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 การวจิยัครัง้นี้มวีตัถุประสงคค์อื 1) เพือ่ศกึษาความเป็นไปไดข้องการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจาก
น ้ าเสียของกระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร (น ้ าผลไม้ กะทิ แป้ง และเส้นหมี่)                
ด้วยการทดลองแบบกึ่งเท ภายใต้สภาวะที่ไร้แสง 2) เพื่อศกึษาสภาวะแวดลอ้มที่มเีหมาะสมต่อการผลติ            
ก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากน ้าเสยี (คา่ความเป็นกรด-ด่างเริม่ตน้ที ่4.5-7.0; สภาพอุณหภูมแิบบเมโซฟิลกิและ
เทอร์โมฟิลกิ) 3) เพื่อศกึษาชนิดและรูปทรงของวัสดุตวักลางสังเคราะห์ที่ส่งเสรมิประสทิธิภาพการผลติ               
ก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพจากน ้าเสยี และ 4) เพื่อศึกษาลกัษณะทางสณัฐานของจุลนิทรีย์ที่ตรึงเกาะบน               
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ในระบบที่ผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพได้สูงสุดจากน ้าเสยี ซึ่งผลการศึกษาพบว่า              
ก๊าซไฮโดรเจนสะสมสูงสุด (183.51 ml H2/l wastewater) สามารถผลติได้จากน ้าเสยีโรงงานเสน้หมี ่ปจัจยั
แวดลอ้มที่เหมาะสมต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพคอื ค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ต้นที่ 6.5 และสภาพ
อุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ (55 ± 1ºซ) และวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ารูปทรงลูกบอลในสดัส่วน
ปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะหต์่อน ้าเสยีที ่5% (V/V) ช่วยสง่เสรมิประสทิธภิาพการผลติก๊าซไฮโดรเจน
ทางชวีภาพจากน ้าเสยี และเมื่อด าเนินการทดลองโดยใช้น ้าเสยีโรงงานเสน้หมี่ในกระบวนการหมกัชวีภาพ
แบบกึง่เท โดยควบคมุใหอ้ยู่ภายใตป้จัจยัแวดลอ้มทีเ่หมาะสมข้างต้น ผลการทดลองพบเพิม่เตมิว่า การผลติ
ก๊าซไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเกิดขึ้นในการทดลองที่ใช้วัสดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ารูปทรงลูกบอล                
ในปรมิาตร 1,256.50 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE Ball) ซึ่งมปีรมิาตรสูงถงึ 2 เท่าของการผลติ              
ก๊าซไฮโดรเจนสะสมเมือ่เทยีบกบัการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมของตวัควบคุม (676.53 ml H2/l wastewater) 
สว่นลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจลุนิทรยีท์ีต่รงึเกาะบนวสัดุตวักลางสงัเคราะหด์งักลา่วดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์
อเิล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) พบจุลนิทรยี์มลีกัษณะรูปร่างเป็น               
ท่อนกลมเรยีวยาว  (Rod shape) และเกาะอยู่กนัเป็นกลุม่บนวสัดุตวักลางรูปทรงลูกบอล นอกจากนี้ค่าพเีอช
ในภาพรวมมแีนวโน้มลดลงจนเป็น 4.0  ค่าร้อยละของการก าจดัซีโอดีคอื 43.75 และตรวจพบการผลติ              
กรดอนิทรยีร์ะเหยงา่ยสว่นใหญ่เป็นกรดอะซติกิ (Acetic acid) และกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ตามล าดบั  
 

ค าหลกั : น ้าเสยีอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร; การทดลองแบบกึง่เท; การผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม;  
  วสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้ารูปทรงลกูบอล; ลกัษณะทางสณัฐานของจลุนิทรยี ์
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Abstract 
 
Project Code : MRG5480095 
 

Project Title : Efficiency enhancement of biological hydrogen production from 
            agro-food industrial wastewater by using synthetic media 

 

Investigator : Assistant Professor Dr.Jaruwan Wongthanate 
  Faculty of Environment and Resource Studies, Mahidol University 
 

E-mail Address : jaruwan.won@mahidol.ac.th 
 

Project Period : 15 June 2011 – 14 June 2013 

 

The objectives of this research were to 1) study the feasibility of biological hydrogen 
production form agro-food industrial wastewater (fruit juice, coconut milk, starch and noodle) by using 
a batch test in dark condition 2) study the optimum of environmental conditions (initial pH 4.5–7.0; 
mesophilic temperature and thermophilic temperature) 3) study the type and shape of synthetic 
media for efficiency enhancement of biological hydrogen production from wastewater and 4) study 
the morphology of biofilm on synthetic media in system for the highest biological hydrogen 
production from wastewater. The results of study revealed that the highest cumulative hydrogen 
production (183.51 ml H2/l wastewater) could be observed from noodle wastewater. The optimal 
environmentas factors on biological hydrogen production were an initial pH at 6.5 and thermophilic 
temperature at (55 ± 1ºC). Also, synthetic hydrophilic media of ball shape in the ratio of volume of 
synthetic media to wastewater at 5% (V/V) could be enhanced the efficiency of biological hydrogen 
production from wastewater. When the batch test of noodle wastewater was conducted in 
fermenative process under the further data of optimal environmental factors, the extra results showed 
that the highest biological hydrogen production applied by synthetic hydrophilic media of ball shape 
was about 1,256.50 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE Ball). It was a two-fold increase of cumulative 
hydrogen production in a control group (676.53 ml H2/l wastewater). In addition, morphology of 
microorgamism on the synthetic media (Biofilm) was observed by a scanning electron microscope. It 
found that microorgamism were the rod shape and gathered into group on the synthetic hydrophilic 
media of ball shape. Furthermore, the trend of pH profile was decrased until 4.0 and the percentage 
of COD removal was 43.75 as well as production of volative fatty acid was detected in the majority of 
acetic acid and butyric acid, respectively.  
 

Keywords: Agro-food industrial wastewater; batch test; cumulative hydrogen production;                        
synthetic hydrophilic media of ball shape; morphology of miroogramism. 
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เอกสารสรปุโครงการ (Executive summary)  

 
การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาความเป็นไปไดข้องการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของ 

กระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารด้วยกระบวนการหมกัทางชีวภาพ และศกึษา
สภาวะแวดล้อมที่เหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ต้น (Initial pH) 4.5 – 7.0 ภายใต้สภาพ
อุณหภูมแิบบมโีซฟิลกิ (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) และสภาพอุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ 
(Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) ต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีดงักล่าว รวมทัง้ตดิตาม
ตรวจสอบผลผลติที่เกดิขึน้ระหว่างกระบวนการหมกัทางชวีภาพของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (Volatile 
fatty acids, VFAs) โดยด าเนินการเกบ็ตวัอยา่งน ้าเสยีจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร 
ทีต่ ัง้อยูใ่นเขตปรมิณฑล 5 แห่ง (โรงงานผลติน ้าผลไม้จ านวน 2 แห่ง โรงงานแปรรูปมะพร้าว โรงงาน
ขนมทีท่ าจากแป้ง และโรงงานเส้นหมี่) และกากตะกอนของเสยีจากถงัหมกัไร้อากาศของระบบบ าบดั
ของเสยีแบบไรอ้ากาศ  ดว้ยวธิกีารเกบ็แบบจว้ง (Grab sampling) ซึง่น าไปใช้เป็นหวัเชื้อจุลนิทรยีข์อง
ระบบ และด าเนินการวเิคราะหค์ุณลกัษณะทางกายภาพและเคมทีีเ่กีย่วขอ้งของน ้าเสยีและกากตะกอน
ของเสยี (pH, BOD, COD, TKN TS, TSS, VS และ VSS) ก่อนใช้ในการทดลอง โดยด าเนินการ
ทดลองในขวดแก้วขนาดปรมิาตร 250 มล. ภายใต้กระบวนการหมกัแบบไร้ออกซเิจนและไม่มีแสง                           
ในอ่างน ้าที่สามารถควบคุมอุณหภูมิและการสัน่สะเทือน (Water bath shaker) ด้วยความเรว็ที่ 120                
รอบต่อนาท ี 

ผลการทดลองพบว่า น ้ าเสียจากกระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารของ              
ทุกโรงงานสามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนได ้ยกเวน้น ้าเสยีจากโรงงานน ้าผลไม ้2  โดยมภีาพรวมของการ
ผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) อยู่ในช่วง 68.62-183.51 ml H2/l 
wastewater และมกีารผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายจ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) 3.18 – 14.08 
mg/l กรดอะซติกิ (Acetic acid) 1.05-11.92 mg/l และกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid)  0.13 -5.76 
mg/l ในระบบ ซึ่งสามารถสรุปได้ว่า น ้าเสียโรงงานเส้นหมี่มศีกัยภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสม
สูงสุด และเมื่อน าน ้าเสียของโรงงานเส้นหมี่มาศึกษาหาสภาวะแวดล้อมที่มีเหมาะสมของค่าพเีอช
เริม่ต้น (Initial pH) 4.5 - 7.0 ภายใต้สภาพอุณหภูมแิบบมโีซฟิลกิและเทอร์โมฟิลกิต่อการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนพบว่า ค่าพีเอชเริ่มต้นที่ 6.5 ส่งเสริมให้สภาพอุณหภูมิทัง้สองแบบสามารถผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสมไดส้งูสุดประมาณ 307.97 ml H2/l wastewater (สภาพมโีซฟิลกิ) และ 552.29 ml H2/l 
wastewater (สภาพเทอรโ์มฟิลกิ) ซึ่งส่งเสรมิให้ปรมิาณการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสูงขึน้ 2-3 เท่า   
เมื่อควบคุมกระบวนการหมกัให้อยู่ภายใต้สภาพอุณหภูมทิี่สูงขึน้ นอกจากนี้ค่าร้อยละของการก าจดั            
ซโีอด ี(% COD removal)  ในระบบมภีาพรวมแนวโน้มเพิ่มสูงขึน้เลก็น้อยจาก 31.25 – 46.88               
เป็น 40.63 – 56.25 ซึ่งสอดคล้องกบัแนวโน้มของการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมที่เพิม่สูงขึน้ด้วย ดงันัน้
อาจกล่าวสรุปจากการทดลองเบือ้งตน้ไดว้า่ ปจัจยัสภาพแวดลอ้มทัง้ค่าพเีอชและอุณหภูมเิป็นปจัจยัส าคญั
และมอีทิธพิลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจน อยา่งไรกต็ามเพื่อส่งเสรมิให้เกดิการผลติก๊าซไฮโดรเจนทาง
ชวีภาพสงูขึน้จากน ้าเสยีของโรงงานเส้นหมี่ จงึศกึษาทดลองเพิม่เตมิในเรื่องของการใช้วสัดุตวักลาง
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สงัเคราะห์รูปทรงวงแหวนกลวงทัง้ชนิดที่ชอบน ้า (Hydrophilic media; HP media) และชนิดที่ไม่          
ชอบน ้า (Hydroprobic media; HB media) โดยใช้ในการทดลองวจิยัด้วยสดัส่วนของปรมิาตรของ          
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of media/Volume of waste waster; V/V) ที่ 0%, 2%, 
3%, 4%, 5% และ 6% และควบคุมใหอ้ยูใ่นสภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมซึ่งได้จากผลการทดลองขา้งต้น 
คอื ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5 และสภาพอุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ (55 + 1 oซ) พบว่า การผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเกดิขึน้ในการทดลองที่ใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์รูปทรงวงแหวนกลวงทัง้ชนิด            
ทีช่อบน ้าและไม่ชอบน ้าในสดัส่วน 5% (V/V)  เหมอืนกนั แต่การผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสงูสุดเกดิขึน้
ในการทดลองที่ใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้า (748.71 ml H2/l wastewater (5% V/V HP 
media)) ซึง่มปีรมิาตรสูงถึง 3 เท่าของการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมเมื่อเทยีบกบัการใช้วสัดุตวักลาง
สงัเคราะห์ชนิดที่ไม่ชอบน ้า (224.31 ml H2/l wastewater (5% V/V HB media)) และเมื่อศกึษา
เพิ่มเตมิถึงรูปทรงของการใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้าทัง้ 3 แบบ คือ รูปทรงลูกบอล 
รปูทรงวงแหวนกลวง และรปูทรงวงลอ้ ในสดัส่วน  5% (V/V) ของระบบทดลอง เพื่อส่งเสรมิการผลติ
ก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจากน ้ าเสียของโรงงานเส้นหมี่  โดยควบคุมให้อยู่ในสภาพแวดล้อม                   
ทีเ่หมาะสม  (ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5 และอุณหภูม ิ 55 + 1 oซ) พบว่า ค่าพเีอชในภาพรวมมแีนวโน้ม
ลดลงจากวนัแรกและค่าพเีอชวนัสุดท้ายของการทดลองอยู่ที่ 4.0  ส่วนค่าร้อยละของการก าจดัซโีอด ี
(% COD removal) ในระบบมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้ตามปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมอยู่ในช่วง 
34.38 – 43.75 และการผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายส่วนใหญ่ในระบบเป็นจ าพวกกรดอะซติกิ (Acetic 
acid) 10.05-45.50 mg/l และกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 8.70 – 35.50 mg/l ตามล าดบั 
ส่วนกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) พบในปรมิาณต ่าประมาณ 0.13 -1.50 mg/l ซึ่งผลการทดลอง
ครัง้นี้พบวา่ การผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสงูสุดเกดิขึน้ในการทดลองที่ใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิด             
ที่ชอบน ้ารูปทรงลูกบอลในปรมิาตร 1,256.50 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE Ball) ซึ่งมปีรมิาตร
สงูถงึ 2 เท่าของการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมเมื่อเทยีบกบัการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมของตวัควบคุม 
(676.53 ml H2/l wastewater) นอกจากนี้ เมื่อการทดลองสิน้สุดลงไดน้ าวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่
ชอบน ้าทัง้ 3 รูปทรงไปศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลินทรีย์ที่ตรึงเกาะบนวสัดุตวักลาง
สงัเคราะห์ดงักล่าวด้วยกล้องจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; 
SEM) พบจุลนิทรยีท์ี่มลีกัษณะรูปร่างเป็นท่อนกลมเรยีวยาว (Rod shape) (Basile et al., 2010; 
Singh et al., 2013) โดยมลีกัษณะการตรงึเกาะของจุลนิทรยีท์ีแ่ตกต่างกนัคอื จุลนิทรยีม์กีารตรงึเกาะ
บนผวิวสัดุตวักลางในลกัษณะเป็นกลุ่มบนวสัดุตวักลางรปูทรงลูกบอลและรูปทรงวงล้อ แต่พบการตรงึ
เกาะของจุลนิทรยีบ์นผวิของวสัดุตวักลางรปูทรงวงแหวนกลวงในลกัษณะเป็นโครงขา่ย 

จากผลการทดลองขา้งตน้สามารถสรุปไดว้า่ การส่งเสรมิประสทิธภิาพของการผลติก๊าซไฮโดรเจน
ทางชีวภาพจากน ้ าเสียอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารโดยการใช้วสัดุตัวกลางสังเคราะห์   
จ าเป็นต้องเลอืกใช้น ้าเสยีที่มคีุณลกัษณะทางกายภาพและเคมทีี่ศกัยภาพในการผลติก๊าซไฮโดรเจน
ชวีภาพ และเลอืกใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหท์ีม่ขีนาด รปูร่าง และชนิดทีเ่หมาะสม รวมทัง้ควบคุมปจัจยั
สภาพแวดลอ้มของระบบใหอ้ยูใ่นสภาวะทีเ่หมาะสมดว้ย 
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(ก) รปูร่างและขนาดของวงแหวนกลวง และ  
(ข) การตรงึของจุลนิทรยีบ์นผวิของวงแหวนกลวงทีก่ าลงัขยาย 5,000 เท่า ของสเกลบาร ์5 ไมโครเมตร 
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เน้ือหางานวิจยั 
 
ความส าคญัและท่ีมาของปัญหา 

ปจัจุบนัผลกระทบจากการใช้เชื้อเพลงิที่ได้จากฟอสซลิ เช่น น ้ามนัและถ่านหนิ เพิม่ทวคีวาม
รุนแรงขึ้น  เกิดการปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจก เช่น ก๊าซไนตรัสออกไซด์ (N2O) ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)ก๊าซมีเทน (CH4) และก๊าซเรือนกระจกอื่นๆ สู่ช ัน้บรรยากาศ ท าให้โลก            
ไม่สามารถรกัษาสมดุล สิง่ที่ตามมาคือการเปลี่ยนแปลงสภาพภูมิอากาศ (Climate change) และ 
สภาวะโลกร้อน (Global warming) ประกอบกบัการให้ความส าคญัเรื่องความมัน่คงทางด้านพลงังาน 
ดงันัน้การแก้ไขปญัหาทางด้านสิง่แวดล้อมและแหล่งพลงังานฟอสซิลที่ใกล้จะหมดลงนี้ (Das and 
Veziroğlu, 2001) จ าเป็นต้องพฒันาค้นหาเทคโนโลยใีนการผลิตพลงังานจากแหล่งใหม่ๆ ที่ไม่
ก่อให้เกดิมลพษิและเป็นมติรกบัสิง่แวดล้อม (Environmentally friendly energy production) เพื่อใช้
เป็นแหล่งพลงังานทดแทนหรอืพลงังานทางเลอืกอยา่งมปีระสทิธภิาพและยัง่ยนื ซึ่งประเทศไทยถือว่า
เป็นประเทศเกษตรกรรมและมกีารพฒันาผลผลติทางการเกษตรอยา่งต่อเนื่องเพื่อเพิม่ขดีความสามารถ
ในการแข่งขนัทางเศรษฐกิจในลกัษณะของภาคอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร (ส านักงาน
คณะกรรมการพฒันาการเศรษฐกจิและสงัคมแห่งชาต,ิ 2553) ดงันัน้หากสามารถน าของเสยีที่เกดิจาก
กระบวนการผลติของภาคอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร เช่น น ้าเสยีมาประยุกต์ใช้เป็นวตัถุดบิ           
ตัง้ต้นในการพฒันาผลติพลงังานสะอาดด้วยเทคโนโลยอีย่างง่ายและไม่ซบัซ้อน เช่น การผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนชวีภาพจากของเสยี และน ามาพฒันาเป็นพลงังานเซลล์เชื้อเพลงิ (Fuel cell) ในอนาคตได ้              
จงึถอืวา่เป็นเรื่องทีน่่าสนใจอยา่งยิง่ 

การผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากการน าของเสยีอนิทรยีท์ี่เหลอืทิ้งจากกระบวนการผลติของ
อุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร เช่น น ้ าเสียจากโรง งานแปรรูปอาหารต่างๆ (โรงงาน                        
แป้งมนัส าปะหลงั กะท ิและน ้าผลไม ้ฯลฯ) โดยเปลี่ยนแปลงให้เกดิการใช้ประโยชน์ในรูปแบบอื่นและ            
เพิ่มมูลค่าแทนการปล่อยทิ้งสู่สิง่แวดล้อม เช่น การน ามาผลิตก๊าซไฮโดรเจน (H2) ซึ่งมีคุณสมบตั ิ              
เป็นเชื้อเพลงิ หรือน ามาประยุกต์ใช้เป็นเซลล์เชื้อเพลิง (Fuel cell) ถือว่าเป็นพลงังานสะอาดและ               
เป็นมติรต่อสิง่แวดล้อม (Maddy et al., 2003) ช่วยลดการปล่อยไฮโดรคาร์บอนสู่สิง่แวดล้อมแทน             
การผลิตก๊าซชีวภาพ (Biogas) ของก๊าซมีเทน (CH4) โดยผ่านกระบวนการหมกั (Fermentation 
process) ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน (Anaerobic digestion 
process) และเป็นวธิทีีไ่ม่ยุง่ยาก 

ดงันัน้เพื่อให้การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้ าเสียของกระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตร
ประเภทอาหารด้วยกระบวนการหมกัทางชีวภาพแบบไร้ออกซิเจนและไม่มีแสงสามารถเกิดขึ้นได้             
อย่างมปีระสทิธภิาพ จ าเป็นต้องอาศยัความรู้ความเขา้ใจในเรื่องศกัยภาพของชนิดสารอาหารตัง้ต้น             
ที่น าเข้าสู่ระบบ ปจัจยัสภาพแวดล้อมต่างๆ ที่มผีลต่อกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพและ             
การประยุกต์ใช้วสัดุตวักลางสนับสนุนให้เกดิการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพในปรมิาตรที่เพิม่สูงขึ้น 
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รวมทัง้กลไกในเบือ้งตน้ของการเกดิปฏกิริยิาในการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากจุลนิทรยี ์ซึ่งจะเป็น
ขอ้มลูทีส่ามารถน าไปสู่การพฒันาออกแบบการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากน ้าเสยีของกระบวนการ
ผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารในระบบต่อเนื่อง (Continuous system) อย่างมปีระสทิธภิาพ
ต่อไป 
 
วตัถปุระสงคข์องโครงการ  

1. เพื่อศกึษาความเป็นไปไดข้องการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของกระบวนการผลติ 
อุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารดว้ยกระบวนการหมกัทางชวีภาพ 

2. เพื่อศกึษาสภาวะแวดลอ้มทีม่เีหมาะสมต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของกระบวน 
การผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารดว้ยกระบวนการหมกัทางชวีภาพ ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด-
ด่างเริม่ตน้ (Initial pH) และอุณหภมู ิ(Temperature) 

3. เพื่อศกึษาชนิดของวสัดุตวักลางทีส่่งเสรมิประสทิธภิาพการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยี 
ของกระบวนการผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารดว้ยกระบวนการหมกัทางชวีภาพ 

4. เพื่อตดิตามตรวจสอบผลผลติทีเ่กดิขึน้ระหวา่งกระบวนการหมกัทางชวีภาพ  
(Intermediate products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (Volatile fatty acids, VFAs) ของการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของกระบวนการผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารดว้ยกระบวนการหมกัทาง
ชวีภาพจากผลผลติทีเ่กดิขึน้ 

5. เพื่อศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของจุลนิทรยีท์ีย่ดึเกาะวสัดุตวักลางในระบบทีส่ามารถผลติ 
ก๊าซไฮโดรเจนได้สูงสุดจากน ้าเสียของกระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารด้วย
กระบวนการหมกัทางชวีภาพ 
 
