
บทคัดย่อ

		  การใช้น้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดย Klebsiella sp. เตรียมน้ำ�ทิ้ง

โดยนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121°C เป็นเวลา 15 นาที การผลิตไฮโดรเจนของ Klebsiella sp. ได้ศึกษาการหมัก

ก๊าซไฮโดรเจนแบบกะ ซึ่งศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการหมัก คือ ความเข้มข้นของน้ำ�ตาล ค่าพีเอช และปริมาณ

ไนโตรเจนเริม่ตน้ พบวา่ สภาวะทีส่ามารถผลติกา๊ซไฮโดรเจนไดส้งูสดุคอื ทีอ่ณุหภมู ิ30 °C ความเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล

เริ่มต้น 2 °Brix ค่าพีเอชเริ่มต้น 6 และความเข้มข้นเริ่มต้นของไนโตรเจน 3 g/L ของไดแอมโมเนียมฟอสเฟต

นำ�สภาวะที่เหมาะสมดงักลา่วมาใชผ้ลติกา๊ซไฮโดรเจนและติดตามการเปลีย่นแปลงของสารเมตาบอไลทร์ะหวา่ง

กระบวนการหมัก พบว่า ผลผลิตก๊าซไฮโดรเจนสูงสุด คือ 154.46 mgH2/L ที่เวลา 48 ชั่วโมง และการสะสม

ก๊าซไฮโดรเจนทั้งหมด คือ 402.34 mgH2/L ที่เวลา 72 ชั่วโมง ส่วนการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลท์ระหว่าง

กระบวนการหมกักา๊ซไฮโดรเจน จะเห็นไดว้่า ปริมาณน้ำ�ตาลรีดวิซ ์ปริมาณน้ำ�ตาลทัง้หมด คา่พีเอช และค่าซีโอดี

ลดลงตลอดการหมกั ในทางตรงกนัขา้ม ปรมิาณกรดไขมนัระเหยงา่ยทัง้หมดและปรมิาณไนโตรเจนทัง้หมดลดลง 

จากผลการทดลองชี้ ให้เห็นได้ว่า เชื้อ Klebsiella sp. สามารถนำ�มาผลิตไฮโดรเจนโดยใช้น้ำ�ทิ้งจากกระบวนการ

กลั่นเอทานอลได้ดี

คำ�สำ�คัญ 

		  การผลิตก๊าซไฮโดรเจน  เคลบเซลลา  น้ำ�ทิ้งจากการกลั่นเอทานอล 

Abstract

		  Ethanol whole stillage water (EWSW) was used as a substrate for hydrogen production by 

Klebsiella sp. It was heated in an autoclave at 121 °C for 15 min. Hydrogen production by Klebsiella 

sp. was studied in batch cultivation. Various fermentation conditions (sugar concentrations, initial 

pH values and nitrogen contents) were evaluated for hydrogen production. Maximal hydrogen 
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yield was obtained at 30 °C with a sugar concentration of 2 °Brix, initial pH value of 6 and a 

nitrogen concentration of 3 g/L as diammonium phosphate. This optimal condition was used 

for hydrogen production. The results showed that the maximum hydrogen yield and cumulative 

hydrogen production were 154.46 mg H2/L after 48 h and 402.34 mg H2/L after 72 h, respectively. 

The metabolite concentrations changed during hydrogen production. Reducing sugars, total 

sugars, pH and COD decreased while TVFA and total nitrogen concentrations decreased. These 

results indicate that Klebsiella sp. is a good hydrogen producer using EWSW as a substrate.  

	 Keywords:

		   hydrogen production, Klebsiella sp., ethanol whole stillage water

1. 	บทนำ�

	 จากสถานการณ์ของประเทศไทยที่มีความต้องการ

พลงังานเพิม่ขึน้อยา่งตอ่เนื่อง สง่ผลใหว้กิฤตดา้นพลงังาน

ของประเทศจะตอ้งมกีารพฒันาแหล่งพลังงานทดแทน

อื่นที่สามารถผลิตข้ึนได้เอง เนื่องจากประเทศไทย

เป็นประเทศเกษตรกรรม ที่มีแหล่งชีวมวลจากภาค

การเกษตรมากมาย  เช่น มันสำ�ปะหลัง อ้อย แกลบ 

ชานอ้อย ฯลฯ จึงมีความได้เปรียบทางวัตถุดิบ [1] 

ดงันัน้พลังงานจากชวีมวล โดยเฉพาะอตุสาหกรรมการ

ผลติเอทานอล หลงัจากกระบวนการแยกเอทานอลออก

จากน้ำ�หมกัโดยการกลัน่ จะเหลอืวตัถดุบิทีห่มักไม่สมบรูณ์

เป็นพวกแป้ง น้ำ�ตาลหรือเซลลูโลส ที่ไม่สามารถนำ�

กลับไปใช้ ในการผลิตเอทานอลได้อีก ดังนั้นน้ำ�ทิ้งจาก

กระบวนการผลติเอทานอลเหลา่น้ีกจ็ะมปีรมิาณมากเมื่อ

ปล่อยออกสู่แหล่งน้ำ�ตามธรรมชาติ และจะก่อให้เกิด

มลภาวะตอ่สิง่แวดลอ้ม ดงันัน้ในแตล่ะโรงงานจงึนำ�น้ำ�

ทิง้จากกระบวนการกล่ันเอทานอลมาใชป้ระโยชน์ นำ�เขา้

สูร่ะบบการบำ�บดัโดยใชว้ธิทีางชวีภาพ เพราะใชต้น้ทนุ

ในการบำ�บดัต่ำ� และยงัเปน็วธิทีีส่ามารถนำ�ผลพลอยได้

จากการบำ�บดัไปใชป้ระโยชน์ได ้ชว่ยลดปรมิาณน้ำ�เสีย 

และเป็นการเพิ่มมูลค่าของเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรม

การผลิตเอทานอล เช่นเดียวกับกระบวนการผลิต

เอทานอลของมหาวทิยาลยัราชภัฏอดุรธานีจะเกดิน้ำ�ทิง้

จากกระบวนการกลั่นเอทานอลประมาณ 75 % (v/v) 

ของปริมาณวัตถุดิบที่ใช้ ซึ่งมีแหล่งคาร์บอนในน้ำ�ทิ้ง

เหลืออยู่ คือ น้ำ�ตาล 7-13 % (w/v) และยังมีปริมาณ

ไนโตรเจนสูง [2] ซึ่งสามารถนำ�มาใช้ประโยชน์ได้ โดย

เฉพาะการนำ�น้ำ�ท้ิงท่ีเหลือจากกระบวนการกลั่นเอทา

นอลสามารถนำ�มาผลิตก๊าซไฮโดรเจน ในกระบวนการ

ผลติกา๊ซไฮโดรเจนจงึตอ้งอาศัยปัจจยัหลายอยา่ง เชน่ 

ความเข้มข้นของน้ำ�ตาล pH รวมทั้งแหล่งไนโตรเจนที่

เหมาะสมที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์และ

ผลผลิตก๊าซไฮโดรเจน [3] โดยใช้เชื้อ Klebsiella sp. 

