโครงสร้างผนังเซลล์ของวัสดุหมัก ท้าให้องค์ประกอบภายในเซลล์ละลายหลุด
ออกมา จากการศึกษาการย่อยสลายแบบไร้อากาศที่ได้ปรับสภาพด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิคของ คเณศ 
และสุเมธ (2559) ท้าการปรับสภาพขั นต้น Chlorella vulgaris ที่ความเข้มข้น TS 20, 30 และ 40 
g/L energy intensity (EI) เท่ากับ  3,000; 5,000 และ 7500 J/gTS ตามล้าดับ พบว่า ปริมาณ 
SCOD เพ่ิมขึ น 30.4, 43.6 และ 59.5% ตามล้าดับ ส่งผลให้ไฮโดรเจนเพ่ิมขึ นตามค่า EI ทั งยังช่วยให้ 
lag phase ในการผลิตไฮโดรเจนสั นลง และ Park et al. (2013) รายงาน Chlorella vulgaris มี
ผนังเซลล์เป็นข้อจ้ากัดในการย่อยสลาย จึงใช้คลื่นอัลตร้าโซนิคในช่วงพลังงาน 5-200 J/mL ซึ่งการ
คลื่นอัลตร้าโซนิค สามารถช่วยให้เกิดการแตกของเซลล์สาหร่าย จึงสามารถย่อยสลายทางชีวภาพได้ดี
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ขึ น และ SCOD เพ่ิมขึ นสอดคล้องกับพลังงานที่ใช้ปรับสภาพ สอดคล้องกับ Lee et al. (2014) ปรับ
สภาพขั นต้นสาหร่ายสายพันธุ์ Hydrodictyon reticulatum ที่มีโครงสร้างเป็นเส้นสาย พบว่าเซลล์
ของสาหร่ายถูกท้าลายเมื่อได้รับพลังงานตั งแต่ 10-5,000 J/mL ท้าให้มีการแตกสลายของเซลล์
สาหร่ายส่งผลให้เพ่ิม SCOD จากระดับพลังงาน 10 J/mL SCOD เท่ากับ 250 mg/L เป็น 1,000 
mg/L ที่ระดับพลังงาน 2,500 J/mL  นอกจากนี การปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นอัลตร้าโซนิก ยัง
สามารถลดระดับความซับซ้อนของโครงสร้างวัสดุหมักได้ และสามารถก้าจัดลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
ออกจากวัสดุหมักได้อีกด้วย น้าไปสู่การย่อยสลายทางชีวภาพที่เพ่ิมขึ น เพราะลิกนินและเฮมิเซลลูโลส
มีผลให้กระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพเกิดขึ นได้ยาก  

 3) การปรับสภาพขั นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ (Microwave pretreatment) 
 การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟเป็นการใช้คลื่นไมโครเวฟที่เป็นกระบวนการใช้
จากความร้อน และไม่ใช่ความร้อน เกิดจากสนามแม่เหล็กและสนามไฟฟ้าใช้ก้าลังที่เปลี่ยนทิศทาง
อย่างรวดเร็วในอัตรา 2.4 x 109 ครั งต่อวินาที ท้าให้เกิดการสั่นสะเทือนของขั วโมเลกุล และเกิดการ
เคลื่อนที่ของไอออนอย่างรวดเร็วท้าให้เกิดความร้อนและการชนกันระหว่างโมเลกุล ส่งผลให้มีการเร่ง
กระบวนการทางกายภาพ, ทางเคมี และทางชีวภาพได้ ปฎิสัมพันธ์ของคลื่นไมโครเวฟต่อวัสดุแต่ละ
ชนิดนั นขึ นอยู่กับ dielectric properties และ dielectric loss factor ของวัสดุแต่ละชนิด กล่าวคือ
ค่าความสามารถของวัสดุในการบรรจุ electromagnetic energy และความสามารถของวัสดุในการ
เปลี่ยน electromagnetic energy เป็นพลังงานความร้อน ท้าให้วัสดุแต่ละชนิดตอบสนองต่อคลื่น
ไมโครเวฟแตกต่างกัน ข้อดีของไมโครเวฟสามารถให้ความร้อนได้มากกว่าวิธีการให้ความร้อนแบบ
ทั่วไปอีกทั งยังช่วยลดความต้องการพลังงานและกระบวนการของวิธีการให้ความร้อน การปรับสภาพ
ขั นต้นวัสดุหมักด้วยคลื่นไมโครเวฟ (microwave pretreatment)  ยังสามารถท้าลายโครงสร้าง
ภายในของพืชที่มีลิกนินและเฮมิเซลลูโลสเป็นองค์ประกอบ จากรายงานของ Binod et al. (2012) 
ปรับสภาพชานอ้อยซึ่งเป็นชีวมวลลิกโนเซลลูโลสด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมด่าง พบว่า สามารถก้าจัด
ลิกนินได้เกือบ 90% และ Passos et al. (2013a) ท้าการปรับสาหร่ายขนาดเล็กด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
พบว่า solubilization มีแนวโน้มเพ่ิมขึ นตามระดับพลังงานในการปรับสภาพ ซึ่งระดับพลังงานที่
ให้ผลดีที่สุดเท่ากับ 65,400 kJ/kg TS มีค่า solubilization เท่ากับ 730–800% ส่งผลให้อัตราการ
การผลิตก๊าซชีวภาพเพ่ิมขึ น  27-75% ซึ่งสอดคล้องกับ Passos et al. (2014) ในการย่อยสลาย
สาหร่าย Monoraphidium sp. เพ่ือผลิตมีเทนที่ HRT 15 และ 20 วัน พบว่าการไม่ใช้คลื่นไมโครเวฟ
เกิดมีเทน 0.12 และ 0.14 L CH4/L day และการใช้คลื่นไมโครเวฟ 900W เป็นเวลา 3 นาที ในการ
ปรับสภาพสาหร่ายเกิดมีเทนเพ่ิมขึ น 0.16 และ 0.2 L CH4/L day ตามล้าดับ สาหร่ายที่ผ่านการปรับ
สภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟสามารถเกิดมีเทนได้ดีขึ น เมื่อน้าสาหร่ายไปวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์
พบว่าคลื่นไมโครเวฟสามารถท้าลายองค์ประกอบภายในเซลล์ได้ แต่ผนังเซลล์ยังคงเหมือนเดิม ดังรูป
ที่ 2-4 และจากรายงานของ Keshwani and Cheng (2009) ท้าการปรับสภาพ Switchgrass และ 
bermudagrass ด้วยคลื่นไมโครเวฟ 250 W ผสมด่าง (NaoH) ที่ความเข้มข้น 1-3% เป็นเวลา 5-20 
นาที พบว่าการใช้ NaOH 3% เป็นเวลา 20 นาที สามารถลดปริมาณลิกนินของ Switchgrass และ 



14 
 

 
 

bermudagrass ได้ดีที่สุด เท่ากับ 83% และ 81% ซึ่งปริมาณลิกนิกที่ลดลงเพ่ิมขึ นสอดคล้องกับ
ความเข้มข้นของด่าง และเวลาที่ใช้ในการปรับสภาพมากขึ น 
 

 
รูปที่ 2-4 สาหร่ายสายพันธุ์ Monoraphidium sp. a) ก่อนการปรับสภาพ b) หลังการปรับสภาพ
ด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
ที่มา : Passos et al. (2014) 
 
 4) การเติมอากาศ (micro oxygenation) 
 การเติมอากาศเป็นเทคโนโลยีการปรับสภาพขั นต้นจุลินทรีย์ เพ่ือยับยั ง HCB และ
เพ่ิมการท้างานของ HPB โดยทั่วไปจะใช้กับจุลินทรีย์กลุ่มเมทาโนเจนที่เป็นจุลินทรีย์ประเภทไร้อากาศ 
เนื่องการเติมอากาศจะเป็นพิษ และยับยั งการท้างานของเมทโนเจน แต่กลุ่มจุลินทรีย์ประเภทกึ่งไร้
อากาศยังคงสามารถทนอยู่ในสภาวะที่มีอากาศเล็กน้อยได้ จากรายงานของ  Chang et al. 2011 
ปรับสภาพขั นต้น waste activated sludge ด้วยการเติมอากาศ 24 ชม. สามารถเพ่ิมประสิทธิผล
ไฮโดรเจนได้ 84.2% และรางานของ (Ren et al., 2008a) สามารถเพ่ิมประสิทธิผลไฮโดรเจน 24.4% 
ด้วยการเติมอากาศหัวเชื อจุลินทรีย์ mixed microbial เป็นเวลา 12 ชม. (Sawatdeenarunat et al
., 2017a) ศึกษาปรับสภาพลิกโนเซลลูโลสด้วย micro oxygenation พบว่า การเติมออกซิเจน
สามารถช่วยเพ่ิมประสิทธิผล hydrolysis ท้าให้เกิดการผลิต VFA มากขึ นโดยใช้หัวเชื อจุลินทรีย์  2 
ชนิด พบว่าการเติมออกซิเจน 30 mL/gVS  ให้ผลดีที่สุดจากหัวเชื อ anaerobic digested waste 
activated sludge (ADWAS) และ การเติมออกซิ เจน  15 mL/gVS ให้ ผลดีที่ สุ ดจากหั ว เชื อ 
anaerobic digested cattle manure (ADCM) และ Li et al. (2016) ผลิตไฮโดรเจนจากฟาง
ข้าวโพดแบบไร้อากาศเปรียบเทียบกับวิธี micro oxygenation พบว่า การเติมอากาศ 0.28 
mL/gTS/day เกิด VFA เป็นกลุ่ม butyric acid และสามารถผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 41.6 mL/gVS 
และ 28.9 mL/gVS จากการหมักแบบไร้อากาศ 
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 2.3.2 เทคโนโลยีทางเคมี (Chemical technologies) 

 1) การปรับสภาพขั นต้นด้วยกรด (Acid pretreatment) 
 การปรับสภาพขั นต้นด้วยกรดเป็นการใช้สารละลายกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริก 
(HCl) หรือ กรดซัลฟิวริก (H2SO4) เป็นต้น มีวัตถุประสงค์เพ่ือละลายเฮมิเซลลูโลสที่อยู่ในวัสดุหมัก 
ส่งผลให้เกิดการย่อยสลาย และได้น ้าตาลเพ่ิมมากขึ น จากการศึกษาการปรับสภาพขั นต้น waste 
activated sludge ด้วยกรด HClปริมาตรกรดที่เติม (mL/kg wet sludge) ปรับสภาวะการทดลอง
เป็นระดับ pH 6-1 พบว่าการปรับสภาพขั นต้นด้วยกรดส่งผลต่อความเข้มข้นของการละลาย
คาร์โบไฮเดรต, โปรตีน และ COD เพ่ิมขึ นตามระดับ pH ที่ลดลง สอดคล้องกับการเกิดก๊าซชีวภาพ
จากระดับ pH 1 และ 2 เพ่ิมขึ น 17% และ 32% ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ปรับสภาพ
ขั นต้นด้วยกรด (Devlin et al., 2011) 

 2) การปรับสภาพขั นต้นด้วยด่าง (Alkaline pretreatment) 
 การปรับสภาพขั นต้นด้วยด่าง เป็นการใช้สารละลายด่าง เช่น โพแทสเซียมไฮดรอก
ไซด์  (KOH) หรือ โซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) เป็นต้น มีวัตถุประสงค์ เพ่ิมการละลายของ
สารประกอบหรือก้าจัดลิกนินที่อยู่ในวัสดุหมัก อีกทั งยังสามารถช่วยรักษาสภาพความเป็นกลางจาก
กรดที่ถูกผลิตและปล่อยมาจากสารประกอบเชิงซ้อนของวัสดุหมักพวกลิกโนเซลลูโลส (Taherdanak 
& Zilouei, 2014) จากการศึกษาของ Zhang et al. (2013) ท้าการปรับสภาพขั นต้นก้านกล้วยด้วย 
NaOH ที่ความเข้มข้น 6% โดยน ้าหนักปริมาณลิกนินลดลง 1.26% และเฮมิเซลลูโลสลดลง 3.9% 
สามารถเพ่ิมการผลิตก๊าซชีวภาพ 12 % เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่ไม่ท้าการปรับสภาพ  
 
 2.3.3 เทคโนโลยีทางกายภาพ-เคมี (Physico-chemical technologies) 
  
 1) การระเบิดด้วยไอน ้า เป็นวิธีการปรับสภาพขั นต้นที่นิยมใช้ส้าหรับวัสดุหมักกลุ่ม
ลิกโนเซลลูโลส โดยส่วนใหญ่จะท้าที่อุณหภูมิช่วง 160-260˚C ภายใต้ความดัน 0.69-4.82 เมกะ
ปาสคาล ท้าให้เกิดแยกจากกันของโครงสร้างของลิกนิน เฮมิเซลลูโลส เซลลูโลสออกจากกันที่อุณหภูมิ
สูง ส่งให้เกิดการแตกตัวของเซลลูโลส ช่วยให้จุลินทรีย์เข้าถึงการย่อยเซลลูโลสได้ดีขึ น 
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2.4 กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
 การผลิตไฮโดรเจนในปัจจุบันจากวัตถุดิบเป็นหลักแบ่งออกเป็น 3 แหล่งหลัก คือ 
จากเชื อเพลิงฟอสซิล เช่น ก๊าซธรรมชาติ น ้ามันปิโตรเลียม ถ่านหิน จากแหล่งพลังงานหมุนเวียน เช่น 
น ้า ชีวมวล และจากพลังงานนิวเคลียร์ (Dincer, 2012) การผลิตไฮโดรเจนเพ่ือเป็นเชื อเพลิงเพ่ือ
ทดแทนการใช้เชื อเพลิงฟอสซิลยังคงมีข้อจ้ากัด และข้อเสียได้แก่ 
 1) ก๊าซไฮโดรเจนที่ได้จาการสังเคราะห์มีราคาสูง เนื่องจากขั นตอนการผลิตและการ
ท้าให้ได้ก๊าซไฮโดรเจนบริสุทธิ์นั นมีขั นตอนที่ซับซ้อน จ้าเป็นต้องอาศัยการท้าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิสูง จึง
ต้องมีระบบหล่อเย็นในเชิงพาณิชย์จ้าเป็นต้องเสียค่าใช้จ่ายมากส่งผลให้ต้นทุนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
สูงตาม  
 2) แหล่งวัตถุดิบที่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน การผลิตก๊าซไฮโดรเจนใน
ปัจจุบันส่วนใหญ่ยังคงใช้สารประกอบพวกไฮโดรคาร์บอน ซึ่งวิธีนี จะไม่สามารถลดการปลดปล่อยก๊าซ 
คารบ์อนไดออกไซด์ออกสู่สิ่งแวดล้อมจากกระบวนการผลิตไฮโดรเจนได้ เพราะสารตั งต้นดังกล่าว 
จะให้สารผลิตภัณฑ์หลักสุดท้ายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  
 3) การกักเก็บก๊าซไฮโดรเจน การกักเก็บในรูปก๊าซเนื่องจากก๊าซไฮโดรเจนจะเบา 
และเป็นก๊าซที่มีความหนาแน่นน้อยที่ความดันบรรยากาศ ถังเก็บต้องมีปริมาตรใหญ่เพ่ือให้สามารถ
กักเก็บมวลไฮโดรเจนได้มากจึงต้องอัดด้วยความดันสูงเพ่ือลดปริมาตรถังเก็บ แต่ก็ยังคงมีผลข้างเคียง
ของการบรรจุก๊าซไฮโดรเจนลักษณะนี คือ เสี่ยงต่อการลุกไหม้ และอาจเกิดการระเบิดได้ การกักเก็บ
ในรูปของเหลว ต้องเก็บในถังความดันที่มีอุณหภูมิต่้ามากถึง -273˚C ต้องเสียค่าพลังงานไฟฟ้ามากใน
การท้าให้อุณหภูมิต่้า  
  
 2.4.1 กระบวนการทางความร้อนเคมี 
  
 การผลิตไฮโดรเจนวิธีทางเคมี โดยใช้ความร้อนกับวัตถุดิบหลักที่เป็นสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน เช่น ถ่านหิน ก๊าซธรรมชาติ หรือชีวมวล ซึ่งจะได้ผลลัพธ์เป็นก๊าซสังเคราะห์ 
ประกอบด้วย คาร์บอนมอนนอกไซด์ คาร์บอนมอนนอกไซด์ น ้า มีเทน และไฮโดรเจน หลังจากนั นจะ
เข้าสู่กระบวนการเพ่ิมเติม เพ่ือให้ได้ก๊าซไฮโดรเจนที่บริสุทธิ์มากขึ น ซึ่งการผลิตไฮโดรเจนโดย
กระบวนการความร้อนเคมี ได้แก่ กระบวนการแก๊สซิฟิเคชั่น (Gasification) และกระบวนการรีฟอร์ม
มิ่งด้วยไอน ้า (Steam Reforming) (Nikolaidis & Poullikkas, 2017) ในปัจจุบันกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนที่ใช้กันแพร่หลายในเชิงพาณิชย์ จะใช้กระบวนการรีฟอร์มมิ่งด้วยไอน ้าจากก๊าซธรรมชาติ 
ซึ่งในประเทศไทยใช้กระบวนการนี ในการผลิตไฮโดรเจนเพ่ือใช้เป็นสารตั งต้นในอุตสาหกรรมต่างๆ  
(กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน , ม.ป.ป.) แต่ปัญหาหลักที่ส้าคัญมากของ
กระบวนการนี คือ การปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณมาก และยังอาจประสบปัญหา
การขาดแคลนแหล่งไฮโดรคาร์บอนที่น้ามาใช้ในกระบวนการอีก ดังนั นการผลิตไฮโดรเจนจึงควรเลือก
กระบวนการที่ก่อให้เกิดปัญหาต่อสิ่งแวดล้อมน้อยที่สุด 
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 2.4.2 กระบวนการทางเคมีไฟฟ้า 
  
 เป็นวิธีการผลิตไฮโดรเจนด้วยการใช้ไฟฟ้าเพ่ือแยกน ้าออกให้ได้เป็นไฮโดรเจน และ
ออกซิเจน โดยที่สามารถใช้ไฟฟ้าจากแหล่งก้าเนิดไฟฟ้าได้ทุกชนิดกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนด้วย
วิธีนี  (Dincer & Acar, 2015) อย่างไรก็ตามกระบวนการนี ถึงแม้จะใช้น ้าเป็นสารตั งต้นแทนการใช้ก๊าซ
ธรรมชาติที่เป็นเชื อเพลิงฟอสซิล ซึ่งไม่มีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ แต่ยังคงจ้าเป็นต้องใช้
ไฟฟ้าปริมาณมาก และหากไฟฟ้าที่ใช้นั นผลิตมาจากถ่านหิน หรือ ก๊าซธรรมชาติก็ยังถือว่ามีการใช้
เชื อเพลิงฟอสซิลอยู่ยังคงมีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ทางอ้อมจากการใช้ไฟฟ้า แต่ถ้าหาก
ไฟฟ้าที่ใช้ในกระบวนการนี ผลิตจากพลังงานหมุนเวียน เช่น ลม แสงแดดเป็นต้น การผลิตไฮโดรเจน
ด้วยกระบวนการนี จะถือว่าไม่มีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และเป็นพลังงานไฮโดรเจนที่
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม 
 
 2.4.3 กระบวนการทางชีวภาพ (Biohydrogen production) 

 
Biohydrogen (H2) สามารถผลิตได้จากแหล่งพลังงานหมุนเวียน เช่น พืชน ้า เศษ

เหลือทิ งการเกษตร และสาหร่ายขนาดเล็ก ข้อดีของวิธีการนี คือ ไม่ต้องพึงพาแหล่งพลังงานจาก
เชื อเพลิงฟอสซิล จึงไม่ก่อให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ซึ่งเป็นสาเหตุของปรากฎการณ์ภาวะเรือน
กระจก จึงเป็นวิธีการผลิตไฮโดรเจนที่ สะอาด แต่วิธีการนี มีข้อเสียคือ ไฮโดรเจนที่ผลิตได้จา
กระบวนการนี มีประสิทธิผลต่้า ส้าหรับการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพสามารถผลิตด้วยกระบวนการ
หมัก (Fermentation process) ซึ่งสามารถเกิดขึ นได้ในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพจากขั นตอนอะ
ซิโดเจนิซิส (Acidogenesis) และขั นตอนอะซีโทเจนิซิส (Acitogenesis) ซึ่งเป็นกระบวนการไม่ใช้แสง 
(Dark fermentation) และยังสามารถผลิตได้จากกระบวนการใช้แสง (Photo fermentation) 
ไฮโดรเจนจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยกระบวนการ dark fermentation โดยอาศัยการท้างาน
ของจุลินทรีย์ที่ไม่ใช้ออกซิเจนหลายกลุ่ม (anaerobic bacteria) มาย่อยสลายสารอินทรีย์โมเลกุล
ใหญ่ให้กลายเป็นสารอินทรีย์โมเลกุลที่เล็กลงจนกลายเป็นก๊าซชีวภาพ  
 