ขอบเขตของการวิจยั 
 การศึกษาครัง้นี้ เป็นการศึกษาวิจ ัยเชิงทดลอง (Experimental research) ในห้องปฏิบัติการ
วิทยาศาสตร์ โดยการน าน ้ าเสียของกระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารและ                  
กากตะกอนของเสยีจากระบบบ าบดัของเสยี เขา้สู่กระบวนการหมกัแบบไร้อากาศและไม่มีแสงโดย
อาศยัจุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารอินทรีย์เพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพ  โดยมีขอบเขตการ
ศกึษาวจิยัครอบคลุมดงันี้คอื 

 1. ตวัอย่างน ้าเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารที่ตัง้อยู่ในเขตปรมิณฑล              
5 แห่ง (โรงงานผลติน ้าผลไม้จ านวน 2 แห่ง โรงงานแปรรูปมะพร้าว โรงงานขนมที่ท าจากแป้ง และ
โรงงานเสน้หมี่) และกากตะกอนของเสยีจากถงัหมกัไร้อากาศของระบบบ าบดัของเสยีแบบไร้อากาศ 
เทศบาลนครนนทบุร ีจงัหวดันนทบุร ี

2. ควบคุมสภาวะแวดล้อมของค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ต้น (Initial pH) 4.5 – 7.0 ภายใต้
สภาพอุณหภูมแิบบมโีซฟิลิก (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) และสภาพอุณหภูมิแบบ                  
เทอรโ์มฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) ในการทดลองวจิยั 
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 3. ส่งเสรมิการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากน ้าเสยีของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภท
อาหารโดยใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะห ์(Synthetic media) ทีม่รีปูทรงเป็นวงแหวนกลวง 2 ชนิดคอื วสัดุ
ตัวกลางสังเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ า (Hydrophilic media) และวัสดุตัวกลางสังเคราะห์ชนิด                    
ที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic media) ในสดัส่วนของปริมาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสีย 
(Volume of media/Volume of waste waster) ที ่0-6% 

4. ศกึษาลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลนิทรยี์ที่ยดึเกาะวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ในระบบ            
ทีส่ามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนไดส้งูจากน ้าเสยีดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด (Scanning 
electron microscope; SEM) 

5. ตดิตามตรวจสอบผลผลติที่เกดิขึน้ระหว่างกระบวนการหมกัทางชีวภาพของกรดอนิทรีย์
ระเหยง่าย (Volatile fatty acids, VFAs) ได้แก่ กรดแอซตีกิ (Acetic acid) กรดบวิทรีกิ (Butyric acid) 
และกรดโพรพินิค (Propionic acid) จากน ้าเสียของโรงงานอุตสาหกรรรมเกษตรประเภทอาหาร                 
ทีม่ศีกัยภาพ  

 
ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รบั (Expected results) 

1. ทราบถงึแนวโน้มของความเป็นไปไดแ้ละศกัยภาพการน าของเสยีอนิทรยีจ์ากภาค 
อุตสาหกรรมเกษตรมาประยกุตใ์ชใ้นการผลติก๊าซไฮโดรเจนซึง่เป็นพลงังานสะอาดต่อระบบนิเวศวทิยา 

2. ขอ้มลูปจัจยัสภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมในการเพิม่ประสทิธภิาพของกระบวนการหมกัทาง 
ชวีภาพต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนในระบบ 

3. ศกัยภาพการน าวสัดุตวักลางมาประยกุตใ์ชใ้นกระบวนการหมกัทางชวีภาพของการผลติ 
ก๊าซไฮโดรเจน 

4. ขอ้มลูพืน้ฐานสนนัสนุนการออกแบบเบือ้งตน้ของระบบการผลติก๊าซไฮโดรเจนแบบต่อเนื่อง 
(Continuous system) เพื่อพฒันาเทคโนโลยขีองการผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้อย่างต่อเนื่อง และมี
ประสทิธภิาพอยา่งย ัง่ยนื 
 
ทบทวนวรรณกรรมและผลงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง (Literature review)  
ปัญหาของแหล่งพลงังานและการพฒันาพลงังานท่ีสะอาด  

ปจัจุบนัเชือ้เพลงิทีใ่ชใ้นโลกประมาณ 80% มาจากซากดกึด าบรรพ์ แหล่งเชื้อเพลงิเหล่านี้ก าลงั
จะหมดไป ประสบปญัหาขาดแคลนพลงังาน น ้ามนั ก๊าซธรรมชาต ิและถ่านหนิ เป็นพลงังานหลกัที่ใช้
กนัอยูท่ ัว่ไป ซึง่มอียูอ่ยา่งจ ากดั  แต่การน าเอาพลงังานซากดกึด าบรรพม์าใชป้ระโยชน์ส่งผลกระทบต่อ
สิง่แวดลอ้ม เช่น มลพษิอากาศทีเ่กดิจากก๊าซเรอืนกระจกต่างๆ ได้แก่ COx, SOx, CxHx   ส่งผลให้เกดิ
สภาวะโลกรอ้น  เพื่อแกไ้ขปญัหาของแหล่งพลงังานเชือ้เพลงิทีใ่กลจ้ะหมดไป จงึจ าเป็นตอ้งหาพลงังาน
แหล่งใหม่ทีเ่ป็นแหล่งพลงังานทดแทน (Renewable source) และไม่ส่งผลกระทบต่อสิง่แวดล้อม (Das  
and Veziroğlu, 2001)  
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 พลงังานทีส่ะอาดจงึเป็นพลงังานทางเลอืกใหม่ที่ค านึงถึงผลกระทบต่อสิง่แวดล้อมและสามารถ
หมุนเวยีนกลบัมาใช้ใหม่ได้   เช่น  พลงังานลม พลงังานคลื่น พลงังานแสงอาทติย์ และพลงังาน
นิวเคลียร์  มาใช้ประโยชน์เพื่อเป็นแหล่งพลังงานทดแทน  (Department of Energy, 2006)                               
แต่พลงังานเหล่านี้ยงัมีข้อจ ากดัโดยเฉพาะการน าพลงังานเหล่านี้มาใช้ในประเทศไทย  พลงังาน
ไฮโดรเจนจงึถอืวา่เป็นพลงังานทางเลอืกประเภทหนึ่ง  ซึ่งเป็นพลงังานสะอาดและไม่ก่อให้เกดิมลพษิ
ต่อสิง่แวดลอ้ม  รวมทัง้ยงัสามารถหาแหล่งวตัถุดบิตัง้ต้นในการผลติก๊าซไฮโดรเจนได้ในประเทศไทย  
ดงันัน้พลงังานไฮโดรเจนจงึเป็นแหล่งพลงังานทีน่่าสนใจอยา่งยิง่ในอนาคต 

การใชพ้ลงังานไฮโดรเจนในอนาคตมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้   เนื่องจากก๊าซไฮโดรเจนเป็นก๊าซทีเ่บา 
ท าให้มีความปลอดภยัสูงเมื่อเทียบกบัก๊าซหุงต้มที่ใช้ในปจัจุบนั หรือก๊าซธรรมชาติที่บีบอดัแล้ว 
นอกจากนี้ก๊าซไฮโดรเจนสามารถน าไปใช้ได้โดยตรงในการเผาไหม้ และสามารถน าไปใช้กบัเซลล์
เชือ้เพลงิไดโ้ดยตรง  ท าใหไ้ดก้ระแสไฟฟ้าซึง่สามารถน าไปใช้ประโยชน์ด้านอื่นๆ ต่อไปได้  อกีทัง้ยงัไม่
ส่งผลกระทบต่อสิง่แวดลอ้มดว้ย     
 

พลงังานไฮโดรเจน   
ธาตุไฮโดรเจนถูกคน้พบเป็นครัง้แรกโดย  เฮนรี่  คาเวนดชิ  (Henry  Cavendish)  นักเคมชีาว

องักฤษเมื่อ พ.ศ. 2319 โดยความบงัเอญิ  เพราะคาเวนดชิทดลองเอาผงเหลก็ซึง่สมยัโบราณจดัว่าเป็น
ธาตุดนิใส่ลงไปในสารละลายที่เป็นกรดซึ่งเป็นธาตุน ้า  แล้วเกดิปฏกิริยิาได้ก๊าซซึ่งเป็นธาตุลมออกมา 
อนันี้เป็นธาตุทีจุ่ดไฟตดิไดใ้นบรรยากาศปกต ิ เมื่อก๊าซทีเ่กดิจากผงเหลก็ท าปฏกิริยิากบัสารละลายที่เป็น
กรดถูกเผาไหมใ้หค้วามรอ้นแลว้  สิง่ทีไ่ดต้ามมาเป็นของเหลวและเมื่อท าการพสิูจน์ธาตุดงักล่าวพบว่า
คอื   น ้าบรสิุทธิ ์  อยา่งไรกต็ามบุคคลทีต่ ัง้ชื่อก๊าซดงักล่าวว่า   “ไฮโดรเจน”  ไม่ใช่คาเวนดชิ  แต่เป็น
นักเคมชีาวฝรัง่เศสคอื  องัตวน  ลอรองต์  ลาววัซเิยร์  (Antoine  Laurent  Lavoisier)  ซึ่งท าการ
ทดลองแบบเดยีวกบัที่คาเวนดชิเมื่อปี พ.ศ. 2328  โดยเรยีก “อากาศซึ่งท าให้สิง่มชีวีติด ารงอยู่ได้”             
ว่า “ออกซเิจน”   และเรยีก  “อากาศซึ่งตดิไฟได้”  ว่า  “ไฮโดรเจน”  โดยใช้คุณสมบตักิารตดิไฟของ
ก๊าซดงักล่าวแลว้ไดธ้าตุ “น ้า”   คอื  น ้าบรสิุทธิอ์อกมาจากการเผาไหม ้ โดยตัง้ชื่อตามภาษากรกีของสิง่
ทีค่น้พบใหม่ทางวทิยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยวีา่ “Hydrogen” ส่วนค าวา่ ไฮดอร์ (Hydro)  ในภาษากรกี
แปลวา่  น ้า  และค าต่อทา้ยคอื “gene”  แปลวา่  เกดิจากหรอืถูกสรา้งขึน้โดย  ส่วนค าในภาษาองักฤษ
เรยีกวา่  ไฮโดรเจน (Hydrogen)  เป็นธาตุที่สามารถสร้างน ้าขึน้มาได้  มสีญัลกัษณ์คอื H  มนี ้าหนัก
อะตอม 1.00794 g/mol   จุดหลอมเหลวตดิลบ  259.1 4 OC  จุดเดอืด  ตดิลบ  252.87 OC  และ 
ความหนาแน่น  0.08988 g/l  เป็นก๊าซที่ไม่มีสี  ไม่มีกลิ่น  และไม่มีรส  ละลายน ้าได้น้อยมาก  
นอกจากนี้ยงัเป็นธาตุทีม่อีะตอมขนาดเลก็ทีสุ่ด  เคลื่อนทีไ่ดเ้รว็เฉลีย่  7 ไมลต่์อนาท ี ณ  อุณหภูมหิ้อง  
และเป็นตวัพาพลงังาน (Energy  carrier)  เช่นเดยีวกบัไฟฟ้าซึง่เป็นพลงังานทุตยิภูมทิี่ต้องถูกผลติขึน้ 
นอกจากนี้ ไฮโดรเจนยังเป็นธาตุที่มีมากที่สุดในจักรวาล  ซึ่งโลกมีธาตุไฮโดรเจนปะปนอยู่ใน                      
ชัน้บรรยากาศประมาณ 3%  ธาตุไฮโดรเจนมักไม่อยู่อย่างอิสระแต่จะอยู่รวมกับธาตุอื่นเกิดเป็น
สารประกอบต่าง ๆ  เช่น  น ้าและสารอนิทรยี ์(สารประกอบไฮโดรคารบ์อน) (Kruse et al., 2002)  
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ปจัจุบนัมกีารผลติไฮโดรเจนประมาณ  400,000  ล้านลูกบาศก์เมตรทัว่โลก  หรอืประมาณ 
10%  เมื่อเทยีบกบัการผลติน ้ามนัโลกในปี  พ.ศ. 2542  ไฮโดรเจนส่วนใหญ่ถูกใช้เป็นวตัถุดบิทางเคมี
เพื่อการผลติสนิคา้ประเภทปุ๋ยแอมโมเนีย  การใช้ในการเพิม่ไฮโดรเจน (Hydrogen) ในน ้ามนัส าหรบั
การบรโิภค เช่น น ้ามนัถัว่เหลอืง  น ้ามนัปลา  น ้ามนัถัว่ลสิง  และน ้ามนัขา้วโพด  เป็นต้น และการท า
ความเยน็ให้เครื่องก าเนิดไฟฟ้าและมอเตอร์ต่าง ๆ   การผลติไฮโดรเจนสามารถท าได้โดยการแยก
สารประกอบต่างๆ  ทีม่ไีฮโดรเจน เช่น  น ้า   ชวีมวล   ก๊าซธรรมชาต ิ และเชือ้เพลงิฟอสซลิ (รปูที ่1)  
 

กระบวนการผลิตพลงังานไฮโดรเจน 
การผลิตกา๊ซไฮโดรเจนจากเช้ือเพลิงซากดึกด าบรรพ ์
  ก๊าซไฮโดรเจนที่ผลิตเพื่อใช้ในอุตสาหกรรมเคมี  โดยอุตสาหกรรมปิโตรเลียมผลิตก๊าซ
ธรรมชาติที่จ ัดเป็นพลังงานซากดึกด าบรรพ์โดยวิธีการท าปฏิกิริยาระหว่างสารไฮโดรคาร์บอน
(Hydrocarbon)  กบัน ้าในรูปไอน ้าโดยอาศยัพลงังานความร้อน (Steam reforming) ส่วนผลผลิต
สุดทา้ยทีไ่ดค้อื ก๊าซคารบ์อนไดออกไซดแ์ละก๊าซไฮโดรเจน (Hawkes et al., 2002)  การผลติด้วยวธินีี้
ก่อใหเ้กดิมลพษิที่ตกค้างของสารประกอบไฮโดรคาร์บอน  มกีารปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออก
จากกระบวนในปริมาณสูง  และยงัต้องใช้พลงังานความร้อนสูงมากกว่า  210oC  นอกจากนี้               
แหล่งพลงังานทีน่ ามาใชย้งัเป็นแหล่งพลงังานทีใ่ชแ้ลว้หมดไปดว้ย  
การผลิตกา๊ซไฮโดรเจนโดยวิธีอิเลก็โทรไลซิส (Electrolysis) 
 วธิีการนี้จะแยกก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซออกซิเจนออกจากน ้าโดยใช้กระแสไฟฟ้า  ซึ่งมีข ัว้
อเิลก็โทรดรด (Electrode) 2 ข ัว้คอื ข ัว้บวก (Positive electrode) และขัว้ลบ (Negative electrode)    
ท าการจุ่มข ัว้อเิลก็โทรดในน ้าทีใ่ส่ตวัท าใหเ้ป็นกลางโดยเตมิสารจ าพวกอเิลก็โตไลท์ (Electrolyte)  เช่น  
โปแตสเซยีมไฮดรอกไซด ์(KOH)  โซเดยีมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  หรอืกรดซลัฟิวรกิ  (H2SO4)  ลงไป   
ซึ่งไฮโดรเจนออิอนและออกซเิจนออิอนจะแยกตวัออกจากกนั   โดยไฮโดรเจนออิอนบวกจะไปเกาะ             
ที่ข ัว้ลบ  ส่วนออกซเิจนออิอนลบจะไปเกาะที่ข ัว้บวก (Hawkes et al., 2002)  นอกจากนี้ในการท า 
อเิลก็โทรไลซสิทีส่มบรูณ์ตอ้งใชก้ระแสไฟฟ้าประมาณ  90   กโิลวตัตแ์ละสามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนได ้ 
28  ลูกบาศก์เมตร   ซึ่งการผลติก๊าซไฮโดรเจนวธินีี้จะให้ปรมิาณก๊าซไฮโดรเจนที่สูง   แต่ต้องใช้
กระแสไฟฟ้าสงูดว้ยซึง่ตอ้งน ามาจากแหล่งพลงังานต่างๆ   ท าให้การผลติก๊าซไฮโดรเจนด้วยวธิอีเิลก็
โทรไลซสิจงึยงัไม่ถอืวา่เป็นวธิทีีคุ่ม้ค่า 
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยจลิุนทรีย ์
 การผลติก๊าซไฮโดรเจนโดยจุลนิทรยีถ์อืเป็นการผลติทีม่รีาคาถูกและยงัสามารถหาแหล่งวตัถุดบิ
ไดง้่าย   กระบวนการผลติก๊าซไฮโดรเจนโดยจุลนิทรยีส์ามารถผลติได ้4 กลุ่มคอื (รปูที ่2) 
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รปูท่ี 1   แผนภมิูแสดงเทคโนโลยีท่ีเก่ียวข้องกบัการผลิตไฮโดรเจน 
(Department of Energy, 2006) 
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รปูท่ี 2   การผลิตกา๊ซไฮโดรเจนโดยจลิุนทรยีก์ลุ่มต่าง ๆ  
(Kotary and Das, 2008) 

 
 
การใชแ้สงทางตรงในการผลติไฮโดรเจน (Direct biophotolysis)  
 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนของกระบวนการนี้พบได้ในสาหร่ายขนาดเล็ก (Microalgae)  เช่น 
สาหร่ายสีเขยีวและสาหร่ายสีเขยีวแกมน ้าเงิน  โดยอาศยัสภาวะที่มีแสงและเอนไซม์ไฮโดรจเีนส   
(Hydrogenase) ซึ่งจะผลติก๊าซไฮโดรเจน โดยการเปลี่ยนจากพลงังานแสงไปเป็นพลงังานทางเคม ี    
การผลิตก๊าซไฮโดรเจนเริ่มจากกระบวนการสงัเคราะห์แสง (photosynthesis) ซึ่งมี 2 ระบบ คือ 
photosystem I (PSI)  และ photosystem II (PSII)  โดย PSII  จะดูดพลงังานแสงท าให้ได้อเิลก็ตรอน
และส่งไปยงัตวัรบัอเิลก็ตรอนตวัสุดท้ายคอื เฟอรดีอกซนิ (ferredoxin) ซึ่งเป็นโปรตนีที่มเีหลก็เป็น
องคป์ระกอบ หลงัจากนัน้เฟอรดีอกซนิจะยา้ยอเิลก็ตรอนไปยงัเอน็ไซมไ์ฮโดรจเีนสโดยอาศยัพลงังานจาก  
PSI  ทีด่ดูพลงังานแสงไว ้ส่วน PSII จะท าการแยกน ้าได ้2 โปรตรอนและก๊าซออกซเิจน    ล าดบัต่อมา
เอน็ไซมไ์ฮโดรจเีนสจะผลติก๊าซไฮโดรเจนจากโปรตรอนและอเิลก็ตรอน ซึง่สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจน
ไดใ้นปรมิาณต ่า (Benemann, 1997)   
การใชแ้สงทางออ้มในการผลติก๊าซไฮโดรเจน (Indirect biophotolysis) 

กระบวนการผลติก๊าซไฮโดรเจนโดยวธินีี้เป็นการเจรญิเตบิโตโดยอาศยัแสงของ Cyanobacteria 
โดยท าการเลี้ยงเพื่อขยาย Cyanobacteria แล้วน าไปหมกัในสภาพไร้แสง Cyanobacteria จะสร้าง
กลโูคสซึง่จะอยู่ในรูปไกลโคโปรตนี (Glycoprotein)   บรเิวณผนังของเซลล์   แล้วท าการหมกัเปลี่ยน
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กลูโคสให้เป็นก๊าซไฮโดรเจนโดยเอน็ไซม์ไฮโดรจเีนส (Hydrogenase) (Levin et al., 2004) จาก
การศกึษาของ Markov และคณะ (1997) พบว่า Cyanobacterium anabaena variabilis สามารถผลติ
ก๊าซไฮโดรเจนได ้12.5 ml H2/น ้าหนกัของเซลลแ์หง้ใน 1 ชัว่โมง ทีค่วามเขม้แสง 45-55 µmol/m2 และ 
170-180 µmol/m2 แต่กระบวนการนี้ยงัอยูใ่นข ัน้ทดลองและการพฒันาทีส่ าคญัตอ้งใชเ้ทคโนโลยใีนการผลติ
เซลลท์ าใหต้น้ทุนมรีาคาสงู 
การผลติก๊าซไฮโดรเจนโดยการหมกัในสภาวะมแีสง (Photo-fermentation)  

แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สงทีไ่ดร้บัพลงังานจากแสงในการเจรญิเตบิโตด้วยการเปลี่ยนพลงังานแสง
ไปเป็นพลงังานทางเคมซีึง่เกบ็ไวใ้นรปู Adenosine Triphosphate (ATP) โดยกระบวนการโฟโตฟอสโฟรเีลชัน่ 
(Photophosphorylation) ต่อมาเซลลจ์ะน าเอา ATP ทีเ่กดิขึน้ไปใชใ้นกระบวนการสงัเคราะหส์ารต่าง ๆ 
ซึ่งเป็นองค์ประกอบของเซลล์ต่อไป โดยแบคทีเรียกลุ่มที่เ ป็นออโตโทรป (Autotroph) จะใช้
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญแบบโฟโตออโตโทรป (Photoautotroph) และ             
กลุ่มที่เป็นเฮเทอร์โรโทรป (Heterotroph) จะใช้สารประกอบอินทรยีเ์ป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญ
แบบโฟโตเฮเทอรโ์รโทรป (Photoheterotroph) แบคทเีรยีสงัเคราะห์แสงจะน าคาร์บอนไดออกไซด์เขา้
ไปในเซลล์ แล้วเปลี่ยนไปตามวฏัจกัรเควนิ (Calvin cycle)  ส่วนภายใต้การเจรญิแบบโฟโตเฮเทอร์โร
โทรป (Photoheterotroph)  แบคทเีรยีสงัเคราะหแ์สง จะเปลีย่นแปลงสารประกอบอนิทรยีบ์างชนิดในวถิ ี
(pathway) ทีม่กีารเปลีย่นแปลงที่แตกต่างกนัขึน้กบัชนิดของสารประกอบอนิทรยีน์ัน้ ๆ (Levin et al., 
2004) 