ทีค่ดัแยกไดจ้ากบอ่บำ�บดัน้ำ�ทิง้ของมหาวทิยาลยัราชภฏั

อดุรธานเีนื่องจาก Klebsiella sp. มคีณุสมบตัใินการใช้

น้ำ�ตาลท่ีเป็นแหลง่คารบ์อนจากน้ำ�ท้ิงจากกระบวนการ

กลั่นเอทานอลได้ และสามารถควบคุมสภาวะในการ

หมักไฮโดรเจนได้ง่าย เช่น อุณหภูมิ ค่าพีเอช ปริมาณ

แรธ่าต ุเปน็ตน้ ซึง่จะสง่ผลดตีอ่การหมกักา๊ซไฮโดรเจน

ให้มีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น

	 ดังน้ันงานวิจัยคร้ังน้ีจึงสนใจท่ีจะศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม

ของน้ำ�ตาลทีเ่ป็นแหลง่คาร์บอน ค่าพเีอช และปรมิาณ

ไนโตรเจนเริม่ตน้ทีม่ผีลตอ่การผลผลติของกา๊ซไฮโดรเจน
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การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้ Klebsiella sp.

ในกระบวนการหมกัน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทานอล 

โดยใชเ้ชือ้ Klebsiella sp. และติดตามการเปลีย่นแปลง

ของสารเมตาบอไลท์ท่ีเกิดข้ึนในระหว่างกระบวนการหมกั 

ซึ่งคาดว่าจะสามารถนำ�ไปเป็นประโยชน์ในการพัฒนา

กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนระดับโรงงานต้นแบบ

ต่อไป 

2. 	วัตถุประสงค์

   	เพื่อศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกักา๊ซไฮโดรเจน

โดยใช้น้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลของเช้ือ 

Klebsiella sp.

3. 	วิธีดำ�เนินการวิจัย

	 3.1 วัตถุดิบ จุลินทรีย์และอาหารเลี้ยงเชื้อ

			   น้ำ�ทิ้งจากกระบวนการผลิตเอทานอลจาก

น้ำ�อ้อยจากโรงงานผลิตเอทานอลของมหาวิทยาลัย

ราชภัฎอุดรธานี ที่ ได้วิเคราะห์องค์ประกอบเบ้ืองต้น 

ทุกๆ ตัวอย่างผ่านการฆ่าเชื้อที่ 121 °C เป็นเวลา 15 

นาที และไล่อากาศออกจากขวดตัวอย่างโดยใช้ก๊าซ

ไนโตรเจน

			   เชือ้ Klebsiella sp. ทีคั่ดแยกไดจ้ากบ่อบำ�บดั

น้ำ�ทิ้งของมหาวิทยาลัยราชภัฏอุดรธานี

			   อาหารเลีย้งเชือ้แบคทเีรยี คอื Nutrient Broth 

(NB) ประกอบด้วย Peptone 5 g และ Beef  extract 

3 g ละลายในน้ำ�กลั่น 1 L

	 3.2 	วิธีการดำ�เนินการวิจัย

		  	 3.2.1	 การเตรียมกล้าเช้ือเร่ิมต้น Klebsiella sp.

			   นำ�เชื้อ Klebsiella sp. เขี่ยลงในอาหารเหลว 

NB ปริมาตร 100 ml บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง นำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ 1.000 ที่

ความยาวคลื่น 620 nm เพื่อใช้เป็นเชื้อเริ่มต้นใน

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

		  	 3.2.2 	การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ

ผลติไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทา

นอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.

				    3.2.2.1	การศึกษาความเข้มข้นของ

น้ำ�ตาลทีเ่หมาะสมในกระบวนการหมกักา๊ซไฮโดรเจน

				    1)	 เตรยีมกลา้เชือ้แบคทเีรยีเริม่ตน้จาก

ข้อ 3.1.1 ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 ml

				    2)	 เตรียมน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่น    

เอทานอล โดยใช้น้ำ�ทิง้ทีม่คีวามเขม้ขน้น้ำ�ตาล 13 ๐Brix 

เจือจางให้ได้ความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 5 ระดับ คือ 2 4 

6 8 และ 10 °Brix และปรับ pH 5.5

				    3)	 นำ�กล้าเชื้อแบคทีเรียที่เตรียมได้

จากข้อ 1) ปริมาตร 5 ml นำ�มาหมักในน้ำ�ทิ้งจาก

กระบวนการกลั่นเอทานอลที่เตรียมได้จากข้อ 2) ทั้ง 5 

ระดับ ปริมาตร 30 ml หมักในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน 

บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 ชั่วโมงเก็บตัวอย่าง

ทกุๆ 6 ชัว่โมง เพื่อตดิตามปรมิาณการเกดิกา๊ซไฮโดรเจน 

				    3.2.2.2 	การศึกษาค่า pH ที่เหมาะ

สมในกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

				    1)	 เตรยีมกลา้เชือ้แบคทเีรยีเริม่ตน้จาก

ข้อ 3.3.1 ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 ml 

				    2)	 เลอืกสภาวะความเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล

ที่เหมาะสม จากข้อ 3.2.2.1 มาปรับ pH เป็น 6 ระดับ 

คอื 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 และ 7.0 เพื่อใช้ ในกระบวนการ

หมัก

				    3)	 นำ�กล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 1) 

ปริมาตร 5 ml นำ�มาหมกัในน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกล่ัน

เอทานอลที่เตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 30 ml หมัก

ในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็น

เวลา 72 ชัว่โมง เกบ็ตวัอยา่งทกุๆ 6 ชัว่โมง เพื่อตดิตาม

ปริมาณการเกิดก๊าซไฮโดรเจน
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				    3.2.2.3 การศึกษาปริมาณไนโตรเจน

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

				    1)	 เตรยีมกลา้เชือ้แบคทเีรยีเริม่ตน้จาก

ข้อ 3.2.1 ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 ml 

				    2) เลือกความเข้มข้นของน้ำ�ตาลที่

เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.1 และ pH ที่เหมาะสมจากข้อ 

3.2.2.2 เติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) เป็นแหล่ง

ไนโตรเจนให้ได้ 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ 4 g/L 

				    3) นำ�กล้าเชื้อที่เตรียมได้จากข้อ 1) 

ปรมิาตร 5 ml นำ�มาหมกัในน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่

เอทานอลจากข้อ 2) ปริมาตร 30 ml หมักในสภาวะ

ที่ไม่ใช้ออกซิเจน บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 

ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง เพื่อติดตามปริมาณ

การเกิดก๊าซไฮโดรเจน

			   3.3.3	การศกึษาการหมกักา๊ซไฮโดรเจนและ 

การเปลีย่นแปลงสารเมตาบอไลท์ในระหวา่งกระบวน 

การหมักก๊าซไฮโดรเจน

			   1) เตรียมกล้าเชื้อแบคทีเรียเริ่มต้นจากข้อ 

3.2.1 ลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 50 ml

			   2) เลือกความเข้มข้นของน้ำ�ตาลท่ีเหมาะสมจาก

ข้อ 3.2.2.1 และ pH ที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.2 และ

ปริมาณไนโตรเจนที่เหมาะสมจากข้อ 3.2.2.3

			   3) นำ�เช้ือแบคทีเรียที่เตรียมได้จากข้อ 1) 

ปริมาตร 50 ml นำ�มาหมักในน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการ

กล่ันเอทานอลท่ีเตรียมได้จากข้อ 2) ปริมาตร 300 ml 

หมักในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C 

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 12 ชั่วโมง 

ติดตามปริมาณน้ำ�ตาลทั้งหมด (Total sugar) น้ำ�ตาล

รีดิวซ์ (Reducing sugar) ซีโอดี (Chemical Oxygen 

Demand) ไนโตรเจน (Nitrogen) กรดไขมนัระเหยงา่ย

ทั้งหมด (Total Volatile fatty acid) pH และก๊าซ

ชีวภาพ นำ�ไปวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซชีวภาพ

และวิเคราะห์กรดไขมันระเหยง่ายที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง 