 1) กระบวนการใช้แสง (Photo fermentation) 
 

  กระบวนการหมักของจุลินทรีย์สังเคราะห์แสงในสภาวะที่ใช้แสงเป็นแหล่งพลังงาน 
และใช้สารอินทรีย์ (CO2) เป็นแหล่งคาร์บอน เพ่ือผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยใช้เอนไซม์ไนโตรจีเนส 
(nitrogenase) ในสภาวะไร้อากาศจุลินทรีย์สังเคราะห์แสงจะใช้กรดอินทรีย์และพลังงานแสงเพ่ือผลิต
ก๊าซไฮโดรเจน ดังสมการที่ 1  
  
  C6H12O6 + 6H2O + Light energy          12H2 + 6CO2  (1) 
  



18 
 

 
 

 2) กระบวนการไม่ใช้แสง (Dark fermentation) 
 

  เป็นกระบวนการหมักของจุลินทรีย์แบบไม่ใช้อากาศในสภาวะมืด จะใช้สารอินทรีย์ 
เป็นแหล่งพลังงาน และแหล่งคาร์บอน เพ่ือผลิตก๊าซไฮโดรเจน การหมักน ้าตาลกลูโคสเป็นไฮโดรเจน
จะใช้กลูโคส 1 โมเลกุล ได้ไฮโดรเจน 4 โมเลกุล เมื่อเกิดกรดอะซิติก ดังสมการที่ 2 หรือได้ก๊าซ
ไฮโดรเจน 2 โมเลกุล เมื่อเกิดกรดบิวทิวริก ดังสมการที่ 3 แต่ในกระบวนการหมักอาจสูญเสีย
ไฮโดรเจนได้ ถ้าเกิดมีกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถใช้ไฮโดรเจนไปผลิตเป็นมีเทนได้ 
    
 C6H12O6 + 2H2 O   2CH3COOH + 2CO2 + 4H2  (2) 
 C6H12O6 + 2H2 O   CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2 (3) 
 
 2.1) ขั นตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไร้อากาศประกอบด้วย 4 ขั นตอน
ปฏิกิริยาหลัก 1) ขั นการย่อยสลาย (Hydrolysis) 2) ขั นการสร้างกรด (Acidogenesis) 3) ขั นอะซีโท
เจนิซิส (Acetogenesis) 4) ขั นการสร้างมีเทน (Methanogenesis) ดังรูปที่ 2-5 
 

  
รูปที่ 2-5 ขั นตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไร้อากาศ   
ที่มา : Khanal (2008) 
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 2.1.1) ขั นตอนการย่อยสลาย (Hydrolysis) เป็นปฏิกิ ริยาแรกที่ เกิดขึ น  ซึ่ ง
สารอินทรีย์โมเลกุลขนาดใหญ่ (Polymer) เช่น โปรตีน คาร์โบไฮเดรต และไขมัน จะถูกย่อยสลาย
ด้วยเอนไซม์ของจุลินทรีย์กลายเป็นสารอินทรีย์โมเลกุลเล็ก (Monomer) เช่น กลูโคส กรดอะมิโน 
และกรดไขมัน ดังสมการที่ 4-6 ในกระบวน hydrolysis มักเป็นขั นจ้ากัดปฏิกิริยา (Rate Limiting 
Step) ของปฏิกิริยารวมในวัสดุที่เป็นของแข็งเนื่องจากมีอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่ช้ากว่ากระบวนการ
อ่ืนๆ  
    

โปรตีน     กรดอะมิโน  (4)  
  

คาร์โบไฮเดรต    กลูโคส   (5) 
      
  ไขมัน     กรดไขมัน, กลีเซอรอล (6) 
 
 2.1.2) ขั นตอนการสร้างกรด (Acidogenesis)  เป็นกระบวนการสร้างกรดอินทรีย์
ด้วยจุลินทรีย์ประเภทสร้างกรด  (Acid Forming Bacteria) จะย่อยสลายสารอินทรีย์โมเลกุลเดี่ยว 
เช่น กรดอะมิโน กรดไขมัน กลูโคส ที่ได้จากปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส สารอินทรีย์โมเลกุลเดี่ยวเหล่านี จะ
ถูกจุลินทรีย์ดังกล่าวดูดซึมเข้าสู่เซลล์ และหลั่งเอนไซม์เพ่ือย่อยสลายสารอินทรีย์ภายในเซลล์ให้เป็น
กรดอินทรีย์โมเลกุลสั นลงซึ่งมีองค์ประกอบของคาร์บอนไม่เกิน 5 อะตอม (C1-C5) เรียกว่า กรดไขมัน
ระเหยง่าย (Volatile  Fatty  Acid, VFA)  ได้แก่ กรดฟอร์มิก (Formic acid) HCOOH, กรดอะซิติก 
(Acitic acid) CH3COOH, กรดโพรพิโอนิก (Propionic acid) CH3CH2COOH, กรดบวิทิริก (Butyric 
acid) CH3CH2CH2COOH, กรดวาเลอริก (Valeric acid) CH3CH2CH2CH2COOH  และ กรดแลกติก 
(Lactic acid) CH3CHOHCOOH ซึ่งจะเกิดกรดอะซิติกในปริมาณมากท่ีสุด รวมถึง
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)  และไฮโดรเจน (H2) ในขั นตอน acidogenesis เป็นปฏกิิริยาที่เกิดขึ น
รวดเร็วเมื่อเทียบกับอีก 3ขั นตอนในกระบวนการย่อยสลายแบบไร้อากาศ 
 2.1.3) ขั นตอนอะซีโทเจนิซิส (Acetogenesis) เป็นกระบวนการสร้างกรดอะซิติก
จากกรดไขมันระเหยง่ายที่เกิดขึ นในกระบวนการ acidogenesis เนื่องจากกระบวนการสร้างมีเทน
ส่วนใหญ่ต้องการใช้กรดอะซิติกเป็นสารตั งต้น แต่กรดไขมันระเหยง่ายที่มีคาร์บอนมากกว่า 2 อะตอม 
จุลินทรีย์สร้างมีเทนไม่สามารถน้าไปใช้ในกระบวนการสร้างมีเทนได้ ท้าให้เกิดการสะสมของกรด
อินทรีย์ประเภทนี ในระบบ จึงมีจุลินทรีย์กลุ่มอะซีโทเจนิก (Acetogenic bacteria) ที่สามารถเปลี่ยน
กรดไขมันระเหยง่าย (> C2) ให้สั นลงในกระบวนการ syntrophic acetogenesis กลายเป็นกรดอะซิ
ติก ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) หรือการสังเคราะห์กรดอะซิติกจากไฮโดรเจน และ
คาร์บอนไดออกไซด์ในกระบวนการ homoacetogenesis 
 2.1.4) ขั นตอนการสร้างมีเทน (Methanogenesis) เป็นขั นตอนการผลิตมีเทน 
(CH4) ด้วยจุลินทรีย์กลุ่มอาร์เคียร์ (Archea) ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนการสร้างมีเทน จากกรดอะซิ
ติก, คาร์บอนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน โดยจุลินทรีย์กลุ่ม Methanogenic bacteria กระบวนการ
สร้างมีเทนแบ่งออกได้ 2 ประเภทตามสารตัวกลางที่มีในระบบ  

Cellulase, 
Amylase 

Protease 

Lipase  
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 (1) ไฮโดรจิโนโทรฟิค เมทาโนเจน (Hydrogenotrophic methanogens) เป็นการ
ผลิต CH4 จากการเปลี่ยนกรดอะซิติกคิดเป็น 70% ของมีเทนที่เกิดขึ นได้ในระบบ โดยจุลินทรีย์จะ
เปลี่ยนกรดโพรพิโอนิกให้เป็นกรดอะซิติก ดังสมการที่ 8 ซึ่งกรดอะซิติกสามารถเปลี่ยนเป็น CH4 ได้
ด้วยสมการที่ 9 
 
 CH3CH2COOH + H2O  CH3COOH + CO2 + CH4   (8) 
 CH3COOH  CH4 + CO2      (9) 
 
 (2) อะซีโตโทรฟิคเมทาโนเจน (Acetotrophic methanogens) หรือ อะซีโตคลา
สติกเมทาโนเจน (Acetoclastic methanogens) เป็นการผลิต CH4 จากการใช้กรดฟอร์มิก , 
ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ โดยเปลี่ยนกรดฟอร์มิกเป็นไฮโดรเจน และ คาร์บอนไดออกไซด์ 
ดังสมการที่ 10 และเปลี่ยนเป็น CH4  ดังสมการที่ 11 
 
  HCOOH     CO2 + H2    (10) 
  4H2 + CO2   CH4 +2H2O    (11) 

2.5 จุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้องในการผลิตไฮโดรเจน 

 ในกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้อากาศ จ้าเป็นต้องอากาศัยการท้างานของ
จุลินทรีย์หลายกลุ่มร่วมกัน ซึ่งกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีบทบาทในการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการย่อย
สลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้อากาศ ได้แก่ 
 1 ) Hydrolytic Bacteria จุ ลิ น ท รี ย์ ไม่ ใช้ อ าก าศ ก ลุ่ ม นี  เช่ น  Clostridium, 
Streptococcus (Zverlov et al., 2010) ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น โปรตีน 
เซลลูโลส ลิกนิน และไขมันเป็นสารโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น กรดอะมิโน กรดไขมัน กลูโคส และกลีเซ
อรอลเป็นต้น การย่อยสลายสารอินทรีย์เหล่านี ถูก Catalyzed โดย Extracellular enzyme เช่น  
ไลเปส โปรติเอส และเซลลูเลส การย่อยสลายขั นตอนนี เป็นไปได้ช้าและมีข้อจ้ากัดในการย่อยสลาย
วัสดุหมักบางประเภท เช่น วัสดุหมักกลุ่มลิกโนเซลลูโลสที่มีลิกนินเป็นองค์ประกอบ 
 2) Acidogenic Bacteria หรือ Acidogen จุลินทรีย์กลุ่มนี มีทั งที่เป็น facultative 
และ obligate anaerobic แบคทีเรียสร้างกรดจะมีอัตราการเจริญเติบโตสูง และทนทานต่อการ
เป ลี่ ย น แ ป ล งข อ งส ภ าพ แ ว ด ล้ อ ม ได้ ดี  เช่ น  Clostridium, Lactobacillus, Escherichia, 
Micrococcus, Psuedomonass (Deublein & Steinhauser, 2008) มีหน้าที่เปลี่ยนสารอินทรีย์
โมเลกุลขนาดเล็กให้กลายเป็นกรดไขมันสายสั นที่มีขนาดคาร์บอนอะตอมไม่เกิน 5 อะตอม (C1 - C5)  
 3) Acetogenic Bacteria หรือ Acetate-H2 Producing Bacteria จุลินทรีย์กลุ่มนี  
เช่น  Clostridium และ syntrophomonas wolfeii  (Deublein and Steinhauser, 2008) ย่อย
สลายกรดไขมัน ระเหยง่ายและแอลกอฮอล์ได้เป็นกรดอะซิติก ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์  
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2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 
  
 1) หัวเชื อจุลินทรีย์ และวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพจากแหล่งของจุลินทรีย์ที่ใช้ส้าหรับ
การผลิตไฮโดรเจนมีความส้าคัญมาก เนื่องจากส่วนใหญ่เป็นกลุ่มหัวเชื อผสมที่มีจุลินทรีย์หลายชนิด
ปะปนกัน โดยเฉพาะกลุ่ม methanogens และ homoacetogens ที่สามารถใช้ไฮโดรเจนเป็นสารตั ง
ต้นในการผลิตมีเทน และกรดอะซิติกได้ ซึ่งจะพบได้ทั่วไปในแหล่งเชื อจุลินทรีย์ผสม การปรับสภาพ
ขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์จึงเป็นวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนจากแหล่งเชื อจุลินทรีย์ผสม 
แต่การเลือกใช้วิธีในการปรับสภาพหัวเชื อจุลินทรีย์ควรค้านึงถึงความเหมาะสมของแหล่งจุลินทรีย์ที่
น้ามาใช้ผลิตไฮโดรเจน เพ่ือให้จุลินทรีย์สามารถท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยการยับยั งการ
ท้างานของจุลินทรีย์ที่ไม่สามารถสร้างสปอร์ เช่น methanogens ส่งผลให้จุลินทรีย์ที่สร้างสปอร์
สามารถมีบทบาทในการผลิตไฮโดรเจนมากขึ น (Li Fang et al., 2007; Wong et al. 2014)  
 2) การปรับสภาพขั นต้นวัสดุหมักสามารถช่วยเพ่ิมการย่อยสลายทางชีวภาพส่งผลดี
ต่อประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนจากวัสดุหมักที่มีความแข็งแรง และโครงสร้างที่ซับซ้อน เช่น พืช
กลุ่มลิกโนเซลลูโลส การปรับสภาพขั นต้นสามารถลดระดับความแข็งแรงของ crystallinity เพ่ิมการ
เข้าถึงเซลลูโลส และสามารถท้าลายเฮมิเซลลูโลส หรือลิกนินที่เป็นอุปสรรคในกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนแบบไร้อากาศ (Saratale et al. 2008) 
 3) พีเอช (pH)  เป็นพารามิเตอร์ที่บ่งชี สภาวะในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ ค่าพี
เอช มีความส้าคัญต่อการท้างานของจุลินทรีย์ การเจริญเติบโตของจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีช่วงเหมาะสม
ของ pH ที่แตกต่างกัน ซึ่งเป็นปัจจัยส้าคัญที่มีผลต่อสภาวะแวดล้อมในการผลิตไฮโดรเจน นอกจากนี 
ค่า pH อาจเปลี่ยนแปลงได้ตามองค์ประกอบของวัสดุหมัก pH ที่เหมาะส้าหรับการผลิตไฮโดรเจนที่มี
จุลินทรีย์กลุ่มไฮโดรไลซิสและกลุ่มสร้างกรดควรอยู่ในช่วง 5.5 - 6.8 (Liu et al., 2011) สอดคล้องกับ
ผลการศึกษาของ Khan et al. (2016) ที่ pH 5.5 สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด แต่จะเกิดผลยับยั ง
ต่อการเติบโตของจุลินทรีย์หาก pH ต่้ากว่า 4.5 ซึ่งจุลินทรีย์กลุ่มนี สามารถทนทานต่อสภาวะกรด
อ่อนๆได้ แต่ในทางตรงข้ามจุลินทรีย์สร้างอะซิติกและกลุ่มผลิตมีเทน เจริญเติบโตได้ในช่วงพีเอช 7.8 - 
8.2 การควบคุมพีเอชที่เหมาะต่อการเจิญเติบโตของจุลินทรีย์ทั ง 2 กลุ่มควรควบคุมให้อยู่ในช่วง 6.8 - 
7.4 เป็นสภาวะที่ทั งสองกลุ่มท้างานได้อย่างเหมาะสม 
  4) อุณหภูมิ (Temperature) อุณหภูมิมีอิทธิพลต่อการย่อยสลายสารอินทรีย์ และ
การท้างานของจุลินทรีย์ในการผลิตไฮโดรเจน ซึ่งจุลินทรีย์สามารถท้างานได้ดีในช่วงอุณหภูมิที่ต่างกัน 
แบ่งอุณหภูมิออกเป็น mesophilic (35 ˚C), thermophilic (55 ˚C) และ extreme thermoplilic 
(> 65 ˚C) (Ghimire et al., 2015) เนื่องจากจุลินทรีย์แต่ละกลุ่มสามารถเกิดเมตาบอลิซึม และ
เจริญเติบโตในช่วงอุณหภูมิเหมาะสม จากรายงานของ Valdez-Vazquez et al. (2005) แสดงถึงการ
ผลิตไฮโดรเจนด้วย thermoplilic สามารถให้ประสิทธิผลดีกว่า mesophilic เนื่องจากอิทธิพลของ
อุณหภูมิมีผลต่อการย่อยสลาย (Shin et al., 2004) ซึ่งการใช้อุณหภูมิสูงสามารถเพ่ิมย่อยสลายที่
รวดเร็วท้าให้เกิดกรดอินทรีย์สะสมมากขึ น แต่อาจเกิดการยับยั งการผลิตไฮโดรเจนได้ (Mao et al., 
2015)  เนื่องจากจุลินทรีย์ไม่สามารถปรับตัวได้ทันทีในสภาวะอุณหภูมิสูงจึงอาจถูกท้าลายด้วยความ
ร้อนได้ (Cheong & Hansen, 2008)  
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 5) อัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C/N ratio) อัตราส่วนของคาร์บอนต่อ
ไนโตรเจนที่เหมาะสมที่ส้าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพอยู่ในช่วง 20 - 30 ถ้า C/N ratio สูงเกินไป 
ไนโตรเจนจะถูกจุลินทรีย์น้าไปใช้เสริมโปรตีนให้ตัวเองหมดอย่างรวดเร็ว ท้าให้การเกิดเซลล์จุลินทรีย์
ใหม่ลดลง เพราะปริมาณไนโตรเจนไม่เพียงพอส่งผลให้ได้ปริมาณก๊าซน้อย แต่ถ้าหาก C/N ratio ต่้า 
จะมีไนโตรเจนมากเกินจ้าเป็นเกิดการสะสมเป็นแอมโมเนีย ท้าให้ค่า pH เพ่ิมขึ น จากรายงานของ Xia 
et al. (2014) ท้าการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนโดยผสมชีวมวลของสาหร่ายขนาดเล็ก
สายพันธุ์ Chlorella pyrenoidosa และ แป้งมันส้าปะหลัง แบ่งเป็นสาหร่าย , แป้งมันส้าปะหลัง, 
และผสมระหว่างสาหร่ายกับแป้งมันเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพสัดส่วน C/N พบว่าการผสมชีวมวลทั ง
สาหร่ายและแป้งมันที่สัดส่วน C/N เท่ากับ 25.3 ได้ประสิทธิผลไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักไร้แสง 
เท่ากับ 276.2 mL/g TVS มากกว่าเฉพาะการหมักสาหร่ายอย่างเดียว 3.7 เท่า และ เฉพาะการหมัก
แป้งมันอย่างเดียว 1. 8 เท่า 
 
2.7 ศักยภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธี Biological Hydrogen Production (BHP assay)  
 