จากการศึกษาของ Segers และ Verstraete (1983)  รายงานว่า  Rhodopseudomas  
capsulate, Rhodospirillum rubrum และ Rhodomicrobium vannielii  สามารถใช้กรดแลคตกิ (Lactic 
acid)  กรดอะซติกิ (Acetic acid) และกรดบวิทริกิ (Butyric acid) ในการสร้างก๊าซไฮโดรเจนและ             
ก๊าซคารบ์อนไดออกไซดด์ว้ยอตัราการผลติ 100-926  ml H2/l/day และเมื่อเพาะเลีย้งภายใต้สภาวะที่มี
ไนโตรเจนจะมกีารผลติ ไดส้งูถงึ  760  ml H2/l/day 
กระบวนการผลติพลงังานไฮโดรเจนโดยวธิกีารหมกัในสภาวะไม่ใชแ้สง (Dark- fermentation) 
  กระบวนการหมกัในสภาวะไม่ใช้แสงมปีฏกิริยิาหลกั ๆ เกดิขึน้  2   ข ัน้ตอน (Two phase 
anaerobic process: TPAP)  คอื  กระบวนการผลติกรด (Acidogenesis) และกระบวนการผลติมเีทน 
(Methanogenesis)  ซึ่งพบว่ากระบวนการทัง้สองนี้สามารถผลติได้ทัง้ก๊าซมเีทนและก๊าซไฮโดรเจน   
โดยมกีระบวนการยอ่ยของการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากสารอนิทรยี ์ (รปูที ่3)  ดงันี้คอื  

กระบวนการไฮโดรไลซสิ (Hydrolysis) 
ไฮโดรไลซิสเป็นกระบวนการเปลี่ยนสารโมเลกุลที่มีขนาดใหญ่ เช่น โปรตีน น ้าตาล และ  

ไขมนั  ให้อยู่ในรูปของสารโมเลกุลขนาดเลก็ เช่น กรดอะมโิน กลูโคส กรดไขมนั  ซึ่งข ัน้ตอนนี้เกดิ
ภายนอกเซลลโ์ดยเอนไซมข์องแบคทเีรยี 

กระบวนการสรา้งกรด (Acidogenesis) 
ผลติภณัฑท์ีไ่ดจ้ากขัน้ตอนแรกจะถูกแบคทเีรยีพวกสรา้งกรดน าไปใชเ้พื่อผลติกรดไขมนัระเหย

ง่าย (Volatile Fatty Acid: VFA) จ าพวกกรดอะซติกิ (Acetic acid) กรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) 
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และกรดบวิทารกิ (Butyric acid)  ซึ่งเป็นกรดอนิทรยีท์ี่มนี ้าหนักโมเลกุลต ่าและ มคีาร์บอนอะตอมไม่
เกนิ 5 ตวั  

กระบวนการสรา้งไฮโดรเจนและกรดอะซติกิ (Acetogensis) 
กรดไขมนัทีร่ะเหยง่ายจากกระบวนการสรา้งกรดจะถูกแบคทเีรยีเปลี่ยนเป็นกรดอะซติกิ (Acetic 

acid) กรดฟอร์มิก (Formic acid) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) และก๊าซไฮโดรเจน (H2)                    
การเปลี่ยนเป็นกรดอะซติิกนัน้ถูกด าเนินการโดยกลุ่มจุลนิทรียโ์ฮโมอะซิโตจนีิก (Homoacetogenic 
bacteria) ท าให้ได้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซไฮโดรเจน ส าหรับแบคทีเรียซินโทรฟิก 
(Syntrophic bacteria) นัน้จะเปลี่ยนกรดไขมนัที่ระเหยง่ายเป็นกรดอะซติกิ (Acetic acid) และก๊าซ
ไฮโดรเจน (Müller, 2003)  

กระบวนการสรา้งมเีทน (Methanogenesis)  
กรดอะซติกิ (Acetic acid)   ก๊าซไฮโดรเจน (H2)  และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)  จะถูก

แบคทเีรียสร้างมีเทน (Methanogenesis bacteria) ใช้สร้างก๊าซมีเทน แบคทเีรยีกลุ่มที่สร้างมีเทน                   
มที ัง้กลุ่มอะซโิตคลาสตกิและกลุ่มไฮโดรจโีนโทรฟิก (Acetoclastic/hydrogenotrophic methanogen) 
จะได้ทัง้ก๊าซมเีทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (Garcia, 2000) หากมีแหล่งของไนเตรตและซลัเฟต
สามารถเกดิแอมโมเนียและก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟดไ์ด ้ โดยกลุ่มแบคทเีรยีไนเตรตรดีวิซงิและซลัเฟต  
รดีิวซิง (Nitrate-reducing bacteria & Sulfate-reducing bacteria) ส่วนขัน้ตอนการย่อยสลาย
สารอนิทรยีโ์ดยการหมกัในสภาวะไรอ้ากาศ  ผลที่เกดิจากกระบวนการคอื ก๊าซชวีภาพซึ่งมอีงค์ประกอบ
ของก๊าซมเีทน  

การหมกัโดยจุลนิทรยีใ์นสภาวะไม่ใชแ้สงเป็นการหมกัที่มอีตัราการผลติก๊าซไฮโดรเจนสูงเมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักระบวนการผลติก๊าซไฮโดรเจนโดยวธิอีื่น ๆ (ตารางที ่1) 
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รปูท่ี 3  แผนภมิูแสดงขัน้ตอนการย่อยสลายสารอินทรียโ์ดยแบคทีเรียสภาวะไร้อากาศ 
(Valdez-Vazquez and Poggi-Varaldo, 2009) 
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ตารางท่ี  1   แสดงการเปรียบเทียบการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพ 

Process Avantages Representative Organism Maximum References 
   report rate  
   (mmol H2/l/hr)  

Direct biophotolysis Can produce H2 from directly from water Chlamydomonas reinhardtii 0.07 Levin et.al., 2004 

 and sunlight Solar conversion energy   Mahyudin et.al., 1997 
 increased by tenfold as compared to trees, crops    

Indirect biophotolysis Can produce H2 from water Has the ability Anabaena variabilis 0.36 Tanisho et.al., 1998 

 to fix N2 from atmosphere   Kataoka et.al., 1997 
Photo fermentation A wide spectral light energy can be used by these bacteria Rhodobacter spheroides 0.16 Mizuno et.al., 2000 

 Can use different waste materials like distillery effluents, waste, etc.    
Dark fermentation It can produce H2 all day long without light Enterobacter cloacae DM 11 75.6 Hussy et.al., 2003 

 A variety of carbon sources can be used as substrates Clostridium ap. Strain NO. 2 64.5 Lay et.al., 2000 
 It produces valuable metabolites such as butyric, lactic    
 and acetic acid as by products    

 It is anaerobic process, so there is no O2 limitation problem    
Two-stage  Stoichiomettric yield of 12 mol H2 per mol hexose Enterobacter cloacae DM 11 + 51.2 Lin and Chang, 1999 

fermentation represents the ultimate target for biohydrogen Rhodobacter sphaeroides OU 001   
(dark  + photo)  Mixed microbial flora + 47.92 Kumar and Das, 2000 

  Rhodobacter sphaeroides OU 001   
           (ที่มา:   Kotay and Das, 2008)
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กลไกการเกิดกา๊ซไฮโดรเจนในกระบวนการหมกัในสภาวะไม่ใช้แสง  
 การผลติก๊าซไฮโดรเจนจะเริม่ตน้ทีก่ระบวนการหมกัในสภาวะไม่ใชแ้สง    จากสารโมเลกุลเดีย่ว 
เช่น  กลโูคส  กรดไขมนั กรดอะมโิน จะเขา้สู่วถิขีอง Embden-Meyerhof  หรอืวถิไีกลโคไลซสิ                 
จากกลโูคสเปลีย่นเป็น glucose-6-phosphate โดยปฏกิริยิาฟอสฟอรเีลชนั (Phosphorylation) 
จนกระทัง่เปลีย่นไปเป็นกรดไพรวูกิ (Pyruvic acid) จากนัน้จะถูกดงึเอาหมู่คารบ์อกซลิออก 
(Decarboxylation) โดยเอนไซมแ์อลกอฮอล ์ (Alcohol dehydrogenase) และมเีอนไซมไ์ฮโดรจเีนส 
(hydrogenase) เป็นตวัเร่งปฏกิริยิา และม ี NADH (Nicotinamide adenine dinucleotide) เป็น                   
โค-เอนไซม ์ (Co-enzyme) โดยสาร NADH  จะถกู Feredoxin ขนถ่ายทอดอเิลค็ตรอนไปสูเ่อนไซม ์                    
ไฮโดรจเีนสทีเ่ป็นตวัรบัอเิลค็ตรอนตวัสุดทา้ยท าใหเ้กดิผลติก๊าซไฮโดรเจน (รปูที ่4)  

ส าหรบัการเกดิก๊าซไฮโดรเจนถ้าผลติภณัฑ์ตวัสุดท้ายเป็นกรดอะซติกิ (Acetic acid) จะได ้
ก๊าซไฮโดรเจนถึง   4   โมเลกุล  (สมการที่ 2)   แต่ถ้าเป็นกรดบวิทารกิ  (Butyric acid)   จะเกดิก๊าซ
ไฮโดรเจนเพยีง   2  โมเลกุล  (สมการที ่1)  ดงันัน้ผลผลติสุดทา้ยทีไ่ดก้รดอะซติกิจะสามารถผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนไดม้ากทีสุ่ด (Hawkes et al., 2002)  
 
  Glucose            2H2 + butyrate +2CO2      (1) 
  Glucose      4H2 + 2acetate +2CO2      (2)      
 
ปัจจยัทีเ่กีย่วข้องกบัการผลิตพลงัไฮโดรเจนโดยการหมกัในสภาวะไม่ใช้แสง  

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากของเสียที่มีปริมาณสารอินทรีย์เป็นส่วนประกอบ ขึ้นกบัปจัจัย
ทางดา้นสภาพแวดล้อมต่างๆ ซึ่งเป็นปจัจยัที่ส าคญัต่อกระบวนการ เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 
อุณหภูมิ (Temperature)  ผลผลิตที่ส ังเคราะห์ได้จากกระบวนหมักในขัน้กลาง (Intermediate 
products)  ประเภทของสารอาหารตัง้ต้นที่ใช้ในกระบวนการหมกั (Types of substrate) และ                 
ความเขม้ขน้ของสารอนิทรยีร์ะเหยง่าย (Volatile solid concentration) เป็นต้น แต่จะกล่าวสรุปเพยีง
บางปจัจยัทีม่คีวามส าคญัต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากกระบวนการหมกัทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการศกึษาวจิยั
ครัง้นี้ ดงันี้คอื 
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รปูท่ี 4  แผนภมิูแสดงกลไกการเกิดไฮโดรเจนโดยวิธีการหมกัในสภาวะไม่ใช้แสง 
(Jones and Woods, 1986) 
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ค่าความเป็นกรด-ด่าง 
จากการศกึษาของ Davila-Vazquez และคณะ (2008) พบว่า  ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)                 

ทีม่คี่าต ่ามาก   มผีลต่อการยบัย ัง้เอนไซมไ์ฮโดรจเีนส  (Hydrogenase) ในระบบ  ท าใหไ้ม่สามารถผลติ
ก๊าซไฮโดรเจนได้จากการศกึษาที่ผ่านมารายงานว่า  ค่า  pH  เริม่ต้น (initial pH) ที่เหมาะสมควรอยู่
ในช่วง 5.0-6.5   และการเปลีย่นค่า  pH  ใหส้งูขึน้หรอืลดลงจากค่าทีเ่หมาะสม  จะท าให้ประสทิธภิาพ
การผลติก๊าซไฮโดรเจนลดลงประมาณ 20%  (Fang et al., 2006 ; Mu Y, 2006 ; Gadhamshetty, 
2009)   ส่วนค่า pH ประมาณ 4.5 ถอืวา่เป็นสภาพทีเ่หมาะสมในกรณีของ thermophilic culture (Shin 
et. al., 2004)   นอกจากนี้การศกึษาของ Van Ginkel และคณะ (2001)   ยงัรายงานว่า  ค่าความเป็น
กรด-ด่างเริม่ต้น (Initial pH)   ที่   5.5  เป็นค่าที่เหมาะสมในการผลติก๊าซไฮโดรเจนของน ้าเสยีจาก
โรงงานผลติอาหาร ซึ่งสอดคล้องกบัผลการศกึษาของ Gottwald and Gottschalk (1985) ที่มกีารใช้
กลูโคสเป็นสารตัง้ต้น นอกจากนี้ยงัมกีารศกึษาเพิม่เตมิว่า   ค่า pH เริม่ต้นในกระบวนการหมกัยงัมี
อทิธพิลต่อระยะการปรบัตวัของจุลนิทรยี ์(Lag phase)   ทีผ่ลติก๊าซไฮโดรเจนด้วย  โดยพบว่าค่า  pH   
4.0-4.5   มผีลท าใหร้ะยะเวลาการปรบัตวัของจุลนิทรยีส์ูงกว่าปกต ิ(Liu and Shen, 2004; Khanal et. 
al., 2004) และจะลดลงเมื่อค่า pH อยูท่ ีป่ระมาณ 9.0 (Zhang et. al., 2003)  

อณุหภมิู 
 อุณหภูมมิผีลต่อการย่อยสารอนิทรยี ์  อตัราการผลติก๊าซไฮโดรเจน  การผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
กระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรีย และการเจริญเติบโตของแบคทีเรยี (Mu et al., 2006)                      
เมตาบอลซิมึของจุลนิทรยีม์คีวามแตกต่างกนัในแต่ละช่วงอุณหภูมขิ ึน้อยู่กบัสภาพแวดล้อมของระบบ
ท าให้ค่าอุณหภูมิที่เหมาะสมมีความแตกต่างกันไป   การศึกษาวิจ ัยภายใต้ช่วงอุณหภูมิของ 
Mesophilic range (30 -37 oC) และการศกึษาวจิยับางกรณีมกีารควบคุมให้อยู่ในช่วงอุณหภูมขิอง 
Thermophilic range (50-60 oC) (Nielsen et. al., 2001; Ueno et. al., 1996; Palazzi et. al., 2000; 
Yu et. al., 2002)  รวมถงึช่วงอุณหภมูทิ ัว่ไปของบรรยากาศ (Lin and Change, 2004)   สามารถสรุป
ไดว้า่ การผลติก๊าซไฮโดรเจนและการยอ่ยสลายของสารอาหารตัง้ตน้สามารถเกดิได้เพิม่ขึน้  เมื่อมกีาร
เพิม่ระดบัของอุณหภูมแิละอยู่ในช่วงอุณหภูมขิอง Thermophilic range (50-60 oC)  ส่วนการศกึษา
ของ Wang และWan (2008) รายงานว่า  อุณหภูมทิี่เหมาะสมอยู่ที่ 40oC  ท าให้เกดิการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนไดป้รมิาณสงูสุดประมาณ  275.1 ml H2/g glucose   

ค่าความเข้มข้นของเหลก็ 
 กระบวนการผลติไฮโดรเจนเกี่ยวขอ้งกบัเอน็ไซม์ไฮโดรจเีนส (Hydrogenase)  โดยเอน็ไซม์
ไฮโดรจเีนสมเีหลก็เป็นองคป์ระกอบ    จงึท าใหค้่าความเขม้ขน้ของเหลก็มสี่วนส าคัญในการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจน   จากผลการศกึษาของ Zhang และ Shen (2006) พบว่า ค่าความเขม้ขน้ของเหลก็ 200  
มลิลกิรมัต่อลติรของเหลก็ซลัเฟต (FeSO4)  สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนได้ปรมิาณสูงสุดมาก 371.7  
ml H2  ทีอุ่ณหภมู ิ35oC  
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ผลงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง 
 

ก๊าซไฮโดรเจนสามารถผลิตขึน้ได้จากหลายวธิดี้วยกนั  ซึ่งวธิกีารผลิตด้วยกระบวนหมกัทาง
ชีวภาพแบบไร้ออกซิเจนจากของเสียอินทรีย์เป็นหนึ่ งเทคโนโลยีที่ประหยดัและมีความยัง่ยืน 
(Benemann, 1996)  โดยมกีารศกึษาวจิยัทีผ่่านมาไดร้ายงานวา่ การผลติก๊าซไฮโดรเจนจาก น ้าเสยีที่
มสีารอนิทรยีเ์ป็นส่วนประกอบดว้ยกระบวนการหมกัแบบไรอ้ากาศและไม่มแีสง(Fermentative process 
and dark condition)  ซึ่งเป็นการทดลองแบบกึ่งเทหรอืครัง้คราว (Batch test) ในสภาพที่มคี่าพเีอช 
(pH) 6 และอยูภ่ายใตส้ภาพอุณหภมูขิองบรรยากาศทัว่ไปทีป่ระมาณ 24-25 oC พบว่า ก๊าซไฮโดรเจน
ที่เกดิขึน้จากการเปลี่ยนแปลงของน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของผลติภณัฑ์แอปเป้ิล (COD 9 g/L) 
และมนัส าปะหลงั (COD 21 g/L) มกีารผลติอยูท่ ีป่ระมาณ 0.7-0.9 L-H2/L-wastewater และ 2.1-2.8 L-
H2/L-wastewater รวมถงึน ้าเสยีจากกระบวนการผลติลกูกวาด (COD 0.6-20 g/L)  มปีรมิาตรการผลติ
ถงึ 0.1-2.0 L-H2/L-wastewater แต่ในทางตรงกนัขา้มพบวา่ การผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีชุมชน
เกดิขึน้ในปรมิาตรที่น้อยมากเพยีง 0.01 L-H2/L-wastewater (Van Ginkel et al., 2005) นอกจากนี้ยงัมี
การศกึษาวจิยัของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนที่เกดิขึ้นจากน ้าเสยีของกระบวนการผลิตอาหารจ าพวก
ธญัพชื (COD 8.92 g/L) ซึง่มปีรมิาตรถึง 0.21 L-H2/L-wastewater (Oh and Logan, 2005)  ส่วนการ
ผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพจากน ้าเสยีของกระบวนการผลติไวน์จากขา้ว (COD 34 g/L) ด้วย                
ถงัปฏกิรยิาแบบไหลขึน้ (Upflow reactor) ในสภาพที่มคี่าพเีอช (pH) 5.5 และอุณหภูม ิ55 oC มคี่า
ผลผลติไฮโดรเจน (Hydrogen yield) อยู่ในช่วงประมาณ 1.37-2.14 mol/mol-hexose (Yu et al., 
2002) นอกจากนี้การผลติไฮโดรเจนทางชวีภาพจากน ้าเสยีที่มแีป้งเจอืปน (9.2-36.6 g/L) ด้วยระบบ
การทดลองแบบกึ่งเท (Batch test) ในสภาพที่มคี่าพเีอช (pH) 6.0 และอุณหภูม ิ55 oC มคี่าผลผลติ
ไฮโดรเจน (Hydrogen yield) เกดิขึน้ประมาณ  92 ml/ g starch added (Zhang et al., 2003)  

อยา่งไรกต็ามการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีที่มปีรมิาณสารอนิทรยีเ์ป็นส่วนประกอบยงัขึน้กบั
ปจัจยัทางดา้นสภาพแวดลอ้มต่างๆ ซึง่เป็นปจัจยัส าคญัที่มผีลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนดงักล่าวด้วย 
เช่น ค่าความเป็นกรด-ด่างตัง้ต้น (Initial pH) อุณหภูม ิ(Temperature) ผลผลติที่สงัเคราะห์ได้จาก
กระบวนหมกัในขัน้กลาง (Intermediate products) และชนิดของสารอาหารตัง้ต้นที่ใช้ในกระบวนการ
หมกั (Type of substrates) เป็นต้น (Fang et al., 2005; Wu et al., 2006) จากงานศกึษาวจิยัใน               
บางปจัจยัทีส่ าคญัมกีารรายงานไวว้า่ค่า pH เริม่ตน้ (Initial pH) ทีเ่หมาะสมต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจน
ควรอยู่ในช่วง 5-6 (Fang and Liu, 2002; Khanal et al., 2004; Chen et al., 2001) และค่า pH 
ประมาณ 4.5 ถอืวา่เป็นสภาพทีเ่หมาะสมในกรณีกระบวนการหมกัของ Thermophilic culture (Shin et 
al., 2004) นอกจากนี้ยงัพบการศกึษาเพิม่เตมิอกีวา่ค่า pH เริม่ต้นในกระบวนการหมกัยงัมอีทิธพิลต่อ
ระยะการปรบัตวัของจุลนิทรยี ์(Lag phase) ที่ผลติก๊าซไฮโดรเจนอกีด้วยโดยพบว่า ค่า pH 4.0-4.5              
มผีลท าใหร้ะยะเวลาการปรบัตวัของจุลนิทรยีย์าวนานกว่าปกต ิ(Liu and Shen, 2004; Khanal et al., 
2004) และใชเ้วลาลดลงเมื่อค่า pH อยูท่ ีป่ระมาณ 9.0 (Zhang et al., 2003) ส่วนปจัจยัสภาพแวดล้อม
ของอุณหภมูกิเ็ป็นอกีปจัจยัหนึ่งทีม่ผีลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนดว้ยกระบวนการหมกัเช่นกนั (Fang et 
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al., 2002; Ueno et al., 2001) เช่น การศกึษาวจิยัภายใต้ช่วงอุณหภูมขิอง Mesophilic range (30-37 
oC) และการศกึษาวจิยับางกรณีที่ควบคุมให้อยู่ในช่วงอุณหภูมขิอง Thermophilic range (50-60 oC) 
(Ueno et al., 1996; Palazzi et al., 2000; Nielsen et al., 2001; Yu et al., 2002) รวมถึงช่วง
อุณหภูมทิ ัว่ไปของบรรยากาศ (20-25 oC) (Lin and Chang, 2004)  ซึ่งสรุปไวว้่า การผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนและการย่อยสลายของสารอาหารตัง้ต้นสามารถเกดิได้สูงเพิม่ขึ้นเมื่อมกีารเพิ่มระดบัของ
อุณหภมู ิและสามารถเกดิขึน้ไดด้ใีนช่วงอุณหภมูขิอง Thermophilic range (50-60 oC)  