แก๊สโครมาโตรกราฟฟี

	 3.4 การวิเคราะห์

     		  การวิเคราะห์ปริมาณน้ำ�ตาลทั้งหมด (Total 

Sugar) โดยวิธี Phenol Sulfuric [4] วิเคราะห์

ปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ (Reducing Sugar) โดยวิธี 3,5-              

dinitrosalicylic acid [5]

     		  การวิเคราะหป์รมิาณไนโตรเจน [6] ใชส้ารละลาย

น้ำ�ทิ้ง 1 ml เติมลงใน Kjeldahl digestion flask จาก

นั้นเติมสารย่อยตัวอย่างโพแทสเซียมซัลเฟต 5 g เติม

น้ำ�กลั่น 30 ml และกรดซัลฟูริกเข้มข้น 5 ml เขย่า นำ�

ไปย่อยโดยใช้อุณหภูมิ 360 °C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทิ้ง

ใหเ้ยน็ทีอ่ณุหภมิูหอ้ง เตมิน้ำ�กลัน่ 50 ml  40 % NaOH

50 ml และ Boric acid indicator 50 ml นำ�สารละลาย

ที่ได้ไปกลั่นเป็นเวลา 5 นาที จนได้สารละลายตัวอย่าง

ใส นำ�มาไทเทรตกบั 0.1 N H2SO4 บนัทกึปรมิาตรของ

สารละลาย H2SO4 ที่ใช้ไทเทรต คำ�นวณหาปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมด บันทึกผลการทดลอง 

			   การวิเคราะห์ค่าซีโอดี [7] ใช้น้ำ�ทิ้งที่ ได้ ใน

กระบวนการหมักโดยเก็บตัวอย่างน้ำ�ท้ิงของช่ัวโมงท่ี 0 และ

ชัว่โมงสุดท้าย เมื่อเสร็จส้ินกระบวนการหมักปริมาตร 1 

ml เจือจาง 10,000  เทา่ ใช้สารละลายน้ำ�ทิ้งทีเ่จือจาง

แล้ว 2 ml เติมลงในหลอดทดลองฝาเกลียว แล้วเติม

สารละลายมาตรฐาน 0.25 N โปรแตสเซียมไดโครเมต 

ปริมาตร 1.5 ml สำ�หรับย่อยสลาย แล้วค่อยเติมสาร

ละลายกรดซัลฟูริกเข้มข้น 3.5 ml ปิดฝาให้สนิทเขย่า

เพื่อให้สารละลายผสมกัน จากนั้นนำ�ไปอบที่อุณหภูมิ 

150 °C เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ทิ้งให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 

เทสารละลายจากหลอดทดลองลงในขวดรูปชมพู่ เติม

เฟอโรอีน อินดิเคเตอร์ 3 หยด นำ�ไปไตเตรทด้วย 0.1 

N FAS จนกระทั่งเปลี่ยนเป็นสีน้ำ�ตาลแดง และทำ� 

Blank โดยใช้น้ำ�กลั่นแทนน้ำ�ตัวอย่าง และวิเคราะห์

เหมือนตัวอย่างน้ำ�ทิ้ง 
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      	 การวิเคราะห์กรดไขมันที่ระเหยง่ายทั้งหมด 

(Total Volatile Fatty Acid, TVFA) โดยเครื่อง GC  

[8] การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน เตรยีมสารละลาย

มาตรฐานกรดอะซติกิ และกรดบิวทริกิ (Butyric acid) 

ความเข้มข้น 100 mg/L โดยเตรียมสารละลายกรดไขมัน

ที่ระเหยง่าย เพื่อทำ�กราฟมาตรฐานที่ความเข้มข้น

1.0 2.0 3.0 4.0 และ 5.0 mg/L ตามลำ�ดับ การเตรียม

สารละลายตวัอยา่งใชส้ารละลายตวัอยา่งกรองสารละลาย

ที่ได้ นำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 6,000 rpm เป็นเวลา 

10 นาท ีใชส้ารละลายตวัอยา่ง 2 ml กรองผา่นกระดาษ

กรองขนาด 0.45 °m วิเคราะห์ด้วยเครื่อง GC

      	 การวเิคราะหก์รดไขมนัทีร่ะเหยงา่ยทัง้หมดด้วย

เครื่อง GC  ใช้เครื่อง GC ยี่ห้อ SHIMADZU รุ่น GC 

2014 จากประเทศสหรัฐอเมริกา ใช้คอลัมน์แคปปิลารี 

มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.25 mm ความยาว 30 m และ

ความหนาของสารเคลอืบ 0.25 °m ใชด้เีทค็เตอร ์ชนดิ

เอฟไอดี (FID) อุณหภูมิของคอลัมน์ อินเจ็คเตอร์ และ

ดีเท็คเตอร์ ใช้อุณหภูมิ 200 220 และ 240 °C ตาม

ลำ�ดับ ใช้ก๊าซพาเป็นก๊าซฮีเลียม อัตราการไหล 0.6 ml/min 

ฉดีสารละลายตวัอย่างจากขอ้ 2) 10 µl เขา้เครื่อง GC 

ใช้สภาวะเครื่องที่อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 35 °C เป็น

เวลา 3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 5 °C/min จนถึง 

80 °C และคงอุณหภูมินี้ ไว้  3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิ

จาก 80 °C /min จนถึง  200 °C ในอัตรา 8 °C /min 

และคงอุณหภูมินี้ ไว้ 10 นาที ใช้เวลาในการรันทั้งหมด 

28 นาท ีคำ�นวณปริมาณกรดไขมันทีร่ะเหยง่ายทัง้หมด

จากกราฟมาตรฐานของ สารละลายมาตรฐานกรดไข

มันที่ระเหยง่าย 

		  การวิเคราะห์ก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่อง GC [9] 