 BHP assay เป็นวิธีการประเมินหาศักยภาพสูงสุดในการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมัก
ในสภาวะไร้อากาศแบบ batch โดยอาศัยการท้างานของจุลินทรีย์ ซึ่งค่าศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน
จะแสดงถึงก๊าซไฮโดรเจนที่เกิดขึ นทั งหมดกรัม TS, VS หรือ COD ของวัสดุหมักท่ีใช้ในการศึกษา และ
หัวเชื อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการศึกษา BHP ควรได้รับการไล่ก๊าซ (degassing) เพ่ือลดปริมาณสารอินทรีย์ที่
สามารถย่อยสลายทางชีวภาพซึ่งยังคงเหลือติดมากับตะกอนให้ลดน้อยลงจนไม่รบกวนผลผลิตก๊าซ
ชีวภาพจากตัวอย่างวัสดุที่สนใจศึกษา รวมทั งต้องปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์เพื่อยับยั งจุลินทรีย์
ที่สามารถใช้ไฮโดรเจน การศึกษาของ Batista et al. (2014) ศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจาก
สาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ Scenedesmus obliquus แบบ batch โดยการหมักแบบแห้ง (ความชื น 
5%) และการหมักแบบเปียก (ความชื น 69%) พบว่าผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเกิดจากแบคทีเรีย 
Enterobacter aerogenes เท่ากับ 57.6 mL H2/g VSalga จาก 2.5 galga/L และ จากแบคทีเรีย 
Clostridium butyricum เท่ากับ 113.1 mL H2/gVSalga จาก 50 galga/L การหมักแบบเปียกให้ผล
คล้ายกับหรือมากกว่าการหมักแบบแห้ง ซึ่งแสดงให้เห็นถึงความไม่จ้าเป็นและยังประหยัดพลังงานใน
ขั นตอนการท้าแห้ง ส้าหรับ Plangklang et al. (2012) ศึกษาการเพ่ิมผลผลิตก๊าซไฮโดรเจนจาก
น ้าอ้อยโดยการตรึง Clostridium butyricum  บนชานอ้อย พบว่าสามารถปรับปรุงอัตราการเกิด
ไฮโดรเจนประมาณ 1.2 เท่า เมื่อเทียบกับเซลล์อิสระ อัตราการเกิดไฮโดรเจนและประสิทธิผล
ไฮโดรเจนสูงสุด เท่ากับ 3.11 L H2/L substrate/d และ 1.34 mol H2/mol hexose consumed 
ตามล้าดับ นอกจากนี ยังมีรายงานการใช้วิธี BHP ในการศึกษาการผลิตไฮโดรเจน ควบคู่ผลิตมีเทน
ของ (Xia et al., 2014) โดยการเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนและมีเทน จากการผสมชีว
มวลของสาหร่ายขนาดเล็กสายพันธุ์ Chlorella pyrenoidosa และ แป้งมันส้าปะหลัง เพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพสัดส่วน C/N พบว่าการผสมชีวมวลทั งสาหร่ายและแป้งมันที่สัดส่วน C/N เท่ากับ 25.3 
ได้ประสิทธิผลไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักไร้แสง เท่ากับ 276.2 mL/g TVS มากกว่าเฉพาะการ
หมักสาหร่ายอย่างเดียว 3.7 เท่า และ เฉพาะการหมักแป้งมันอย่างเดียว 1. 8 เท่า โดยอัตราการเกิด
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ไฮโดรเจนสูงสุดจากชีวมวลผสมเท่ากับ  31.96 mL/g TVS /h ที่สัดส่วน C/N 15.6 ส่วนประสิทธิผล
การผลิตก๊าซมีเทน เท่ากับ 126.0 mL/g TVS ซึ่งมีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพในการผลิตพลังงาน
ที่เพ่ิมขึ น 67.2% โดยการผลิตร่วมกันระหว่างไฮโดรเจน และมีเทน  
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บทที่ 3 
 

วิธีด าเนินงานวิจัย 
 
3.1 ภาพรวมขั้นตอนวิธีการด าเนินงานวิจัย 
 
 งานวิจัยนี แบ่งการทดลองออกเป็น 4 ส่วน ประกอบด้วย 1) การเตรียมหัว
เชื อจุลินทรีย์ และวัสดุหมัก 2) การปรับสภาพขั นต้นหัวเชื อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน และศึกษา
กิจกรรมการท้างานการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื อจุลินทรีย์ 3) การปรับสภาพขั นต้นวัสดุหมักด้วยคลื่น
ไมโครเวฟ และศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมัก 4) การผลิตไฮโดรเจนด้วยการเติม
ออกซิเจน ดังแสดงในรูปที่ 3-1 
 
3.2 การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ และวัสดุหมัก  
 
 3.2.1 หัวเชื้อจุลินทรีย์ (Inoculum) 
 
 หัวเชื อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง เป็นตะกอนจุลินทรีย์จากระบบบ้าบัดน ้าเสียแบบ
ไร้อากาศของโรงงานผลิตน ้ายางข้นในจังหวัดสงขลา ตะกอนจุลินทรีย์ที่เก็บจากโรงงานควรตั งให้แยก
ชั นตะกอนแล้วถ่ายน ้าออกเพ่ือให้ได้เนื อข้น และควรได้รับการไล่ก๊าซ (degassing) ก่อนน้าไปให้ใน
การทดลอง เพ่ือให้สารอินทรีย์ที่ติดมากับตะกอนจุลินทรีย์ย่อยสลายลดน้อยลงจนไม่รบกวนผลผลิต
ไฮโดรเจนจากตัวอย่างวัสดุที่ศึกษา โดยน้าตะกอนจุลินทรีย์มาตั งพักไว้ในขวดปิด และวัดปริมาณก๊าซ
ชีวภาพที่เกิดขึ นทุกวันจนกระท่ังก๊าซชีวภาพลดลงเหลือ 1 mL/gVSinoculum และวิเคราะห์ TS และ VS 
ก่อนใช้ในการทดลอง 
 
 3.2.2 วัสดุหมัก (Substrates) 
 
  วัสดุหมักในการทดลองมี 4 ชนิด คือ แหน (Duckweed), ผักตบชวา (Water 
hyacinth), สาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla) และสาหร่ายขนาดเล็ก (Microalgae) สายพันธุ์ 
Chlorella vulgaris ที่ผ่านกระบวนการ freeze dried โดยท้าการเก็บแหนจากแหล่งน ้าในนิคม
อุตสาหกรรมภาคใต้ และผักตบชวาจากฟาร์มสุกรในจังหวัดสงขลา ในขณะที่สาหร่ายหางกระรอกเก็บ
จากแหล่งน ้าในมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ ส้าหรับน้าผักตบชวา และสาหร่ายหางกระรอก ต้องลด
ขนาดโดยน้าเข้าเครื่องตัดให้มีขนาดใกล้เคียงกับแหนประมาณ 3 mm ดังรูปที่ 3-2 ก่อนน้าไปผึ่งแดด
ให้แห้ง จากนั นเอาวัสดุหมักทั ง 4 ชนิดไปบดด้วยเครื่องบดละเอียดแล้วน้าไปผ่านตะแกรงร่อน (sieve) 
ขนาด 250 µm และอบแห้งที่อุณหภูมิ 60°C จนน ้าหนักคงที่ จึงเก็บในถุงซิปพลาสติกที่อุณหภูมิห้อง 
เพ่ือรอการวิเคราะห์ และใช้ตลอดการทดลอง การวิเคราะห์ของวัสดุหมักตามพารามิเตอร์ Total 
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solid (TS), Volatile solid (VS) ตามวิธีการ (APHA et al., 2005) และองค์ประกอบธาตุ Carbon 
(C), Hydrogen (H), Nitrogen (N), Sulfur (S) และ Oxygen (O) ด้วย (CHNS-O Analyzer) เพ่ือใช้
ส้าหรับการประเมินซีโอดีทางทฤษฎี (Theoretical COD) ซึ่งเป็นวิธีประเมินด้วยสมการปริมาณ
สัมพันธ์ (stoichiometric equation) ที่เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ของวัสดุหมักอย่าง
สมบูรณ์ โดยที่ nitrogen (N) ยังคงอยู่ในรูปของแอมโมเนีย (NH3) ด้วยสมการที่ (3-1) (Prajapati et 
al., 2014)  

 

      (3-1) 

  
โดยที่  CODth   คือ ซีโอดีทางทฤษฎี  
 a  คือ ธาตุ Carbon 
 b  คือ ธาตุ Hydrogen 
 c  คือ ธาตุ Oxygen 
 M    คือ น ้าหนักโมเลกุลของ oxygen (32 g/mol) 
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รูปที่ 3-1 ภาพรวมข้ันตอนวิธีการด าเนินงานวิจัย 

ผักตบชวา แหน สาหร่ายขนาดเล็ก สาหร่ายหางกระรอก 

บดให้ไดข้นาด 250 µm 
อบที่ 60˚C จนน้ าหนักคงท่ี 

 
 

วิเคราะห์องค์ประกอบธาตุ 
(C, H, O, N และS) 

 
การทดลองที่ 1 ปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ  

(EI = 6,600 - 99,000 kJ/kgTS) 
 ของแข็ง: วิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี 

(เซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน) 
 

ตะกอนจุลินทรีย์ 

ตั้งพักไว้เพื่อไล่ก๊าซ 

ปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อน 

Fast heat 
100˚C 1 h 

Slow heat 
55-70-85-100˚C 
อุณหภูมิละ 1 h 

 
No heat 

Glucose Starch 

13,200  
kJ/gTS  

26,400  
kJ/gTS  

52,800  
kJ/gTS  

Control 
(0 kJ/gTS) 

ของเหลว: วิเคราะห์ SCOD 
 

วิเคราะห์ปริมาณก๊าซชีวภาพ 
และความเข้มข้นของไฮโดรเจน 

 

Control 
0 mLO2/mLinoculum  

O2  
10 mLO2/mLinoculum 

O2 
15 mLO2/ mLinoculum 

 

วิเคราะห์ 
TS และ VS 

 

วิเคราะห์ pH และ ORP 
 

วิเคราะห์ VFA sp. 
 

330W 1,100W 

การทดลองที่ 3 ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนด้วย
การเติมออกซิเจนที่อุณหภูมิ 55˚C  ไม่ปรับ pH  
 
 

การทดลองที่ 2.2 ศึกษาศักยภาพการผลิต
ไฮโดรเจนที่อุณหภูมิ 55˚C ปรับ pH 5.5 

 

 

การทดลองที่ 2.1 ศึกษากิจกรรมการท างาน
การผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่

อุณหภูมิ 35˚C และ 55˚C  
ปรับ pH 5.5 
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รูปที่ 3-2 วัสดุหมักแห้งหลังจากลดให้ได้ขนาดประมาณ 3 mm 
 
3.3 การทดลองที่ 1 ศึกษาการปรับสภาพขั้นต้นของวัสดุหมัก (แหน , ผักตบชวา, สาหร่ายหาง
กระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก) ด้วยคลื่นไมโครเวฟ (Microwave pretreatment) ที่ระดับการ
ให้พลังงาน (Energy intensity) และระยะเวลาต่างๆ 
 
 การทดลองใช้เตาไมโครเวฟ Panasonic แบบ inverter รุ่น NN-ST557M ความถี่ 
2,450 MHz ท าการปรับสภาพขั้นต้นวัสดุหมัก 4 ชนิด (แหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และ 
สาหร่ายขนาดเล็ก) ด้วยก าลัง 2 ระดับ ได้แก่ 330 W และ 1,100 W ที่ระดับการใช้พลังงาน 6,600 - 
99,000 kJ/kgTS เป็นระยะเวลา 0.3 – 15 นาที ดังแสดงในตารางที่ 3-1  
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ตารางที่ 3-1 เงื่อนไขระยะเวลาการปรับสภาพขั้นต้นของวัสดุหมัก ได้แก่ แหน , ผักตบชวา, สาหร่าย
หางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็กด้วยคลื่นไมโครเวฟ 
 

Energy intensity (kJ/kgTS) 
Microwave time (min) 

330W 1,100W 
6,600 1 0.3 
13,200 2 0.6 
26,400 4 1.2 
33,000 5 1.5 
39,600 6 1.8 
52,800 8 2.4 
66,000 10 3 
99,000 15 4.5 

 
 ส าหรับการค านวณ Energy intensity (EI) จากการปรับสภาพขั้นต้นด้วยสมการที่ 
(3-2) (Passos et al., 2013a)  
 

         (3-2) 

 
โดยที่  EI = Energy intensity (kJ/kgTS) 
 P = Power (W),  
 t = Time (s) 
  TS = Total solid (g) 
 
 
 การเตรียมตัวอย่างส าหรับปรับสภาพขั้นต้นท าได้โดยชั่งวัสดุหมัก 3 กรัม ในบีกเกอร์ 
600 mL ผสมน้ าในสัดส่วน 1:10 (ของแข็งต่อน้ า w/v) จึงปิดปากบีกเกอร์ด้วยพลาสติก wrap วาง
บีกเกอร์ไว้ตรงกลางจานหมุนในเตาไมโครเวฟเพ่ือให้ตัวอย่างวัสดุหมักได้รับคลื่นไมโครเวฟอย่างทั่วถึง 
(รูปที่ 3-2) เมื่อการปรับสภาพขั้นต้นเสร็จสิ้น ให้ปรับปริมาตรคืนด้วยน้ ากลั่น แล้วแยกส่วนของแข็ง
กับของเหลว โดยที่ส่วนของแข็งน าไปล้างน้ ากลั่นผ่านตะแกรง sieve ขนาด 75 µm เพ่ือก าจัด by-
products แล้วอบแห้งที่อุณหภูมิ 60°C จนน้ าหนักคงที่เพ่ือรักษาคุณสมบัติของเซลล์พืชก่อนน า
ตัวอย่างวิเคราะห์คุณสมบัติเส้นใย Lignocellulose ได้แก่ cellulose, hemicellulose และ lignin 
ในขณะที่ของเหลวน าไปกรองผ่านตัวกรองเมมเบรนขนาด 0.45 µm ก่อนใช้วิเคราะห์ Soluble 
Chemical Oxygen Demand (SCOD)  
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 หลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ก าลัง 330 W คัดเลือกวัสดุหมักที่มี
ค่า s ต่ าที่สุด 2 ชนิด มาปรับสภาพขั้นต้นด้วยก าลัง 1,100 W เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพการ
ปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ระดับการให้พลังงานเท่ากัน และค านวณ Solubilization 
yield (s) ของวัสดุหมักหลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยสมการที่ (3-3) (Saritpongteeraka et al., 
2014)  
 

       (3-3) 

 
โดยที่  s = Solubilizations yield (%) 
 Ss = SCOD หลังปรับสภาพขั้นต้น (g)  
 CODth = ซีโอดีทางทฤษฎีของวัสดุหมัก (g) 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
รูปที่ 3-3 การเตรียมตัวอย่างส าหรับการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟในห้องปฏิบัติการ 
 
3.4 การทดลองที่ 2 การศึกษากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจน (Specific hydrogen 
production potential; SHP) และศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมัก (Biochemical 
hydrogen potential; BHP)  
 
 3.4.1 ศึกษากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์หลังการ
ปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อน (Heat shock) แบบ fast และ slow heat 
 
 ศึกษาเปรียบเทียบวิธีการปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์ จากระบบผลิตก๊าซ
ชีวภาพไร้อากาศของโรงงานน้ ายางข้นที่ผ่านการ degassing มาให้ความร้อน (Heat shock) โดยอบ
ตะกอนจุลินทรีย์เนื้อข้นใน hot air oven แบบให้ความร้อนรวดเร็ว (Fast heat, FH) โดยใช้อุณหภูมิ
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คงที่ 100°C เป็นเวลา 1 ชม. และให้ความร้อนแบบช้า (Slow heat , SH) เป็นการอบแบบเพ่ิม
อุณหภูมิ 4 ครั้ง เป็นเวลาครั้งละ 1 ชม. โดยเริ่มต้นที่ 55 - 70 - 85 และ 100°C เมื่อปรับเสร็จสิ้นการ
ให้ความร้อนแก่หัวเชื้อจุลินทรีย์แล้วท าการวิเคราะห์ TS และ VS ก่อนใช้ในการทดลอง 
 การทดลอง SHP แบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลองจากหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับ
สภาพด้วยความร้อน ได้แก่ FH และ SH เริ่มต้นเติมหัวเชื้อจุลินทรีย์ลงในขวดเซรั่ม 120 mL ที่มี
ปริมาตรใช้งาน 60 mL ในความเข้มข้นหัวเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้น 5 gTS/L โดยที่แต่ละชุดการทดลองใช้ 
Substrates ได้แก่ กลูโคส และแป้ง ความเข้มข้น 15 gTS/L เติม nutrient solution (ตารางที่ 3-2) 
และสารละลาย NaHCO3 50 g/L ที่สัดส่วน 1% และ 10% (v/v) ตามล าดับ ปรับปริมาตรใช้งานด้วย
น้ ากลั่น และปรับ pH 5.5 ด้วย 3 M HCl ท าการ flush ไล่อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจนเสร็จแล้วปิดขวด
ด้วยจุกยาง ฝาครอบอะลูมิเนียม และต่อเข้ากับชุดอุปกรณ์วัดก๊าซชีวภาพ บ่มเขย่าขวดหมักด้วยเครื่อง 
shaking incubator ที่อุณหภูมิ 35°C และ 55°C ความเร็วรอบ 150 rpm ดังรูปที่ 3-4  
 
ตารางที่ 3-2 องค์ประกอบ และปริมาณของสารละลายสารอาหาร (nutrient solution) ในการ
ทดลอง SHP  
 
สารอาหาร ความเข้มข้น 
NH4Cl 1.4 g/L 
K2HPO4 1.25 g/L 
MgSO4 •OH 0.5 g/L 
CaCl2 •2H2O 0.05g/L 
Yeast extract 0.5 g/L 
trace element solution 5 mL 

 

 

 

Trace element solution (5 mL/L ประกอบด้วย) 
H3BO3 50 mg/L 
ZnCl2 50 mg/L 
CuCl2 •2H2O 38 mg/L 
MnCl2 •4H2O 500 mg/L 
(NH4)6Mo7O24 •4H2O 50 mg/L 
AlCl3 •6H2O 90 mg/L 
CoCl2 •6H2O 2,000 mg/L 

ที่มา: (Raposo et al., 2006) 
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รูปที่ 3-4 ขั้นตอนการทดลองศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน (BHP) ในห้องปฏิบัติการ 
  
 ส าหรับชุดควบคุม (control) และ ชุดแบลงค์ (blank) ด าเนินการทดลองเหมือนชุด
ทดลองหัวเชื้อจุลินทรีย์ FH และ SH แต่ ชุด control จะใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ
ขั้นต้น (No heat, NH) และ blank เติมหัวเชื้อจุลินทรีย์แต่ไม่เติมกลูโคส และแป้ง ส าหรับก๊าซ
ชีวภาพที่เกิดขึ้นจะวัดปริมาตรทุกวัน และน าตัวอย่างก๊าซไปวิเคราะห์ความเข้มข้นของไฮโดรเจนใน
ก๊าซชีวภาพทุก 12, 24, 36, 48 ชั่วโมงหลังจากนั้นวิเคราะห์ทุก ซึ่งแต่ละชุดการทดลอง ท าการ
ทดลองชุดละ 3 ซ้ า 
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 การค านวณหากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์หลังการปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยความร้อน แบบ FH, SH และ NH ท านายผลการทดลองด้วยสมการ  modified 
Gompertz (3-4) โดยใช้ least square method ด้วย solver function ในโปรแกรมส าเร็จรูป 
Microsoft Office Excel®  2013 
 

 (3-4) 
 

โดยที่  H(t) = ปริมาณไฮโดรเจนสะสม (mL) 
 t = ระยะเวลา (h) 
 P = ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน (mL) 
 e = ค่าคงที่ 2.718 
 Rm = อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (mL/h)  
   = ระยะเวลา lag phase (hr) 

 
 3.4.2 การศึกษาเปรียบเทียบศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนจาก แหน, ผักตบชวา, 
สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก หลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330W 
  
 การศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน (BHP) ซึ่งจะเลือกใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์หลังการ
ปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อน FH หรือ SH ที่มีความเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนที่สุด จากการ
ทดลองที่ข้อที่ 3.4.1 เพ่ือน ามาใช้เป็นหัวเชื้อจุลินทรีย์เริ่มต้นที่ความเข้มข้น 5 gTS/L หมักร่วมกับวัสดุ
ต่างๆ 4 ชนิด ที่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ได้แก่ แหน , ผักตบชวา, 
สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็กที่ปริมาณ TS เท่ากับ 15 g/L ซึ่งคัดเลือกเง่ือนไขจากการ
ทดลองที่ 3.2 เฉพาะระดับการให้พลังงานที่ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลง s ของวัสดุหมัก 3 ระดับ 
คือ สูง, กลาง และต่ า โดยด าเนินการทดลอง BHP เช่นเดียวกับการทดลองข้อที่ 3.4.1 บ่มเขย่าด้วย 
shaking incubator ที่อุณหภูมิ 55°C ความเร็วรอบ 150 rpm ส าหรับ blank ด าเนินการทดลอง
แบบเดียวกันแต่ไม่เติมวัสดุหมัก และในระหว่างการทดลองจะเก็บตัวอย่างในขวดหมัก เพ่ือวิเคราะห์ 
individual volatile fatty acid (VFAs) โดยเริ่มเก็บตัวอย่างของเหลวหลังจากการหมักผ่านไปทุก ๆ  
24 ชั่วโมงจนถึงชั่วโมงที่ 72 จึงเริ่มเก็บตัวอย่างทุก 48 ชั่วโมง จนสิ้นสุดการทดลองที่ 168 ชั่วโมง 
ส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณ และองค์ประกอบก๊าซชีวภาพ การค านวณเพ่ือประเมินศักยภาพให้ท า
การทดลองเช่นเดียวกับการทดลองข้อที่ 3.4.1 
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3.5 การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของการเติมออกซิเจน (Micro oxygenation) ต่อศักยภาพการ
ผลิตไฮโดรเจน 
 