นอกจากนี้การผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพดว้ยกระบวนการหมกัยงัสามารถประยุกต์ใช้วสัดุตวักลาง
ทัง้จากธรรมชาตแิละจากการสงัเคราะห์ขึน้เพื่อตรงึจุลนิทรยี ์(Immobilization cell) (Kumar and Das, 
2001) โดยเฉพาะจุลนิทรยีท์ี่ผลติก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen-producing bacteria) เพื่อสนับสนุน
ประสทิธิภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพให้มปีริมาตรเพิ่มขึ้น จากผลการศึกษาวจิยัที่ผ่านมา
พบวา่มที ัง้การประยกุตใ์ชใ้นการทดลองแบบกึง่เท (Batch reactor) และในถงัปฏกิริยิาชวีภาพแบบกรอง
ทรายไหล  (Fluidized bed bioreactor)  โดยใช้วสัดุตวักลางที่สงัเคราะห์จากการผสมกนัระหว่าง                
อะครลีคิ ลาเทก็ซ์ (Acrylic latex) และซลิโิคน (Silicon) เพื่อตรงึจุลนิทรยี์ที่ผลติก๊าซไฮโดรเจนใน              
ถงัปฏกิริิยาชีวภาพแบบกรองทรายไหล ท าให้เกิดการผลติก๊าซไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องและมอีตัรา             
การผลติก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen production rate) 0.93 ml/h/L และผลผลติไฮโดรเจน (Hydrogen 
yield)  2.67 mol H2/mol sucrose (Wu et al., 2002, 2006) 
 ดงันัน้การผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากของเสยีอนิทรยีด์ว้ยกระบวนการหมกั จ าเป็นต้องควบคุม
ระบบให้อยู่ในสภาพแวดล้อมที่ เหมาะสมต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจน และการตรึงจุลินทรีย์ที่ผลิต              
ก๊าซไฮโดรเจนไวบ้นวสัดุตวักลางในระบบ พรอ้มทัง้การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของกลุ่มจุลนิทรยีท์ี่
ผลิตก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen-producing bacteria) เพื่อสนับสนุนประสิทธิภาพการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนชวีภาพไดใ้นปรมิาตรสงูและมกีารผลติอยา่งต่อเนื่อง  
 
ระเบียบวิธีวิจยั (Methodology) 

1. ศึกษาความเป็นไปได้ของการผลิตกา๊ซไฮโดรเจนจากน ้าเสียของกระบวนการผลิต 
อตุสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร 
 1.1) เกบ็รวบรวมตวัอยา่งน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตร 
ประเภทอาหารจ านวน 5 แห่ง ที่ตัง้อยู่ในเขตปริมณฑล (โรงงานน ้าผลไม้ 2 แห่ง โรงงานแปรรูป
มะพรา้ว โรงงานขนมทีท่ าจากแป้ง และโรงงานเส้นหมี่) ในปรมิาณ 10 ลติรต่อแห่ง และเกบ็ตวัอย่าง
กากตะกอนของเสยีจากระบบบ าบดัของเสยีแบบไร้อากาศในปรมิาณ 5 ลติร ด้วยวธิกีารเกบ็ตวัอย่าง
แบบจว้ง (Grab sampling) ดงัแสดงในรปูที ่5 
 1.2) ตรวจวเิคราะหค์ุณลกัษณะทางกายภาพและเคมทีีเ่กีย่วขอ้งของน ้าเสยีจากกระบวนการ 
ผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารจ านวน 5 แห่ง  และกากตะกอนของเสยีจากระบบ
บ าบดัของเสยีแบบไร้อากาศขา้งต้น โดยด าเนินการวเิคราะห์พารามเิตอร์ดงันี้คอื pH, COD, BOD, 
TKN, TS, TSS, VS และ VSS  (APHA, 2005) 
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1.3) เตรยีมหวัเชือ้จุลนิทรยีท์ีส่ามารถผลติก๊าซไฮโดรเจน  โดยน ากากตะกอนของเสยีจาก 
ระบบบ าบดัน ้าเสยีขา้งต้นไปผ่านขบวนการความร้อน (Heat-treated process) ที่อุณหภูม ิ100 oซ 
ประมาณ 15 นาท ีเพื่อยบัย ัง้แบคทเีรยีพวกที่บรโิภคไฮโดรเจน (Hydrogenotrophic bacteria) และ
ก าจดัการสรา้งสปอรข์องแบคทเีรยีแบบไม่ใช้ออกซเิจน (Spore-forming anaerobic bacteria) (Lee et 
al., 1999) และท าการเลีย้งเชือ้จุลนิทรยีจ์ากกากตะกอนของเสยี เพื่อใชเ้ป็นหวัเชื้อแบคทเีรยีที่สามารถ
ผลติก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen producing bacteria) โดยเลีย้งเชือ้จุลนิทรยีด์้วยกลูโคสที่ความเขม้ขน้ 
20 ก./ล. ในสารละลายสต๊อกอาหาร (Nutrient stock solution) (การเตรยีม 1 ลติร: 0.5 g NH4Cl,           
0.25 g KH2PO4, 0.25 g K2HPO4, 300 mg MgCl2.6H2O, 25 mg FeCl3, 16 mg NiSO4, 25 mg 
CaCl2, 11.5 mg ZnCl2, 10.5 mg CoCl2.6H2O, 5 mg CuCl2.2H2O และ 15 mg MnCl2.4H2O) (Oh et 
al., 2003) ในขวดแกว้ขนาดปรมิาณ 250 มล. ภายใต้กระบวนการหมกัแบบไร้ออกซเิจนและไม่มแีสง 
และด าเนินการตดิตามตรวจวดัปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพและก๊าซไฮโดรเจนทุกวนั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
 
 
 
 
 
 
             รปูที ่5 การเกบ็รวบรวมน ้าเสยีจากกระบวนการผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารและ 
                                  กากตะกอนของเสยีจากระบบบ าบดัของเสยีแบบไรอ้ากาศ 
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1.4)  น าน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารจ านวน 
5 โรงงาน ในปรมิาณ 180 มล.ต่อโรงงาน และหวัเชื้อแบคทเีรยีที่สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนที่เตรยีม
จากกากตะกอนของเสียข้างต้นในปรมิาณ 20 มล. ใส่ในขวดแก้วทดลองขนาด 250 มล. และ             
ท าการปรบัสภาพของขวดแกว้ทดลองใหอ้ยูใ่นสภาพไรอ้อกซเิจนและไรแ้สง โดยการพ่นไล่อากาศด้วย
ก๊าซไนโตรเจน (N2) ประมาณ  1 นาท ีและท าการปิดขวดแก้วทดลองด้วยจุกยางพร้อมปิดคลอบด้วย
ฝาเกลยีวอกีครัง้ แลว้จงึท าการห่อขวดแกว้ทดลองด้วยกระดาษฟอยล์ (Foil) เพื่อป้องกนัแสง พร้อมนี้
ท าการตดิตัง้ ถุงเกบ็แก๊ส (Air bag) เขา้กบัขวดแกว้ทดลองเพื่อบรรจุปรมิาตรก๊าซทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการ
หมกัในระหวา่งการทดลองวจิยัและน าขวดแกว้ทดลองทัง้หมดวางลงในอ่างน ้าทีส่ามารถควบคมุอุณหภมูิ
และการสัน่สะเทอืน (Water bath shaker)  ที่อตัราเร็ว 120 รอบต่อนาที (rpm) และอุณหภูมหิ้อง                
ซึง่ด าเนินการทดลองแบบกึง่เทหรอืครัง้คราว (Batch experiment) และท าการทดลองแบบซ ้าสองครัง้ 
(Duplication test) ในชุดการทดลองของน ้าเสยีแต่ละโรงงาน ดงัแสดงในรปูที ่6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปูที ่6 กระบวนการหมกัทางชวีภาพของน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตร 

ประเภทอาหาร 
 

1.5)   ตดิตามตรวจวดัปรมิาตรก๊าซชวีภาพและก๊าซไฮโดรเจนทีผ่ลติขึน้จากน ้าเสยีแต่ละ   
ชนิดจากกระบวนการหมกัชวีภาพทุกวนัด้วยกระบอกฉีดยาที่ท าด้วยแก้ว (Wet glass syringe) ขนาด
ปรมิาตรต่างๆ (Owen et. al., 1979) และเครื่อง Gas Chromatography-Thermal ionization detector               
(GC-TCD) (Varian Star 3400) เพื่อใช้ตรวจวดัความเข้มขน้ของก๊าซไฮโดรเจน รวมทัง้ติดตาม
ตรวจสอบผลผลิตที่เกิดขึ้นระหว่างกระบวนการหมกั (Intermediate products) ของกรดอินทรีย ์                
ระเหยง่าย (VFAs) ด้วยเครื่อง Gas Chromatography-Flame conductivity detector (GC-FID) 
(Thermo Finnigan Model TRACE GC, America) และการตรวจวดัค่าพเีอช (pH) จากน ้าตวัอย่าง
ทุกๆ 2 วนั จนกระทัง่ไม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพในระบบการทดลอง หลงัจากนัน้จะตรวจวดัค่าซโีอด ี
(COD) จากน ้าตวัอยา่งของขวดทดลองทีส่ ิน้สุดการทดลองดว้ย ดงัแสดงในรปูที ่7 
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1.6) คดัเลอืกผลการทดลองของน ้าเสยีของกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรม 
เกษตรประเภทอาหารชนิดทีม่ศีกัยภาพการผลติก๊าซไฮโดรเจนสงูสุด 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่7 การตรวจวดัปรมิาตรก๊าซชวีภาพและก๊าซไฮโดรเจนจากกระบวนการหมกัทางชวีภาพของ 
น ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร 

 
 

2. ศึกษาสภาวะแวดล้อมท่ีมีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น (Initial pH)  
4.5 - 7.0 ภายใต้สภาพอณุหภมิูแบบมีโซฟิลิก (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) ต่อการผลิต
กา๊ซไฮโดรเจนจากน ้าเสียโรงงานเส้นหม่ี  
   2.1)  น าน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารชนิดทีม่ี
ศกัยภาพสูงสุดในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสูงสุดจากน ้าเสียทัง้หมด 5 โรงงาน (โรงงานเส้นหมี่)                   
ในปรมิาณ 180 มล. และหวัเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนที่เตรียมจากกากตะกอน               
ของเสยีขา้งต้นในปรมิาณ 20 มล. ใส่ในขวดแก้วทดลองขนาด 250 มล. และปรบัสภาพค่าความเป็น               
กรด-ด่างเริม่ต้น (Initial pH) ที่ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 ด้วยสารละลาย 1 M HCl หรอื 1 M 
KOH 
 2.2)  ด าเนินการปรบัสภาพของขวดแก้วทดลองให้อยู่ในสภาพไร้ออกซเิจนและไร้แสง                
โดยการพ่นไล่อากาศดว้ยก๊าซไนโตรเจน (N2)  ประมาณ  1  นาท ีและท าการปิดขวดแก้วทดลองด้วย
จุกยางพรอ้มปิดคลอบดว้ยฝาเกลยีวอกีครัง้ เพื่อป้องกนัแก๊สรัว่ แล้วจงึท าการห่อขวดแก้วทดลองด้วย
กระดาษฟอยล์ (Foil) เพื่อป้องกนัแสง พร้อมนี้ท าการตดิตัง้ถุงเกบ็แก๊ส (Air bag) เขา้กบัขวดแก้ว
ทดลองเพื่อบรรจุปรมิาตรก๊าซทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการหมกัในระหวา่งการทดลองวจิยั และน าขวดแก้ว
ทดลองทัง้หมดวางลงในอ่างน ้าที่สามารถควบคุมอุณหภูมแิละการสัน่สะเทอืน (Water bath shaker)               
ทีอ่ตัราเรว็ 120 + 1 รอบต่อนาท ี(rpm) และอุณหภมูทิี ่35 + 1 oซ ซึง่ด าเนินการทดลองแบบกึ่งเทหรอื
ครัง้คราว (Batch experiment) และท าการทดลองแบบซ ้าสองครัง้ (Duplication test) ในชุดการทดลอง
ของน ้าเสยีแต่ละโรงงาน  
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 2.3) ตดิตามตรวจวดัปรมิาตรก๊าซชวีภาพและก๊าซไฮโดรเจนที่ผลติขึน้จากกระบวนการ
หมกัทางชวีภาพ รวมทัง้การตดิตามตรวจสอบกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ค่าพเีอช (pH) และ                
ค่าซโีอด ี(COD) จากน ้าตวัอย่างในขวดทดลองของกระบวนการหมกัทางชวีภาพ (ด าเนินการเหมอืน
ขัน้ตอนขอ้ที ่1.5)) 
 2.4)   คดัเลอืกผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ตน้ (Initial pH) ภายใต้สภาพอุณหภูมิแบบ
มโีซฟิลกิ (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) ที่ส่งเสรมิให้เกดิการผลติก๊าซไฮโดรเจนได้สูงสุดจาก            
น ้าเสยีของโรงงานชนิดทีม่ศีกัยภาพสงูสุด เพื่อใชเ้ป็นปจัจยัควบคุมในการทดลองวจิยั ในขัน้ตอนอื่นๆ 
ต่อไป 
 

3. ศึกษาสภาวะแวดล้อมท่ีมีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น (Initial pH)                  
4.5-7.0 ภายใต้สภาพอุณหภูมิแบบเทอร์โมฟิลิก (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ)                       
ต่อการผลิตกา๊ซไฮโดรเจนจากน ้าเสียโรงงานเส้นหม่ี 
 3.1) ด าเนินการทดลองวจิยัเหมอืนขัน้ตอนขอ้ที่ 2 ทุกประการ ยกเวน้เรื่องของอุณหภูม ิ               
ทีต่อ้งควบคุมใหอ้ยูภ่ายใตส้ภาพเทอรโ์มฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) 
 3.2) ตดิตามตรวจวดัปรมิาตรก๊าซชวีภาพและก๊าซไฮโดรเจนทีผ่ลติขึน้จากกระบวนการหมกั
ทางชวีภาพ รวมทัง้การตดิตามตรวจสอบกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (Volatile fatty acids) ค่าพเีอช (pH) 
และค่าซโีอด ี(COD) จากน ้าตวัอยา่งในขวดทดลองของกระบวนการหมกัทางชวีภาพ (ด าเนินการเหมอืน 
ข ัน้ตอนขอ้ที ่1.5)) 
 3.3)  คดัเลอืกผลของค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ตน้ (Initial pH) ภายใตส้ภาพอุณหภมูแิบบ 
เทอรโ์มฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) ทีส่ง่เสรมิใหเ้กดิการผลติก๊าซไฮโดรเจนไดส้งูสุดจาก 
น ้าเสยีของโรงงานชนิดทีม่ศีกัยภาพสงูสุด เพื่อใชเ้ป็นปจัจยัควบคุมในการทดลองวจิยั ในขัน้ตอนอื่นๆ 
ต่อไป 
 

4. การศึกษาชนิดของวสัดตุวักลางสงัเคราะหท่ี์ชอบน ้าและไม่ชอบน ้าในการส่งเสริม  
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจากน ้ าเสียโรงงานเส้นหม่ี ภายใต้
สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น (Initial pH) 6.5 และสภาพอณุหภมิู
แบบเทอรโ์มฟิลิก (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) 
 4.1) เกบ็ตวัอยา่งน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร
ชนิดที่มีศกัยภาพในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้สูงสุดจากน ้าเสยีทัง้หมด ได้แก่ น ้าเสยีจากโรงงาน              
เส้นหมี่ (ผลการทดลองจากขอ้ที่ 1) และท าการตรวจวเิคราะห์คุณลกัษณะทางกายภาพและเคมโีดย
ด าเนินการวเิคราะหพ์ารามเิตอรด์งันี้คอื pH, COD, TKN, TS และ TSS (APHA, 2005) และน าน ้าเสยี
จากโรงงานเส้นหมี่ในปริมาณ 180 มล. เติมหัวเชื้อแบคทีเรียที่สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจน                 
ทีเ่ตรยีมจากกากตะกอนของเสยีขา้งตน้ในปรมิาณ  20  มล. ใส่ในขวดแกว้ทดลองขนาด 250 มล.  
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 4.2)   ปรบัสภาพค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ต้น (Initial pH) ที่เหมาะสมต่อการทดลองคอื 
6.5 (ผลการทดลองจากขอ้ที ่2 และขอ้ที ่3) ดว้ยสารละลาย 1 M HCl หรอื 1 M KOH 
 4.3)   ศกึษาคุณสมบตัเิบื้องต้นของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ (Synthetic media) ทัง้ 2 ชนิด
ซึ่งมีรูปทรงเป็นวงแหวนกลวง และเติมวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้า (Hydrophilic media)  
หรือวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic media) ในสดัส่วนของปริมาตรของ               
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of media/Volume of waste waster) ที่ 0% (ตวัควบคุม), 
2%, 3%, 4%, 5% และ 6% (Zhao et al., 2012) 
 4.4)  ด าเนินการปรบัสภาพของขวดแก้วทดลองให้อยู่ในสภาพไร้ออกซิเจนและไร้แสง              
โดยการพ่นไล่อากาศดว้ยก๊าซไนโตรเจน (N2)  ประมาณ  1  นาท ีและท าการปิดขวดแก้วทดลองด้วย
จุกยางพรอ้มปิดคลอบดว้ยฝาเกลยีวอกีครัง้ เพื่อป้องกนัแก๊สรัว่ แล้วจงึท าการห่อขวดแก้วทดลองด้วย
กระดาษฟอยล์ (Foil) เพื่อป้องกนัแสง พร้อมนี้ท าการตดิตัง้ถุงเกบ็แก๊ส (Air bag) เขา้กบัขวดแก้ว
ทดลองเพื่อบรรจุปรมิาตรก๊าซทีเ่กดิขึน้จากกระบวนการหมกัในระหวา่งการทดลองวจิยั และน าขวดแก้ว
ทดลองทัง้หมดวางลงในอ่างน ้าที่สามารถควบคุมอุณหภูมแิละการสัน่สะเทอืน (Water bath shaker)             
ที่อตัราเรว็ 120 + 1 รอบต่อนาท ี(rpm) และอุณหภูมทิี่เหมาะสมในการทดลอง 55 + 1 oซ (ผลการ
ทดลองขอ้ที ่3) ซึง่ด าเนินการทดลองแบบกึ่งเทหรอืครัง้คราว (Batch experiment) และท าการทดลอง
แบบซ ้าสองครัง้ (Duplication test) ในชุดการทดลองของน ้าเสยี 
 4.5)  ตดิตามตรวจวดัปรมิาตรก๊าซชีวภาพและก๊าซไฮโดรเจนที่ผลิตขึน้จากกระบวนการ
หมกัทางชวีภาพ รวมทัง้การตดิตามตรวจสอบกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ค่าพเีอช (pH) และ                 
ค่าซโีอด ี(COD) จากน ้าตวัอย่างในขวดทดลองของกระบวนการหมกัทางชวีภาพ (ด าเนินการเหมอืน
ขัน้ตอนขอ้ที ่1.5)) 
 4.6)   วเิคราะหข์อ้มลูจากการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากการใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหแ์ต่ละ 
ชนิดในการส่งเสรมิประสิทธภิาพการผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพสะสมสูงสุดจากน ้าเสยีโรงงาน            
เสน้หมีภ่ายใตส้ภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสมของค่ากรด-ด่างเริม่ตน้ (Initial pH) และสภาพอุณหภมู ิ
 

5. การศึกษารปูทรงท่ีแตกต่างกนั (รปูทรงลกูบอล รปูวงแหวนกลวง และรปูวงล้อ)  
ของวสัดตุวักลางสงัเคราะห์ท่ีชอบน ้าต่อประสิทธิภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจาก 
น ้าเสียโรงงานเส้นหม่ี ภายใต้สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสมของค่าความเป็นกรด-ด่างเร่ิมต้น   
(Initial pH) 6.5 และสภาพอณุหภมิูแบบเทอรโ์มฟิลิก (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) 
พร้อมทัง้ศึกษาลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของจลิุนทรียท่ี์ยึดเกาะบนวสัดตุวักลางสงัเคราะห ์
 5.1) ด าเนินการทดลองวิจยัเหมือนขัน้ตอนข้อที่ 4 ทุกประการ แต่ใช้วสัดุตวักลาง
สงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้า 3 รูปทรง (รูปทรงลูกบอล รูปวงแหวนกลวง และรูปวงล้อ) ในสดัส่วนของ
ปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of media/Volume of waste waster) ที่ 5% 
ของการทดลองวจิยั (ผลการทดลองขอ้ที ่4) 



รายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์ (MRG5480095)  22 
 

 5.2)  เมื่อการทดลองในหวัข้อที่ 5.1) ไม่มีการผลติก๊าซชีวภาพในระบบแล้ว ด าเนิน
การศกึษาลกัษณะทางสณัฐานของจุลนิทรีย์ที่ยดึเกาะวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ที่ชอบน ้าในระบบทัง้ 3  
(รูปทรงลูกบอล รูปวงแหวนกลวง และรูปวงล้อ) ที่สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้จากน ้าเสียของ
กระบวนการผลิตอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารด้วยกระบวนการหมกัทางชวีภาพด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope; SEM) JEOL 
รุ่น JSM-35CF ซึ่งเตรียมตวัอย่างโดยการตรึงวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ที่ไบโอฟิลม์ (Biofilms) ด้วย 
2.5% Glutaraldehy ประมาณ 1-2 ชัว่โมง ในตู้เยน็ จากนัน้ท าการล้างด้วย 0.1 M PBS (pH 7.2-7.4) 
ที่อุณหภูม ิ 4ºซ จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี หลงัจากนัน้ตรงึวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ที่ไบโอฟิลม ์
(Biofilms) ด้วย 1% osmium tetroxide ใน 0.1 M PBS (pH 7.2-7.4) ที่อุณหภูม ิ 4ºซ ประมาณ 2 
ชัว่โมง แลว้จงึท าการลา้งอกีครัง้ดว้ย 0.1 M PBS (pH 7.2-7.4)  อุณหภมู ิ4ºซ จ านวน 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 
นาท ีและท าใหแ้หง้ดว้ย (Dehydrate) ดว้ย Ethyl Alcohol 70%, 80%, 90%, 95% จ านวน 2 ครัง้ และ 
100% 2 ครัง้ ครัง้ละ 30 นาท ีตามล าดบั แล้วจงึน าไปท าแห้ง ณ จุดวกิฤต ด้วยเครื่อง Critical point 
drying และตดิตวัตวัอยา่งทีจ่ะน าไปส่องดว้ยจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราดบน SEM stub พร้อม
เคลอืบดว้ยทอง 
 