เตรียมสารละลายมาตรฐานก๊าซไฮโดรเจน 12 25 50 

และ 100 % ในขวดหมักขนาด 60 ml ที่กำ�จัดก๊าซอื่นๆ 

ออกโดยใช้ก๊าซไนโตรเจนไล่เป็นเวลา 2 นาที เตรียม

สารตัวอย่างโดยใช้กระบอกเก็บก๊าซขนาด 50 ml ดูด

ก๊าซในถังหมักปริมาตร 50 ml จากนั้นฉีดลงขวดเก็บ

ตวัอยา่งขนาด 60 ml ทีก่ำ�จดักา๊ซอื่นๆ ออกโดยใช้กา๊ซ

ฮีเลียมในการไล่ เป็นเวลา 2 นาที ปิดด้วยแผ่นพาราฟิล์ม 

นำ�ไปวเิคราะห์ดว้ยเครื่อง GC การวเิคราะห์กา๊ซชีวภาพ

ดว้ยเครื่อง Gas Chromatography (GC) โดยใช้เครื่อง 

GC ยีห้่อ SHIMADZU รุน่ GC 2014 ของบรษิทั Bara 

Scientific co., Ltd จากประเทศญี่ปุ่น ใช้ Column  

MS-5A มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3.00 mm ความยาว 60 m 

และความหนาของสารเคลือบ 0.5 mm ใช้ดีเท็คเตอร์ชนิดทีซีดี

(TCD) อณุหภมูขิองอนิเจค็เตอร์ คอลัมน ์และดเีทค็เตอร์

ใช้อุณหภูมิ 100 70 และ 140 °C ตามลำ�ดับ ใช้ก๊าซ

ตวัพาเปน็กา๊ซไฮโดรเจนอตัราการไหล 25 ml/min ฉดี

สารละลายตัวอย่างจากข้อ 2) 1 ml เข้าเครื่อง GC ใช้

สภาวะเครื่องที่อุณหภูมิคอลัมน์เริ่มต้นที่ 40 °C เป็น

เวลา 4 นาที เพิ่มอุณหภูมิจาก 5 °C/นาที จนถึง 60 °C

คงอุณหภูมินี้ ไว้เป็นเวลา 3 นาที แล้วเพิ่มอุณหภูมิจาก 

60 °C/นาท ีจนถงึอณุหภมู ิ200 °C ในอตัรา 20 °C/นาท ี

และคงอุณหภูมินี้ ไว้ 10 นาที ใช้เวลาในการวิเคราะห์

ตัวอย่างทั้งหมด 20 นาที สร้างเส้นกราฟมาตรฐาน

ของสารละลายมาตรฐาน และฉีดสารละลายตัวอย่าง 

10 ml จากกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐาน

ก๊าซไฮโดรเจน 

4. 	ผลและวิจารณ์ผล

	 4.1  การศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลติกา๊ซ

ไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทานอล

โดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.

			   4.1.1 ผลการศกึษาความเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล

ที่เหมาะสมในกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

      การศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งใน

กระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.  
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วิศวกรรมสาร มก.

ขัน้แรกเตรยีมน้ำ�ทิง้ท่ีมคีวามเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล 5 ระดับ 

ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของน้ำ�ตาล คือ 2 4 6 8 และ 

10 °Brix ปรับ pH เป็น 5.5 ใช้กล้าเชื้อเริ่มต้นที่เพาะ

เลี้ยงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 5 ml เติมลงในน้ำ�

ทิ้งจากกระบวนการกล่ันเอทานอล ปริมาตร 30 ml 

บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ในสภาวะที่

ไม่ใช้ออกซิเจน เก็บตัวอย่างทุก 6 ชั่วโมง เพื่อติดตาม

ปริมาณการเกิดก๊าซชีวภาพ พบว่าในสภาวะท่ีมีความเข้มข้น

ของน้ำ�ตาลแตกต่างกันทั้ง 5 ระดับ Klebsiella sp. 

สามารถใช้น้ำ�ตาลได้ทีค่วามเข้มข้นของน้ำ�ตาล 2 °Brix 

สามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้สูงสุดปริมาตรก๊าซสะสมที่ 

115 ml ที่ความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 4 6 และ 10 °Brix 

พบว่า เกิดก๊าซชีวภาพสะสม 66.7 76.7 และ 55 ml 

ตามลำ�ดับ และน้ำ�ตาล 8  °Brix เกิดก๊าซสะสมน้อย

ที่สุดที่ 47.3 ml ดังแสดงในภาพที่ 1  

ภาพที่ 1 ผลการศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�

ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทานอลโดยใชเ้ชือ้ Klebsiella 

sp. โดยใช้ความเข้มข้นของน้ำ�ตาลเริ่มต้น 5 ระดับคือ 

2 4 6 8 และ 10 °Brix

	 จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็วา่ในการหมกัน้ำ�ทิง้

โดยใช้ความเข้มข้นของน้ำ�ตาลท่ี 2 °Brix มีความเหมาะสม

ในการผลิตก๊าซชีวภาพมากที่สุด 

			   4.1.2	ผลการศึกษาค่า pH ที่เหมาะสมใน

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

			   การศกึษาการผลติกา๊ซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้ใน

กระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp. 

โดยเตรียมน้ำ�ทิ้งที่มีความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 2 °Brix 

ในสภาวะที่มี pH 6 ระดับ คือ 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 

7 ใชก้ลา้เชือ้เริม่ตน้ทีเ่พาะเลีย้งในอาหาร NB ปรมิาตร 

5 ml เติมลงในน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอล 

ปริมาตร 30 ml บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 

ในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง 

เพื่อตดิตามปรมิาณการเกดิกา๊ซชวีภาพ พบวา่ในสภาวะ 

pH แตกต่างกันทั้ง 6 ระดับที่ pH 6 Klebsiella sp. 

สามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้สูงสุดคือ เกิดก๊าซสะสม 

110 ml ที่ pH 4.5 5.5 6.5 และ 7 พบว่าได้ปริมาตร

ก๊าซสะสม 88.7 94.7 94.7 และ 105.7 ml ตามลำ�ดับ 

และที่ pH 5 ได้ปริมาตรก๊าซสะสมน้อยที่สุดที่ 75.3 

ml ดังภาพที่ 2

ภาพที ่2 ผลการศกึษาการผลติกา๊ซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้

จากกระบวนการกลัน่เอทานอลโดยใชเ้ชือ้ Klebsiella sp. 

ในสภาวะที่ pH 6 ระดับ คือ 4.5 5 5.5 6 6.5 และ 7

	 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ในการหมกัน้ำ�ท้ิง

ที่ pH 6 มีความเหมาะสมในการผลิตก๊าซชีวภาพ ซึ่ง

เกิดปริมาตรก๊าซสะสมมากที่สุด 
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		  	 4.2.3	ผลการศึกษาปริมาณไนโตรเจนที่

เหมาะสมในกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

			   ศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งใน

กระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.  

โดยเตรียมน้ำ�ทิ้งที่มีความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 2 °Brix 

และปรับ pH 6 ในสภาวะที่มีการเติมไดแอมโมเนียม

ฟอสเฟต (DAP) 4 ระดับ คือ 1 2 3 และ 4 g/L ใช้

กล้าเชื้อเริ่มต้นที่เพาะเลี้ยงในอาหาร NB ปริมาตร 

5 ml เติมลงในน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอล 

ปริมาตร 30 ml บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 

ชั่วโมง ในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 

ชั่วโมง เพื่อติดตามปริมาณการเกิดก๊าซชีวภาพ พบว่า

ในสภาวะหมักที่มีการเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต

แตกต่างกันท้ัง 4 ระดับท่ีการเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต3 g/L 

แบคทีเรีย Klebsiella sp. สามารถผลิตก๊าซชีวภาพได้

สูงสุด คือเกิดปริมาตรก๊าซสะสม 115 ml พบว่าการ

เติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 1 และ 4 g/L เกิดก๊าซ

สะสม 104 และ 105 ml ตามลำ�ดับ และที่การเติม

ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 2 g/L เกิดสะสมน้อยที่สุดที่ 

86.1 ml ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3 การศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้ง

จากกระบวนการกล่ันเอทานอลโดยใช้เช้ือ Klebsiella sp. 

ในสภาวะทีเ่ตมิไดแอมโมเนยีมฟอสเฟต (DAP) 4 ระดบั 

คือ 1 2 3 และ 4 g/L

	 จากผลการทดลองแสดงใหเ้หน็วา่ในการหมกัน้ำ�ทิง้ที่

มีการเติมแหล่งไนโตรเจน คือ ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 

(DAP) 3 g/L มีความเหมาะสมในการผลิตก๊าซชีวภาพ

มากที่สุด 

	 สภาวะในกระบวนการหมักไฮโดรเจนที่เหมาะสม 

คือ ที่ความเข้มข้นของน้ำ�ตาลเริ่มต้น 2° Brix ที่ pH 6 

และที่การเติมแหล่งไนโตรเจน 3 g/L ซึ่งจะให้ปริมาณ

แก๊สไฮโดรเจนมากที่สุด เป็นสภาวะที่แบคทีเรียผลิต

ไฮโดรเจนได้ดี สอดคล้องกับงานของ Sakchai และ

คณะ ผลิตไฮโดรเจนจากน้ำ�ตาลที่ย่อยสลายชานอ้อย

โดยใช ้Clostridium butyricum ไดผ้ลไดข้องไฮโดรเจน

สูงที่สุด 1,611 ml H2/L/day ที่ ที่สภาวะหมัก pH 5.5 

และความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 20 g-COD/L [10] 

	 4.3		 การศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนและการ

เปลีย่นแปลงสารเมตาบอไลท์ในระหวา่งกระบวนการ

หมักก๊าซชีวภาพ

			   ศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งใน

กระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.  