 การทดลองเป็นการศึกษาผลของการเติมออกซิเจน ต่อศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน
จากวัสดุหมัก โดยเลือกใช้วัสดุหมักที่มีผลการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดจากการทดลองข้อที่ 3.4.2 ก าหนด 
TS เริ่มต้น 15g/L เติมลงในขวดเซรั่ม 300 mL ปริมาตรใช้งาน 120 mL ซ่ึงมีตะกอนจุลินทรีย์จาก
ระบบผลิตก๊าซชีวภาพของโรงงานน้ ายางข้นที่ผ่านการท า degassing เท่ากับ 5 gTS/L เติม nutrient 
solution และ สารละลาย  NaHCO3 50 g/L ที่สัดส่วน 1% และ 10% (v/v) ตามล าดับ ปรับ
ปริมาตรใช้งานด้วยน้ ากลั่นจนถึง 120 mL และน าขวดหมักไปไล่อากาศด้วยก๊าซไนโตรเจน ปิดขวด
ด้วยจุกยางฝาครอบอะลูมิเนียม ท าการเติมออกซิเจนเข้าไปในขวดเซรั่มที่ความเข้มข้น (O2 dose) 3 
ร ะ ดั บ  ไ ด้ แ ก่  0, 10 แ ล ะ  15 mLO2/ mLinoculum ห รื อ เที ย บ เท่ า กั บ  0, 193.4, 290.1 
mLO2/gVSinoculum ค านวณดังสมการที่ 3-5 โดยการเติมออกซิเจนลงไปใต้ของเหลวเพ่ือแทนที่อากาศ
ที่ไหลออกไป จากนั้นน าขวดหมักบ่มเขย่าด้วย shaking incubator ที่อุณหภูมิ 55°C ความเร็วรอบ 
150 rpm 
 

   (3-5) 

 
โดยที่  ค่า VS ของหัวเชื้อจุลินทรีย์ เท่ากับ 51.6 g/L (ตารางที่ 4-1) 
 
 ชุดควบคุม (control) ให้ท าการทดลองเหมือนชุดทดลองเติมออกซิเจน แต่ใช้วัสดุ
หมักที่ไม่ผ่านการปรับสภาพ และ blank ด าเนินการเช่นเดียวกัน แต่จะไม่เติมวัสดุหมัก ส าหรับการ
วิเคราะห์ปริมาณ และองค์ประกอบก๊าซชีวภาพ การค านวณเพ่ือประเมินศักยภาพ ให้ท าทดลอง
เช่นเดียวกับการทดลองข้อที่ 3.4.1 นอกจากนี้จะท าการติดตามตรวจสอบค่า pH และ Oxidation 
Reduction Potential (ORP) โดยใช้เครื่องมือวัด ORP ดังรูปที่ 3-5 

 
 
รูปที่ 3-5 เครื่อง Oxidation Reduction Potential
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3.6 วิธีวิเคราะห์  
  
 ค่า pH วัดด้วยเครื่อง METTLER TOLEDO pH meter, ORP วัดด้วยเครื่อง ORP 
meter รุ่น  mV 600 ORP digital controller, TS และ VS วิ เคราะห์ตาม Standard Methods 
(APHA et al. , 2005)  SCOD วิ เค ร า ะ ห์ ด้ ว ย เค รื่ อ ง  Spectrophotometer ข อ ง  Merk รุ่ น 
Spectroquant® Pharo 100, ปริมาณ cellulose, hemicellulose และ lignin วิเคราะห์ตามวิธี 
(Van Soest et al., 1991) และองค์ประกอบธาตุ (CHNS-O) วิเคราะห์ตามเทคนิค Dynamic flash 
combustion ด้วยเครื่อง CHNS-O Analyzer, CE Instruments Flash EA2000 Series, Thermo 
quest, Italy ส าหรับ Individual volatile fatty acid จะใช้ของเหลวจากขวดหมักไปหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 10,000 rpm เวลา 3 นาที แล้วกรองด้วยไนรอนเมมเบรน 0.22 µm ก่อนวิเคราะห์
ด้ ว ยคอลั มน์  Agilent capillary 19091N-133HP- INNOWax polyethylene glycol โดยมี 
helium เป็นก๊าซตัวพา และองค์ประกอบก๊าซชีวภาพ วิเคราะห์ด้วยเครื่อง gas chromatography 
(GC 7820A Agilent Technologies) คอลั มน์  thermal conductivity detector (TCD) โดยมี 
Argon เป็นก๊าซตัวพา และ ใช้ก๊าซผสมระหว่างไฮโดรเจน, ไนโตรเจน, มีเทน และคาร์บอนไดออกไซด์
เป็นก๊าซมาตรฐานในการวิเคราะห์ความเข้มข้นขององค์ประกอบก๊าซชีวภาพ  
 
3.7 วิเคราะห์ทางสถิติ 
  
 ค่าเฉลี่ย และ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของข้อมูลที่ได้จากการทดลองทั้งหมดจะ
ค านวณจากผลการทดลองที่มีความเสถียร และใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชั่น 23.0.0.0 วิเคราะห์ One-
way ANOVA  
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง และอภิปรายผล 
 

4.1 คุณลักษณะของวัสดุหมัก (Characteristics of substrates) 

 การวิเคราะห์ลักษณะของวัสดุหมัก ตามพารามิเตอร์ดังตารางที่ 3-1 ได้แก่ แหน 
(Duckweed), ผักตบชวา (Water hyacinth), สาหร่ายหางกระรอก (Hydrilla) และสาหร่ายขนาด
เล็ก (Microalgae) สายพันธุ์ Chlorella vulgaris และหัวเชื้อจุลินทรีย์ (Inoculum) พบว่า ผลการ
วิเคราะห์ดังตารางที่ 4-1 องค์ประกอบทางเคมีของวัสดุหมักที่น ามาใช้ท าการทดลอง มีปริมาณ
ของแข็งทั้งหมด และของแข็งระเหยง่ายสูงแสดงถึงความสามารถในการเปลี่ยนแปลงสารอินทรีย์เป็น
ก๊าซชีวภาพได้สูง ซึ่งวัสดุหมักที่เป็นพืชน้ ามีโครงสร้างภายในที่แตกต่างกันกับสาหร่ายขนาดเล็ก 
กล่าวคือ สาหร่ายขนาดเล็กที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดียวที่เป็นโปรตีนสูง ผนังเซลล์ไม่มีองค์ประกอบของ
ลิกนิน (Sambusiti et al., 2015) แตกต่างจากพืชน้ าซึ่งถือว่าเป็นกลุ่มพืชลิกโนเซลลูโลส เช่น แหน 
ผักตบชวา และสาหร่ายหางกระรอกที่มีโครงสร้างประกอบด้วยหลายเซลล์ที่ซับซ้อน และผนังเซลล์ที่
แข็งแรงประกอบด้วยเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ส่งผลต่อความสามารถในการย่อยสลายที่
แตกต่างกันเพื่อผลิตเป็นก๊าซชีวภาพ  
 การวิเคราะห์องค์ประกอบธาตุ C, H, O, N และ S ของวัสดุหมัก จึงเป็นวิธีหนึ่ง
ส าหรับการประเมินถึงความเป็นไปได้ของสารอินทรีย์ในวัสดุหมักที่จะน ามาผลิตเป็นก๊าซชีวภาพ 
ส าหรับธาตุคาร์บอน ไฮโดรเจน ไนโตรเจน และซัลเฟอร์ของพืชน้ าทั้ง 3 ชนิด มีปริมาณที่ใกล้เคียงกัน  
และเมื่อเปรียบเทียบกับสาหร่ายขนาดเล็กพบว่าสาหร่ายขนาดเล็กมีองค์ประกอบธาตุคาร์บอน และ
ไนโตรเจนที่สูงกว่าเนื่องจากเป็นมีองค์ประกอบเป็นเซลล์โปรตีน การใช้องค์ประกอบธาตุของวัสดุหมัก
แต่ละชนิดมาค านวณหาปริมาณ COD ทางทฤษฎี ดังสมการ 3-1 โดยที่สูตร preliminary และ 
empirical ค านวณจากองค์ประกอบธาตุของวัสดุหมักแต่ละชนิดดังตารางที่ 4-2  พบว่า สาหร่าย
ขนาดเล็กมีปริมาณ CODth สูงสุดเท่ากับ 2,004.5 mg O2/gVS มากกว่า CODth ของพื้ชน้ าทั้ง 3 ชนิด 
เนื่องจากสาหร่ายขนาดเล็กมีปริมาณคาร์บอนสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบพืชน้ า แต่เมื่อเปรียบเทียบ
ปริมาณ CODth ที่ค านวณได้นั้นต่ ากว่ากว่ารางานของ Prajapati et al. (2014) ปริมาณ CODth 
เท่ากับ 2298.6 mg O2/gVS  
 จากการวิเคราะห์ปริมาณ COD ทางทฤษฎี เป็นการประยุกต์ใช้ข้อมูลองค์ประกอบ
พ้ืนฐานจากวัสดุหมักเพ่ือประเมินถึงศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กใน
รูปของแข็ง แต่ถึงอย่างไรพืชน้ าแต่ละชนิด และสาหร่ายขนาดเล็กย่อมมีความแตกต่างกันของโปรตีน 
ไขมัน และคาร์โบไฮเดรต ที่ซึ่ง COD ทางทฤษฎี ประเมินได้จากเฉพาะองค์ประกอบธาตุเท่านั้น การที่
จะบอกได้ว่าพืชน้ าแต่ละชนิด และสาหร่ายขนาดเล็กมีศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนที่เหมาะสมหรือไม่
ยังคงต้องน าไปท าการทดลองศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนด้วยเทคนิค BHP assay ในขั้นต่อไป 
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ตารางที่ 4-1 ลักษณะของวัสดุหมัก และหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 

Parameter 
หัวเชื้อ 

จุลินทรีย์* 
แหน ผักตบชวา 

สาหร่าย 
หางกระรอก 

สาหร่าย 
ขนาดเล็ก 

TS (g/kg) 63.4 ±0.4 987.7 ±1.3 980.9 ±0.9 976.6 ±0.1 980.4 ±0.6 
VS (g/kgTS) 51.6 ±0.3 821.3 ±1.2 780.3 ±1.1 809.3 ±0.2 771.9 ±0.1 
C (% wt.) - 38.4 ± 0.1 36.2 ±0.1 38.4 ±0.1 48.7 ±0.1 
H (% wt.) - 5.4 ±0.0 5.0 ±0.1 5.5 ±0.1 7.1 ±0.0 
N (% wt.) - 3.5 ±0.1 2.4 ±0.0 2.2 ±0.0 10.8 ±0.0 
S (% wt.) - 0.7 ±0.0 0.4 ±0.0 0.4 ±0.0 0.7 ±0.0 
O (% wt.) - 35.5 ±0.1 34.7 ±0.2 42.5 ±0.3 24.7 ±0.3 
C/N ratio - 11.1 15.3 17.4 4.5 
VS/TS 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 
Crude protein - 33.3%b 17.2%b 18.6%d 59.8% 
Crude fat - 5.0%E 4.9%C 0.4%d 7.1% 
Carbohydrate - 51.2%a 26.9%C 38.4%d 23.1% 

* หน่วย g/L (อบแห้งที่ 60oC ก่อนน าไปใช้ในการทดสอบและทดลอง) 
a Zhao et al. (2014a) 
b Zhao et al. (2014b) 
c Abdel-Shafy et al. (2015) 
d Hu et al. (2015) 
E Appenroth et al. (2017) 

 
ตารางที่ 4-2 กาประเมิน Empirical formula และซีโอดีทางทฤษฎี (CODth)  

Substrates Preliminary formula Empirical formula CODth (mg O2/gVS) 
แหน C3.201H5.307N0.248O2.217 C13H21NO9 1,381.7 
ผักตบชวา C3.017H4.980N0.169O2.168 C18H29NO13 1,340.4 
สาหร่ายหางกระรอก C3.194H5.426N0.157O2.658 C20H35NO17 1,194.7 
สาหร่ายขนาดเล็ก C4.057H6.990N0.767O1.543 C5H9NO2 2,004.5 
 
 
 
 



37 
 

 
 

4.2 ผลการทดลองท่ี 1 (แหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก) ด้วยคลื่น
ไมโครเวฟ (Microwave pretreatment) ที่ระดับการให้พลังงาน (Energy intensity) และ
ระยะเวลาต่างๆ 

 การใช้คลื่นไมโครเวฟในการปรับสภาพขั้นต้นเพ่ือศึกษาผลการท าลายโครงสร้างพืช 
และผนังเซลล์ของวัสดุหมักกลุ่มที่มีโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสที่มีโครงสร้างแข็งแรง ซับซ้อน แสดงให้
เห็นถึงผลการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟนั้นสามารถท าลายผนังเซลล์ crystalline และลด
ระดับความแข็งแรงของเซลลูโลสลงได้ ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพเคมี และเพ่ิมการ
ปลดปล่อยองค์ประกอบภายในโครงสร้างวัสดุหมัก ดังรูปที่ 4-1 ที่มีความสัมพันธ์ระหว่างค่าการใช้
พลังงานกับการท าลายโครงสร้างของพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กให้เป็น soluble organic ที่
ปลดปล่อยออกมาจากโครงสร้างเดิมในรูปของแข็ง องค์ประกอบที่หลุดออกมาอาจจะเป็น โปรตีน 
ไขมัน หรือน้ าตาลเป็นต้น ซึ่งจากการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ พบว่า solubilization yield ที่
ระดับ EI เท่ากับ 0 kJ/kgTS เป็นการชะของสารอินทรีย์ที่ผิวของพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กหลุด
ออกมาละลายในน้ า ซึ่งแหนมีปริมาณสารอินทรีย์ที่ละลายในน้ ามากกว่าวัสดุหมักชนิดอ่ืน และเมื่อ
เปรียบเทียบกับการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330W พบว่า solubilization yield เพ่ิมข้ึน
สูงสุดที่ EI เท่ากับ 13,200 kJ/gTS ของแหน ผักตบชวา สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก 
เท่ากับ 17%, 8%, 20% และ5% ตามล าดับ การเพ่ิมขึ้นของ solubilization yield แสดงถึงโมเลกุล
ของน้ าในพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กดูดกลื่นคลื่นไมโครเวฟก่อให้เกิดความร้อน และการสั่นอย่าง
รวดเร็ว สามารถท าลายโครงสร้างภายในเซลล์ และมีผลต่อการท าลายผนังเซลล์ได้  (Zhao et al., 
2017)  

 ส าหรับการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ solubilization yield ที่ก าลัง 330W 
ในช่วงระดับ EI เท่ากับ 6,600 – 99,00 kJ/kgTS พบว่าค่า solubilization yield ที่ระดับ EI เท่ากับ 
13,200 และ 52,800 kJ/kgTS ของ แหน, ผักตบชวา และสาหร่ายขนาดเล็ก มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของแหน 
ผักตบชวา และสาหร่ายหางกระรอกที่เป็นโครงสร้างลิกโนเซลลูโลสถูกท าลายหรือลดระดับความ
แข็งแรงลง เปลี่ยนเซลลูโลสเป็นน้ าตาลกลูโคส เฮมิเซลลูโลสเป็นน้ าตาล และลิกนินเป็นสารประกอบฟู
เฟอเรา (fuferal) ซึ่งสามารถละลายน้ าได้ ส่วนสาหร่ายขนาดเล็กมีโครงสร้างหลักเป็นโปรตีน และ
ไขมัน ถูกเปลี่ยนเป็นกรดอะมิโน และกรดไขมัน องค์ประกอบภายในเซลล์มีการปลดปล่อยเพ่ิมขึ้น
ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถเข้าถึงองค์ประกอบภายในของวัสดุหมักช่วยเพ่ิมการย่อยสลายทางชีวภาพ
ก่อให้เกิดผลดีในการผลิตก๊าซชีวภาพ แต่เมื่อเพ่ิมระดับการใช้พลังงานในการปรับสภาพมากขึ้นเกิน
กว่า 33,000 kJ/kgTS แนวโน้มของ solubilization yield กลับลดลงทุกวัสดุหมักไปในทิศทาง
เดียวกัน ซึ่งไม่สอดคล้องกับรายงานของ (Passos et al., 2013b) ที่แสดงถึง solubilization มี
แนวโน้มเพ่ิมขึ้นตามระดับพลังงานที่มากขึ้นจากการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ สาเหตุการลดลง
เนื่องมาจากการสูญเสียน้ าที่ระเหยไประหว่างการปรับสภาพมากขึ้นตามระยะเวลาที่นานเกินไปจน
เกิดความร้อนสะสมท าให้ soluble organic ถูกท าลายหรือถูกเปลี่ยนรูปเป็นสารอนินทรีย์ (Lee et 
al., 2014) ในขณะที่ระดับ EI มากกว่า 52,800 kJ/kgTS ค่า solubilization yield เริ่มมีแนวโน้ม
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คงที่ จึงคัดเลือกผักตบชวา และสาหร่ายขนาดเล็ก ที่มี solubilization yield ต่ าที่สุดมาปรับสภาพที่
ก าลัง 1,100W ด้วยระยะเวลาที่สั้นลงเพ่ือเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด้วยก าลัง  330 W พบว่า 
solubilization yield ที่ก าลัง 1,100 W มีประสิทธิภาพการปรับสภาพของผักตบชวา และสาหร่าย
ขนาดเล็กเพ่ิมขึ้น เท่ากับ 4% และ 3% ตามล าดับที่ระดับพลังงานเท่ากัน คือ 13,200 kJ/kgTS ซึ่งมี
ประสิทธิภาพต่ ากว่าที่ก าลัง 330W และมีแนวโน้มการเปลี่ยนแปลง solubilization yield ตามระดับ
การการใช้พลังงานเพ่ิมขึ้นเช่นเดียวกับที่ก าลัง 330W ชี้ให้เห็นถึงการปรับสภาพด้วยก าลังสูงที่ระดับ
พลังงานเท่ากันไม่ส่งผลที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน ดังนั้นการทดลองจึงเลือกใช้การทดสอบที่ก าลัง 
330W อย่างเดียว 

 จากการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ก าลัง 330W ของวัสดุหมักทุกชนิดได้
คัดเลือกสภาวะที่มี solubilization yield ดีที่สุด, ปานกลาง และต่ า เพ่ือวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลง
องค์ประกอบเส้นใย ได้แก่ เซลลูโลส, ลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส ของพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กท่ีคง
เหลืออยู่ในรูปของแข็ง ดังตารางที่ 4-3 โดยผลการทดลองแสดงถึงปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส 
และลิกนินที่เปลี่ยนแปลงไปเมื่อเปรียบเทียบกับการปรับไม่ปรับสภาพขั้นต้น (0 kJ/gTS) ผลที่ได้แสดง
ว่าการปรับสภาพด้วยวิธีการใช้คลื่นไมโครเวฟสามารถท าลายโครงสร้าง lignocellulose ได้
โดยเฉพาะจะท าลายเฮมิเซลลูโลส และลิกนินมีการเปลี่ยนแปลงที่ลดลง แต่เซลลูโลสที่เพ่ิมขึ้นจะอยู่
ในช่วงค่า EI หนึ่งๆ เท่านั้น ในขณะที่สาหร่ายขนาดเล็กนั้นจากผลการวิเคราะห์ไม่พบปริมาณเฮมิ
เซลลูโลส และลิกนิก เนื่องจากโครงสร้างผนังเซลล์ของสาหร่ายขนาดเล็กมีผนังเซลล์ 2 ชั้น ผนังเซลล์
ชั้นนอกเป็นเพคติน และผนังชั้นในเป็นเซลลูโลส ซึ่งเซลลูโลสเป็นส่วนประกอบที่ผนังเซลล์น้อยมาก
ส่วนใหญ่เป็นเพคติน และมีองค์ประกอบของสารคล้ายเฮมิเซลลูโลส แต่จะไม่มีลิกนิน (Sambusiti et 
al., 2015)  

 การปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟ  EI เท่ากับ 13,200 kJ/gTS พบว่าปริมาณ
เซลลูโลสของแหนเพ่ิมขึ้น 7% และปริมาณเฮมิเซลลูโลสลดลง 2% และลิกนิกลดลง 8% บ่งชี้ถึงคลื่น
ไมโครเวฟสามารถเข้าไปท าลายโครงสร้างที่แข็งแรงของ crystalline ได้ เมื่อเปรียบเทียบกับแหนที่ไม่
ผ่านการปรับสภาพขั้นต้น ส าหรับปริมาณลิกนินที่เพ่ิมขึ้นของสาหร่ายหางกระรอก สอดคล้องจาก
รายงานของ Soontornchaiboon and Pawongrat (2012) ศึกษาการปรับสภาพด้วยคลื่ น
ไมโครเวฟพบว่าปริมาณลิกนินเพ่ิมขึ้นเนื่องจากเซลลูโลสมีปริมาณลดลงจากการถูกท าลายด้วยความ
ร้อนที่เกิดขึ้นหลังการปรับสภาพที่เวลานานเกินไป แต่ในสาหร่ายหางกระรอกกลับพบว่าลิกนิกเพ่ิมข้ึน
ตามระยะเวลาการปรับสภาพซึ่ งไม่ได้ เป็นผลมาจากการลดลงของเซลลูโลส อาจเนื่องจาก
องค์ประกอบที่มี โครงสร้างคล้ายลิกนิน หรือ ลิกนิน เทียม (pseudo-lignin) ที่ เกิดจากการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเซลลูโลส เป็นน้ าตาลเพนโทส (pentose) และเฮมิเซลลูโลสเป็นน้ าตาล
เฮกโซส (hexose ) แล้วเกิดการจัดเรียงโครงสร้างใหม่กลายเป็นโครงสร้างของลิกนินเทียม 
(Vivekanand et al., 2013)  

 ซึ่งเมื่อประเมินประสิทธิภาพการท าลายโครงสร้าง lignocellulose พิจารณา
โครงสร้างวัสดุหมักที่เป็นส่วนของแข็งจาก holocellulose (เซลลูโลส+เฮมิเซลลูโลส) พบว่า หลังการ
ปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ ผักตบชวามีปริมาณ  holocellulose สูงสุด เท่ากับ 80.6% 
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ในขณะที่แหน เท่ากับ 47.7% และสาหร่ายหางกระรอก มีปริมาณ holocellulose เท่ากับ 40.2% 
ซึ่งการวิเคราะห์องค์ประกอบเส้นใยจะวิเคราะห์ในรูปของแข็งที่เป็น เซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และ
ลิกนิน ซึ่งพืชน้ ายังคงมีองค์ประกอบของโครงสร้างที่เป็นสารอินทรีย์อ่ืนๆ เช่น โปรตีน ไขมัน และ
คาร์โบไฮเดรต ดังตารางที่ 4-1 เมื่อผ่านการปรับสภาพขั้นต้นแล้วเกิดการละลายไปอยู่ในรูปของเหลว 
ท าให้ค่าที่ได้การวิเคราะห์รวมของพืชน้ าไม่ครบ 100%  และบางส่วนอาจถูกท าลายด้วยความร้อน
สะสมจากคลื่นไมโครเวฟได้ จะเห็นได้ว่าทุกสภาวะการทดลองการใช้คลื่นไมโครเวฟสามารถท าลาย
โครงสร้าง ligocellulose ได้ ขึ้นอยู่กับระยะเวลาที่ใช้ท าปฎิกิริยาของวัสดุหมักแต่ละชนิด และ
สอดคล้องกับ solubilization yield  ที่ เป็นผลการปรับสภาพขั้นต้นในส่วนของเหลว ซึ่งพบว่า
ผักตบชวามี solubilization yield ต่ า เนื่องจากโครงสร้างหลักของผักตบชวาเป็นเซลลูโลส และเฮมิ
เซลลูโลสที่ยังคงอยู่ในรูปของแข็ง และการปลดปล่อยองค์ประกอบที่สามารถอยู่ในรูปสารละลายต่ า 
ตรงข้ามกับแหนที่โครงสร้างถูกท าลายอยู่ในรูปของสารละลายมากกว่าส่วนของแข็ง  
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รูปที่ 4-1 Solubilization yield ของวัสดุหมักหลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ  
ก) 330 W ข) 1,100 W  
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ตารางที่ 4-3  การวิเคราะห์เส้นใยวัสดุหมักหลังปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ก าลัง 330 W  

Time (min) 
EI 

(kJ/kgTS) 
Lignin  
(%) 

Cellulose  
(%) 

Hemicellulose  
(%) 

Holocellulose 
(%) 

แหน 0 23.4 16.0 24.0 40.0 
2 13,200 15.4 23.1 22.0 45.1 
4 26,400 11.7 24.5 23.2 47.7 
8 52,800 24.4 12.3 20.7 33.0 

ผักตบชวา 0 7.3 43.4 31.8 75.2 
2 13,200 5.0 42.4 32.9 75.3 
4 26,400 8.6 41.5 31.5 73.0 
8 52,800 6.2 46.6 34.0 80.6 

สาหร่ายหางกระรอก 0 9.4 27.3 19.8 47.1 
2 13,200 10.7 30.7 14.1 44.8 
4 26,400 14.6 30.8 13.2 44.0 
8 52,800 16.1 28.2 12.0 40.2 

 

4.3 ผลการทดลองที่ 2 การศึกษากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจน (Specific hydrogen 
production potential; SHP) และศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมัก (Biochemical 
hydrogen potential; BHP)  

 4.3.1 ผลการศึกษากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์
หลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อน (Heat shock) แบบ fast และ slow heat 

 การปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์มีวัตถุประสงค์เพ่ือปรับปรุงประสิทธิภาพการ
ผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการย่อยสลายแบบไร้อากาศ โดยการลดหรือยับยั้งการท างานของ
จุลินทรีย์กลุ่มใช้ไฮโดรเจนส่งผลให้สามารถผลิตไฮโดรเจนได้มีประสิทธิภาพเพ่ิมขึ้น (Bundhoo et al
., 2015) การปรับสภาพด้วยความร้อน หรือ heat shock เป็นวิธีพ้ืนฐานที่ใช้กันอย่างมากในการปรับ
สภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์กลุ่ม mixed microflora เพ่ือให้มีจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจนกลุ่มสร้างสปอร์คงอยู่
ในหัวเชื้อเริ่มต้นที่ใช้ในการศึกษาไฮโดรเจน และยับยั้งจุลินทรีย์กลุ่มใช้ไฮโดรเจนที่ท าให้ไฮโดรเจน
ลดลง จากผลการทดลองศึกษาความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์หลังปรับสภาพ
ด้วยความร้อน 2 แบบ ใช้กลูโคส และแป้ง เป็นสารตั้งต้น ท าการหมักที่อุณหภูมิ 35˚C และ 55˚C  
โดยก าหนดค่า pH เริ่มต้น 5.5 พบว่า จากผลการทดลองที่ 168 h ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการ
ปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนแบบ fast และ slow สามารถเพ่ิมประสิทธิผล
ไฮโดรเจนได้เมื่อเปรียบเทียบกับการไม่ปรับภาพขั้นต้น (No heat) ดังรูปที่ 4-2 และ 4-3 จากผลการ
ทดลองหมักกลูโคสที่ 35˚C ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์แบบ fast heat ไม่แสดงถึงการเปลี่ยนแปลงเมื่อ
เทียบกับ no heat แต่ slow heat ประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้น 20% ในขณะที่การหมัก
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กลูโคสที่ 55˚C fast และ slow heat สามารถเพ่ิมประสิทธิผลไฮโดรเจนได้สูงกว่า 35˚C เท่ากับ 40 
และ 26% เมื่อเปรียบเทียบกับการปรับสภาพด้วยความร้อนกับงานวิจัยอ่ืนพบว่ามีการเพ่ิมขึ้นน้อย
กว่ารายงานของ Yin et al. (2014) หมักกลูโคสด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ปรับสภาพด้วยความร้อนที่ 
100°C เป็นเวลา 15 นาที สามารถเพ่ิมประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนได้ 99.8% และรายงานของ Liu 
et al. (2009) หมักกลูโคสด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ปรับสภาพด้วยความร้อนที่ 100°C เป็นเวลา 30 นาที 
สามารถเพ่ิมประสิทธิผลการผลิตไฮโดรเจนได้ 105% โดยที่หัวเชื้อจุลินทรีย์ แบบ fast และ slow ที่ 
35˚C จากการหมักกลูโคสมีปริมาณ hydrogen yield สูงกว่าการหมักที่ อุณหภูมิ 55˚C มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังรูปที่ 4-2 เนื่องจากการย่อยสลายกลูโคสไม่ต้อง
พ่ึงพาปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส จุลินทรีย์หลังผ่านการปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อนสามารถท างานได้ใน
สภาวะอุณหภูมิ 35˚C ซึ่งเหมาะสมมากกว่าที ่55˚C  

 ผลการทดลอง hydrogen yield จากแป้งที่อุณหภูมิ 35˚C พบว่าประสิทธิผลการ
ผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อ fast และ slow heat เพ่ิมขึ้น 283 และ 266% เมื่อเทียบกับ no heat 
เนื่องจากการหมักแป้งที่อุณหภูมิ 35˚C ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ no heat ไม่สามารถส่งเสริมการผลิต
ไฮโดรเจนได้เนื่องจากอุณหภูมิของการหมักไม่สามารถยับยั้งการท างานของจุลินทรีย์ผลิตมีเทนได้
ปริมาณไฮโดรเจนจึงเกิดขึ้นน้อย สอดคล้องกับรายงานของ O-Thong et al. (2009) ที่พบว่าการใช้
เพียงอุณหภูมิ 60˚C pH 5.5 มีการเกิดมีเทนขึ้นท าให้ปริมาณไฮโดรเจนต่ า เปรียบเทียบกับการหมัก
แป้งที่อุณหภูมิ 55˚C การปรับสภาพขั้นต้นแบบ fast และ slow heat ถึงแม้จะมีปริมาณ hydrogen 
yield ใกล้เคียงกับ no heat เนื่องจากอุณหภูมิการหมักท่ีสูง ส่งผลยับยั้งการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์
ผลิตมีเทนได้ แต่ยังคงมีมีเทนเกิดขึ้นตลอดระยะเวลาการทดลอง ดังตารางภาคผนวก ก-11 แต่
อย่างไรก็ตามการหมักแป้งที่อุณหภูมิ 55˚C ท าให้ผลการผลิต hydrogen yield สูงกว่า 35˚C อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) เพราะแป้งเป็นสารประกอบอินทรีย์ที่โครงสร้างแข็งแรง การย่อยสลาย
ในช่วงอุณหภูมิ 35˚C จึงเกิดปฎิกิริยาได้น้อยกว่าที่อุณหภูมิ 55˚C ถึงแม้การหมักท่ีอุณหภูมิสูงจะมีข้อ
ได้เปรียบในด้านอัตราการย่อยสลายที่สูงกว่าส่งผลให้สารอินทรีย์ถูกเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนมากกว่าที่ 
35˚C และหากมีปริมาณความเข้มข้นของสารอินทรีย์สูงมาก (organic loading) ท าให้เกิดความร้อน
เพ่ิมขึ้นจากการย่อยสลายก่อให้เกิดการส่งเสริมการย่อยสลายเพ่ิมมากขึ้น แต่ถึงอย่างไรก็ตามการย่อย
สลายในช่วงอุณหภูมิ  Thermophilic ยังคงมีข้อด้อยในเรื่องความมี เสถียรภาพ (Yenigün & 
Demirel, 2013) การผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์หลังปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อนแบบ 
fast และ slow เมื่อพิจารณาถึงภาพรวมความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์เพ่ือ
คัดเลือกสภาวะที่ เหมาะสมพบว่า slow เป็นวิธีที่ท าให้จุลินทรีย์บางกลุ่มสามารรับรู้ถึงการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อมที่ถูกปรับสภาพด้วยความร้อน ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถปรับตัวด้วยการ
สร้างสปอร์เพ่ือป้องกันตัวเองจากสภาวะอุณหภูมิสูง แตกต่างจากแบบ fast ที่ให้ความร้อนแก่
จุลินทรีย์ทันที 100˚C จุลินทรีย์ไม่สามรถปรับตัวได้ทันทีในสภาวะอุณหภูมิสูงจึงไม่อาจสร้างสปอร์เพ่ือ
ป้องกันและอาจถูกท าลายด้วยความร้อนได้ (Cheong & Hansen, 2008)  

 จากการปรับสภาพขั้นต้นหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน เพื่อศึกษาความสามารถใน
การท างานของจุลินทรีย์ เพ่ือผลิตไฮโดรเจน โดยใช้กลู โคสเป็นตัวแทนของกระบวนการขั้น  
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acidogenesis ใน anaerobic digestion การปรับสภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์ แบบ slow จุลินทรีย์ยังคง
สามารถท างานได้ดีที่สภาวะอุณหภูมิ 35˚C ในขณะที่อุณหภูมิ 55˚C ก็ยังคงมีความเหมาะสมในการ
ผลิตไฮโดรเจนจากแป้งเช่นกัน ซึ่งแป้งเป็นสารอินทรีย์ที่ต้องการกระบวนการย่อยสลายและเป็น
ตัวแทนของกระบวนการขั้น hydrolysis ที่มีความใกล้เคียงกับวัสดุหมักที่จะใช้ในการศึกษาการ
ทดลองในขั้นถัดไป จึงได้คัดเลือกสภาวะการปรับสภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์แบบ  slow ท าการหมักที่
อุณหภูมิ 55˚C เพ่ือเป็นสภาวะเงื่อนไขที่จะใช้ท าการทดลองถัดไป  ส าหรับการย่อยสลายในช่วง
อุณหภูมิ 55˚C ถึงแม้มีอัตราการย่อยสลายดีอันเนื่องมาจากอัตราการเกิดปฏิกิริยาที่เร็วแสดงให้เห็น
ถึงประสิทธิภาพการผลิตที่สูงซึ่งได้เปรียบกว่า 35˚C (Mao et al., 2015)  
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รูปที่ 4-2 Hydrogen yield ของจากการหมักกลูโคสด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Fast, Slow และ No heat 
ก) 35˚C ข) 55˚C โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการทดลอง และเส้นทึบ คือ ค่าท านายจากสมการ 
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รูปที่ 4-3  Hydrogen yield ของจากการหมักแป้งด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Fast, Slow และ No heat 
ก) 35˚C ข) 55˚C โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการทดลอง และเส้นทึบ คือ ค่าท านายจากสมการ 
  



46 
 

 
 

 4.3.2 การศึกษาเปรียบเทียบศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนจาก แหน ผักตบชวา 
สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก หลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330W 

 การผลิตไฮโดรเจนจากพืชน้ า ได้แก่ แหน ผักตบชวา สาหร่ายหางกระรอก ที่ไม่ผ่าน
การปรับสภาพขั้นต้นเป็นระยะเวลา 168 h ได้ประสิทธิผลไฮโดรเจนเท่ากับ 5.6, 2.4 และ15.8 
mL/gTS จากผลการทดลองได้ประสิทธิผลไฮโดรเจนต่ ากว่า เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานของ O-
Thong et al. (2011) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากแป้งมันส าปะหลังด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์จากบ่อน้ าพุ
ร้อนได้ประสิทธิผลไฮโดรเจน เท่ากับ 124.9 mL H2/g starch ในขณะที่สาหร่ายขนาดเล็ก เท่ากับ 
15.3 mL/gTS เมื่อเปรียบเทียบกับผลไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กกับงานวิจัยอ่ืนพบว่าผลการ
ทดลองที่ได้สูงกว่ารายงานของ Sun et al. (2011) ผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กแบบไร้
อากาศได้ประสิทธิผลไฮโดรเจน เท่ากับ 7.13 mL/gVS  แต่ต่ ากว่ารายงานของ Yun et al. (2012) 
ผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กได้ประสิทธิผลไฮโดรเจน เท่ากับ 31.2 mL/gTS และ  

 เมื่อท าการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที่ค่า EI แตกต่างกันของ
วัสดุหมัก 4 ชนิด สามารถเพ่ิมศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของผักตบชวา สาหร่ายหางกระรอก และ
สาหร่ายขนาดเล็กเปรียบเทียบกับการไม่ปรับสภาพขั้นต้น เท่ากับ 26.7, 24.5 และ 69.6% แสดงถึง
คลื่นไมโครเวฟมีส่วนช่วยในการเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลายส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้น 
ในขณะที่แหนไม่เห็นความแตกต่างจากการปรับสภาพขั้นต้น เมื่อพิจารณาถึงสาหร่ายขนาดเล็กที่มี
ศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด เท่ากับ 26.0 mL/gTS จากการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟที่
ระดับ EI เท่ากับ 13,200 kJ/kgTS ส่วนสาหร่ายหางกระรอกได้ผลการผลิตไฮโดรเจนรองลงมา 
เท่ากับ 1.17 mL/gTS ที่ระดับ EI เท่ากับ 26,400 kJ/kgTS ดังตารางที่ 4-4 ส าหรับสาหร่ายขนาด
เล็กนั้นเมื่อปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟถึงแม้จะมี solubilization yield ต่ าที่สุด แต่กลับสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้สูงที่สุด เนื่องจากลักษณะของโครงสร้างที่เป็นโปรตีน และไม่มีลิกนิกที่เป็นข้อจ ากัด
ในการย่อยสลายแบบไร้อากาศ ส่งผลให้โครงสร้างของสาหร่ายขนาดเล็กสามารถเกิดการย่อยสลาย
เปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนได้มาก และสอดคล้องกับผลการประเมิน  CODth ที่พบว่าสาหร่ายขนาดเล็กมี
ปริมาณ CODth มากกว่าพืชน้ าทั้ง 3 ชนิด เมื่อเปรียบเทียบกับ แหน ที่มี solubilization yield สูง 
แต่การน ามาหมักผลิตไฮโดรเจนกลับพบว่ามีปริมาณไฮโดรเจนต่ า อาจเพราะโครงสร้างของแหนยังคง
มีลิกนินท าให้ยากต่อกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพด้วยจุลินทรีย์ถึงแม้จะมีปริมาณเซลลูโลสที่
เกิดขึ้นหลังการปรับสภาพขั้นต้นคลื่นไมโครเวฟแต่โครงสร้างที่อยู่ในรูปของแข็งไม่สามารถย่อยสลาย
ได้ทั้งหมดจึงยังคงเหลืออยู่ซึ่งไม่สามารถถูกเปลี่ยนไปเป็นไฮโดรเจนได้ แต่ส าหรับองค์ประกอบที่อยู่ใน
รูปของเหลวที่มาก ส่งผลให้จุลินทรีย์สามารถย่อยสลายและผลิตเป็นไฮโดรเจนได้ต่ า เนื่องจากถูก
เปลี่ยนไปผลิตเป็นกรดอินทรีย์มากแทนการเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจน ดังรูปที่ 4-5 เมื่อเทียบกับสาหร่าย
ขนาดเล็กแล้วถึงแม้จะได้รับผลจากคลื่นไมโครเวฟน้อย จุลินทรีย์ก็ยังคงสามารถย่อยสลายได้ดีจาก
โครงสร้างที่ไม่มีลิกนิน และเฮมิเซลลูโลส เมื่อพิจารณาจากการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุหมักทุกชนิด 
จากผลของการใช้พลังงานในการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟจากแหน , ผักตบชวา, สาหร่ายขนาด
เล็กชี้ให้เห็นถึงการผลิตไฮโดรเจนไม่ได้เพ่ิมขึ้นตามค่าการใช้พลังงานที่มากขึ้น ดังรูปที่ 4-4 เมื่อระดับ
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ตั้งแต่ 26,400 kJ/gTS พบว่าปริมาณไฮโดรเจนนั้นลดลง แสดงถึงความเหมาะสมของการปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ จะได้ผลดีที่ช่วงค่า EI หนึ่งๆเท่านั้น 