 6.  การวิเคราะหข้์อมลูและการแปรผล 
 น าข้อมูลการติดตามตรวจวัดปริมาตรการผลิตก๊าซชีวภาพสะสม (Cumulative biogas 
production) และปริมาตรการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production)           
ตามช่วงเวลาที่ได้ก าหนดไว้จากผลการทดลอง แปรผลโดยการค านวณจากสมการประยุกต์ของ 
Gompertz  ดงัแสดงไวใ้นสมการที่ 1 และ 2 (Van Ginkel et al., 2005) และน าขอ้มูลของค่าปรมิาณ
ผลผลติที่เกดิขึน้ในกระบวนการหมกัของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (Volatile fatty acids) ค่าพเีอช (pH) 
และค่าซโีอด ี(COD) ทีไ่ดจ้ากผลการทดลองมาวเิคราะหค์่าเฉลีย่ (X) 

 
 

                              (1) 
 
        
โดย H (t)   =      จ านวนก๊าซชวีภาพทีผ่ลติขึน้ในช่วงเวลา  (t )  (มล.) 
 Hmax = จ านวนก๊าซชวีภาพทีผ่ลติไดท้ ัง้หมดในระบบ  (มล.) 
  R = อตัราการผลติก๊าซชวีภาพ   (มล./ชม) 
  = ระยะเตรยีมการหรอืพกัตวั (lag phase)   (ชม) 
 t = ระยะเวลา (ชม) 
 e = ค่าคงที ่2.71828 

H (t)  =  Hmax  exp    -exp     Rm  * e (  -  t ) + 1 
                                         Hmax 
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โดย V H, i = ปรมิาตรของก๊าซไฮโดรเจนสะสม ณ  ปจัจุบนัทีว่ดั ( i )  
 V H, i-1 = ปรมิาตรของก๊าซไฮโดรเจนสะสมครัง้ทีว่ดัผ่านมา  ( i-1 )  
 V G, i = ปรมิาตรของก๊าซชวีภาพทัง้หมด ณ เวลาปจัจุบนั  ( i )  
 V G, i-1 = ปรมิาตรของก๊าซชวีภาพทัง้หมดทีว่ดัผ่านมา ( i-1 )  
 C H, i = ค่าสดัส่วนของก๊าซไฮโดรเจนในช่องวา่งเหนือสารตวัอยา่งภายในขวดทดลอง  

(Headspace)  ณ  ปจัจุบนัทีว่ดัโดยเครื่อง GC 
 C H, i-1 = ค่าสดัส่วนของก๊าซไฮโดรเจนในช่องวา่งเหนือสารตวัอยา่งภายในขวดทดลอง  

(Headspace)  ครัง้ทีว่ดัผ่านมาโดยเครื่อง GC  
V H = ปรมิาตรทัง้หมดของช่องวา่งเหนือสารตวัอยา่งภายในขวดทดลอง  

(Headspace)  
 
 

ผลการทดลองและการวิจารณ์ผล (Results and Discussion) 
1. คณุลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้าเสียจากกระบวนการผลิตของโรงงาน 

อุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารและกากตะกอนของเสียจากระบบบ าบดัของเสียแบบ                  
ไร้อากาศ 

ผลการตรวจวเิคราะหค์ุณลกัษณะทางกายภาพและเคมขีองน ้าเสยีจากกระบวนการผลติของ 
โรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารจ านวน 5 แห่ง (โรงงานน ้าผลไม้ 2 แห่ง โรงงานแปรรูป
มะพรา้ว โรงงานขนมทีท่ าจากแป้ง และโรงงานเสน้หมี)่ และกากตะกอนของเสยีจากระบบบ าบดัของเสยี
แบบไร้อากาศซึ่งด าเนินการวเิคราะห์พารามเิตอร์ดงันี้คอื pH, COD, TKN, TS, TSS, VS และ VSS 
โดยมผีลวเิคราะห ์และสรุปเป็นภาพรวมดงัแสดงในตารางที ่2  
 ส่วนกากตะกอนของเสยีที่น ามาเลี้ยงเชื้อด้วยกลูโคสที่ความเข้มข้น 20 ก./ล. ในสารละลาย                
สต๊อกอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเตบิโตของจุลนิทรยี์ เพื่อใช้เป็นหวัเชื้อแบคทเีรียที่สามารถผลติก๊าซ
ไฮโดรเจน (Hydrogen producing bacteria) ในขวดแก้วทดลองขนาด 250 มล. ผลการทดลองพบว่า 
จุลนิทรยีใ์นขวดแกว้ทดลองเริม่ผลติก๊าซไฮโดรเจนได้ตัง้แต่วนัแรกของการทดลอง ซึ่งมแีนวโน้มของ 
ปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนต่อวนัไดส้งูในช่วง 2 วนัแรกของการทดลอง และปรมิาตรการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) สงูสุดประมาณ 140 มลิลลิติรของก๊าซไฮโดรเจน 
(ml H2) เมื่อการทดลองผ่านไป 10 วนั ดงัแสดงในรปูที ่8  

 
 
 
 
 
 

 
VH, i =    VH, i-1   +    CH, i ( VG,i   -VG,i – 1)    +    VH  (C H, i  -  C H, i -1) (2) 
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ตารางท่ี 2 คณุลกัษณะทางกายภาพและเคมีของน ้าเสียอตุสาหกรรมประเภทอาหารและกากตะกอนของเสีย 

พารามิเตอร์ 
(หน่วย) 

โรงงานอตุสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร 
โรงงาน 

น ้าผลไม้ 1 
โรงงาน 

น ้าผลไม้ 2 
โรงงาน
แปรรปู
มะพร้าว 

โรงงาน
ขนมท า
จากแป้ง 

โรงงาน 
เส้นหมี่ 

กาก
ตะกอน
ของเสีย 

pH 7.17 5.08 5.52 5.50 5.30 8.23 
COD (mg/l) 6,250 4,125 8,275 20,000 4,296 24,300 
BOD (mg/l) 2,260 2,270 3,200 3,353 1,096 NA 
TKN (mg/l) 52.30 70.40 82.7 13.78 68.04 597 
TS (mg/l) 526 7.43 672 6,525 545.60 257,860 

TSS (mg/l) 375 0.20 434 4,963.20 303.80 212,750 
VS (mg/l) NA NA NA NA NA 25,370 

VSS (mg/l) NA NA NA NA NA 14,327 
หมายเหตุ NA = Not analyzed 
 
 

 
 
      รปูที ่8   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมของกากตะกอนของเสยีทีเ่ลีย้งเชือ้                         
                                                        ในขวดแกว้ทดลอง 
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2. ผลการผลิตกา๊ซไฮโดรเจนจากน ้าเสียของกระบวนการผลิตของโรงงานอตุสาหกรรม 

เกษตรประเภทอาหาร 
จากผลการทดลองของกระบวนการหมกัทางชวีภาพในขวดทดลองแบบกึ่งเทวจิยั  (Batch test) 

ภายใต้สภาพไร้อากาศและไม่มีแสงของน ้าเสียโรงงานอุตสาหกรรมประเภทอาหารทัง้ 5 โรงงาน 
(โรงงานน ้าผลไม้ 2 แห่ง โรงงานเส้นหมี่ โรงงานขนมที่ท าจากแป้ง และโรงงานแปรรูปมะพร้าว)                  
เป็นเวลาประมาณ 1 สปัดาห์พบว่า ในภาพรวมน ้าเสยีของทุกโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรประเภท
อาหารสามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้  ซึ่งมีค่าการผลิตก๊าซชีวภาพสะสม (Cumulative biogas 
production)  อยูใ่นช่วงประมาณ 335 – 1,100 ml biogas/l wastewater และเมื่อวเิคราะหอ์งคป์ระกอบ
ของก๊าซชวีภาพที่เกดิขึน้ภาพรวมพบเพิม่เตมิว่า มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซไฮโดรเจน (H2) ประมาณ             
0 – 16.0  ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2)  รอ้ยละประมาณ 19.92 – 69.70  และก๊าซไนโตรเจน (N2) 
รอ้ยละประมาณ 14.30 – 80.08 ส่วนก๊าซมเีทน (CH4) ไม่พบการผลติในกระบวนการหมกัครัง้นี้                    
 ส่วนผลการทดลองในส่วนของปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีโรงงานอุตสาหกรรม
ประเภทอาหารทัง้ 5 โรงงานพบวา่ น ้าเสยีของทุกโรงงานสามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนได ้ ยกเวน้น ้าเสยี
จากโรงงานน ้าผลไม ้2 และจุดเริม่ตน้ของการผลติก๊าซไฮโดรเจนในช่วงต้นของกระบวนการหมกัของ
น ้าเสยีแต่ละชนิดมคี่าแตกต่างกนัตัง้แต่ 8 – 36 ชัว่โมง  ทัง้นี้อาจเนื่องจากเป็นช่วงที่จุลนิทรยีห์วัเชื้อ
ตอ้งใชเ้วลาปรบัตวัให้เขา้กบัสภาพแวดล้อมนัน้ๆ (Lag phase) (Zang Tong et al., 2003) นอกจากนี้
ยงัพบว่า การผลติก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen production) จากน ้าเสยีแต่ละชนิด (ยกเวน้น ้าเสยีจาก
โรงงานน ้าผลไม ้2) เพิม่ขึน้อยา่งรวดเรว็ในช่วง 2 วนัแรกของการทดลองและมคี่าสูงสุดในช่วงแรกและ
ค่อย ๆ ลดลงจนไม่เกิดการผลิตก๊าซชีวภาพในระบบการทดลอง ซึ่งการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสม 
(Cumulative hydrogen production) จากน ้าเสยีแต่ละชนิดมคีวามแตกต่างกนัโดยเรียงล าดบัจาก                
ปรมิาตรการผลติไฮโดรเจนสะสมสงูสุดไปต ่าสุดไดด้งันี้คอื 1) น ้าเสยีจากโรงงานเสน้หมีม่กีารผลติสงูสุด 
183.51 ml H2/l wastewater 2) น ้าเสยีจากโรงงานน ้าผลไม้ 1 มกีารผลติในประมาณ  149.36 ml H2/l 
wastewater 3) น ้าเสยีจากโรงงานแปรรูปมะพร้าวมกีารผลติในปรมิาตร 73.90  ml H2/l wastewater 
และ 4) น ้าเสียจากโรงงานขนมท าจากแป้งมีการผลิตในปริมาตร 68.62 ml H2/l wastewater                    
ส่วนน ้าเสยีจากโรงงานน ้าผลไม ้ 2  ไม่สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนได้เลย (รูปที่ 9) ทัง้นี้อาจเนื่องจาก
คุณลกัษณะทางกายภาพและเคมีที่แตกต่างกนัของน ้าเสีย เป็นผลให้ปริมาตรของก๊าซที่ผลิตขึ้น
แตกต่างกนัไปด้วย  ซึ่งผลการทดลองขา้งต้นมคีวามเหมือนกบัผลการทดลองที่เคยรายงานไวว้่า                
น ้าเสยีของแอปเป้ิล  น ้าเสยีของมนัสมัปะหลงั น ้าเสยีจากขบวนการผลติลูกกวาด A และ B สามารถ
เปลี่ยนเป็นก๊าซไฮโดรเจนได้ในปรมิาณ 0.7–0.9 l H2/l wastewater,  2.1–2.8 l H2/l wastewater, 0.1  
l H2/l wastewater และ 0.4–2.0 l H2/l wastewater ตามล าดบั (Van Ginkel et al., 2001) 
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รูปที ่9  กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีจากอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหาร 

 

 อย่างไรกต็ามเมื่อตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มูลค่าพีเอช (pH) ของวนัเริม่ต้นกระบวนการหมกั             
น ้าเสียแต่ละชนิดจนถึงวนัที่ไม่มีการผลติก๊าซชีวภาพ (Biogas production) ในระบบทดลองพบว่า               
ค่าพเีอชของกระบวนการหมกัมแีนวโน้มลดค่าลงจากค่าพเีอชเริม่ตน้ (Initial pH) ในช่วง 4 วนัแรกของ
การทดลองและค่าพเีอชค่อนขา้งคงที ่ซึ่งในขณะเดยีวกนัพบว่าแนวโน้มการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม               
เริม่คงทีเ่ช่นกนั โดยมภีาพรวมขอ้มลูการเปลีย่นแปลงของค่าพเีอชอยูใ่นช่วง 3.5-6.0 ทัง้นี้อาจเนื่องจาก
จุลินทรยี์ได้ท าการย่อยสลายสารอนิทรียใ์นน ้าเสยีและเปลี่ยนรูปเป็นกรดอินทรีย์ (Organic acids)                  
ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) และสารอื่นๆ (Khanal et al., 2004) ส่วนค่าซโีอด ี
(COD) ในวนัเริม่ต้นการทดลองและวนัสิ้นสุดการทดลองซึ่งเป็นวนัที่ไม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพพบว่า 
ร้อยละของการก าจดัซีโอดี (% COD removal) ในระบบค่อนข้างต ่า ซึ่งมีภาพรวมข้อมูลการ
เปลีย่นแปลงอยูใ่นช่วง  7.42 – 37.29 และค่าผลผลติทีเ่กดิขึน้ระหวา่งกระบวนการหมกัก๊าซไฮโดรเจน 
(Intermediate products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมพบว่า มกีารผลติกรดอนิทรยี์
ระเหยง่ายจ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 3.18 – 14.08 mg/l และกรดอะซติกิ (Acetic 
acid) 1.05-11.92 mg/l ตามล าดบั แต่พบการผลติค่อนขา้งต ่าของกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) 
ประมาณ 0.13 -5.76 mg/l ในระบบ 
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จากผลการทดลองขา้งต้น สามารถสรุปได้ว่าน ้าเสยีของโรงงานเส้นหมี่มศีกัยภาพในการผลิต 
ก๊าซไฮโดรเจนสะสมไดส้งูสุด ดงันัน้จงึใชน้ ้าเสยีประเภทดงักล่าวเป็นตวัแทนของน ้าเสยีโรงงานอุตสาหกรรม
เกษตรประเภทอาหารทัง้หมดที่น ามาใช้ในการทดลอง โดยน ามาใช้เป็นสารอาหารตัง้ต้นส าหรบัการ
ทดลองศกึษาถงึปจัจยัสภาพแวดลอ้มทีม่ผีลต่อกระบวนการหมกัเพื่อการผลติก๊าซไฮโดรเจน 
 

3. ผลการศึกษาสภาวะแวดล้อมท่ีมีเหมาะสมของค่าพีเอชเร่ิมต้น (Initial pH) 4.5-7.0  
ภายใต้สภาพอณุหภมิูแบบมีโซฟิลิก (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) ต่อการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนจากน ้าเสียโรงงานเส้นหม่ี  

จากผลการทดลองของการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีโรงงานเสน้หมีท่ีค่วบคุมค่าพเีอช 
เริม่ตน้ (Initial pH) ตัง้แต่ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 โดยใชก้ระบวนการหมกัในขวดทดลองแบบ  
กึ่งเท (batch test) ในสภาพไร้อากาศและไม่มแีสง ภายใต้สภาพอุณหภูมแิบบมโีซฟิลกิ (Mesophilic 
condition) (35 + 1 oซ) เป็นเวลาประมาณ 1 สปัดาห์พบว่า ระยะปรบัตวั (Lag phase) ของจุลนิทรยี ์
ในกระบวนการหมกัเมื่อเริม่ผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีในช่วงประมาณ 4 - 14 ชัว่โมง ขึน้กบั               
ค่าพเีอชเริม่ต้นที่แตกต่างกนั (Fang et al., 2005)  โดยพบแนวโน้วของสภาพที่สามารถผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสมไดค้่อนขา้งสงู ซึ่งมคี่าพเีอชเริม่ต้นอยู่ในช่วง 6.0 –7.0 และมคี่าระยะปรบัตวัค่อนขา้ง
สัน้ประมาณ 4 - 6 ชัว่โมง  นอกจากนี้ยงัพบว่า  น ้าเสยีของโรงงานเส้นหมี่สามารถผลติก๊าชชวีภาพ 
(Biogas production)  ได้ทุกสภาพของค่าพีเอชเริม่ต้น และมีปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพสะสม 
(Cumulative biogas production) ในภาพรวมอยู่ในช่วงประมาณ 433.75 – 1,176.25 ml biogas/l 
wastewater ซึ่งปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพสะสมมคี่าค่อนขา้งสูงในสภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที่อยู่
ในช่วง 6.0 –7.0 เช่นกนั 

โดยเมื่อวเิคราะหอ์งคป์ระกอบของก๊าซชวีภาพทีเ่กดิขึน้ภาพรวมพบว่า มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซ
ไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 0 – 13.86 ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละประมาณ 37.47 – 49.06 
และก๊าซไนโตรเจน (N2) ร้อยละประมาณ 46.49 – 55.85 ส่วนก๊าซมเีทน (CH4) ไม่พบการผลติใน
กระบวนการหมกัครัง้นี้   

นอกจากนี้ผลการทดลองในส่วนของปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของโรงงาน 
เส้นหมี่ที่ควบคุมค่าพเีอชเริ่มต้น (Initial pH) ตัง้แต่ 4.5 - 7.0 พบว่า ไม่มีการผลติก๊าซไฮโดรเจนใน
ระบบภายใต้สภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 4.5 และ 5.0 ส่วนค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 มี
ภาพรวมของการผลติก๊าซไฮโดรเจนในปรมิาตรที่ค่อนขา้งสูงในช่วงแรกและค่อยๆ คงที่จนไม่เกดิการ
ผลติก๊าซชวีภาพในระบบ โดยในสภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 5.5 - 6.5 พบว่า แนวโน้มของการผลติ
ก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) มคี่าสูงขึน้ตามล าดบัดงันี้คอื 5.92 ml H2/l 
wastewater (ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่5.5)  46.63 ml H2/l wastewater (ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่6.0) และมคี่าสงูสุด
ประมาณ 307.97 ml H2/l wastewater (ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5) ซึ่งปริมาตรก๊าซไฮโดรเจนสะสม                   
ลดปรมิาตรลงเมื่อค่าพเีอชเริม่ตน้เพิม่สงูขึน้ที ่7.0 (รปูที ่10) 
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รปูที ่10   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีของโรงงานเสน้หมี ่                               
           ทีค่่าพเีอชเริม่ตน้ 4.5 -7.0 ภายใตส้ภาพอุณหภมูแิบบมโีซฟิลกิ (35 + 1 oซ) 

 
ผลการตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มลูค่าพเีอช (pH) ของวนัเริม่ตน้กระบวนการหมกัน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่
ภายใตส้ภาพค่าพเีอชเริม่ตน้ (Initial pH) ตัง้แต่ 4.5 - 7.0 จนถงึวนัทีไ่ม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพ (Biogas 
production) ในระบบทดลองพบว่า ค่าพเีอชในภาพรวมมแีนวโน้มลดลงในช่วง 3 วนัแรกและคงที่
หลงัจากนัน้ซึง่มคี่าพเีอชที ่3.5  ในทุกการทดลอง ดงัแสดงในตารางที่ 3  ส่วนค่าซโีอด ี(COD) ในวนั
เริม่ตน้การทดลองและวนัสิน้สุดการทดลองซึง่เป็นวนัทีไ่ม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพพบว่า ร้อยละของการ
ก าจดัซีโอดี (% COD removal) ในระบบเพิ่มขึ้นเล็กน้อย (เทียบกับผลการทดลองข้อที่ 2))                      
ซึ่งมีภาพรวมขอ้มูลการเปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 31.25 – 46.88 และค่าผลผลิตที่เกิดขึน้ระหว่าง
กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate products) ของกรดอินทรีย์ระเหยง่าย (VFAs)                   
ในภาพรวมพบวา่ มกีารผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายจ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 7.50 
– 27.08 mg/l และกรดอะซติกิ (Acetic acid)  5.05-31.95 mg/l ตามล าดบั แต่พบการผลติค่อนขา้งต ่า
ของกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) ประมาณ 0.13 -2.66 mg/l ในระบบ 

จากผลการทดลองขา้งตน้ สามารถสรุปไดว้า่ ค่าพเีอชเริม่ต้นที่แตกต่างกนัมผีลต่อการผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสมทีไ่ดจ้ากกระบวนหมกัของน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่ ซึ่งค่าพเีอชเริม่ต้นที่ส่งเสรมิให้ระบบ
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สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมไดส้งูสุดภายใตส้ภาพอุณหภูมแิบบมโีซฟิลกิ (Mesophilic condition) 
(35 + 1 oซ) คอื ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่ 6.5    
 

ตารางท่ี 3 ข้อมลูภาพรวมของค่าพีเอชท่ีลดลงในระหว่างการหมกัของน ้าเสียโรงงานเส้นหมี่  
ค่าพีเอชเร่ิมต้น 

(Initial pH) 
ระยะเวลาการหมกั (ชม) 

0 24 48 72 96 120 144 168 
4.5 4.5 4.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
5.0 5.0 5.0 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
5.5 5.5 5.5 4.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
6.0 6.0 5.5 4.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
6.5 6.5 5.5 4.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 
7.0 7.0 5.5 4.5 3.5 3.5 3.5 3.5 3.5 

 
 