โดยนำ�กล้าเชื้อเริ่มต้นลงในอาหารเหลว NB ปริมาตร 

50 ml ปรบัสภาวะทีเ่หมาะสมของน้ำ�ทิง้จากกระบวนการ

กลัน่เอทานอลโดยความเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล 2 °Brix ปรบั 

pH 6 และเติมไดแอมโมเนียมฟอสเฟต 3 g/L นำ�กล้า

เช้ือท่ีเตรียมได้เติมในน้ำ�ท้ิงจากกระบวนการกล่ันเอทานอล 

ปริมาตร 300 ml บ่มที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา 72 

ชัว่โมง ในสภาวะที่ไม่ใชอ้อกซเิจน เกบ็ตวัอยา่งทกุๆ 12 

ชั่วโมง ติดตามความเข้มข้นน้ำ�ตาลรีดิวซ์ (Reducing 

sugar) น้ำ�ตาลทัง้หมด (Total sugar) กรดไขมนัระเหย

งา่ยทัง้หมด (Total Volatile Fatty Acid) คา่ความเปน็ 

กรด - ดา่ง (pH) ซีโอด ี(Chemical Oxygen Demand) 

และปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (Total nitrogen) 

	 จากการศึกษาความเข้มข้นของน้ำ�ตาลรีดิวซ์ พบ

ว่าการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของน้ำ�ตาลรีดิวซ์มี
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วิศวกรรมสาร มก.

แนวโน้มลดลงตลอดการหมัก จากชั่วโมงที่ 0 ปริมาณ 

34.49 g/L ปริมาณน้ำ�ตาลลดลงไปจนถึงสิ้นสุด

กระบวนการหมักก๊าซชีวภาพที่ชั่วโมงที่ 72 เหลือเพียง 

24.65 g/L ดังในภาพที่ 4

ภาพที ่4 ผลศกึษาความเขม้ขน้น้ำ�ตาลรดีวิซ์ในระหว่าง

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

	 จากการศกึษาเปลีย่นแปลงความเข้มขน้น้ำ�ตาลท้ังหมด 

(Total sugar) พบวา่การเปลีย่นแปลงความเขม้ขน้ของ

น้ำ�ตาลทัง้หมดมแีนวโนม้ลดลงตลอดการหมกัเชน่เดยีว

กับน้ำ�ตาลรีดิวซ์ จากชั่วโมงที่ 0 ปริมาณ 305.08 g/L 

น้ำ�ตาลทัง้หมดลดลงเรื่อยๆ จนสิน้สดุกระบวนการหมกั

ก๊าซชีวภาพ คือชั่วโมงที่ 72 เหลือเพียง 268.04 g/L 

ดังภาพที่ 5

ภาพที ่5 ผลศกึษาการเปลีย่นแปลงความเขม้ขน้น้ำ�ตาล

ทั้งหมดในระหว่างกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

	 จากการศึกษาเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง 

พบวา่การเปลีย่นแปลงของคา่ความเปน็กรด-ดา่ง จาก

ชัว่โมงที ่0 ม ี6.29 คา่พเีอชลดลงอยา่งตอ่เนื่องระหวา่ง

กระบวนการหมกัจนถึงสิน้สดุกระบวนการหมกั คอืชัว่โมง

ที่ 72 ค่าพีเอชเป็น 4.13 ดังภาพที่ 6

ภาพที่ 6 ผลศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างในระหว่าง

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

	 จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงของกรดไขมนัระเหย

งา่ยทัง้หมด พบวา่การเปลีย่นแปลงของกรดไขมนัระเหย

ง่ายทั้งหมด จากชั่วโมงที่ 0 มีปริมาณกรดไขมันระเหย

ง่าย 29.1 g/L ระหว่างกระบวนการหมักจะมีปริมาณ

เพิม่ขึน้อยา่งตอ่เนื่องจนถงึสิน้สดุกระบวนการหมกั คอื

ที่ชั่วโมงที่ 72 มีปริมาณ 49.8 g/L ดังแสดงในภาพที่ 7 

และพบวา่กรดไขมนัระเหยงา่ยมอีงคป์ระกอบกรดไขมนั

ระเหยง่ายอยู่ 4 ชนิด คือ กรดโพรไพโอนิค กรดบิวทิริก 

กรดเอ็น-วาเลลิค และ กรดแลคติก แต่ส่วนใหญ่เป็น

กรดบิวทิริก ดังตารางที่ 1

ตารางที่ 1 ผลศึกษาชนิดของกรดไขมันระเหยง่าย ใน

การผลิตกา๊ซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่

เอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp.
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ภาพท่ี 4 ผลศึกษาความเขมขนน้ําตาลรีดิวซใน

ระหวางกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน 

จากการศึกษาเปลี่ยนแปลงความเขมขน

น้ําตาลท้ังหมด (Total sugar) พบวาการเปลี่ยนแปลง

ความเขมขนของน้ําตาลท้ังหมดมีแนวโนมลดลงตลอด

การหมักเชนเดียวกับน้ําตาลรีดิวซ จากชั่วโมงท่ี 0 

ปริมาณ 305.08 g/L น้ําตาลท้ังหมดลดลงเรื่อยๆจน

สิ้นสุดกระบวนการหมักกาซชีวภาพ คือชั่วโมงท่ี 72 

เหลือเพียง 268.04 g/L ดังภาพท่ี 5 
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ภาพท่ี 5 ผลศึกษาการเปลี่ยนแปลงความเขมขน

น้ําตาลท้ังหมดในระหวางกระบวนการหมักกาซ

ไฮโดรเจน 

จากการศึกษาเปลี่ยนแปลงคาความเปนกรด 

- ดาง พบวาการเปลี่ยนแปลงของคาความเปนกรด - 

ดาง จากชั่วโมงท่ี  0 มี 6.29 คาพี เอชลดลงอยาง

ตอ เนื่ องระหวางกระบวนการหมักจนถึงสิ้นสุ ด

กระบวนการหมัก คือชั่วโมงท่ี 72 คาพีเอชเปน 4.13 

ดังภาพท่ี 6 
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ภาพท่ี 6 ผลศึกษาคาความเปนกรด-ดางในระหวาง

กระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน 

จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของกรด

ไขมันระเหยงายท้ังหมด พบวาการเปลี่ยนแปลงของ

กรดไขมันระเหยงายท้ังหมด จากชั่วโมงท่ี 0 มีปริมาณ

กรดไขมันระเหยงาย 29.1 g/L ระหวางกระบวนการ

หมักจะมีปริมาณเพ่ิมข้ึนอยางตอเนื่องจนถึงสิ้นสุด

กระบวนการหมัก คือท่ีชั่วโมงท่ี 72 มีปริมาณ 49.8 

g/L ดังแสดงในภาพท่ี 7 และพบวากรดไขมันระเหย

งายมีองคประกอบกรดไขมันระเหยงายอยู 4 ชนิด คือ 

กรดโพรไพโอนิค กรดบิวทิริก กรดเอ็น-วาเลลิค และ 

กรดแลคติก แตสวนใหญเปนกรดบิวทิริก ดังตารางท่ี 

1 

ตารางท่ี 1 ผลศึกษาชนิดของกรดไขมันระเหยงาย ใน

การผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําท้ิงจากกระบวนการ

กลั่นเอทานอลโดยใชเชื้อ Klebsiella sp. 