 เมื่อพิจารณาถึงปริมาณกรดไขมันระเหยง่ายสะสมตลอดการทดลอง 168 h การ
ผลิตไฮโดรเจนแบบไร้อากาศจะเกิดกรดอะซิติก และกรดบิวทิริก ดังสมการที่ (2) และ (3) จากผลการ
ทดลองพบว่า ปริมาณกรดอะซิติกเป็นกรดไขมันระเหยง่ายที่เกิดขึ้นมากกว่ากรดบิวทิริก ดังรูปที่ 4-5 
จากผลการผลิตไฮโดรเจนพบว่า ผักตบชวามีปริมาณกรดอะซิติกสูงสุด รองลงมาได้แก่ แหน สาหร่าย
หางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็กมีปริมาณกรดอะซิติกน้อยที่สุด เนื่องจากผักตบชวามีโครงสร้างที่
ประกอบด้วยเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลสมาก เมื่อเกิดย่อยสลายกลายเป็นน้ าตาล hexose กลุ่ม
จุลินทรีย์ homoacetogenes สามารถเปลี่ยนน้ าตาล hexose ไปเป็นกรดอะซิติก และเฮมิเซลลูโลส
ยังสามารถถูกเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติกได้เช่นกัน (Hawkes et al., 2007; Kim et al., 2006) ดัง
สมการ  

C6H12O6    4H2 + 2CO2 +2CH3COOH 

ตรงข้ามกับสาหร่ายขนาดเล็กที่ไม่มีเฮมิเซลลูโลส จึงถูกเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติกได้น้อยกว่าส่งผลให้ได้
ประสิทธิดีกว่าผักตบชวา และแหน  นอกจากนี้  homoacetogenes ยังส่งผลให้ เกิดการผลิต
ไฮโดรเจนได้น้อยโดยการเปลี่ยน H2 และ CO2 เพ่ือผลิตเป็นกรดอะซิติก ดังสมการ 

2H2 + 2CO2    CH3COOH + 2H2O 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่มีกรดอะซิติกสะสมปริมาณมากไม่สามารถบ่งบอกถึงประสิทธิผล
ไฮโดรเจนที่สูงได้เสมอไป (Guo et al., 2014) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ  Pendyala et al. 
(2012) และ Oh at al. (2003) พบว่าการปรับสภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนไม่สามารถยับยั้ง
กลุ่มจุลินทรีย์ homoacetogenes ที่อยู่ในสภาวะสร้างสปอร์ได้อย่างสมบูรณ์ จึงท าให้ไฮโดรเจนที่
เกิดข้ึนถูกกลุ่มจุลินทรีย์ homoacetogenes เปลี่ยนไปเป็นกรดอะซิติก  

 จากผลการทดลองศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนจากพืชน้ า และสาหร่ายขนาด
เล็ก ได้น าข้อมูลไปวิเคราะห์ด้วยสมการ Gompertz ดังสมการ 3-4 เพ่ือประเมินค่าจากการทดลอง 
และค่าพารามิเตอร์ที่ได้จากสมการ ดังตางราง 4-4 พบว่าข้อมูลจากการทดลองมีความใกล้เคียงกับ
ค่าที่ได้จากการท านายด้วยสมการที่มีค่า R2 อยู่ในช่วง 0.87 - 0.99 ซึ่งสามารถยอมรับผลการท านาย
ของสมการที่มีค่าใกล้เคียงผลจากการทดลอง 
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รูปที่  4-4 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมชั่วโมงที่  168 ของวัสดุหมักหลังปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่น
ไมโครเวฟ 330 W ที่ EI ต่างๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 4-5 สัดส่วน Acetic ต่อ Butyric สะสมชั่วโมงท่ี 168 จากการผลิต H2 ของวัสดุหมักหลังปรับ
สภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที่ EI ต่างๆ 
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ตารางที ่4-4 ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน, อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด และระยะเวลา Lag phase 
จากการผลิต H2 ของวัสดุหมักด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ระยะเวลา 168 h  

สภาวะการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55˚C, pH 5.5 
 
 
 
 
 
 
 

Microwave time 
(min) 

EI 
(kJ/kgTS) 

H 
(mL) 

Rm 
( mL/h) 

 
(h) 

R2 
H2 yield 
(mL/gTS) 

แหน 
0 0 5.7 0.0 0 0.93 5.6a 
2 13,200 4.6 0.1 1.0 0.98 5.6a 
4 26,400 4.0 0.0 0 0.87 4.5a 
8 52,800 3.9 0.0 0 0.9 4.4a 

ผักตบชวา 
0 0 1.7 1.0 1.0 0.71 2.4a 
2 13,200 1.9 1.0 1.0 0.49 3.1b 
4 26,400 2.2 0.5 1.4 0.94 2.7a,b 

8 52,800 1.7 1.0 1.0 0.63 2.5a 
สาหร่ายหางกระรอก 

0 0 11.0 0.8 11.2 0.90 15.8a 
2 13,200 15.7 0.4 0 0.93 18.7a,b 
4 26,400 17.1 0.3 2.0 0.97 19.6b 
8 52,800 15.4 0.4 2.4 0.99 18.3a,b 

สาหร่ายขนาดเล็ก 
0 0 13.1 0.2 5.7 0.97 15.3a 
2 13,200 22.7 0.4 12 0.99 26.0b 
4 26,400 20.3 0.2 4.7 0.99 21.9b 
8 52,800 19.1 0.2 0.1 0.99 21.7b 
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4.4 ผลการทดลองท่ี 3 ศึกษาผลของการเติมออกซิเจน (Micro oxygenation) ต่อศักยภาพการ

ผลิตไฮโดรเจน 

 การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็กที่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่น
ไม โค ร เวฟ  330 W ท าการหมั กที่ อุณ หภู มิ  55˚C ด้ วยการ เติ มออกซิ เจน  0, 10 และ15 
mLO2/mLinoculum การทดลองเป็นระยะเวลา 168 h ดังรูป 4-6 พบว่าชุดการทดลอง 10, 15 
mLO2/mLinoculum สามารถด าเนินการผลิตไฮโดรเจนจนสิ้นสุดการทดลอง ในขณะชุดการทดลองที่ไม่
เติมออกซิเจน (0 mLO2/mLinoculum) สามารถด าเนินการผลิตไฮโดรเจนได้เพียง 72 h หลังจากนั้นจะ
ถูกเปลี่ยนเป็นกระบวนการผลิตมีเทนแทนแสดงให้เห็นถึงการเติมออกซิเจนในปริมาณเล็กน้อย
สามารถยับยั้งการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ผลิตมีเทนได้ เมื่อเปรียบเทียบผลไฮโดรเจนจากชุดการ
ทดลองเติมออกซิเจน 10  และ 15 mLO2/mLinoculum ได้ประสิทธิผลไฮโดรเจน เท่ากับ 2.3 และ 2.0 
mLO2/mLinoculum เมื่อเปรียบเทียบ hydrogen yield ด้วยวิธีการเติมออกซิเจน และการใช้หัว
เชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพด้วยความร้อน การเติมออกซิเจนเกิดการผลิตไฮโดรเจนดีกว่าการ
ปรับสภาพขั้นหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยความร้อน ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Zhu and Béland 
(2006), O-Thong et al. (2009) ที่พบว่าได้ประสิทธิผลไฮโดรเจนจากการปรับสภาพด้วยความร้อน
ต่ ากว่าการปรับสภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยวิธีอ่ืน เนื่องจากเกิดผลยับยั้งกลุ่มจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจนที่
ไม่มีสปอร์ท าให้กระบวนการผลิตไฮโดรเจนหลักเกิดความไม่เสถียร  
 การทดลองไม่เติมออกซิเจน เมื่อสามารถด าเนินทดลองจนถึง 72 h พบว่าการผลิต
ไฮโดรเจนมีปริมาณมากกว่าการเติมออกซิเจน เนื่องจากเงื่อนไขการทดลองที่ใช้ ความเข้มข้นของ
สารอินทรีย์สูงต่อหัวเชื้อจุลินทรีย์ ประกอบกับการหมักที่อุณหภูมิ 55˚C ซึ่งเป็นปัจจัยที่ไม่เหมาะสม
ต่อการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ผลิตมีเทน จึงไม่รบกวนการหมักสาหร่ายขนาดเล็กที่ยังคงด าเนิน
ปฏิกิริยาหลักเป็นขั้น hydrolysis และ acidogenesis จึงเกิดไฮโดรเจนได้ดี หลังจาก 72 h กลุ่ม
จุลินทรีย์ผลิตมีเทนสามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมได้จึงสามารถใช้ก๊าซไฮโดรเจนเพ่ือ
ด าเนินการหมักเปลี่ยนเป็นการผลิตก๊าซมีเทนแทน  
 ชุดการทดลองเติมออกซิ เจน 10 และ 15 mLO2/mLinoculum พบว่า การเติม
ออกซิเจนเข้าไปโดยตรงนั้นท าให้หัวเชื้อจุลินทรีย์ที่มาจากแหล่งผลิตในสภาวะไร้อากาศต้องเจอกับ
สภาวะแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง ประกอบกับออกซิเจนสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการย่อยสลาย ท าให้
กลุ่มจุลินทรีย์ต้องปรับตัวให้ทนต่อสภาวะแวดล้อมที่รุนแรง จนอาจท าให้จุลินทรีย์ที่ไม่สามารถสร้าง
สปอร์ถูกท าลาย แต่กลุ่มที่สามารถสปอร์ยังคงทนอยู่ในสภาวะรุนแรงได้ จึงส่งผลให้การท างานของ
จุลินทรีย์ในการผลิตไฮโดรเจนช่วงเริ่มต้นเกิดความไม่เสถียร จึงเห็นผลของการเติมออกซิเจนเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนได้ไม่ชัดเจน อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาจาก lag phase พบว่า การ
เติมออกซิเจนสามารถท าให้ lag phase สั้นลง ดังตารางที่ 4-5 และการเติมออกซิเจนก็สามารถยับยั้ง
กลุ่มจุลินทรีย์ methanogens สังเกตได้จากการทดลองที่สามารถด าเนินการผลิตไฮโดรเจนจนสิ้นสุด
การทดลองที่ 168 h ซึ่งการเติมออกซิเจนนั้นท าให้ปฏิกิริยา hydrolytic และ acidogenic ไม่ได้รับ
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ผลกระทบในเชิงบวกหรือทางลบ แต่ในขณะที่ปฏิกิริยา methanogenic ได้รับผลกระทบท าให้ไม่
สามารถเกิดมีเทน (Pedizzi et al., 2016)   
 
  

 
 
รูปที่ 4-6 ประสิทธิผลไฮโดรเจนของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้นเท่ากับ 0, 
10 และ 15 mLO2/mLinoculum ก) ปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330W ข) ไม่ผ่านการปรับ
สภาพขั้นต้น โดยสัญลักษณ์ คือ ค่าจากการทดลอง และเส้นทึบ คือ ค่าท านายจากสมการ 
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ตารางที่ 4-5 ศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน, อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด และระยะเวลา Lag phase  
จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่เติมออกซิเจน ที่ระยะเวลา 72 ชั่วโมง 

สภาวะการทดลอง คือ อุณหภูมิ 55˚C, ไม่ปรับ pH,   
   

 ค่า pH เริ่มต้นจากการผลิตไฮโดรเจนด้วยวิธี micro oxygenation เท่ากับ 8.2 ท า
การทดลองหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่เติมออกซิเจนในปริมาณ 0, 10 และ 15 
mLO2/mLinoculum พบว่า เมื่อด าเนินการทดลองไปเป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ค่า pH ลดลงทุกชุดการ
ทดลอง ดังรูปที่ 4-7 เนื่องจากโครงสร้างสาหร่ายขนาดเล็กถูกย่อยสลายอย่างรวดเร็วจากผลของการ
เติมออกซิเจน ส่งผลให้จุลินทรีย์กลุ่มไฮโดรไลซิส และกลุ่มสร้างกรดท างานได้รวดเร็ว ก่อให้เกิดการ
สะสมของกรดอินทรีย์ เพ่ิมขึ้นจึงมีความเป็นกรดมากขึ้น ค่า pH จึงลดต่ าลง หลังจากนั้นค่า pH 
เปลี่ยนแปลงโดยลดลงเล็กน้อยจนกระทั่งเมื่อสิ้นสุดการทดลองค่า pH อยู่ที่ประมาณ 7.1 ซึ่งไม่
แตกต่างกันของแต่ละชุดการทดลอง ในขณะที่ค่า ORP จากการทดลองที่เติมออกซิเจน 0, 10 และ 
15 mLO2/mLinoculum ตอนเริ่มต้นมีค่าอยู่ในช่วง -180 ถึง -200 mV ดังรูปที่ 4-8 เมื่อด าเนินการ
หมักพบว่าชุดการทดลองเติมออกซิเจน 0 และ 10 mLO2/mLinoculum มีค่า ORP ที่เป็นลบมากขึ้น
อย่างรวดเร็วภายใน 48 ชั่วโมงเมื่อเปรียบเทียบกับเติมออกซิเจน 15 mLO2/mLinoculum ที่ค่า ORP 
จะเป็นลบค่อนข้างช้า เนื่องจากในสภาวะไร้อากาศปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเป็นแบบรีดักชั่นซึ่งค่า ORP จะมี
ค่าเป็นลบ เป็นปัจจัยหนึ่งที่สามารถบ่งชี้ว่าปฏิกิริยาการย่อยสลายสารอินทรีย์ด าเนินอย่างต่อเนื่อง 
หลังจาก 72 ชั่วโมง ค่า ORP ของชุดเติมออซิเจน 10 และ mLO2/mLinoculum จะเริ่มคงที่อยู่ในช่วง -
350 ถึง -400 mV จนสิ้นสุดการทดลอง แต่ชุดไม่เติมออกซิเจนค่า ORP ยังคงเป็นลบเพ่ิมขึ้นมากกว่า
ชุดเติมออกซิเจนอย่างต่อเนื่องแบบช้าๆจนกระทั่งสิ้นสุดการทดลองที่ค่า ORP ประมาณ -450 mV 
 

Parameter 
O2 dose (mLO2/mLinoculum) 

0  10 15 
Microwave Raw Microwave Raw Microwave Raw 

H (mL) 36.6 35.1 20.6 12.08 21.6 15.0 
Rm (mL/h) 1.3 1.1 0.3 0.2 0.4 0.5 
λ (h) 5.0 6.8 3.1 8.0 2.1 7.0 
R2  0.99 0.99 0.94 0.98 0.90 0.99 
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รูปที่ 4-7 ค่า pH จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
ก) 0 ข) 10 และ ค) 15 mLO2/mLinoculum 
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รูปที่ 4-8 ค่า ORP จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยการเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้น
เท่ากับ ก) 0 ข) 10 และ ค) 15 mLO2/mLinoculum 



55 
 

 
 

บทที่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุป 

 5.1.1 ศึกษาการปรับสภาพขั้นต้นของวัสดุหมัก (แหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหาง
กระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก) ด้วยคลื่นไมโครเวฟ (Microwave pretreatment) ที่ระดับการ
ให้พลังงาน (Energy intensity) และระยะเวลาต่างๆ 

 ผลการทดลองพบว่า ในทุกๆ การท าปฏิกิริยาด้วยคลื่นไมโครเวฟที่ให้พลังงาน  EI 
ต่างๆ คลื่นไมโครเวฟสามารถท าลายโครงสร้าง Lignocellulose ให้กลายเป็นสารอินทรีย์ละลายอยู่
ในรูปของเหลว SCOD และการปรับสภาพขั้นต้นแหน, ผักตบชวา และสาหร่ายขนาดเล็ก พบว่าที่
ระดับการใช้พลังงานเท่ากับ 13,200 kJ/gTS มีประสิทธิผลการย่อยสลายดีที่สุด ในขณะที่สาหร่าย
หางกระรอก เท่ากับ 26,400 kJ/gTS แต่เมื่อเพ่ิมระดับการใช้พลังงานมากขึ้นประสิทธิผลการย่อย
สลายกลับลดลงและคงที่ เนื่องจากคลื่นไมโครเวฟสามารถท าลายโครงสร้างพืชน้ า และสาหร่ายขนาด
เล็กได้เพียงแค่ช่วงค่า EI ช่วงหนึ่งเท่านั้น 

 5.1.2 ศึกษากิจกรรมการท างานการผลิตไฮโดรเจนของหัวเชื้อจุลินทรีย์หลังการ
ปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อน (Heat shock) แบบ fast และ slow heat 

 จากการทดลองพบว่า การปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อนโดยให้ความร้อนปาน
กลางก่อนแล้วค่อยเพ่ิมความร้อนสูง (slow heat) สามารถส่งเสริมให้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผลิตไฮโดรเจน
ได้ดีกว่าการใช้ความร้อนสูงทันที  (fast heat) ซึ่งทั้ ง  slow และ fast heat ต่างก็สามารถผลิต
ไฮโดรเจนได้โดยไม่มี มีเทนเกิดขึ้น ส าหรับการปรับสภาพหัวเชื้อจุลินทรีย์ด้วยความร้อนแบบ slow 
heat ที่อุณหภูมิ 35˚C มีความเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนจากกลูโคส และที่อุณหภูมิ 55˚C 
เหมาะสมกับการผลิตไฮโดรเจนจากแป้ง 
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 5.1.3 ศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนจาก แหน , ผักตบชวา, สาหร่ายหาง
กระรอก และสาหร่ายขนาดเล็กหลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330W และการเติม
ออกซิเจนปริมาณเล็กน้อย (Micro oxygenation) ต่อศักยภาพการผลิตไฮโดรเจน 

 ผลการทดลองพบว่า สาหร่ายขนาดเล็กมีศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 
26.0 mL/gTS ที่ระดับการใช้พลังงานเท่ากับ 13,200 kJ/gTS และการเติมออกซิเจนแบบ micro 

oxygenation ให้ผลกระทบเชิงบวกต่อประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายขนาดเล็ก ซึ่ง
สามารถเพ่ิมประสิทธิผลไฮโดรเจนมากขึ้น 47% และ 28% เมื่อเติมออกซิเจนที่ความเข้มข้นเท่ากับ 
10 และ 15 mLO2/mLinoculum เปรียบเทียบกับวิธีการผลิตไฮโดรเจนด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์แบบ slow 
heat ร่วมกรด เมื่อสิ้นสุดระยะเวลาการหมักแบบ micro oxygenation ค่า pH และ ORP จะลดลง
เนื่องจากกระบวนการหมักเกิดปฏิกิริยาแบบไร้อากาศ  
  

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 

 5.2.1 วัสดุหมักพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กมีอัตราส่วน C/N ค่อนข้างต่ าก่อให้เกิด

ความไม่เสถียรในการผลิตก๊าซชีวภาพแบบไร้อากาศ จึงควรเพ่ิมอัตราส่วน C/N ด้วยวิธีการหมักร่วม

(Co-digestion) ส าหรับการปรับสภาพขั้นต้นพืชน้ า และสาหร่ายขนาดเล็กที่มีลักษณะเป็นของแข็ง

ด้วยคลื่นไมโครเวฟเพียงอย่างเดียวได้ประสิทธิผลค่อนข้างต่ า เนื่องจากโครงสร้างของพืชน้ าและ

สาหร่ายขนาดเล็กถูกท าลายได้น้อย จึงควรเพ่ิมวิธีการปรับสภาพด้วยคลื่นไมโครเวฟร่วมกับกรด หรือ

ด่าง เพ่ือให้โครงสร้างของพืชน้ าและสาหร่ายขนาดเล็กถูกท าลายได้มากขึ้นเพ่ิมการปลดปล่อย

องค์ประกอบภายในเซลล์ส่งผลให้ผลิตไฮโดรเจนได้ดียิ่งขึ้น รวมถึงการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลที่

เกิดขึ้นจากการถูกท าลายของเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส และองค์ประกอบของผลพลอยได้ (by-

product) ที่อาจเกิดข้ึนหลังการปรับสภาพขั้นต้นซึ่งอาจเกิดเป็นสารยับยั้งได้ 

  

 5.2.2 การเลือกใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์จากโรงงานน้ ายางข้นเพียงแหล่งเดียว อาจได้กลุ่ม