4. ผลการศึกษาสภาวะแวดล้อมท่ีมีเหมาะสมของค่าพีเอชเร่ิมต้น (Initial pH)  4.5 - 7.0  
ภายใต้สภาพอณุหภมิูแบบเทอรโ์มฟิลิก (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) ต่อการผลิต           
กา๊ซไฮโดรเจนจากน ้าเสียโรงงานเส้นหม่ี 
 จากผลการทดลองของการผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีโรงงานเสน้หมีท่ีค่วบคุมค่าพเีอชเริม่ตน้ 
(Initial pH) ตัง้แต่ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5 และ 7.0 โดยใช้กระบวนการหมกัในขวดทดลองแบบกึ่งเท 
(batch test) ในสภาพไร้อากาศและไม่มแีสง ภายใต้สภาพอุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ (Thermophilic 
condition) (55 + 1 oซ) เป็นเวลาประมาณ 8 วนัพบว่า ระยะปรบัตวั (Lag phase) ของจุลนิทรีย ์              
ในกระบวนการหมกัเมื่อเริม่ผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีในช่วงประมาณ 14 - 44  ชัว่โมง ขึน้กบั            
ค่าพีเอชเริ่มต้นที่แตกต่างกนั (Fang et al., 2005)  โดยพบแนวโน้วของสภาพที่สามารถผลิต                   
ก๊าซไฮโดรเจนสะสมไดค้่อนขา้งสงู มคี่าพเีอชเริม่ตน้อยูใ่นช่วง 5.5-7.0 นอกจากนี้ยงัพบวา่  น ้าเสยีของ
โรงงานเส้นหมี่สามารถผลติก๊าชชวีภาพ (Biogas production) ได้ทุกสภาพของค่าพเีอชเริม่ต้น และ              
มปีรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพสะสม (Cumulative biogas production) ในภาพรวมอยู่
ในช่วงประมาณ 805.50 – 2,203.75 ml biogas/l wastewater ซึ่งปรมิาตรการผลติก๊าซชวีภาพสะสม                  
มคี่าค่อนขา้งสงูในสภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5 และ 7.0  โดยเมื่อวเิคราะห์องค์ประกอบของก๊าซ
ชวีภาพที่เกดิขึน้ภาพรวมพบว่า มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 0 – 26.42 ก๊าซ
คารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) รอ้ยละประมาณ 28.46 – 40.70 และก๊าซไนโตรเจน (N2) ร้อยละประมาณ 
44.60 – 71.54 ส่วนก๊าซมเีทน (CH4) ไม่พบการผลติในกระบวนการหมกัครัง้นี้   
 นอกจากนี้ผลการทดลองในส่วนของปริมาตรการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีของโรงงาน             
เส้นหมี่ที่ควบคุมค่าพีเอชเริ่มต้น (Initial pH) ตัง้แต่ 4.5 - 7.0 ภายใต้สภาพอุณหภูมิแบบ                            
เทอร์โมฟิลกิพบว่า ไม่มกีารผลติก๊าซไฮโดรเจนในระบบภายใต้สภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 4.5 และ 
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5.0 ซึง่ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่5.5, 6.0 และ 6.5 มภีาพรวมของการผลติก๊าซไฮโดรเจนในปรมิาตรที่ค่อนขา้ง
สูงในช่วงวนัแรกและค่อยๆ คงที่จนไม่เกิดการผลติก๊าซชวีภาพในระบบ ส่วนค่าพเีอชเริ่มต้นที่ 7.0                
มกีารผลติก๊าซไฮโดรเจนค่อนขา้งสงูเฉพาะวนัแรกและค่อยๆ คงที ่ โดยในสภาพของค่าพเีอชเริม่ต้นที ่        
5.5 - 6.5 พบว่า แนวโน้มของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production)                  
มคี่าสูงขึน้ตามล าดบัดงันี้คอื 69.50 ml H2/ l wastewater (ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 5.5)  187.59 ml H2/l 
wastewater (ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.0) และมคี่าสูงสุดประมาณ 552.29 ml H2/l wastewater (ค่าพเีอช
เริ่มต้นที่ 6.5) ซึ่งปริมาตรก๊าซไฮโดรเจนสะสมลดลงเมื่อค่าพีเอชเริ่มต้นเพิ่มสูงขึ้นที่ 7.0 มีเพียง
ประมาณ 126.66 ml H2/l wastewater (รปูที ่11) 
 ผลการตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มลูค่าพเีอช (pH) ของวนัเริม่ตน้กระบวนการหมกัน ้าเสยีโรงงาน
เสน้หมีภ่ายใตส้ภาพค่าพเีอชเริม่ต้น (Initial pH) ตัง้แต่ 4.5 - 7.0 จนถึงวนัที่ไม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพ 
(Biogas production) ในระบบทดลองพบว่า ค่าพีเอชในภาพรวมมีแนวโน้มลดลงในช่วง 2              
วนัแรกและคงทีห่ลงัจากนัน้ ยกเวน้ในสภาพค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่5.5  ทีไ่ม่มกีารเปลีย่นแปลงของค่าพเีอช            
ดงัแสดงในตารางที ่4  ส่วนค่าซโีอด ี(COD) ในวนัเริม่ต้นการทดลองและวนัสิ้นสุดการทดลองซึ่งเป็น
วนัที่ ไม่มีการผลิตก๊าซชีวภาพพบว่า ร้อยละของการก าจดัซีโอดี (% COD removal) ในระบบ                    
มแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้ตามปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม  ซึง่มภีาพรวมขอ้มลูการเปลีย่นแปลงอยู่
ในช่วง 40.63 – 56.25 และค่าผลผลติทีเ่กดิขึน้ระหวา่งกระบวนการหมกัก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate 
products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมพบว่า มีการผลติกรดอินทรยีร์ะเหยง่าย
จ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 6.50 – 32.20 mg/l และกรดอะซติิก (Acetic acid)  
8.05-38.75 mg/l ตามล าดบั แต่พบการผลติค่อนขา้งต ่าของกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) ประมาณ 
0.13 -2.56 mg/l ในระบบ 
 จากผลการทดลองขา้งต้น สามารถสรุปได้ว่าค่าพเีอชเริม่ต้นที่แตกต่างกนัและสภาพของอุณหภูมิ            
ทีค่วบคุมในระบบ มผีลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมที่ได้จากกระบวนการหมกัของน ้าเสยีโรงงาน
เสน้หมี ่ซึง่ภายใตส้ภาพแวดลอ้มดงักล่าวส่งเสรมิใหร้ะบบสามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมได้สูงสุดที่
ค่าพเีอชเริม่ตน้ 6.5  ภายใตส้ภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ)  
อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบข้อมูลผลการทดลองวิจ ัยทัง้หมดข้างต้น สามารถสรุปในภาพรวม           
ไดว้า่ น ้าเสยีโรงงานเสน้หมีม่ศีกัยภาพในการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) 
สงูสุด และเมื่อน ามาศกึษาต่อถึงปจัจยัสภาพแวดล้อมของค่าพเีอชเริม่ต้น (Initial pH)  ที่แตกต่างกนั
ภายใต้อุณหภูมคิวบคุมทัง้ในสภาพมโีซฟิลกิ (Mesophilic condition) (35 + 1 oซ) และเทอร์โมฟิลกิ 
(Thermophilic condition) (55 + 1 oซ) พบว่า ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5 ส่งเสรมิให้กระบวนการหมกั
ภายใตอุ้ณหภมูคิวบคุมทัง้สองมกีารผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสงูสุด  ซึง่ภายใตอุ้ณหภมูคิวบคุมของสภาพ
เทอร์โมฟิลกิ ส่งเสรมิให้การผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสมสูงขึ้น 2-3 เท่า เมื่อเปรยีบเทียบกบักระบวน             
การหมกัที่ควบคุมอุณหภูมไิวใ้นสภาพมโีซฟิลกิ ทัง้นี้อาจเกดิจากอตัราการย่อยสลายของสารอาหาร              
ทีส่งูขึน้เมื่ออุณหภมูสิงูขึน้ (Fabiano and Perego, 2002)  และ/หรอือาจเกดิจากการเพิม่ความสามารถ
ของจุลนิทรยีท์ี่ผลติก๊าซไฮโดเจนในกระบวนการหมกัของการผลติก๊าซไฮโดรเจน (Wang and Wan, 
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2008) ดงันัน้อาจกล่าวสรุปได้ว่า ปจัจยัของสภาพแวดล้อมทัง้ค่าพเีอชเริม่ต้นและอุณหภูมถิือว่าเป็น
ปจัจยัส าคญัอยา่งหนึ่งทีม่อีทิธพิลต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจน (Wang and Wan, 2009) 
 

 

รปูที ่11   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีของโรงงานเสน้หมี่                               
             ทีค่่าพเีอชเริม่ตน้ 4.5 -7.0 ภายใตส้ภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (55 + 1 oซ) 

 
 
 

ตารางท่ี 4 ข้อมลูภาพรวมของค่าพีเอชท่ีลดลงในระหว่างการหมกัของน ้าเสียโรงงานเส้นหมี่  
ค่าพีเอชเร่ิมต้น 

(Initial pH) 
ระยะเวลาการหมกั (ชม) 

0 24 48 72 96 120 144 168 192 
4.5 4.5 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 
5.0 5.0 4.5 4.5 4.5 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 
5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
6.0 6.0 6.0 6.0 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
6.5 6.5 6.0 6.0 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 5.5 
7.0 7.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 6.0 
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5. ผลการศึกษาชนิดของวสัดตุวักลางสงัเคราะหท่ี์ชอบน ้า (Hydrophilic media) และ 

วัสดุตัวกลางท่ีไม่ชอบน ้า (Hydroprobic media) รูปทรงวงแหวนกลวงในการส่งเสริม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจากน ้ าเสียโรงงานเส้นหม่ี   ภายใต้
สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม  โดยใช้ในสดัส่วนของปริมาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อ               
น ้าเสียท่ีแตกต่างกนั 

ผลการตรวจวเิคราะหค์ุณลกัษณะทางกายภาพและเคมขีองน ้าเสยีจากโรงงานเสน้หมี่ พบว่ามคี่า
ผลการวเิคราะห์ดงันี้คอื pH 5.5 BOD 998 mg/l, COD 4025 mg/l, TKN 65.50 mg/l, TS 530.60 mg/l 
และ TSS 295.70 mg/l ส่วนคุณสมบตัเิบือ้งตน้ของวสัดุตวักลางสงัเคราะหท์ีช่อบน ้าและไม่ชอบซึ่งมรีูปทรง
แบบวงแหวนกลวง  สามารถสรุปเป็นภาพรวมดงัแสดงในตารางที ่5  

 
 

ตารางท่ี 5 คณุสมบติัเบือ้งต้นของวสัดตุวักลางสงัเคราะห์ (รปูทรงวงแหวนกลวง) 

ชนิดของวสัดตุวักลางสงัเคราะห์ 

คณุสมบติัทางกายภาพ 
ชนิด

ของวสัด ุ
เส้นผา่น
ศนูยก์ลาง
ภายนอก
(ภายใน) 

(mm) 

ความสูง 
(mm) 

ปริมาตร 
(cm3) 

พืน้ท่ีผิว
จ าเพาะ
(cm2) 

พืน้ท่ีผิว
ทัง้หมด    
(m2 /m3) 

Hydrophilic media Acrylic 
type 

20 (16) 10 1.13 13.56 432 

 

      

Hydroprobic media PVC 
type 

20 (16) 10 1.13 13.56 432 
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 จากผลการทดลองของการผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพจากน ้าเสยีโรงงานเสน้หมีท่ีค่วบคุม ค่า 
พเีอชเริ่มต้น (Initial pH) ที่ 6.5 โดยใช้กระบวนการหมกัในขวดทดลองแบบกึ่งเท (batch test)            
ในสภาพไร้อากาศและไม่มแีสง ภายใต้สภาพอุณหภูมิแบบเทอร์โมฟิลกิ (Thermophilic condition)             
(55 + 1 oซ)  ในการทดลองทีใ่ชว้สัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดชอบน ้า (Hydrophilic media; HP media) 
เป็นเวลาประมาณ 8 วนัพบว่า มรีะยะปรบัตวั (Lag phase) ของจุลนิทรียใ์นกระบวนการหมกัเมื่อ              
เริม่ผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีในช่วงประมาณ 8 - 12  ชัว่โมง ขึน้กบัสดัส่วนร้อยละของปรมิาตร
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์และปรมิาตรของน ้าเสยี และมปีรมิาตรการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพสะสม 
(Cumulative biogas production) ในภาพรวมอยู่ในช่วงประมาณ 552.50 – 2,405.50 ml biogas/l 
wastewater และเมื่อด าเนินการวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซชีวภาพที่เกิดขึ้นภาพรวมพบว่า                  
มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 0.90 – 40.14 ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)            
ร้อยละประมาณ 17.18 – 32.20 และก๊าซไนโตรเจน (N2) ร้อยละประมาณ 47.42 – 68.82 ส่วนก๊าซ
มเีทน (CH4) ไม่พบการผลติในกระบวนการหมกัครัง้นี้  ส่วนการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative 
hydrogen production)  มแีนวโน้มลดลงเมื่อเพิม่สดัส่วนของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้า
เสยี (Volume of media/Volume of waste waster; V/V) จาก  2%, 3% และ 4% (V/V) เมื่อเทยีบกบั 
0% (V/V)  (ตวัควบคุม) และมคี่าสงูสุดเมื่อใชส้ดัส่วนของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี
ที ่5% (V/V) และลดค่าต ่าลงเมื่อเพิม่สดัส่วนของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยีที่ 6% 
(V/V) ตามล าดบัดงันี้คอื 366.55 ml H2/ l wastewater (2% V/V HP media)  40.41 ml H2/l 
wastewater (3% V/V HP media) และ 100.46 ml H2/l wastewater (4% V/V HP media) ซึ่งมี
ค่าสงูสุดประมาณ 748.71 ml H2/l wastewater (5% V/V HP media) และปรมิาตรก๊าซไฮโดรเจนสะสม
กลบัลดลงเมื่อเพิม่สดัส่วนของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยีที่ 6% V/V HP media             
ซึง่มคี่าประมาณ 11.18 ml H2/l wastewater (รูปที่ 12) นอกจากนี้ผลการตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มูล  
ค่าพเีอช (pH) ของวนัเริม่ตน้กระบวนการหมกัน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่ภายใต้สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม 
(ค่าพเีอชเริม่ต้นที่ 6.5) จนถึงวนัที่ไม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพ (Biogas production) ในระบบทดลอง
พบว่า ค่าพีเอชในภาพรวมมีแนวโน้มลดลงในช่วง 3  วนัแรกและคงที่หลงัจากนัน้ โดยที่ไม่มีการ
เปลีย่นแปลง พบว่ามคี่าพเีอชลดลงคงที่อยู่ที่ 4.5  ส่วนค่าซโีอด ี(COD) ในวนัเริม่ต้นการทดลองและ  
วนัสิน้สุดการทดลองซึง่เป็นวนัทีไ่ม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพพบว่า ร้อยละของการก าจดัซโีอด ี (% COD 
removal) ในระบบมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้ตามปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม ซึ่งมภีาพรวมขอ้มูล
การเปลี่ยนแปลงอยู่ในช่วง 40.50 – 59.40 และค่าผลผลติที่เกดิขึน้ระหว่างกระบวนการหมกัก๊าซ
ไฮโดรเจน (Intermediate products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมพบว่า มกีารผลติ
กรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายจ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 2.50 – 5.20 mg/l และกรดอะซติกิ 
(Acetic acid)  16.05 - 45.75 mg/l ตามล าดบั แต่พบการผลิตค่อนข้างต ่าของกรดโพรพิโอนิก 
(Propionic acid) ประมาณ 1.13 - 2.56 mg/l ในระบบ 
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 อย่างไรกต็ามเมื่อด าเนินการทดลองผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพจากน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่              
ทีค่วบคุมค่าพเีอชเริม่ต้น (Initial pH) ที่ 6.5 โดยใช้กระบวนการหมกัในขวดทดลองแบบกึ่งเท (batch 
test) ในสภาพไร้อากาศและไม่มีแสง  ภายใต้สภาพอุณหภูมิแบบเทอร์โมฟิลิก (Thermophilic 
condition) (55 + 1 oซ) โดยใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดไม่ชอบน ้า (Hydroprobic media; HB 
media) เป็นเวลาประมาณ 8 วนัพบวา่ มรีะยะปรบัตวั (Lag phase) ของจุลนิทรยีใ์นกระบวนการหมกั
เมื่อเริม่ผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยีประมาณ 8 ชัว่โมง ในทุกๆ สดัส่วนร้อยละของปรมิาตรของ           
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of media/Volume of waste waster; V/V) และมปีรมิาตร
การผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพสะสม (Cumulative biogas production) ในภาพรวมอยูใ่นช่วงประมาณ 
517.50 – 1,105.50 ml biogas/l wastewater และเมื่อด าเนินการวเิคราะห์องค์ประกอบของ                   
ก๊าซชวีภาพที่เกิดขึ้นในภาพรวมพบว่า มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 3.33 – 
17.81 ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละประมาณ 13.43 – 35.31 และก๊าซไนโตรเจน (N2)              
รอ้ยละประมาณ 57.08 – 68.76 ส่วนก๊าซมเีทน (CH4) ไม่พบการผลติในกระบวนการหมกัครัง้นี้   
 
 

 

รปูที ่12   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีของโรงงานเสน้หมี่                               
           โดยใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า (รปูทรงแบบวงแหวนกลวง)                         

          ภายใตค้่าพเีอชเริม่ตน้ 6.5 และสภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (55 + 1 oซ) 
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 ส่วนการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น            
เมื่อเพิม่สดัส่วนของปริมาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of media/Volume of 
waste waster; V/V) จาก  2%, 3% และ 4% (V/V) และมคี่าสูงสุดเมื่อใช้สดัส่วนของปรมิาตรของ              
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยีที่ 5% (V/V) และกลบัมคี่าลดต ่าลงเมื่อเพิม่สดัส่วนของปรมิาตรของ
วสัดุตวักลางสงัเคราะหต่์อน ้าเสยีที ่6% (V/V) ตามล าดบัดงันี้คอื 40.43 ml H2/ l wastewater (2% V/V 
HB media)  174.41 ml H2/l wastewater (3% V/V HB media) และ 197.48 ml H2/l wastewater (4% 
V/V HB media) โดยมคี่าสูงสุดประมาณ 224.31 ml H2/l wastewater (5% V/V HB media) และ
ปรมิาตรก๊าซไฮโดรเจนสะสมกลบัลดลงเมื่อเพิ่มสดัส่วนของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อ               
น ้าเสยีที่ 6% (V/V HB media) ซึ่งมคี่าประมาณ 58.51 ml H2/l wastewater (รูปที่ 13) นอกจากนี้              
ผลการตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มลูค่าพเีอช (pH) ของวนัเริม่ตน้กระบวนการหมกัน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่
ภายใตส้ภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสม (ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่6.5) จนถงึวนัทีไ่ม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพ (Biogas 
production) ในระบบทดลองพบว่า ค่าพีเอชในภาพรวมมีแนวโน้มลดลงในช่วง 2 วนัแรกและคงที ่            
โดยหลงัจากนัน้ไม่มกีารเปลี่ยนแปลง พบว่ามคี่าพเีอชลดลงคงที่อยู่ที่ 5.0  ส่วนค่าซโีอด ี(COD) ใน           
วนัเริม่ตน้การทดลองและวนัสิน้สุดการทดลองซึ่งเป็นวนัที่ไม่มกีารผลติก๊าซชวีภาพพบว่า ร้อยละของ
การก าจดัซโีอด ี(% COD removal) ในระบบมแีนวโน้มเพิม่สงูขึน้ตามปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจน
สะสม  ซึง่มภีาพรวมขอ้มลูการเปลีย่นแปลงอยู่ในช่วง 27.42 – 39.29 และค่าผลผลติที่เกดิขึน้ระหว่าง
กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate products) ของกรดอินทรีย์ระเหยง่าย (VFAs)                  
ในภาพรวมพบว่า มกีารผลติกรดอนิทรยี์ระเหยง่ายจ าพวกกรดบิวทารกิ (Butyric acid) ประมาณ                     
2.50 – 5.20 mg/l และกรดอะซิตกิ (Acetic acid) 5.05 - 25.75 mg/l ตามล าดบั แต่พบการผลิต
ค่อนขา้งต ่าของกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) ประมาณ 1.15 - 2.70 mg/l ในระบบ 
 



รายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์ (MRG5480095)  36 
 

 

 
รปูที ่13   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีของโรงงานเสน้หมี่                              

            โดยใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดไมช่อบน ้า (รปูทรงแบบวงแหวนกลวง)  
           ภายใตค้่าพเีอชเริม่ตน้ 6.5 และสภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (55 + 1 oซ) 

 
 จากผลการทดลองขา้งตน้ สามารถกล่าวสรุปไดว้า่การควบคุมสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม (ค่าพเีอช
เริม่ต้นที่ 6.5  และสภาพอุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ)) รวมทัง้ 
การใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้า (Hydrophilic media) ในสดัส่วนของปริมาตรของ                 
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of  media/Volume of waste waster; V/V) ที่ 5% ส่งเสรมิ
ให้เกิดการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสมสูงสุดจากน ้าเสียโรงงานเส้นหมี่  ทัง้นี้อาจเกิดจากกลุ่มของ
แบคทเีรยีที่สร้างไฮโดรเจนเกาะบนผวิของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ (Biofilm) ที่ใช้ในการทดลองวจิยั 
สนบัสนุนใหม้แีหล่งจุลนิทรยีท์ีม่ศีกัยภาพในการผลติก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพของระบบเพิม่มากขึน้
ซึง่สอดคลอ้งกบัผลงานวจิยัอื่นๆ (Wu et al., 2005; Wu and Chang, 2007; Bai et al., 2009) 
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6. ผลการศึกษารูปทรง ท่ีแตกต่างกันของวัสดุตัวกลางสังเคราะห์ ท่ีชอบน ้ าต่อ
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชีวภาพจากน ้ าเสียโรงงานเส้นหม่ี ภายใต้
สภาพแวดล้อมท่ีเหมาะสม และลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของจุลินทรีย์ท่ียึดเกาะบนวสัดุ
ตวักลางสงัเคราะห ์