เวลา 

(h) 

กรดบิวทิริก 

 (% w/v) mg/L 

0 0.25 8.38 

24 0.29 9.74 

48 0.27 9.04 

72 0.66 22.22 
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การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้ Klebsiella sp.

ภาพที ่7 ผลศกึษาการเปลีย่นแปลงสารเมตาบอไลท์ใน

ระหวา่งกระบวนการหมกักา๊ซไฮโดรเจนโดยตดิตามการ

เปลี่ยนแปลงกรดไขมันระเหยง่ายทั้งหมด

	 จากการศกึษาเปล่ียนแปลงปรมิาณซีโอดีในน้ำ�ทิง้จาก

กระบวนการกลัน่เอทานอลโดยใชแ้บคทเีรยี Klebsiella 

sp. พบวา่ Klebsiella sp. สามารถลดค่าซีโอดีในน้ำ�ทิง้

ได้ เนื่องจาก Klebsiella sp.  ใช้น้ำ�ตาลในน้ำ�ทิ้งเป็น

แหล่งคาร์บอนเพื่อใช้ ในการเจริญเติบโตและการผลิต

ก๊าซชีวภาพ โดยค่าซีโอดีเริ่มต้นจาก 130.62 เมื่อสิ้น

สุดกระบวนการหมักเหลือเพียง 105.90 mg/L หรือ

คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 2.47  ดังในตารางที่ 2 

	 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณไนโตรเจน

พบว่าน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลมีปริมาณ

ไนโตรเจนทั้งหมด 9.66 %N และเมื่อสิ้นสุดการหมัก

ก๊าซชีวภาพปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด เพิ่มขึ้นเป็น 

11.27 %N ดงัน้ันเมื่อเปรยีบเทยีบปรมิาณไนโตรเจนกอ่น

กระบวนการหมกักา๊ซชวีภาพในน้ำ�ทิง้จากกระบวนการ

กลัน่เอทานอล กบัหลงักระบวนการหมกักา๊ซชวีภาพ พบ

ว่า Klebsiella sp. สามารถเพิ่มปริมาณไนโตรเจนใน

น้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทานอลระหวา่งกระบวนการ

หมักคิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 0.16 % ดังในตารางที่ 2

	 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าแบคทีเรีย  

Klebsiella sp. สามารถลดปริมาณแหล่งคาร์บอนใน

น้ำ�ทิ้งได้ดี เนื่องจากแบคทีเรียใช้เป็นแหล่งคาร์บอนใน

การเจรญิเตบิโต จากมาตรฐานน้ำ�ทิง้คา่ซีโอดตีอ้งไมเ่กนิ 

120 - 400 mg/L (มาตรฐานควบคุมการระบายน้ำ�ทิ้ง) 

[11] ดงันัน้จากผลการทดลองขา้งตน้พบวา่ Klebsiella 

sp. ใชล้ดปรมิาณคา่ซีโอดเีพื่อใชเ้ปน็แหลง่คารบ์อนในการ

เจรญิเตบิโตไดด้ ีขณะเดยีวกนัยงัเพิม่ปรมิาณไนโตรเจน

ในน้ำ�ทิง้ไดด้ว้ย จากการศกึษาการเปลีย่นแปลงปรมิาณ

ไนโตรเจน Klebsiella sp. สามารถเพิม่ปรมิาณไนโตรเจน

ในน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลได้

    จากการศกึษาผลผลติกา๊ซชวีภาพโดยติดตามปรมิาตร

ก๊าซสะสม พบว่า ในการหมักน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการ

กลั่นเอทานอล โดย Klebsiella sp. สามารถผลิตก๊าซ

ชีวภาพสะสมได้ถึง 737.33 mg/L ดังในภาพที่ 8 

ภาพท่ี 8 ผลศึกษาปริมาตรก๊าซสะสมในระหว่าง

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน 

   เมื่อวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซชีวภาพ ในการ

หมักน้ำ�ทิ้งในกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ 

Klebsiella sp. เตรยีมกลา้เชือ้แบคทเีรยีเริม่ตน้ ปรมิาตร 

50 ml เตมิลงในน้ำ�ทิง้จากกระบวนการกลัน่เอทานอลใช้

ตารางที่ 2 ผลศึกษาการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลท์

ในระหว่างกระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจนโดยติดตาม

การเปลี่ยนแปลงปริมาณซีโอดีและปริมาณไนโตรเจน
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ภาพท่ี 7 ผลศึกษาการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลท

ในระหวางกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจนโดยติดตาม

การเปลี่ยนแปลงกรดไขมันระเหยงายท้ังหมด 

     จากการศึกษาเปลี่ยนแปลงปริมาณซีโอดีใน

น้ําท้ิงจากกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใชแบคทีเรีย 

Klebsiella sp. พบวา Klebsiella sp. สามารถลดคา

ซี โอดี ในน้ํ า ท้ิ งได  เนื่ อ งจาก Klebsiella sp.  ใช

น้ํ าตาลในน้ํ าท้ิงเปนแหลงคารบอนเพ่ือใชในการ

เจริญเติบโตและการผลิตกาซชีวภาพ โดยคาซีโอดี

เริ่มตนจาก 130.62 เม่ือสิ้นสุดกระบวนการหมักเหลือ

เพียง 105.90 mg/L หรือคิดเปนเปอรเซ็นต 2.47  ดัง

ในตารางท่ี 2  

 จากการศึกษาการเปลี่ยนแปลงปริมาณ

ไนโตรเจนพบวาน้ําท้ิงจากกระบวนการกลั่นเอทานอล

มีปริมาณไนโตรเจนท้ังหมด 9.66 %N และเม่ือสิ้นสุด

การหมักกาซชีวภาพปริมาณไนโตรเจน ท้ังหมด 

เพ่ิ ม ข้ึน เป น  11.27 %N ดั งนั้ น เม่ือ เปรียบ เทียบ

ปริมาณไนโตรเจนกอนกระบวนการหมักกาซชีวภาพ

ในน้ําท้ิงจากกระบวนการกลั่นเอทานอล กับหลัง

กระบวนการหมักกาซชีวภาพ พบวา Klebsiella sp. 