เชื้อที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากวัสดุหมักท่ีเป็นของแข็ง เช่น พืชน้ า และสาหร่ายขนาด

เล็กได้น้อย จึงควรเพิ่มการใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์จากแหล่งอ่ืน หรือใช้หัวเชื้อจุลินทรีย์ผสมหลายแหล่ง มา

ทดลองเปรียบเทียบกันเพ่ือประโยชน์ในการผลิตไฮโดรเจนให้มีประสิทธิภาพเพ่ิมสูงขึ้น 
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 5.2.3 การศึกษาผลการเติมออกซิเจนในการผลิตไฮโดรเจน ควรศึกษาเปรียบเทียบ

ระหว่างมีและไม่มีการควบคุม pH เพ่ือน าผลที่ได้มาเปรียบเทียบกับผลการทดลองผลิตไฮโดรเจนด้วย

หัวเชื้อจุลินทรีย์แบบ  slow heat ที่มีการควบคุม pH ท าให้ทราบถึงปัจจัยที่มีผลต่อการผลิต

ไฮโดรเจนได้ดียิ่งขึ้น 
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลดิบจากการทดลอง 

ตารางภาคผนวก ก-1 ค่า SCOD ของแหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก
หลังการปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W และ 1,100 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 

EI 
(kJ/kgTS) 

samples แหนa ผักตบชวาa 
สาหร่ายหาง
กระรอกa 

สาหร่าย
ขนาดเล็กa 

ผักตบชวาb 
สาหร่าย

ขนาดเล็กb 

0 1 11,075.7 7,385.8 6,313.1 7,177.9 7,385.8 7,245.4 
 2 10,667.7 7,443.5 6,481.1 7,265.9 7,443.5 7,256.5 
 3 10,523.7 7231.9 6,385.1 7,341.9 7,231.9 7,261.0 
 Average 10,755.7 7,353.7 6,393.1 7,261.9 7,353.7 7,254.3 
 SD 233.8 89.3 68.8 67.0 89.3 6.6 
6,600 1 12,552.8 7,314.6 7,985.1 8,937.9 7,353.2 8,993.2 
 2 13,488.8 7,206.9 8,113.1 8,921.9 7,317.2 9,021.3 
 3 13,488.8 7,272.3 7,857.1 8,877.9 7,353.2 9,241.2 
 Average 13,176.8 7,264.6 7,985.1 8,912.5 7,341.2 9,085.2 
 SD 441.2 44.3 104.5 25.4 17.0 110.9 
13,200 1 14,370.8 9,265.2 8,985.1 9,341.9 8,133.2 8,721.7 
 2 14,442.8 9,167.1 8,849.1 9,397.9 8,141.2 8,592.2 
 3 14,424.8 9,126.7 8,905.1 9,329.9 8,137.2 8,693.4 
 Average 14,412.8 9,186.3 8,913.1 9,356.5 8,137.2 8,669.1 
 SD 30.6 58.1 55.8 29.6 3.3 55.6 
26,400 1 13,704.8 9,115.2 9,830.4 9,354.4 7,285.2 8,432.0 
 2 14,076.8 9,144.0 9,606.4 9,074.4 7,261.2 8,210.1 
 3 13,962.8 9,121.0 9,838.4 9,306.4 7,405.2 8,165.4 
 Average 13,914.8 9,126.7 9,758.4 9,245.1 7,997.2 8,269.2 
 SD 155.6 12.5 107.5 122.3 63.0 116.6 
33,000 1 14,112.8 8,966.5 9,798.4 9,206.4 7,817.2 8,465.4 
 2 14,352.8 8,985.8 9,478.4 8,746.4 7,897.2 8,359.0 
 3 14,262.8 8,924.2 9,622.4 9,054.4 7,857.2 8,214.7 
 Average 14,242.8 8,958.8 9,633.1 9,002.4 7,857.2 8,346.4 
 SD 99.0 25.7 130.9 191.4 32.7 102.8 
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ตารางภาคผนวก ก-1 ค่า SCOD ของแหน, ผักตบชวา, สาหร่ายหางกระรอก และสาหร่ายขนาดเล็ก
หลังปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W และ 1,100 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS (ต่อ) 

EI 
(kJ/kgTS) 

samples แหนa ผักตบชวาa 
สาหร่ายหาง
กระรอกa 

สาหร่าย
ขนาดเล็กa 

ผักตบชวาb 
สาหร่าย

ขนาดเล็กb 

39,600 1 13,578.8 8,157.5 97,66.4 9,058.4 7,205.2 7,927.9 
 2 13,596.8 8,180.6 93,50.4 8,418.4 7,109.2 7,992.2 
 3 13,536.8 8,169.0 94,06.4 8,802.4 7,173.2 7,878.1 
 Average 13,570.8 8,169.0 95,07.7 8,759.7 7,162.5 7,932.7 
 SD 25.1 9.4 184.3 263.0 39.9 46.7 
52,800 1 12,516.8 7,978.7 9,006.4 8,703.5 7,221.2 7,489.3 
 2 12,396.8 8,082.5 8,598.4 8,387.5 7,253.2 7,534.2 
 3 12,408.8 8,030.6 8,766.4 8,617.5 7,225.2 7,551.2 
 Average 12,440.8 8,030.6 8,790.4 8,569.5 7,233.2 7,524.9 
 SD 54.0 42.4 167.4 133.4 14.2 26.1 
66,000 1 11,239.7 8,097.3 8,206.4 8,348.5 7,081.2 7,191.6 
 2 11,050.4 8,124.2 8,038.4 8,356.5 7,061.2 6,972.0 
 3 10,962.4 8,124.2 8,582.4 8,432.5 7,073.2 7,272.4 
 Average 11,084.2 8,115.3 8,394.4 8,379.2 7,071.9 7,145.3 
 SD 115.7 12.7 188.0 37.9 8.2 126.9 
99,000 1 10,578.4 7,570.4 8,262.4 7,901.9 6,589.2 6,762.8 
 2 10,514.4 7,689.6 8,350.4 7,673.9 6,617.2 6,861.8 
 3 10,482.4 7,501.2 8,758.4 7,649.9 6,601.2 6,836.9 
 Average 10,525.1 7,587.1 8,306.4 7,741.9 6,602.5 6,820.5 
 SD 39.9 77.8 44.0 113.6 11.5 42.1 

a = ปรับสภาพขั้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W, b = ปรับสภาพขั้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 1,100W 
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ตารางภาคผนวก ก-2 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 35°C ในการผลิต 
H2 ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Fast และ Slow heat 
 

Time 
(h) 

Control 
Fast heat Slow heat 

Biogas (mL) H2  
(%) 

Biogas (mL) H2  

(%) Blank 1 Blank 2 Blank 3 Blank 1 Blank 2 Blank 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 46 35 32.5 0.00 30 30.5 32.5 0.00 
24 2.5 4.5 5.5 0.9 2 5 4 0.8 
36 1 0.8 1.4 1.3 0.4 0.4 1.6 1.0 
48 0.2 0.8 0.2 1.3 0.2 0.8 0.2 1.0 
72 0.2 0.2 0.2 1.3 0 0 0 1.0 
96 0.6 0.2 0 1.3 0 1.2 0.8 1.0 
120 0 0 0 1.3 0 0 0 1.0 
144 0.8 0 0 1.3 1.2 0.6 0.6 1.0 
 
ตารางภาคผนวก ก-3 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 55°C ในการผลิต 
H2 ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Fast และ Slow heat 
 

Time 
(h) 

Control 
Fast heat Slow heat 

Biogas (mL) H2  
(%) 

Biogas (mL) H2  

(%) Blank 1 Blank 2 Blank 3 Blank 1 Blank 2 Blank 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 48 41 47.5 2.4 21 18.5 29 0.9 
24 6.2 9.6 7.4 2.8 0 9.8 6 1.4 
36 2 1.5 1 7.5 0 3.4 0.6 5.0 
48 1.2 3.4 0 9.2 0 0 0 0 
72 1 0 0.4 0 0 3 0 0 
96 1.5 1 0 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 0 0 0 0 
144 0 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางภาคผนวก ก-4 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 35°C ในการผลิต 
H2 ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้น (No heat) 
 

Time (h) 

Control 
No heat 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) Blank 1 Blank 2 Blank 3 

0 0 0 0 0 0 
12 34 35 35 0 2.9 
24 5.5 5.5 7 0 2.9 
36 0 0 1.5 0 2.9 
48 1 1 1.2 0 2.9 
72 1.8 2 1 9.1 3.1 
96 2.2 2 1 6.9 3.1 
120 2.5 1 1 0.6 10 
144 2 1 0.5 0.6 10 
 
ตารางภาคผนวก ก-5 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 55°C ในการผลิต 
H2 ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้น (No heat) 
 

Time (h) 

Control 
No heat 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) Blank 1 Blank 2 Blank 3 

0 0 0 0 0 0 
12 50 49 50 0.6 0 
24 10 10 7.5 3.4 0 
36 0 0 2.5 3.4 0 
48 2.8 3.6 1 3.4 2.9 
72 3.4 4.8 0 9.0 2.6 
96 0.2 0.6 0.2 5.7 2.6 
120 0 0 0 0 0 
144 0 0 0 0 0 
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ตารางภาคผนวก ก -6 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน  H2 จากการหมัก  Glucose ด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 35°C 
 

Time (h) 
Glucose 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Fast 1 Fast 2 Fast 3 Slow 1 Slow 2 Slow 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 88 108 113 12.4 119 154 130.5 21.4 
24 32.5 36 37 34.8 28.5 28.5 49 32.2 
36 10 19 19 34.5 19.5 18.5 19 36.7 
48 22 37.5 31 46.7 50 38.5 18 47.1 
72 41.5 113 105 56.9 115 101 85 59.0 
96 15.5 45.5 57.5 47.7 38.5 64 74.5 48.7 
120 4.5 30.5 26.5 50.6 33 46.5 62 50.4 
144 0.6 11 8.4 44.7 30 10.5 23 50.9 
 
ตารางภาคผนวก ก -7 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน  H2 จากการหมัก Glucose ด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C 
 

Time (h) 
Glucose 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Fast 1 Fast 2 Fast 3 Slow 1 Slow 2 Slow 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 

12 66.5 64.0 61 6.6 70.5 0 60 4.9 
24 19.5 19.0 15.0 16.1 19.5 1.5 13 10.6 
36 15.0 19.0 9.5 21.5 10 25.5 1.5 29.1 
48 16.5 20.5 23.5 40.3 20 27.0 0 35.4 
72 36.0 35.0 47.0 43.3 47.5 31.5 0 47.1 
96 25.5 2.5 30.5 42.9 10.5 18.0 4 44.3 
120 9.5 0 7 42.7 2 9.0 15 43.9 
144 10.0 0 1 49.9 0 10.5 9.5 50.8 
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ตารางภาคผนวก ก-8 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Starch ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ 
Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 35°C 
 

Time (h) 
Starch 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Fast 1 Fast 2 Fast 3 Slow 1 Slow 2 Slow 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 77 78.5 77 13.4 70.5 79 78 18.3 
24 19.5 20.5 20.5 25.0 17 19 20.5 24.7 
36 9.5 12.5 19 29.4 9 9.5 13 28.7 
48 6.5 7.5 12 31.7 6 5.5 5.5 27.8 
72 0 0 6.5 31.7 0 0 0 0 
96 0 0 0 0 0 0 0 0 
120 0 0 0 0 0 0 0 0 
144 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
ตารางภาคผนวก ก-9 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมัก Starch ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์
Fast และ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C 
 

Time (h) 
Starch 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

Fast 1 Fast 2 Fast 3 Slow 1 Slow 2 Slow 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 59 59 59 4.1 52.5 64.5 41.5 4.6 
24 18 8 27 16.5 49.5 22.5 59 24.0 
36 49 25.5 7.5 34.3 67.5 62 84.5 38.1 
48 43.5 27 9.5 43.9 24.5 29.5 41 36.1 
72 23 17.5 43 44.1 48.5 9.5 17.5 39.4 
96 10 7.5 33 48.1 26 1.5 4 39.7 
120 3.5 2.5 26.1 39.4 4.5 0 0 41.6 
144 1.8 0 20 52.6 2 0 0 39.8 
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ตารางภาคผนวก ก-10 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมัก Glucose ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้น (No heat)  
ที่อุณหภูมิ 35 และ 55°C 
 

Time (h) 

Glucose 
35°C 55°C 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) No heat 1 No heat 2 No heat 3 No heat 1 No heat 2 No heat 3 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 95.5 126.5 127 25.3 2.6 86 79.5 86 10.5 2.1 
24 53 86 71 38.2 2.6 67.5 44 23 22.5 2.1 
36 23 22 27 42.5 2.6 59.5 36 3.5 42.9 1.5 
48 70 42.2 44 57.6 1.2 69 61.5 4.5 56.6 1.3 
72 84 91 89.5 59.7 0.9 22 47 0.5 49.2 2.1 
96 15.5 20 22 50.8 1.4 6 29 8.6 47.1 2.1 
120 2.5 14 16 40.6 2.8 1.4 14 8 42.4 2.2 
144 2.5 14 16 40.6 2.8 1.2 13 8 42.4 2.8 
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ตารางภาคผนวก ก-11 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมัก Starch ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ไม่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้น (No heat)  
ที่อุณหภูมิ 35 และ 55°C 
 

Time (h) 

Starch 
35°C 55°C 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) 

Biogas (mL) H2  
(%) 

CH4 
 (%) No heat 1 No heat 2 No heat 3 No heat 1 No heat 2 No heat 3 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
12 62 63 65 7.6 4.9 78.5 74 59 9.7 1.6 
24 25.5 20.5 26 6.4 14.7 38.5 33 51 20.3 1.5 
36 5.5 10 10 7.9 18.7 32.5 31.5 36 39.4 1.5 
48 5 11 2 7.8 22.3 30.5 34.5 35.5 53.1 1.2 
72 5 10.5 3.5 7.3 24.9 22.5 21 20 53.4 1.2 
96 3.2 5 3.4 6.8 23.2 18 28 10.5 55.4 0.8 
120 3 1 2 3.2 23.2 12 15 8 54.8 0.8 
144 3 1 2 3.2 20.2 10 14 7.5 54.8 0.8 
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ตารางภาคผนวก ก-12 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 ของชุดควบคุมที่อุณหภูมิ 55°C ในการ
ผลิต H2 จากวัสดุหมัก 4 ชนิด ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat 
 

Control 

Time (h) 
Biogas (mL) 

H2 (%) 
Blank 1 Blank 2 Blank 3 

0 0 0 0 0 
12 44.5 44.5 44 0 
24 8 8 6 0 
36 0.8 2.2 1.4 1 
48 0.4 0.6 1.2 1 
72 0 1.0 1.0 2.6 
96 0 1.8 1.2 2.9 
120 0 0.6 0.4 2.9 
144 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 
 
ตารางภาคผนวก ก-13 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักแหนด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ 
Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 

Time (h) 
Biogas (mL) 

H2 (%) 
แหน 1 แหน 2 แหน 3 

0 0 0 0 0 
12 41.5 42 49.5 1 
24 9.6 8.4 8.4 0.4 
36 3.2 3.8 2.2 0.1 
48 1.4 2 2 0.1 
72 1.8 3.4 2.4 0.1 
96 1 1 3 0.1 
120 0 0.6 1.6 0 
144 0.2 1.1 0 0 
168 0.2 1.1 0 0 
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ตารางภาคผนวก ก-13 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักแหนด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ 
Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS (ต่อ) 
 

13,200 kJ/kgTS 
Time (h) Biogas (mL) H2 (%) 

แหน 1 แหน 2 แหน 3 
0 0 0 0 0 
12 33.5 49 49.5 3.2 
24 9.2 12.2 9.8 5.1 
36 4.0 5.4 4.8 7.2 
48 2.0 2.6 2.0 7.6 
72 0 0 2.8 7.6 
96 1.2 0 2.2 7.6 
120 0 0.6 3.2 7.6 
144 0 2 0.9 7.6 
168 0 2 0.9 7.6 

26,400  kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 50 50.5 50.0 4.6 
24 8.6 9.2 9 4.6 
36 3.0 1 3.4 4.9 
48 2.2 1.6 1.2 5.3 
72 4 4.8 1.4 5.9 
96 1 0 1.2 5.9 
120 1.2 2.4 2 7.9 
144 1.7 1.3 0 7.9 
168 1.7 1.3 0 7.9 

52,800 kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 49.5 49.0 49.5 2.6 
24 9.4 9 10.4 4 
36 2.8 5 5.4 5.1 
48 1.4 4.4 4.4 5.1 
72 0.8 2.6 1.8 5.1 
96 1.6 2.2 1.6 5.1 
120 1 0 0 5.2 
144 0 0.8 0. 5.2 
168 0 0.8 0 5.2 
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ตารางภาคผนวก ก -14 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน  H2 จากการหมักผักตบชวาด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 

Time (h) 
Biogas (mL) 

H2 (%) 
ผักตบชวา 1 ผักตบชวา 2 ผักตบชวา 3 

0 0 0 0 0 
12 44 45.5 44.5 2.2 
24 8.8 8.6 7.8 3 
36 1.4 2 2.0 3 
48 0.4 0.4 1.6 3 
72 2.0 1.4 1.8 3 
96 2.4 2.4 2.4 3.4 
120 0.2 0.6 0.4 3.4 
144 0 0 0 3.4 
168 0 0 0 3.4 

13,200  kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 47 46 48 2.2 
24 9 8.8 9 3.2 
36 1.8 0 1.6 3.2 
48 2 0.6 2.4 3.2 
72 3 0.4 2.4 3.2 
96 2 0 2.4 4.6 
120 1.8 0 1.2 5 
144 0 1.0 0 5 
168 0 1.0 0 5 
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ตารางภาคผนวก ก -14 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน  H2 จากการหมักผักตบชวาด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS (ต่อ) 
 

26,400 kJ/kgTS 

Time (h) Biogas (mL) H2 (%) 
ผักตบชวา 1 ผักตบชวา 2 ผักตบชวา 3 

0 0 0 0 0 
12 46 40.5 44 1.7 
24 10.4 7 10.8 3.7 
36 2.2 1.4 2.6 3.7 
48 0.2 1.2 0 3.7 
72 0 0.6 1.2 3.7 
96 0 0 2.0 3.7 
120 0 0 0.4 3.7 
144 0 0 0.8 3.7 
168 0 0 0.8 3.7 

52,800 kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 42 45.5 48 1.9 
24 8.6 8.4 9 3.4 
36 2.2 2 0.6 3.4 
48 0 0 1.2 3.4 
72 0 1.8 3.4 3.4 
96 2.2 2 1.8 3.4 
120 1.2 0 1.4 3.4 
144 0.7 0 0.5 3.4 
168 0.7 0 0.5 3.4 
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ตารางภาคผนวก ก-15 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายหางกระรอกด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 
Time 
(h) 

Biogas (mL) 
H2 (%) 

สาหร่ายหางกระรอก 1 สาหร่ายหางกระรอก 2 สาหร่ายหางกระรอก 3 
0 0 0 0 0 
12 41.5 38.0 52.0 3 
24 22.0 4.0 1.0 12.8 
36 2 1.4 0.3 12.8 
48 0.2 0.8 0.4 12.8 
72 1.2 0 0 12.8 
96 4.4 0 1.2 12.8 
120 8.4 1.2 2.3 13 
144 8.2 0.2 0 13 
168 4.2 0 0 13 

13,200  kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 63.5 59.5 64.0 9.1 
24 26.5 22 3 17.8 
36 7.6 12.5 5 18 
48 3.2 9.2 2.2 18.9 
72 6.6 2.6 5.2 21.6 
96 1.6 1.2 2.2 21.6 
120 0.6 0 0 0 
144 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 
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ตารางภาคผนวก ก-15 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายหางกระรอกด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS (ต่อ) 
 

26,400 kJ/kgTS 

Time  
(h) 

Biogas (mL) H2 
(%) สาหร่ายหางกระรอก  1 สาหร่ายหางกระรอก 2 สาหร่ายหางกระรอก 3 

0 0 0 0 0 
12 69.5 58.5 52.5 7.9 
24 24.5 19 18.5 15.7 
36 12.8 6.6 20.8 18.3 
48 6.4 2.6 12.4 20.2 
72 4.6 4.8 6.0 22.5 
96 2.4 0 1.6 22.5 
120 1.6 0 0 22.5 
144 0 0 0 0 
168 0 0 0 0 