ผลการตรวจวเิคราะหค์ุณสมบตัเิบือ้งตน้ของวสัดุตวักลางสงัเคราะหท์ีช่อบน ้าในรูปทรงที่แตกต่างกนั 
(รูปทรงลูกบอล รูปทรงวงแหวนกลวง และรูปทรงวงล้อ) สามารถสรุปเป็นภาพรวมดงัแสดงใน                  
ตารางที่ 6 และผลการทดลองของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางชวีภาพจากน ้าเสียโรงงานเส้นหมี่                    
ภายใต้สภาพแวดล้อมที่เหมาะสม (ค่าพเีอชเริม่ต้น (Initial pH) ที่ 6.5 และสภาพอุณหภูมแิบบเทอร์
โมฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ))  โดยใช้กระบวนการหมกัในขวดทดลองแบบกึ่งเท 
(batch test) ในสภาพไรอ้ากาศและไม่มแีสง โดยการทดลองนี้ไดใ้ชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดชอบน ้า 
(Hydrophilic media; HP media) ทัง้ 3 รูปทรงตามที่กล่าวมาข้างต้นในสดัส่วนของปริมาตร                        
วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้าและปรมิาตรของน ้าเสียที่ 5% เป็นเวลาประมาณ 8 วนัพบว่า                  
มรีะยะปรบัตวั (Lag phase) ของจุลนิทรยีใ์นกระบวนการหมกัเมื่อเริม่ผลติก๊าซไฮโดรเจนจากน ้าเสยี
ในช่วงประมาณ 8 - 14  ชัว่โมง ขึน้กบัรปูทรงของวสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า และมปีรมิาตร
การผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพสะสม (Cumulative biogas production) ในภาพรวมอยูใ่นช่วงประมาณ 
802.50 – 2,500.50 ml biogas/l wastewater และเมื่อด าเนินการวเิคราะห์องค์ประกอบของก๊าซ
ชวีภาพที่เกดิขึน้ภาพรวมพบว่า  มสีดัส่วนร้อยละของก๊าซไฮโดรเจน (H2) ประมาณ 17.96 – 36.62 
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ร้อยละประมาณ 5.99 – 12.21 และก๊าซไนโตรเจน (N2) ร้อยละ
ประมาณ 35.88 – 52.38 ส่วนก๊าซมเีทน (CH4) พบวา่มกีารผลติขึน้ในระบบปรมิาตรต ่ารอ้ยละประมาณ 
5.07 – 10.60  และการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) สูงสุดพบใน
ระบบที่มีการประยุกต์ใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ารูปทรงลูกบอลซึ่งสามารถผลติได้ใน
ปรมิาตร 1,256.50 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE Ball) และการประยุกต์ใช้วสัดุตวักลาง
สงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ ารูปทรงวงแหวนกลวงสามารถผลิตได้ในปริมาตร 1,116.15 ml H2/ l 
wastewater (5% V/V Acrylic Ring) ส่วนการประยกุตใ์ชว้สัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้ารูปทรง
วงล้อมกีารผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมได้ในปรมิาตรต ่า 499.90 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE 
Wheel) ซึ่งมกีารผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมต ่ากว่าตวัควบคุม (676.53 ml H2/ l wastewater) ของการ
ทดลองครัง้นี้ (รปูที ่14) 

นอกจากนี้ผลการตดิตามตรวจตรวสอบขอ้มูลค่าพเีอช (pH) ของวนัเริ่มต้นกระบวนการหมกั            
น ้าเสยีโรงงานเสน้หมีภ่ายใตส้ภาพแวดลอ้มทีเ่หมาะสม (ค่าพเีอชเริม่ตน้ที ่6.5) จนถงึวนัทีไ่ม่มกีารผลติ
ก๊าซชวีภาพ (Biogas production) ในระบบทดลองพบว่า ค่าพเีอชในภาพรวมมแีนวโน้มลดลงจาก             
วนัแรกและค่าพเีอชวนัสุดทา้ยของการทดลองอยูท่ ี ่4.0  ส่วนค่าซโีอด ี(COD) ในวนัเริม่ต้นการทดลอง
และวนัสิ้นสุดการทดลองซึ่งเป็นวนัที่ไม่มีการผลิตก๊าซชีวภาพพบว่า ร้อยละของการก าจดัซีโอด ี                
(% COD removal) ในระบบมแีนวโน้มเพิ่มสูงขึน้ตามปรมิาตรการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม ซึ่งมี
ภาพรวมขอ้มลูการเปลีย่นแปลงอยูใ่นช่วง 34.38 – 43.75 และค่าผลผลติที่เกดิขึน้ระหว่างกระบวนการ
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หมกัก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมพบว่า             
มกีารผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายจ าพวกกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 8.70 – 35.50  mg/l  
และกรดอะซิติก (Acetic acid) 10.05-45.50 mg/l ตามล าดับ แต่พบการผลิตค่อนข้างต ่าของ                
กรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) ประมาณ 0.13 -1.50 mg/l ในระบบ 
 

ตารางท่ี 6 คณุสมบติัเบือ้งต้นของวสัดตุวักลางสงัเคราะห์ชนิดท่ีชอบน ้า  

รปูทรงของวสัดตุวักลาง
สงัเคราะห์ชนิดท่ีชอบน ้า 

(Shape of hydrophilic media) 

คณุสมบติัทางกายภาพ 
ชนิด

ของวสัด ุ
เส้นผา่น
ศนูยก์ลาง
ภายนอก
(ภายใน) 

(mm) 

ความสูง 
(mm) 

ปริมาตร 
(cm3) 

พืน้ท่ีผิว
จ าเพาะ
(cm2) 

พืน้ท่ีผิว
ทัง้หมด    
(m2 /m3) 

รูปทรงวงแหวนกลวง Acrylic 
type 

20 (16) 10 1.13 13.56 432 

 

      

รูปทรงลกูบอล 
 

 

PE type 
 
 
 
 

20  20 1.00 100  250 

รูปวงลอ้ 
 

 

PE type 11 7 0.20 
 
 
 
 

34.65 850 
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รปูที ่14   กราฟแสดงปรมิาตรการผลติก๊าซโฮโดรเจนสะสมจากน ้าเสยีของโรงงานเสน้หมี่                                       
          โดยใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบทัง้ 3 รปูทรง (5% V/V)    

           ภายใตค้่าพเีอชเริม่ตน้ 6.5 และสภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (55 + 1 oซ) 
 

 
 ส าหรบัลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลนิทรยีท์ี่ตรงึเกาะบนวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบ
น ้าทัง้รปูทรงลกูบอล รปูทรงวงแหวนกลวง และรูปทรงวงล้อ พบจุลนิทรยีท์ี่มลีกัษณะรูปร่างเป็นท่อน
กลมเรยีวยาว (Rod shape) (Basile et al., 2010; Singh et al., 2013) โดยมลีกัษณะการตรงึเกาะของ
จุลินทรีย์ที่แตกต่างกนัคือ จุลินทรีย์มีการตรึงเกาะบนผิววสัดุตวักลางในลกัษณะเป็นกลุ่มบนวสัดุ
ตวักลางรปูทรงลกูบอลและรปูทรงวงลอ้ แต่พบการตรงึของจุลนิทรยีแ์บบเป็นกลุ่มค่อนขา้งน้อยบนวสัดุ
ตวักลางของรปูทรงวงลอ้ (รปูที ่15-16) ในขณะทีพ่บการตรงึเกาะของจุลนิทรยีบ์นผวิของวสัดุตวักลาง
รปูทรงวงแหวนกลวงในลกัษณะเป็นแบบโครงขา่ย (รปูที ่17) ทัง้นี้อาจเนื่องจากวสัดุตวักลางรูปทรงวง
แหวนกลวงมคีุณสมบตัทิางกายภาพของผวิภายนอกค่อนขา้งเรยีบเมื่อเทยีบกบัวสัดุตวักลางสงัเคราะห์
รูปทรงลูกบอลและวงล้อ และเมื่อเปรยีบเทียบลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลนิทรยีท์ี่ตรงึเกาะบน 
วสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้าทัง้ 3  รปูทรงพบวา่ การผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสงูสุดเกดิขึน้ใน
รปูทรงลกูบอล ทัง้นี้อาจเกดิจากคุณสมบตัทิางกายภาพของพื้นที่ผวิจ าเพาะของลูกบอลมคี่าสูง ท าให้
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แบคทเีรยีทีผ่ลติก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen producing bacteria) ในระบบสามารถตรงึเกาะบนผวิของ
วสัดุตวักลางสงัเคราะหไ์ดเ้พิม่มากขึน้ (Zhang et al., 2008a) 
 
 
 

 

 
                                                      
 
 

รปูที ่15   ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของการตรงึจุลนิทรยีบ์นวสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า  
รปูทรงลกูบอลดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด: (ก) รปูร่างและขนาดของลกูบอล และ 
(ข) การตรงึของจุลนิทรยีบ์นผวิของลกูบอลทีก่ าลงัขยาย 5,000 เท่า ของสเกลบาร ์5 ไมโครเมตร 

 
 
 
 
 
 

 

(ก) 

(ข) 
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รปูที ่16  ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของการตรงึจุลนิทรยีบ์นวสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า  

รปูวงลอ้ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด: (ก) รปูร่างและขนาดของวงลอ้ และ                      
(ข) การตรงึของจุลนิทรยีบ์นผวิของวงลอ้ทีก่ าลงัขยาย 10,000 เท่า ของสเกลบาร ์1 ไมโครเมตร 

  
 

 
                                      

 
รปูที ่17  ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของการตรงึจุลนิทรยีบ์นวสัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า  

รปูวงแหวนกลวงดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์อเิลก็ตรอนแบบส่องกราด:  
(ก) รปูร่างและขนาดของวงแหวนกลวง และ (ข) การตรงึของจุลนิทรยีบ์นผวิของวงแหวนกลวงที่

ก าลงัขยาย 5,000 เท่า ของสเกลบาร ์5 ไมโครเมตร 
  

 
 
 

(ก) (ข) 

(ก) (ข) 
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 จากผลการทดลองขา้งตน้ สามารถกล่าวสรุปไดว้า่การควบคุมสภาพแวดล้อมที่เหมาะสม (ค่าพเีอช
เริม่ต้นที่ 6.5  และสภาพอุณหภูมแิบบเทอร์โมฟิลกิ (Thermophilic condition) (55 + 1 oซ)) รวมทัง้ 
การใชว้สัดุตวักลางสงัเคราะหช์นิดทีช่อบน ้า (Hydrophilic media) รปูทรงลกูบอล (PE Ball) ในสดัส่วน
ของปรมิาตรของวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ต่อน ้าเสยี (Volume of  media/Volume of waste waster; 
V/V) ที ่5% ส่งเสรมิใหเ้กดิการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมสงูสุดจากน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่  ทัง้นี้อาจเกดิ
จากกลุ่มของแบคทเีรยีที่สร้างไฮโดรเจนสามารถตรงึเกาะบนผวิภายนอกของวสัดุตวักลางสงัเคราะห ์
(Biofilm)  ทีใ่ชใ้นการทดลองวจิยั สนบัสนุนใหม้แีหล่งจุลนิทรยีท์ี่มีศกัยภาพในการผลติก๊าซไฮโดรเจน
ทางชวีภาพในระบบเพิม่มากขึน้ ซึง่สอดคล้องกบัผลงานวจิยัอื่นๆ (Wu et al., 2005; Wu and Chang, 
2007; Bai et al., 2009) 
 
ข้อสรปุและข้อเสนอแนะ (Conclusion and Recommendation) 
ข้อสรปุของผลการทดลอง 

1. การผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสม (Cumulative hydrogen production) จากน ้าเสยีของกระบวน 
การผลติอุตสาหกรรมเกษตรประเภทอาหารจ านวน 5 โรงงานเกดิขึน้แตกต่างกนั โดยเรยีงล าดบัจาก   
ปรมิาตรการผลติไฮโดรเจนสะสมสูงสุดไปต ่าสุดได้ดงันี้คอื 1) น ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่มกีารผลติสูงสุด 
183.51 ml H2/l wastewater 2) น ้าเสยีโรงงานน ้าผลไม้ 1 มกีารผลติในประมาณ  149.36 ml H2/l 
wastewater 3) น ้าเสยีโรงงานแปรรูปมะพร้าวมกีารผลติในปรมิาตร 73.90  ml H2/l wastewater และ  
4) น ้าเสยีโรงงานขนมท าจากแป้งมกีารผลติในปรมิาตร 68.62 ml H2/l wastewater ส่วนน ้าเสยีโรงงาน
น ้าผลไม ้2  ไม่สามารถผลติก๊าซไฮโดรเจนไดเ้ลย 

2. ค่าความเป็นกรด-ด่างเริม่ตน้ (Initial pH) และสภาพอุณหภมูแิบบเทอรโ์มฟิลกิ (55 + 1 oซ) 
(Thermophilic condition) เป็นสภาวะแวดล้อมที่มีเหมาะสมต่อการผลติก๊าซไฮโดรเจนสะสมจาก               
น ้าเสยีโรงงานเสน้หมี ่(552.29 ml H2/l wastewater) และค่าผลผลติทีเ่กดิขึน้ระหว่างกระบวนการหมกั
ก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate products) ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมของระบบ พบ
การผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายส่วนใหญ่จ าพวกกรดอะซติกิ (Acetic acid) 8.05-38.75 mg/l และกรด
บวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 6.50 – 32.20 mg/l ตามล าดบั ส่วนกรดโพรพโิอนิก (Propionic 
acid) พบในปรมิาตรต ่าประมาณ 0.13 -2.56 mg/l  

3. การประยุกต์ใช้วสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้าในสดัส่วนของปรมิาตรวสัดุตวักลาง
สงัเคราะห์ต่อปริมาตรของน ้าเสยีโรงงานเส้นหมี่ที่ 5% (V/V) ภายใต้สภาวะแวดล้อมที่เหมาะสม 
ส่งเสริมให้เกิดการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสมแตกต่างกนัขึ้นกบัรูปทรงของวสัุดตวักลางสงัเคราะห์                   
โดยเรยีงล าดบัจากสูงสุดไปต ่าสุดได้ดงันี้คอื 1) 1,256.50 ml H2/ l wastewater (5% V/V PE Ball)                 
2) 1,116.15 ml H2/ l wastewater (5% V/V Acrylic Ring) และ 3) 499.90 ml H2/ l wastewater                   
(5% V/V PE Wheel) ซึ่งมีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสะสมต ่ากว่าตวัควบคุม (676.53 ml H2/l 
wastewater) และค่าผลผลติทีเ่กดิขึน้ระหวา่งกระบวนการหมกัก๊าซไฮโดรเจน (Intermediate products) 
ของกรดอนิทรยีร์ะเหยง่าย (VFAs) ในภาพรวมของระบบ พบการผลติกรดอนิทรยีร์ะเหยง่ายส่วนใหญ่
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จ าพวกกรดอะซติกิ (Acetic acid) 10.05-45.50 mg/l และกรดบวิทารกิ (Butyric acid) ประมาณ 8.70 – 
35.50 mg/l ตามล าดบั ส่วนกรดโพรพโิอนิก (Propionic acid) พบในปรมิาณต ่าประมาณ 0.13 -1.50 
mg/l  

4. ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาของจุลนิทรยีท์ี่ตรงึเกาะบนวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ชนิดที่ชอบน ้า
ทัง้ 3 รปูทรงมรีปูร่างเป็นท่อน (Rod shape) โดยจุลนิทรยีต์รงึเกาะบนผวิวสัดุตวักลางรูปทรงลูกบอล
และรปูทรงวงลอ้ในลกัษณะเป็นแบบกลุ่ม และจุลนิทรยีต์รงึเกาะบนผวิของวสัดุตวักลางรูปทรงวงแหวน
กลวงในลกัษณะเป็นแบบโครงขา่ย 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. ควรศกึษาปจัจยัสภาพแวดลอ้มทีม่ผีลต่อการส่งเสรมิการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพเพิม่เตมิ  
เช่น ความเขม้ขน้ของโลหะทีป่นเป้ือนมากบัของน ้าเสยี   อตัราการป้อนสารอนิทรยีท์ี่เหมาะสมในการ
เขา้ระบบ  ระยะเวลาเก็บกกั เป็นต้น เพื่อช่วยสนับสนุนการออกแบบระบบการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
ชวีภาพแบบต่อเนื่อง (Continuous system) 

2. ควรศกึษาวสัดุตวักลางสงัเคราะห์ที่มขี ัว้ประจุหรอืวสัดุตวักลางจากธรรมชาติ (เช่น ใยปอ   
ใยปา่น และใยบวบ) ในการประยกุตใ์ชเ้พื่อส่งเสรมิการผลติก๊าซไฮโดรเจนชวีภาพจากน ้าเสยี 

3. ควรศึกษาเพิ่มเติมถึงอณูชีววทิยา (Molecular biology) ของเชื้อจุลินทรีย์ที่ผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนสูงสุดในระบบ เพื่อให้ทราบถึง % Similarity ของแบคทเีรยีสายพนัธุ์ที่สามารถผลติก๊าซ
ไฮโดรเจนสะสมไดส้งูสุดจากน ้าเสยี 
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Abstract: This study attempted to determine the effects of initial pH and temperature by 
using agro-industrial wastewater of starch and rice noodle industry as an organic substrate 
on fermentative hydrogen production. The batch experiments were controlled in 
environmental conditions of an initial pH; 4.5-7.0 and temperatures; mesophilic condition 
(35+1oC) and thermophilic condition (55+1oC). The results revealed that the maximum 
cumulative hydrogen productions were observed about 552.29 ml H2/l wastewater and 
307.97 ml H2/l wastewater under thermophilic and mesophilic conditions, respectively. They 
were achieved in the same initial pH at 6.5, which was an optimal condition. Moreover, the 
maximum cumulative hydrogen production was almost a two-fold increase when 
temperature increased in thermophilic condition. The percentages of COD removal 
efficiency slightly increased from 31.25-46.88 (mesophilic condition) to 40.63-56.25 
(thermophilic condition).  
Introduction: Hydrogen is now considered as one of the alternatives to fossil fuels. It is not 
chemically bound to carbon and therefore, burning does not contribute to greenhouse gases 
or acid rain. Fermentative hydrogen production (biohydrogen production) is a microbial-
based anaerobic process, which emits less carbon dioxide (CO2) than conventional 
thermochemical hydrogen production processes do.1 Biohydrogen production by dark 
fermentation of wastes can both reduce waste disposal problem and decrease raw material 
cost.2 The major advantages of dark fermentation process are high hydrogen production 
capacities, operation without light sources and no oxygen limitation problems. Additionally, 
alternative uses of wastewater are encouraged to reduce environmental pollution.3 
Biohydrogen production has been reported from other wastewater sources including rice 
winery wastewater, starch wastewater and food-processing wastewater.2,4 Argo-industrial 
wastewater is one source of carbohydrate-rich waste. Nevertheless, biohydrogen production 
is greatly influenced by environmental factors such as pH, temperature, oxidation-reduction 
potential, organic loading rate, influent substrate concentration, F/M ratio and phosphate 
levels as well as seed microorganisms. An effective hydrogen production can be achieved by 
conducting a fermentation process at the optimum environmental conditions. Moreover, 
biohydrogen production from wastewater is influenced to many factors, especially pH and 
temperature.5 The key to understand the biohydrogen production properties lies in an 
appreciation of the environmental conditions and how these properties respond to the 
environmental changes that influence hydrogen metabolism.6 In order to increase the 
efficiency of biohydrogen production, these factors should be more studied. Therefore, the 
objectives of this study were to determine the effects of initial pH and temperature on 
biohydrogen production from agro-industrial wastewater by anaerobic mixed culture and to 
investigate the COD removal occurred in fermentation process.  
 
 

© 38th Congress on Science and Technology of Thailand (Full paper) 
 



 L_L0008 2 
 
 

Methodology: Agro-industrial wastewater was collected from a starch and rice noodle 
industry and was applied as substrate in experiment. Seed sludge was obtained from the 
anaerobic digestion excrement treatment plant of Bureau of Environment and Health, 
Nonthaburi Municipality, Thailand. Sludge was sieved with a screen opening 2.00 mm. The 
characteristics of agro-industrial wastewater and seed sludge were analyzed by Standard 
Method7 (Table 1).  
 
Table 1. Characteristics of agro-industrial wastewater and seed sludge  

Parameter                              Value  
Agro-industrial wastewater        Seed sludge                                       

         pH           5.30            8.23  
         COD (mg/l)          4,296            24,300 
         BOD (mg/l)           1,096              NA  
         Total Kjeldal nitrogen (mg/l)           68.04            597  
         Total solid (mg/l)           545.60            257,860  
         Total suspended solid (mg/l)           303.80            212,750 
         Volatile solid (mg/l)             NA            25,370  
         Volatile suspended solid (mg/l)            NA            14,327  

 NA = Not analyzed 
 
Prior to use the seed sludge into experiment, it was heated at 90oC for 15 min to inactive the 
hydrogen consuming bacteria.8 The experiments were set up by using serum bottles in batch 
test with duplication and were controlled in dark condition. Each batch reactor was 
conducted by using 250 ml serum bottle with a working volume of 200 ml. It consisted of 
agro-industrial wastewater and hydrogen-producing seed. The variations of initial pH at 4.5, 
5.0, 5.5, 6.0, 6.5 and 7.0 were adjusted by 1M KOH and 1M HCl. All batch reactors were 
purged with nitrogen gas in order to create an anaerobic condition and then were clogged 
with silicone rubber stopper and screw cap to avoid gas leakage from the bottle. Moreover, 
they were connected with gas sampling bag. Then, batch reactors were placed in a water 
bath shaker with 120 + 1 rpm at mesophilic (35±1°C) and thermophilic (55±1°C) conditions 
for biohydrogen production (Figure 1). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Fermentation process of agro-industrial wastewater for biohydrogen production 

 
© 38th Congress on Science and Technology of Thailand (Full paper) 

 



 L_L0008 3 
 

 
Hydrogen production contented in biogas volume that was collected from sampling bag of 
experiment. The total biogas volume was measured by the plunger displacement method 
with the sized glass syringes 50 and 100 ml. The component of biogas was analyzed using a 
gastight syringe (500 μl injection volume), which was injected to gas chromatography (GC, 
Varian Star 3400, USA) equipped with a thermal conductivity detector (TCD) and stainless-
steel column packed (Alltech Molesieve 5A 80/100 10’x 1/8”) with argon gas as carrier gas 
for hydrogen.

9 
The temperatures of injector, detector, and column were kept at 80 °C, 90 °C 

and 50 °C, respectively. Hydrogen gas production was calculated from headspace 
measurements of gas composition and total volume of biogas produced at each time interval 
by using a following equation (Eq. 1).

10
 

V
H, i 

= V
H, i-1 

+ C
H,i

(V
G,i-1

) + V
H
(C

H,i
+ C

H,i 
+ C

H,i-1
) (Eq.1)  

where V
H,i 

and V
H,i-1 

are cumulative hydrogen gas volumes at the current (i) and previous 
(i-1) time intervals, V

G,i 
and V

G,i-1 
are the total gas volumes in the current and previous time 

interval, C
H,i 

and C
H,i-1 

are the fraction of hydrogen gas in the headspace of the bottle 
measured using gas chromatography in the current and previous intervals, and V

H 
is total 

volume of headspace in the reactor.  
A modified Gompertz equation (Eq. 2)

 11 
was used to calculate cumulative hydrogen data 

depict. 

H = Pexp{-exp{Rm*e (λ-t)+1]} (Eq.2) 

 
where H (ml) is the cumulative hydrogen production, P (ml) is the hydrogen production,              

R
m 

(ml/h) is the maximum hydrogen production rate, λ (h) is the lag phase time and e = 
2.71828.  
 