ส าม ารถ เพ่ิ มป ริ ม าณ ไน โต ร เจน ใน น้ํ า ท้ิ งจ าก

กระบวนการกลั่นเอทานอลระหวางกระบวนการหมัก

คิดเปนเปอรเซ็นต 0.16 % ดังในตารางท่ี 2 

 

ตารางท่ี 2 ผลศึกษาการเปลี่ยนแปลงสารเมตาบอไลท

ในระหวางกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจนโดยติดตาม

การเปลี่ยนแปลงปริมาณซีโอดีและปริมาณไนโตรเจน 

สารเมตาบอไลท ชั่วโมงท่ี 0 ชั่วโมงท่ี 72 

คาซีโอด ี(mg/L) 130.62 105.90 

ไนโตรเจน (% N) 9.66 11.27 

     จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาแบคทีเรีย 

Klebsiella sp. สามารถลดปริมาณแหลงคารบอนใน

น้ําท้ิงไดดี เนื่องจากแบคทีเรียใชเปนแหลงคารบอนใน

การเจริญเติบโต จากมาตรฐานน้ําท้ิงคาซีโอดีตองไม

เกิน 120 - 400 mg/L (มาตรฐานควบคุมการระบาย

น้ําท้ิง [11] ดังนั้นจากผลการทดลองขางตนพบวา 

Klebsiella sp. ใชลดปริมาณคาซีโอดี เพ่ือใช เปน

แหลงคารบอนในการเจริญเติบโตไดดีขณะเดียวกันยัง

เพ่ิมปริมาณไนโตรเจนในน้ําท้ิงไดดวย   จากการศึกษา

การเปลี่ยนแปลงปริมาณไนโตรเจน Klebsiella sp. 

ส าม ารถ เพ่ิ มป ริ ม าณ ไน โต ร เจน ใน น้ํ า ท้ิ งจ าก

กระบวนการกลั่นเอทานอลได 

    จากการศึกษาผลผลิตกาซชีวภาพโดยติดตาม

ปริมาตรกาซสะสม พบวา ในการหมักน้ําท้ิงจาก

กระบวนการกลั่นเอทานอล  โดย Klebsiella sp. 

สามารถผลิตกาซชีวภาพสะสมไดถึง 737.33 mg/L 

ดังในภาพท่ี 8  
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ภาพท่ี 8 ผลศึกษาปริมาตรกาซสะสมในระหวาง

กระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน  
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วิศวกรรมสาร มก.

สภาวะทีเ่หมาะสมของความเข้มข้นของน้ำ�ตาล 2 °Brix 

ปรับค่า pH 6 และเติม DAP 3 g/L ปริมาตร 300 ml 

ลงในขวดฝาเกลียวขนาด 1 L ที่ผ่านการไล่อากาศ 

โดยใช้ก๊าซไนโตรเจนหมักที่อุณหภูมิ 30 °C เป็นเวลา    

72 ชั่วโมงในสภาวะที่ไม่ใช้ออกซิเจน วัดปริมาณก๊าซ

ต่อเวลาทุกๆ 12 ชั่วโมง นำ�ไปวิเคราะห์องค์ประกอบ

ของก๊าซชีวภาพ และวิเคราะห์องค์ประกอบของกรด

ไขมันระเหยง่าย ที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง GC พบว่า 

องค์ประกอบของกรดไขมันระเหยง่ายพบกรดไขมัน

ระเหยง่ายอยู่ 4 ชนิด คือ กรดไพโพรโอนิค กรดบิวทีริก 

กรดเอ็น-วาเลลิก และกรดแลคติก พบกรดไพโพรโอนิค 

และกรดบิวทีริกสูงที่สุดที่ชั่วโมง 72 คือ 22.22 mg/L 

แสดงดังในตารางที่ 1 และพบว่ามีการผลิตไฮโดรเจน 

ซึง่เชือ้ผลิตขึน้ตัง้แตช่ัว่โมงที ่24 ของการหมกัมปีรมิาตร 

86.17 mgH2/L และมีปริมาณการเกิดก๊าซไฮโดรเจน

สูงสุดชั่วโมงที่ 72  คือสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ถึง 

161.71 mgH2/L หรือคิดเป็น 90.55 %H2 และมี

ปริมาตรก๊าซสะสม 774 mg/L ดังแสดงในตารางที่ 3 

ตารางที่ 3 ผลการเกิดก๊าซไฮโดรเจนในน้ำ�ทิ้งจาก

กระ บวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้เชื้อ Klebsiella sp. 

ในสภาวะการหมักที่ไม่ใช้ออกซิเจน

	 จากรายงานวิจัยของ Fikret และคณะ [12] ศึกษา

การผลติกา๊ซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิง้ของโรงงานอตุสาหกรรม

มะกอก โดยใชเ้ชือ้ Clostridium sp. ในสภาวะการหมกั

แบบไม่ใช้ออกซิเจนผลิตไฮโดรเจนได้ 2500 mlH2g-

4COD และจากรายงานวิจัยของ Jinling และคณะ 

[13] ได้ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้ Clostridium 

sp. 6A-5 ที่คัดแยกจากตะกอนจากกระบวนการย่อย

น้ำ�ตาล โดยใชน้้ำ�ตาลในชว่ง 10–16 g/L ผลติไฮโดรเจน

ได้สูงสุด 2727 ml/L คิดเป็น   269.3 ml H2/L h จาก

ผลการทดลองครั้งนี้จะเห็นได้ว่า Klebsiella sp.  ผลิต

ก๊าซไฮโดรเจนได้น้อยกว่างานวิจัยของ Fikret และ 

Jinling อาจเนื่องมาจากน้ำ�ทิ้งที่ใช้มีองค์ประกอบและ

มีปริมาณสารอาหารท่ีแตกต่างกันและใช้เชื้อต่างชนิด

กันดังแสดงในภาพที่ 9

5. 	สรุปผล

	 การศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งจาก

กระบวนการกลัน่เอทานอล ศกึษาสภาวะทีเ่หมาะสมใน

การผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยใช้เชื้อ Klebsiella sp. พบ

วา่ สภาวะทีมี่ความเหมาะสมคอื ความเขม้ขน้ของน้ำ�ตาล   

2 °Brix ค่าพเีอช 6 และปริมาณ ไดแอมโมเนยีมฟอสเฟต 

(DAP) 3 g/l ซึง่ไดป้ริมาณแก็สไฮโดรเจนสะสมสูงทีสุ่ด 

ภาพที ่9 ปริมาณการเกดิกา๊ซไฮโดรเจน (mg) ในระหว่าง

กระบวนการหมักก๊าซไฮโดรเจน

 

   เม่ือวิเคราะหองคประกอบของกาซชีวภาพ ใน

การหมักน้ําท้ิงในกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช

เชื้อ Klebsiella sp.  เตรียมกลาเชื้อแบคทีเรียเริ่มตน 

ปริมาตร 50 ml เติมลงในน้ําท้ิงจากกระบวนการกลั่น

เอทานอลใชสภาวะท่ีเหมาะสมของความเขมขนของ

น้ําตาล 2 °Brix ปรับคา pH 6 และเติม DAP 3 g/L 

ปริมาตร 300 ml ลงในขวดฝาเกลียวขนาด 1 L ท่ี

ผานการไลอากาศ โดยใชก าซไนโตรเจนหมัก ท่ี

อุณหภูมิ 30 °C เปนเวลา 72 ชั่วโมงในสภาวะท่ีไมใช

ออกซิเจน วัดปริมาณกาซตอเวลาทุกๆ 12 ชั่วโมง 

นําไปวิเคราะหองคประกอบของกาซชีวภาพ และ

วิเคราะหองคประกอบของกรดไขมันระเหยงาย ท่ี

เกิดข้ึนดวยเครื่อง GC พบวา องคประกอบของกรด

ไขมันระเหยงายพบกรดไขมันระเหยงายอยู 4 ชนิด 

คือ กรดไพโพรโอนิค กรดบิวทีริก กรดเอ็น-วาเลลิก 

และกรดแลคติก พบกรดไพโพรโอนิค และกรดบิวทีริก

สูงท่ีสุดท่ีชั่ วโมง 72 คือ 22.22 mg/L แสดงดังใน

ตารางท่ี 1 และพบวามีการผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงเชื้อผลิต