52,800 kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 52 53 73 7.6 
24 15 19.5 16 14.3 
36 9.6 22.4 5.8 17.2 
48 7.2 10.0 6.6 20.3 
72 2.6 2 5 20.7 
96 0 0 4 20.7 
120 0 0 0 

 
0 

144 0 0 0 
 

0 
168 0 0 0 

 
0 
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ตารางภาคผนวก ก-16 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS 
 

0  kJ/kgTS 

Time (h) 
Biogas (mL) 

H2 (%) 
สาหร่ายขนาดเล็ก 1 สาหร่ายขนาดเล็ก 2 สาหร่ายขนาดเล็ก 3 

0 0 0 0 0 
12 39.5 41.5 50.5 0.5 
24 20.2 20.2 10.2 8.5 
36 10.8 8.6 6.2 11.8 
48 7.2 6.6 5.8 12.4 
72 6.0 5.2 4.2 15.3 
96 5.8 5.0 3.6 16.9 
120 3.8 2.6 2.4 17.8 
144 2.2 0 1.7 17.8 
168 2.2 0 1.7 17.8 

13,200  kJ/kgTS  
0 0 0 0 0 
12 48.0 53 45 3.1 
24 18.0 18.2 18.4 7.6 
36 5.0 11.8 12 13.4 
48 4.8 12.6 11.6 20.5 
72 5 12.4 14.4 26.4 
96 6 7.2 8 26.3 
120 3.4 5.2 0 26.4 
144 2.7 2.8 0 27.7 
168 2.7 2.8 0 27.7 
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ตารางภาคผนวก ก-16 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่ อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS (ต่อ) 
 

26,400 kJ/kgTS  
Time (h) Biogas (mL) H2 (%) 

สาหร่ายขนาดเล็ก 1 สาหร่ายขนาดเล็ก 2 สาหร่ายขนาดเล็ก 3 
0 0 0 0 0 
12 52 53.5 60.5 3.3 
24 16.4 16.4 12.4 7.3 
36 8.6 7.6 7.8 9.4 
48 7.2 1.2 6.4 15.6 
72 8.2 9.2 6.4 18.7 
96 7.2 5.6 4.2 21.7 
120 6 3.8 1.8 25.6 
144 3.5 0 0 27.2 
168 3.5 0 0 27.2 

52,800 kJ/kgTS 
0 0 0 0 0 
12 61 55 54.5 5.9 
24 15.4 14.8 15.6 7.8 
36 8.2 8 7.6 13.7 
48 5.2 6.8 3.4 17.6 
72 6.8 8.4 3 22.3 
96 4.2 7.2 0 22.3 
120 0 4.8 0 22.3 
144 0 3.2 0 28 
168 0 3.2 0 28 
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ตารางภาคผนวก ก-17 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กที่ความเข้มข้น O2 เท่ากับ 0, 10 และ 15 mLO2/mLinoculum 
 

O2 dose 0 mLO2/mLinoculum 

Time (h) 
Microwave pretreatment No pretreatment 

Biogas (mL) 
H2 (%) CH4 (%) 

Biogas (mL) 
H2 (%) CH4 (%) 

sample 1 sample 2 sample 3 sample 1 sample 2 sample 3 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 40 39.0 0 11.6 1.4 36 39 0 9.5 1.3 
48 30.5 33.5 0 14.7 1.4 26.5 30 0 14.1 1.3 
72 20 21 0 14.7 1.7 10.0 16 0 14.4 1.8 
96 15 17 0 0 12.4 0 0 0 0 0 
120 11 12 0 0 14.2 0 0 0 0 0 
144 10 10 0 0 14.2 9.5 7.4 0 0 11 
168 10 10 0 0 14.2 9.5 7.4 0 0 11 
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ตารางภาคผนวก ก-17 ปริมาณก๊าซชีวภาพและสัดส่วน H2 และ CH4 จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กที่ความเข้มข้น O2 เท่ากับ 0, 10 และ 15 mLO2/mLinoculum 
(ต่อ) 
 

O2 dose 10 mLO2/mLinoculum 

Time (h) 
Microwave pretreatment No pretreatment 

Biogas (mL) H2 (%) CH4 (%) Biogas (mL) H2 (%) CH4 (%) 
sample 1 sample 2 sample 3 sample 1 sample 2 sample 3 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 43 53.5 55 4.5 0.9 0 28.0 28.5 3.8 0.5 
48 19.5 21.5 35 5.8 1.1 2.5 12.0 17 4.5 0.7 
72 19.5 23 27 8.2 1.5 10.5 10.5 11.5 6.5 0.8 
96 46.5 46 46.2 8.2 1.8 15.0 7.5 7.5 9.4 0.9 
120 9.5 15.8 11.5 13.7 1.8 1.2 0.5 6.2 9.4 1.2 
144 9.5 15.8 11.5 13.6 1.8 1.2 0.5 6.2 9.4 1.2 
168 9.5 15.8 11.5 13.8 1.8 1.2 0.5 6.2 9.4 1.2 

O2 dose 15 mLO2/mLinoculum 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
24 51.5 59.5 0 6.2 0.7 39.5 33.5 0 0 0 
48 31.5 33.5 0 8.2 0.6 23.0 28.5 0 7.4 0.6 
72 18.5 25 0 10.1 0.6 16.0 12 0 7.4 0.8 
96 17.2 20.2 0 10.1 2.3 20.4 16 0 8.5 0.7 
120 14.8 16.8 0 11.4 2.3 10.5 14.4 0 8.6 1.1 
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144 7.0 6.1 0 13.0 2.3 3.5 5 0 8.6 1.1 
168 7.0 6.1 0 13.0 2.3 3.5 5 0 8.6 1.1 
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ตารางภาคผนวก ก-18 ปริมาณ CH4 สะสม (Cumulative CH4 production) จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กที่ระดับความเข้มข้น O2  เท่ากับ 0, 10 และ 15 
mLO2/mLinoculum 
 

Time (h) 

O2 dose 0 mLO2/mLinoculum 
CH4 production (mL) 

Microwave pretreatment  No pretreatment  
sample 1 sample 2 sample 3 sample 1 sample 2 sample 3 

0 0 0 0 0 0 0 
24 2.4 2.34 0 2.2 2.2 0 
48 2.8 2.7 0 2.4 2.5 0 
72 3.6 3.5 0 3.5 3.6 0 
96 23.4 23.2 0 19 17.2 0 
120 27.9 27.5 0 19 18.1 0 
144 29.1 28.7 0 19.9 19.8 0 
168 30.2 29.8 0 20.7 20.45 0 

O2 dose 10 mLO2/mLinoculum 
0 0 0 0 0 0 0 
24 1.5 1.5 1.5 0.8 0.8 0.8 
48 2.1 2.1 2.2 1.2 1.3 1.3 
72 2.9 3.1 3.2 1.4 1.5 1.5 
96 4.2 4.2 4.4 1.8 1.8 1.8 
120 4.3 4.5 4.6 2.2 2.2 2.3 
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144 4.4 4.7 4.8 2.3 2.2 2.4 
168 4.6 4.9 4.9 2.3 2.4 2.4 

O2 dose 15 mLO2/mLinoculum 
0 0 0 0 0 0 0 
24 1.2 1.2 0 0 0 0 
48 1.2 1.2 0 1.1 1.1 0 
72 1.2 1.2 0 1.5 1.6 0 
96 4.5 4.6 0 1.4 1.5 0 
120 4.7 4.8 0 2.3 2.3 0 
144 4.8 4.9 0 2.3 2.3 0 
168 5 5.1 0 2.4 2.4 0 
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ตารางภาคผนวก ก-19 ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของแหนด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 
และ 52,800 kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 
Time (h) Samples Acetic acid Propionic Acid Iso-Butyric Acid Butyric Acid Iso- Valeric Acid 

24 
1 115.4 59.7 69.5 33.1 81.3 
2 175.4 63.5 73.3 49.3 90.8 

48 
1 221.3 69.4 79.2 61.0 103.2 
2 169.5 63.6 75.2 47.0 92.4 

72 
1 241.8 71.9 82.3 63.6 109.0 
2 180.7 65.0 75.2 51.8 94.3 

120 
1 261.7 86.0 82.5 60.0 110.8 
2 243.6 65.5 75.2 50.9 94.1 

168 
1 291.4 91.4 78.6 53.8 105.2 
2 284.4 71.8 75.5 51.9 96.7 

13,200 kJ/kgTS 

24 
1 199.1 58.3 72.3 47.8 83.0 
2 227.6 59.7 73.8 42.7 84.3 

48 
1 303.8 66.3 82.8 67.2 97.3 
2 334.3 66.0 80.8 57.9 94.4 

72 
1 347.3 70.3 84.8 69.9 100.8 
2 363.6 68.9 82.3 60.4 98.0 



88 
 

 
 

120 
1 386.4 77.0 84.3 68.2 103.0 
2 406.3 74.4 82.3 58.2 100.3 

168 
1 410.3 79.8 82.6 64.3 102.7 
2 422.8 75.6 79.4 53.4 98.8 

26,400 kJ/kgTS 

24 
1 213.3 59.7 75.6 51.9 87.1 
2 244.0 61.8 78.1 47.2 89.7 

48 
1 321.0 66.8 81.1 61.8 94.5 
2 258.1 63.9 79.2 61.5 93.4 

72 
1 356.3 69.5 83.1 67.0 68.6 
2 280.3 68.4 79.7 62.6 94.9 

120 
1 392.3 76.8 82.8 64.3 100.7 
2 376.7 82.3 82.9 64.3 99.7 

168 
1 278.0 67.6 74.3 47.6 89.3 
2 361.4 84.0 78.8 55.0 93.8 

52,800 kJ/kgTS 

24 
1 165.8 60.9 76.3 41.8 89.0 
2 234.9 61.5 77.0 42.8 90.0 

48 
1 261.8 60.9 78.1 47.0 91.9 
2 265.1 62.5 80.7 50.0 95.1 

72 
1 274.5 62.4 78.8 49.4 93.5 
2 275.2 64.4 81.2 52.2 96.4 
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120 
1 312.0 66.7 78.9 49.4 96.0 
2 328.7 72.9 80.8 53.2 99.1 

168 
1 287.1 67.7 74.3 41.7 89.9 
2 324.7 74.8 75.7 44.6 93.3 

 
 
 
ตารางภาคผนวก ก-20 ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของผักตบชวาด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 
26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 
Time (h) Samples Acetic acid Propionic Acid Iso-Butyric Acid Butyric Acid Iso- Valeric Acid 

24 
1 135.5 59.8 74.4 41.1 83.4 
2 154.7 58.9 73.9 38.3 84.5 

48 
1 184.8 67.3 80.4 51.4 92.6 
2 218.8 66.4 81.3 50.7 94.5 

72 
1 205.3 70.2 80.7 51.8 93.2 
2 233.1 69.3 81.3 49.7 93.4 

120 
1 251.6 83.0 81.7 54.0 95.9 
2 245.0 80.3 82.3 48.5 95.4 

168 
1 249.5 69.6 72.4 37.8 82.2 
2 247.4 79.3 79.5 43.2 92.1 
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13,200 kJ/kgTS 

24 
1 139.6 0.0 71.1 33.3 79.4 
2 155.3 58.3 71.9 35.6 80.9 

48 
1 200.3 68.4 77.4 42.6 88.1 
2 219.9 70.9 78.9 45.8 90.3 

72 
1 203.1 73.3 77.8 43.3 89.3 
2 226.5 74.2 78.8 45.2 90.2 

120 
1 225.2 81.6 79.3 44.3 93.0 
2 258.5 79.8 80.8 48.1 94.2 

168 
1 222.3 75.9 75.0 38.5 87.0 
2 343.7 87.4 84.2 51.2 99.0 

26,400 kJ/kgTS 

24 
1 142.1 57.0 70.7 35.0 78.7 
2 137.7 57.0 70.2 32.7 78.9 

48 
1 215.0 64.5 77.9 45.8 88.6 
2 202.4 75.9 77.4 42.9 88.6 

72 
1 222.9 67.0 77.9 45.0 88.7 
2 226.1 79.4 78.5 44.2 90.0 

120 
1 259.6 72.9 80.0 47.6 93.4 
2 262.4 86.9 80.4 46.8 94.8 

168 
1 290.4 72.8 77.8 42.2 90.1 
2 270.7 83.0 77.1 40.4 90.2 
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52,800 kJ/kgTS 

24 
1 133.0 56.7 70.2 34.3 78.7 
2 159.5 59.3 73.1 36.9 81.6 

48 
1 183.7 63.0 76.3 43.9 87.9 
2 204.4 73.9 77.6 43.0 88.8 

72 
1 226.8 67.4 80.1 49.8 93.8 
2 251.5 79.0 80.5 47.0 93.5 

120 
1 232.4 71.1 79.8 48.1 94.0 
2 294.6 84.5 82.4 48.2 97.5 

168 
1 237.5 72.7 75.7 45.0 87.9 
2 289.4 79.7 77.9 41.8 90.0 

 
ตารางภาคผนวก ก-21 ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของสาหร่ายหางกระรอกด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 
13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 
Time (h) Samples Acetic acid Propionic Acid Iso-Butyric Acid Butyric Acid Iso- Valeric Acid 

24 
1 0 0 65.1 97.3 73.2 
2 93.9 0.0 67.3 109.9 74.9 

48 
1 106.5 72.8 73.5 158.9 84.5 
2 207.6 75.7 73.2 158.5 82.8 

72 1 94.0 69.9 72.2 140.9 82.3 
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2 195.6 74.7 73.6 146.6 85.4 

120 
1 168.6 65.1 72.9 109.8 87.4 
2 185.0 70.6 73.1 119.4 87.4 

168 
1 267.8 72.3 73.9 120.0 88.9 
2 244.7 72.4 73.3 118.2 88.7 

13,200 kJ/kgTS 

24 
1 175.6 0 0 43.0 71.2 
2 173.5 0 67.0 119.7 75.6 

48 
1 360.6 62.9 72.4 165.9 82.5 
2 489.3 62.5 69.6 93.2 81.2 

72 
1 390.4 67.2 71.1 151.0 82.4 
2 605.1 62.1 72.0 109.8 84.6 

120 
1 305.2 69.5 69.6 100.9 75.3 
2 388.0 58.4 65.6 75.7 77.4 

168 
1 484.8 71.8 68.2 136.7 83.0 
2 449.4 63.0 66.4 82.3 78.8 

26,400 kJ/kgTS 

24 
1 169.0 0 65.8 44.8 71.9 
2 229.0 0 68.2 114.3 77.3 

48 
1 422.8 61.6 71.3 73.2 78.0 
2 388.0 61.3 74.9 168.9 85.2 

72 1 335.3 60.1 69.0 62.3 75.5 
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2 551.1 66.3 77.3 199.0 88.8 

120 
1 345.2 65.5 68.2 59.1 76.6 
2 419.0 67.3 70.5 141.8 80.2 

168 
1 366.5 72.9 69.9 58.6 80.1 
2 500.8 68.3 73.3 160.1 84.9 

52,800 kJ/kgTS 

24 
1 153.4 0 65.9 86.9 72.8 
2 185.3 0 70.1 84.1 77.7 

48 
1 32.9 58.3 72.4 145.6 80.4 
2 374.2 70.1 71.6 100.8 81.2 

72 
1 450.3 66.1 75.4 183.0 85.3 
2 489.2 77.2 72.8 114.0 86.4 

120 
1 393.9 63.2 70.3 136.4 78.9 
2 397.0 69.3 68.7 83.8 81.3 

168 
1 431.6 69.3 72.2 148.8 83.8 
2 440.0 78.3 72.6 89.8 89.2 
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ตารางภาคผนวก ก-22 ค่า Specific VFA จากการผลิต H2 ของสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 
13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 
 

0 kJ/kgTS 
Time (h) Samples Acetic acid Propionic Acid Iso-Butyric Acid Butyric Acid Iso- Valeric Acid 

24 
1 113.1 82.4 71.0 193.9 87.2 
2 51.2 126.0 68.7 197.2 81.1 

48 
1 108.7 89.3 71.4 196.1 90.2 
2 91.3 119.9 72.6 181.6 85.1 

72 
1 246.8 96.2 83.8 281.6 111. 
2 190.9 157.34 76.4 245.2 97.9 

120 
1 295.8 94.8 91.3 289.5 127.7 
2 306.6 156.8 86.3 246.2 120.2 

168 
1 200.6 111.3 85.2 178.7 97.3 
2 267.5 127.8 79.1 194.8 107.9 

13,200 kJ/kgTS 

24 
1 190.4 141.6 78.0 161.5 96.8 
2 231.6 82.3 78.0 153.7 96.2 

48 
1 324.7 156.4 89.6 191.8 122.4 
2 354.2 127.5 89.7 164.6 118.1 

72 
1 421.5 17.6 104.7 237.6 146.1 
2 521.3 152.3 104.9 200.0 146.4 
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120 
1 506.5 191.6 123.3 270.3 182.7 
2 594.2 152.0 112.9 198.6 168.8 

168 
1 398.7 157.3 104.4 222.4 146.9 
2 488.3 142.9 115.4 222.8 168.2 

26,400 kJ/kgTS 

24 
1 117.0 74.9 72.9 182.5 87.6 
2 147.6 85.3 73.3 185.0 88.1 

48 
1 221.2 73.9 80.9 187.9 15.7 
2 246.5 88.9 81.32 192.3 106.6 

72 
1 355.6 83.8 93.8 230.2 129.3 
2 391.1 98.9 97.6 240.4 136.8 

120 
1 522.1 110.2 103.8 194.6 152.6 
2 529.3 98.4 101.1 202.7 148.7 

168 
1 567.3 132.2 112.7 200.6 172.5 
2 620.9 116.4 113.6 202.2 175.0 

52,800 kJ/kgTS 

24 
1 176.2 76.3 73.3 141.9 89.5 
2 185.3 78.8 75.9 153.8 96.6 

48 
1 305.6 64.3 83.4 149.7 109.6 
2 242.3 117.0 77.2 148.0 100.3 

72 
1 437.7 133.1 93.9 164.0 129.4 
2 352.9 133.9 85.4 165.8 117.3 
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120 
1 566.2 137.9 99.5 150.4 146.3 
2 431.4 139.3 91.2 149.5 130.9 

168 
1 707.8 149.7 133.0 172.2 189.6 
2 443.5 138.4 95.3 144.3 141.5 
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ภาคผนวก ข 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
ตารางที่ ข-1 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของแหนหลังปรับสภาพขั้นต้นด้วยคลื่น
ไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-2 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของผักตบชวาหลังปรับสภาพขั้นต้นด้วย
คลื่นไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
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ตารางที่ ข-3 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายหางกระรอกหลังปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-4 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายขนาดเล็กหลังปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 330 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
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ตารางที่ ข-5 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของผักตบชวาหลังปรับสภาพขั้นต้นด้วย
คลื่นไมโครเวฟ 1,1000 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-6 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Solubilization yield ของสาหร่ายขนาดเล็กหลังปรับสภาพ
ขั้นต้นด้วยคลื่นไมโครเวฟ 1,1000 W ที ่EI 0 - 99,000 kJ/kgTS 
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ตารางที่ ข-7 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมัก Glucose ที่อุณหภูมิ 35°C และ 
55°C ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อนแบบ Fast และ Slow 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-8 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมัก Glucose ที่อุณหภูมิ 35°C และ 
55°C ด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ที่ผ่านการปรับสภาพขั้นต้นด้วยความร้อนแบบ Fast และ Slow  
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ตารางที่ ข-9 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักแหนด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ Slow 
heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-10 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักผักตบชวาด้วยหัวเชื้อจุลินทรีย์ 
Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 kJ/kgTS 
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ตารางที่ ข-11 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักสาหร่ายหางกระรอกที่ด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางที่ ข-12 ผลการจัดกลุ่มค่าเฉลี่ย Hydrogen yield จากการหมักสาหร่ายขนาดเล็กด้วยหัว
เชื้อจุลินทรีย์ Slow heat ที่อุณหภูมิ 55°C ที่ระดับ EI เท่ากับ 0, 13,200; 26,400 และ 52,800 
kJ/kgTS 
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