Moreover, liquid sample of bioreactor was monitored for pH value that was daily monitored 
by pH paper. COD analysis was also detected after no biogas production in experiment.11  
 
Results, Discussion and Conclusion: In all experiments for approximately one week, the 
results revealed that biogas production mainly contained hydrogen and carbon dioxide, 
including the small portion of residual nitrogen from the initial purging. Moreover, biogas 
was free of methane, indicating the lack of methanogenic activities in the sludge (Zhang et 
al., 2003). Eq.2 correlates hydrogen production data well with R2 > 0.995 in all series. The 
tendencies of cumulative hydrogen production from agro-industrial wastewater at initial pH 
from 4.5 to 7.0 under mesophilic and thermophilic conditions are shown in Figure 2 and 3, 
respectively. Figure 2 illustrates the initial pH has an influence on biohydrogen production. 
Lag phase times of hydrogen-producing bacteria in process were observed at 4-14 h which 
occurred from the different initial pH values.12 Moreover, the graphs depicted that hydrogen 
production was not investigated at initial pH of 4.5 and 5.0. The cumulative hydrogen 
production increased with increasing initial pH in the range of 5.5 to 6.5 and decreasing at 
initial pH 7.0, which hydrogen was highly produced in the beginning and then was slightly  

p 
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stable in an overview. The results were also revealed that cumulative hydrogen production at 
initial pH 5.5 was about 5.92 ml H2/l wastewater and was higher at initial pH 6.0 about 
46.63 ml H2/l wastewater as well as the maximum cumulative hydrogen production was 
achieved at initial pH 6.5 about 307.97 ml H2/l wastewater. At initial pH 7.0, cumulative 
hydrogen production was about 200.46 ml H2/l wastewater. Therefore, cumulative hydrogen 
production of agro-industrial wastewater under mesophilic condition at different initial pH 
was in the order: initial pH 6.5˃initial pH 7.0˃initial pH 6.0˃initial pH 5.5˃initial pH 4.5 & 
5.0. The observation in this study is in agreement with the finding that the maximum 
hydrogen yield from starch wastewater was 186 ml/g starch at the optimal pH 6.5.13 Besides, 
a result contrary to other researches, they found that the maximum specific hydrogen 
production potential of food-processing wastewater (166.8 ml H2/g COD) and the maximum 
hydrogen production rate of cheese whey (28.3 ml H2/hr) were also observed at the optimal 
initial pH 6.1,3 It might be related to the organic substrates which have different 
characteristics. The final pH value of all experiments after no biogas production in process 
was decreased in three days of the beginning process and then was stable at pH 3.5. 
Furthermore, the percentages of COD removal efficiency were approximately 31.25 – 46.88.  
 
 

 
 

Figure 2. Cumulative hydrogen production from agro-industrial wastewater  
             at different initial pHs under mesophilic condition 
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Figure 3. Cumulative hydrogen production from agro-industrial wastewater  
             at different initial pHs under thermophilic condition 

 
 At thermophilic condition, the cumulative hydrogen production at different initial pH 
of 4.5 to 7.0 is shown in the tendency (Figure 3). The hydrogen production was not detected 
at initial pH of 4.5 and 5.0. The lag phase times of fermentation process were about 14-44 h 
that were higher than its process under mesophilic condition. This result is contrary to 
previous research that working at higher temperature reduced the length of the lag phase.14  
At initial pH in the ranges of 5.5-6.5, the cumulative hydrogen productions of agro-
industrial wastewater were increased when initial pH increased. Moreover, they were about 
69.50 and 187.59 ml H2/l wastewater at initial pH of 5.5 and 6.0, respectively. The 
maximum cumulative hydrogen production was found about 552.29 ml H2/l wastewater at 
initial pH 6.5. After that, the cumulative hydrogen production was a three-fold decrease 
(126.66 ml H2/l wastewater) when initial pH increased at 7.0. This result is differed from 
observation of maximum hydrogen yield of 92 ml H2/g starch added at initial pH 6.0.2  
However, the maximum cumulative hydrogen productions were almost higher than 
production under mesophilic condition. It might be occurred from degradation rate of 
organic substrates when increased the temperature in process.15 The final pH values of all 
experiments after no biogas production in process were decreased in two days of the 
beginning process and then was stable at pH 4.0-6.0, excluding the fermentation process at 
initial pH 5.5 that was unchanged. The percentages of COD removal efficiency were 
approximately 40.63-56.25. 
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 In this study, the experimental results indicated that the maximum cumulative 
hydrogen production was obtained at initial pH 6.5 in both of temperature controls. 
Moreover, the maximum cumulative hydrogen production under thermophilic condition was 
a two-fold increase when compared to its production under mesophilic condition. Therefore, 
it could be concluded that environmental factors of initial pH and temperature affected on 
the biohydrogen production from agro-industrial wastewater. However, the system factors 
identified should be helpful for design of biohydrogen production from agro-industrial 
wastewater in the further study of a continuous fermentation process. 
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Abstract 

 The feasibility of biological hydrogen production from agro-food industrial wastewater (fruit juice, coconut 
milk, snack from starch and noodle) by using a batch test in dark condition was studied in this research. 
Moreover, the optimum of initial pH 4.5–7.0 and temperature controls; mesophilic condition (35±1 ºC) and 
thermophilic condition (50±1 ºC) were investigated. The results showed that the highest cumulative hydrogen 
production was observed about 183.51 ml H2/l wastewater from noodle wastewater. Therefore, noodle 
wastewater was used as substrate to investigate the optimal environmental conditions. The highest cumulative 
hydrogen production from noodle wastewater was found approximately 552.29 ml H2/l wastewater at initial pH 
of 6.5 and thermophilic condition. This research could be concluded that the characteristics of wastewater, initial 
pH and temperature had affected on biological hydrogen production. 
 
Keywords: biological hydrogen production; agro-food industrial wastewater; initial pH; temperature 
__________________________________________________________________________________________ 

1. Introduction

 Nowadays, global energy requirements highly 
depend on fossil fuels such as oil, coal and natural 
gas, which eventually lead to foreseeable depletion 
of limited fossil fuels. It is necessary to seek an 
alternative energy resource for source of succession 
of fuel energy. Hydrogen (H2) is a clean fuel with 
no carbon dioxide (CO2) emissions and can be 
sustainably produced. Therefore, H2 is considered 
as an important key to a sustainable world power 
supply and is currently being seen as the useful fuel 
of the future, with the ability to replace fossil fuels 
(Maddy et al., 2003). 
 Biological hydrogen production is one of the 
alternative energy that could be intensively fewer 
energy and environmental friendly. Extensively, 
bio–hydrogen production process can be classified 
as biophotolysis of water, anaerobic 
microorganism, photodecomposition of organic 
compounds by photosynthetic microorganism, and 
fermentative hydrogen production from organic 
compounds (Boopathy and Domiels, 1991). The 
biological generation of H2 from anaerobic 
fermentation of organics substrates promises to be 
an economical and sustainable technology for H2 
production if conversion efficiencies can be 
increased (Benemann, 1996). The fermentation 
evolution is more advantageous than photochemical 
evolution for mass production of H2 by 
microorganisms, where different wastewater could 
be used as substrates (Van Ginkel et al., 2005). 
Utilization of wastewater as substrate for H2 
production with simultaneous wastewater treatment 
and sludge waste prior to discharge to the 
environment is an attractive and is effective method 
of clean energy from renewable resources in a 

sustainable method. H2 can be produced by 
hydrogen -producing bacteria through biological 
hydrogen production process at ambient 
temperature and pressure. However, hydrogen yield 
can be enhanced by biological hydrogen production 
under the optimal environmental conditions. The 
initial pH and temperature are an important factor 
that influences the activity of hydrogen -producing 
bacteria to produces H2. Although, the several 
studies demonstrated the effect of initial pH and 
temperature on fermentative hydrogen production 
but there exists different value in terms of the 
optimal initial pH and temperature (Wang and Wan, 
2008). 
 Therefore, the objectives of this study were to 
study the feasibility of bio–hydrogen production 
from agro-food industrial wastewater by anaerobic 
fermentation process, and to investigate the 
optimum of initial pH ranged 4.5–7.0  
and temperature controls; mesophilic condition 
(35±1 ºC) and thermophilic condition (50±1 ºC) 
which affect on biological hydrogen production. 

2. Materials and Methods 

 2.1. Substrates 

 Wastewater was collected from five agro-food 
industrial factories by water sampler (grab sampling 
method). Agro-food industrial wastewater was used 
as substrate for fermentative hydrogen production. 
There were following; 
 Fruit juice processing wastewater was 
obtained from juice industries, Nakhonpathom 

ภาคผนวก ก 



 

 

province, Thailand. Food processing wastewater 
was namely starch and rice noodle industry, 
Nakhonpathom province, Thailand and snack 
industry, Samutsakhon province, Thailand. 
 The characteristics of wastewater; pH, Total 
Solid (TS), Total Suspended Solid (TSS), Volatile 
Solid (VS), Volatile Suspended Solid (VSS), 
Chemical Oxygen Demand (COD), Biochemical 
Oxygen Demand (BOD), Total Kjeldahl Nitrogen 
(TKN) were analyzed (APHA, 2005). The physical 
and chemical characteristics of agro-food industrial 
wastewater were shown in Table 1. 

 2.2. Seed sludge 

 Anaerobic sludge was taken from the Bio–
fertilizer plant, Nonthaburi province, Thailand. 
Seed sludge was screened with sieve opening  
2.00 mm to eliminate large particulate materials. 
Seed sludge was heated at 90ºC for 10 min  
to inhibit hydrogen–consuming bacteria and 
facilitating the growth of spore–forming bacteria 
(Hawhes et al., 2002). 

 2.3. Experimental procedures 

 The nutrient solution for bacterial growth 
contained 10 g C6H12O6 (D–Glucose), 5,240 mg 
NH4HCO3, 6,720 mg NaHCO3, 125 mg K2HPO4, 
100 mg MgCl2·H2O, 25 mg FeSO4·7H2O, 15 mg 
MnSO4·6H2O, 4.37 mg CuSO4·5H2O, 0.125 mg 
CoCl2·5H2O in 1000 ml distilled water modified 
from Lin and Chang (2004). In all batches, a series 
in 250 ml of lab bottle (working volume 200 ml) 
was added with 20 ml seed sludge and 250 ml 
wastewater. The mixed liquor in the experiments 
was firstly purged with nitrogen gas for 1 min to 
ensure anaerobic condition prior to each run and 
clogged with silicone rubber stoppers and three 
ways were used to avoid gas leakage from the 
bottle as well as connected with airbag. 
 The experiment was conducted to compare the 
biological hydrogen production by non–control pH 
at room temperature which applied from agro-food 
industrial wastewater as substrate. After that, 
selected substrate enriched the highest biological 
hydrogen production was examined the effects of 
initial pH 4.5, 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, and 7.0 and then it 
was examined the optimum of environmental 
condition for biological hydrogen production under 
mesophilic temperature (35±2 ºC). Thereafter, 
obtained optimum initial pH was employed into 
anaerobic dark–fermentation experiment under 
thermophilic temperature (50±2 ºC) for biological 
hydrogen production. Each batch experiment was 
conducted in triplicate and the obtained result was 
taken for calculation. 

 

 2.4. Analytical methods 

 The volume of biogas production was daily 
measured by a plunger displacement method of 
glass–tight syringes (Owen W et al., 1979). The 
components of biogas production were daily 
analyzed by a gas chromatography (Varian STAR 
3400, America) which equipped with a thermal 
conductivity detector (TCD). A stainless–steel 
column was packed (Alltech Molesieve 5A 80/100 
10’x 1/8”). Argon was used as the carrier gas for 
hydrogen (H2), nitrogen (N2) and methane (CH4) 
analysis and helium was applied as the carrier gas 
for carbon dioxide (CO2) analysis (Selembo et al., 
2009). The temperatures of injector, detector and 
column were kept at 80 °C, 90 °C and 50 °C 
respectively. 

Hydrogen gas production was calculated from 
headspace measurements of gas composition and 
total volume of biogas produced at each time 
interval by using a following equation (Eq. 1) (Van 
Ginkel et al., 2005). 

V
H, i 

= V
H, i-1 

+ C
H,i

(V
G,i-1

) + V
H
(C

H,i
+ C

H,i 
+ C

H,i-1
) (Eq.1)  

where V
H,i 

and V
H,i-1 

are cumulative hydrogen 
gas volumes at the current (i) and previous (i-1) 
time intervals, V

G,i 
and V

G,i-1 
are the total gas 

volumes in the current and previous time interval, 
C

H,i 
and C

H,i-1 
are the fraction of hydrogen gas in the 

headspace of the bottle measured using gas 
chromatography in the current and previous 
intervals, and V

H 
is total volume of headspace in the 

reactor.  
A modified Gompertz equation (Eq. 2)

 
was 

used to calculate cumulative hydrogen data depict 
(Van Ginkel et al., 2005). 

 

H = Pexp{-exp{Rm*e (λ-t)+1]} (Eq.2) 

 
where H (ml) is the cumulative hydrogen 

production, P (ml) is the hydrogen production,              
R

m 
(ml/h) is the maximum hydrogen production 

rate, λ (h) is the lag phase time and e = 2.71828.  
 
 Moreover, liquid sample of bioreactor was 
monitored for pH value that was daily monitored by 
pH paper. COD analysis was also detected after no 
biogas production in experiment.11  

 

 

 

p 



 

 

 

Table 1 Characteristics of agro-food industrial wastewater and seed sludge  

Parameter                                               Value  
Agro-food  industrial wastewater        Seed sludge                                       

         pH           5.30-7.17            8.23  
         COD (mg/l)          4,125-20,000           24,300 
         BOD (mg/l)           1,096-3,353              NA  
         Total Kjeldal nitrogen (mg/l)           14-83            597  
         Total solid (mg/l)           546-6,525            257,860  
         Total suspended solid (mg/l)           304-4,963            212,750 
         Volatile solid (mg/l)             NA            25,370  
         Volatile suspended solid (mg/l)            NA            14,327  

 NA = Not analyzed 
 
 
 
3. Results and Discussion 

 3.1. Feasibility of biological hydrogen production from agro-food industrial wastewater. 

 In this study, total biogas productions were detected after one week, there were three gases of H2, CO2, and 
N2 which were the major component of biogas production. The characteristics of wastewater might have affected 
on biological hydrogen production, especially noodle. It might be due to their characteristics of COD, BOD and 
VSS which were higher than other kinds of wastewater. Moreover, it has already been proved to be feasible for 
H2 production, as organic matter content (COD) and total biomass were higher than other kinds of wastewater. 
On the other hand, fruit juice wastewater (II) has negatively affected on H2 production since it contained some 
chemicals which were a kind of more reduce products, thereby consuming a large amount of free electrons could 
be used to form H2 (Chatsiriwatana, 2009). During the batch operation, biogas production of all kinds of 
wastewater; except fruit juice wastewater showed that no CH4 production was found in the system and pH 
profile was decreased in the range of 4.0 to 6.0. Within this pH range, bacterial growth could not produce CH4 
because microorganisms digest organic matters and then organic acids were converted into the majority of 
volatile fatty acids, H2 and CO2. Then, H2 production was going to the constant stage (Kasamechonchung, 2006). 
In addition, percentages of COD removal were quite low in the rage of 7.42 – 37.29 after experiments were 
finished.   
 
 Furthermore, the results of cumulative hydrogen production from agro-food industrial wastewater showed 
that biological hydrogen production could be generated within 48 h (except fruit juice wastewater (II)). The 
highest was approximately 183.51 ml H2/l wastewater from noodle wastewater, 149.36 ml H2/l wastewater from 
fruit juice wastewater (I), 73.90 ml H2/l wastewater from coconut milk wastewater and 68.62 ml H2/l wastewater 
from snack wastewater as well as no hydrogen production from fruit juice wastewater (II) as showed in Figure 1. 
Regarding the previous result, it could imply that H2 production depended on the different organics components 
of wastewater (Pornamnuay, 2008). Among all kinds of wastewater, noodle wastewater could be applied for 
biological hydrogen production since it was continuous production and optimum of physical and chemical 
characteristics on biological hydrogen production. Therefore, noodle wastewater was the representative substrate 
for biological hydrogen production in next experiment. The result was similar to Akutsu et al., which reported 
that the best substrate for biological hydrogen production was starch (20.5–174.4 ml H2/g-COD) because it 
contained the carbohydrate consisting of a large number of glucose which it used for fermentation process to 
produce bio-hydrogen. Also, it was similar to Van Ginkel et al. (2005) which reported that the overall H2 
conversions were 0.7–0.9 l H2/l wastewater for the apple wastewater, 0.1 l H2/l wastewater for confectioner-A, 
0.4–2.0 l H2/l wastewater for confectioner B, and 2.1–2.8 l H2/l wastewater for the potato wastewater. Moreover, 
Zhu et al. (1999) studied H2 production from the wastewater of tofu factory was examined by using anoxygenic 
phototrophic bacterium Rhodobacter sphaeroides immobilized in agar gels. The H2 production lasted up to 50 h. 
The yield of H2 was 1.9 ml H2/ml wastewater or 0.24 ml H2/mg carbohydrate contained in the wastewater. 
 



 

 

 3.2. Effect of initial pH and temperature on 
biological hydrogen production of agro-food 
industrial wastewater  

According to the result, tendencies of 
cumulative hydrogen production from noodle 
wastewater under the initial pH from 4.5 to 7.0 and 
anaerobic dark–fermentation at temperature controls; 
mesophilic and thermophilic conditions are shown in 
Figure 2 and 3, respectively. Figure 2 illustrates the 
initial pH has an influence on biohydrogen production. 
Lag phase times of hydrogen-producing bacteria in 
process were observed at 14-44 h which occurred 
from the different initial pH values and conditions. 
Lag phases of biological hydrogen productions in 
thermophilic condition (14-44 h) were longer than its 
mesophilic condition (4-14 h). It was the time between 
the introduction of a microorganism into a culture 
medium and microorganism begin to increase 
exponential; cell number remains relatively constant 
prior to rapid growth (Hagedorn and Hagedorn, 2000). 
Moreover, the graphs depicted that hydrogen 
production was not investigated at initial pH of 4.5 
and 5.0. The cumulative hydrogen production 
increased with increasing initial pH in the range of 5.5 
to 6.5 and decreasing at initial pH 7.0, which 
hydrogen was highly produced in the beginning and 
then was slightly stable in an overview. The lag phase 
was greatly affected on the initial pH. The result of 
study was similar to Zhang et al. (2003) which 
reported that it varied from 21 h at pH 8.0 and up to 
72 h at pH 5.0. While Fang et al. (2005) showed that 
the lag times were 74 h at initial pH 5.0 and 41 h at 
initial pH 6.0, respectively, they were much longer 
than 19–28 h for initial pH in the range of 7.0 to 10.0. 
However, temperature is also an important factor 
which has affected on the cumulative hydrogen 
production (Niyamapa, 2008).  

The results were also revealed that cumulative 
hydrogen production at initial pH 5.5 was about 5.92 
ml H2/l wastewater and was higher at initial pH 6.0 
about 46.63 ml H2/l wastewater as well as the 
maximum cumulative hydrogen production was 
achieved at initial pH 6.5 about 307.97 ml H2/l 
wastewater. At initial pH 7.0, cumulative hydrogen 
production was about 200.46 ml H2/l wastewater. 
Therefore, cumulative hydrogen production of noodle 
wastewater under mesophilic condition at different 
initial pH was in the order: initial pH 6.5˃ initial pH 
7.0˃ initial pH 6.0˃ initial pH 5.5˃ initial pH 4.5 & 
5.0. Results of study were consistent with Wei et al. 
(2010) studied that the biological hydrogen produced 
from starch in wastewater by anaerobic fermentation 
and reported that the optimal pH 6.5 and starch 
concentration 5 g/l at 37 ºC were produce a maximum 
H2 yield of 186  ml H2/g starch. In addition, the final 
pH value of all experiments after no biogas production 
in process was decreased in three days of the 
beginning process and then was stable at pH 4.0. 

Furthermore, the percentages of COD removal 
efficiency were approximately 31.25 – 46.88.  

At thermophilic condition, the cumulative 
hydrogen production at different initial pH of 4.5 to 
7.0 is shown in the tendency (Figure 3). The hydrogen 
production was not detected at initial pH of 4.5 and 
5.0. The lag phase times of fermentation process were 
about 14-44 h that were higher than its process under 
mesophilic condition. This result is contrary to 
previous research that working at higher temperature 
reduced the length of the lag phase.  At initial pH in 
the ranges of 5.5-6.5, the cumulative hydrogen 
productions of noodle wastewater were increased 
when initial pH increased. Moreover, they were about 
69.50 and 187.59 ml H2/l wastewater at initial pH of 
5.5 and 6.0, respectively. The maximum cumulative 
hydrogen production was found about 552.29 ml H2/l 
wastewater at initial pH 6.5. After that, the cumulative 
hydrogen production was a three-fold decrease 
(126.66 ml H2/l wastewater) when initial pH increased 
at 7.0. This result is differed from observation of 
maximum hydrogen yield of 92 ml H2/g starch added 
at initial pH 6.0. However, the maximum cumulative 
hydrogen productions were almost higher than 
production under mesophilic condition. It might be 
occurred from degradation rate of organic substrates 
when increased the temperature in process. The final 
pH values after no biogas production in process were 
decreased in two days of the beginning process and 
then they were stable at pH 4.0-6.0, excluding the 
fermentation process at initial pH 5.5 that was 
unchanged. The percentages of COD removal 
efficiency were approximately 40.63-56.25. 

4. Conclusion 

In this study, noodle wastewater from agro-
food industry could be produced the maximum 
cumulative hydrogen production via anaerobic dark 
fermentation. The maximum cumulative hydrogen 
production was obtained at initial pH 6.5 in both of 
temperature controls. Moreover, the maximum 
cumulative hydrogen production of noodle wastewater 
under thermophilic condition was a two-fold increase 
when compared to its production under mesophilic 
condition. It also concluded that characteristics of 
wastewater, initial pH and temperature condition 
induced the system to produce the biological hydrogen 
production. 
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Figure 1     Cumulative hydrogen production from agro-food industrial wastewater 

 

 

 

Figure 2   Effect of different initial pH on cumulative hydrogen production from noodle wastewater under 

mesophilic condition 
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Figure 3   Effect of different initial pH on cumulative hydrogen production from noodle wastewater under 

thermophilic condition 
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