ข้ึนตั้งแตชั่วโมงท่ี 24 ของการหมักมีปริมาตร 86.17 

mgH2/L และมีปริมาณการเกิดกาซไฮโดรเจนสูงสุด

ชั่วโมงท่ี 72  คือสามารถผลิตไฮโดรเจนไดถึง 161.71 

mgH2/L หรือคิดเปน 90.55 %H2 และมีปริมาตรกาซ

สะสม 774 mg/L ดังแสดงในตารางท่ี 3  

ตารางท่ี 3 ผลการเกิดกาซไฮโดรเจนในน้ําท้ิงจากกระ 

บวนการกลั่นเอทานอลโดยใชเชื้อ Klebsiella sp. ใน

สภาวะการหมักท่ีไมใชออกซิเจน 
เวลา 

(h) 

ปริมาต

รกาซ

ท้ังหมด

(ml) 

ความเขมขน 

% 

H2 v/v 

mgH2/ 

100 ml 

mgH2/

L 

mmolH2/L 

0 0 0.00 0.00 0.00 0.00 

24 204 48.25 4.30 86.17 43.08 

48 317 86.49 7.72 154.46 77.23 

72 253 90.55 8.08 161.71 80.85 

กาซ

สะสม 

774 - - 402.34 201.17 

จากรายงานวิจัยของ Fikret และคณะ [12] 

ศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําท้ิงของโรงงาน

อุตสาหกรรมมะกอก โดยใชเชื้อ Clostridium sp. ใน

สภาวะการหมักแบบไมใชออกซิเจนผลิตไฮโดรเจนได 

2500 mlH2g-4COD และจากรายงานวิจัยของ Jinling 

และคณะ [13] ไดศึกษาการผลิตไฮโดรเจนโดยใช 

Clostridium sp. 6A-5 ท่ี คัดแยกจากตะกอนจาก

กระบวนการยอยน้ําตาล โดยใชน้ําตาลในชวง 10–16 

g/L ผลิตไฮโดรเจนไดสู งสุด  2727 ml/L คิดเปน   

269.3 ml H2/L h จากผลการทดลองครั้งนี้จะเห็นได

วา Klebsiella sp.  ผลิตกาซไฮโดรเจนไดนอยกวา

งานวิจัยของ Fikret และ Jinling อาจเนื่องมาจากน้ํา

ท้ิงท่ีใช มีองคประกอบและมีปริมาณสารอาหารท่ี

แตกตางกันและใชเชื้อตางชนิดกันดังแสดงในภาพท่ี 9 
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ภาพท่ี 9 ปริมาณการเกิดกาซไฮโดรเจน (mg) ใน

ระหวางกระบวนการหมักกาซไฮโดรเจน 

  

5.  สรุปผล 

การศึกษาการผลิตกาซไฮโดรเจนจากน้ําท้ิงจาก

กระบวนการกลั่นเอทานอล ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม

ในการผลิตกาซไฮโดรเจน โดยใชเชื้อ Klebsiella sp. 

พบวา สภาวะท่ีมีความเหมาะสมคือ ความเขมขนของ

น้ํ า ต า ล  2 º Brix ค า พี เ อ ช  6 แ ล ะ ป ริ ม า ณ               

ไดแอมโมเนียมฟอสเฟต (DAP) 3 g/l ซ่ึงไดปริมาณ

แก็สไฮโดรเจนสะสมสูงท่ีสุด จากนั้นติดตามการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณน้ําตาล กรดไขมันระเหยงาย
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การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากน้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอลโดยใช้ Klebsiella sp.

จากน้ันติดตามการเปล่ียนแปลงปริมาณน้ำ�ตาล กรดไขมนั

ระเหยง่ายทั้งหมด พีเอช ปริมาณ ซีโอดีและปริมาณ

ไนโตรเจน พบว่า Klebsiella sp. สามารถใช้น้ำ�ตาล

รดีวิซ์จากชัว่โมงที ่0 ปริมาณ 34.49 g/L จนถึงช่ัวโมงที ่

72 เหลือ 24.65 g/L น้ำ�ตาลทัง้หมดถกูใช้ไปจากชัว่โมง

ที่ 0 ปริมาณ 305.08 g/L จะเห็นว่า ปริมาณน้ำ�ตาล

ลดลงจนถึงชั่วโมงที่ 72 เหลือ 268.04 g/L พีเอชจาก

ชั่วโมงที่ 0 เป็น 6.29 ลดลงอย่างต่อเนื่องจนถึงชั่วโมง

ที่ 72 เป็น 4.13 จะเห็นว่า Klebsiella sp. ใช้น้ำ�ตาล

เพื่อเปล่ียนเป็นสารตัวกลางระหว่างกระบวนการย่อยสลาย 

ได้กรดไขมันระเหยง่ายซ่ึงมีความเป็นกรดทำ�ให้พีเอชลดลง

อยา่งเหน็ไดช้ดั แสดงวา่มกีรดไขมนัระเหยงา่ยเกดิขึน้มาก 

แสดงถงึการเกดิปฏิกิรยิาไดด้ ีพบว่ากรดไขมันระเหยงา่ย

ทัง้หมดทีช่ัว่โมงที ่ 0 ปรมิาณ 29.1 mg/L เพิม่ขึน้อยา่ง

ต่อเนื่องจนถึงชั่วโมงที่ 72 เป็น 49.8 mg/L สอดคล้อง

กับการลดลงของแหล่งคาร์บอน คือค่าซีโอดีในน้ำ�ท้ิง 

Klebsiella sp. ใชแ้หลง่คารบ์อนไดด้ ีพบวา่จากการลดลง

ของปริมาณค่าซีโอดี โดยลดลงจาก 130.62 mg/L 

เหลือ 105.90 mg/L คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การลดลงของ

ซีโอดี 24.7%  และพบผลพลอยได้คือ Klebsiella sp.

ยังสามารถผลิตไนโตรเจนระหว่างกระบวนการหมัก

หลังการหมักปริมาณไนโตรเจนเพิ่มขึ้นจาก 9.66 % N

เป็น 11.27 % N คิดเป็นเปอร์เซ็นต์การเพิ่มขึ้นของ

ไนโตรเจนเป็น 16% และกรดไขมันระเหยง่ายที่เกิดขึ้น

ระหว่างกระบวนการหมัก คือ กรดโพรไพโอนิค กรด

บิวทีริก กรดวาเลลิก และกรดแลคติก พบว่า กรดบิว

ทีริกมีปริมาณสูงที่สุดชั่วโมงที่ 72 สูงถึง 22.22 mg/L 

ซึ่งกรดบิวทีริกจะเปลี่ยนไปเป็นก๊าซไฮโดรเจนได้สูงสุด

ถึง 90.55 % (v/v) จากผลการวิจัยครั้งนี้สามารถนำ�ไป

พัฒนาต่อโดยใช้น้ำ�ทิ้งจากกระบวนการกลั่นเอทานอล

เพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนใช้เป็นเชื้อเพลิงต่อไป

6. 	กิตติกรรมประกาศ

    ขอขอบคณุหนว่ยวจิยัพลงังานทดแทน มหาวทิยาลยั

ราชภัฎอุดรธานี สถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัย

ราชภฏัอุดรธาน ีและสำ�นกังานคณะกรรมการวจัิยแหง่

ชาติ ที่สนับสนุนทุนวิจัยนี้ ขอขอบคุณศูนย์เครื่องมือ

กลาง มหาวิทยาลัยมหาสารคาม ในความอนุเคราะห์

เครื่องมือและห้องปฏิบัติการ
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