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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาผลของอุณหภูมิและความเปนกรด-ดางเร่ิมตนตอการผลิตไฮโดรเจน

จากเปลือกกลวยโดยการออกแบบทางสถิติ Central Composite Design (CCD) ผลจากการศึกษาพบวา  อุณหภูมิ 
(X1) มีผลตอการผลิตไฮโดรเจน (p<0.05)  ในขณะท่ีคาความ เปนกรด-ดา งเ ร่ิมตน (X2) ไมมีผลตอการผลิต
ไฮโดรเจน (p>0.05) นอกจากน้ันยังพบวาแตละปจจัย (X1, X2) ไมมีปฏิสัมพันธกัน (no interaction) (p>0.05) ซ่ึง
สภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใหคาไฮโดรเจนสะสมสูงสุดคือ ท่ีอุณหภูมิ 44.49   ํซ และคาความเปนกรด-ดาง เร่ิมตน 5.59 
โดยใหคาไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเทากับ 44.53 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน และผลการทดลองจากข้ันตอน
ยืนยันผลพบวาคาไฮโดรเจนสะสมจากการทดลองมีคาเทากับ 43.08 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน ซ่ึงมีความ
คลาดเคล่ือนจากคาท่ีไดจากการออกแบบการทดลองทางสถิติเพียง 3.26% ซ่ึงมีคานอยมาก แสดงให เ ห็นวาการ
ออกแบบการทดลองทางสถิติสามารถใหทํานายคาผลไดไฮโดรเจนจากเปลือกกลวยสุกโดยกลุมจุ ลินทรียอยา ง
แมนยํา 

คําสําคัญ: ไฮโดรเจน เปลือกกลวย จุลินทรียชอบรอน 

 
Abstract 

Effect of temperature and initial pH on hydrogen production from banana peel by thermophilic 
microorganisms from the hot spring in the Southern part of Thailand were investigated. Statistical based 
experiment was designed using the central composite design (CCD). Results indicated that temperature (X1) 
had a significantly effect (p<0.05) on hydrogen production while the initial pH (X2) did not (p>0.05). In 
addition, there was no interaction between the temperature and the initial pH (X1X2)( p>0.05). Maximum 
hydrogen production of 44.53 mmol H2/L-substrate was obtained at the temperature of 44.49 and initial pH of 
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5.59. Results from the confirm test was 43.08 mmol H2/L substrate which was only 3.26% different from the 
actual results, indicating that the CCD could be used to design the experiment with the least error. 
Keywords   Hydrogen   banana peel   thermophilic bacteria 

 
1. ท่ีมาและความสําคัญ 
  ความตองการใชพลังงานในปจจุบันมีมากข้ึนในขณะท่ีพลังงานจากฟอสซิล อาทิ นํ้ามัน ถานหิน กาซ
ธรรมชาติกลับมีปริมาณลดนอยลง คนสวนใหญจึงหันมาสนใจพลังงานทดแทนกันมากข้ึน ซ่ึงไฮโดรเจนเปน
อีกทางเลือกหน่ึงของแหลงพลังงานในอนาคตท่ีคาดวาจะนํามาทดแทนพลังงานท่ีมีในธรรมชา ติ เ น่ืองจาก
ไฮโดรเจนเปนพลังงานสะอาด เมื่อทําปฏิกิริยาเผาไหมกับออกซิเจนจะได นํ้า เปนผลิตภัณฑจึงไมกอให เ กิด
มลพิษตอส่ิงแวดลอม อีกท้ังใหคาพลังงานสูง โดย 1 กิโลกรัมของไฮโดรเจนใหพลังงานเทา กับ  3.5 ลิตรของ
ปโตรเลียม (Akano และคณะ, 1996) จึงเหมาะสมท่ีจะนํามาใช เปนแหลงพลังงานสํา รองสําหรับการผลิต
กระแสไฟฟา และพลังงานเช้ือเพลิงเพ่ือการคมนาคมขนสงในอนาคต 
  การผลิตแกสไฮโดรเจนใหมีประสิทธิภาพมี ท้ังวิ ธีทางเคมีและวิ ธีทางชีวภาพ โดยการผลิตแกส
ไฮโดรเจนโดยใชกระบวนการทางชีวภาพกําลังเปนเร่ืองท่ีผูคนใหความสนใจเปนอยางมาก เ น่ืองจากการผลิต
ไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพอาศัยการทํางานของจุ ลินทรีย ซ่ึงจะไมกอให เ กิดมลพิษ  นอกจากน้ี
วัตถุดิบท่ีใชในกระบวนการผลิตยังมีความหลากหลาย  อาทิ วัสดุเหลือท้ิงทางเกษตรกรรม  และกากของเสีย
โรงงานอุตสาหกรรม ซ่ึงทําใหตนทุนการผลิตมีราคาถูกอีกดวย 
  เปลือกกลวยเปนวัสดุเหลือท้ิงจากกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑจากกลวย เชน กลวยตาก กลวยทอด 
กลวยเช่ือม เปนตน ปลูกมากในพ้ืนท่ีจังหวัดในแทบภาคกลางและภาคเหนือตอนลา ง  เชน พิษณุโลก สุโขทัย 
และกําแพงเพชร เปลือกกลวยประกอบไปดวยไฟเบอร 42% และในไฟเบอรประกอบดวย เฮมิ เซลลูโลส  22% 
เซลลูโลส 6.3% และลิกนิน 0.6% (Kayisu และคณะ, 1981) ซ่ึงหากมีการนํามาผานการปรับสภาพท่ีเหมาะสม
จะสามารถนําไปใชเปนสับสเตรทในกระบวนการหมักเพ่ือผลิตไฮโดรเจนได ท้ังน้ีงานวิจัย ท่ีผานมาไดมีการ
ปรับสภาพวัตถุดิบประเภทลิกโนเซลลูโลส เชน ชานออย พบวาไดนํ้าตาลกลูโคสและไซโลสเปนองคประกอบ
หลักซ่ึงสามารถนําไปผลิตไฮโดรเจนไดอยางมีประสิทธิภาพ (Pattra และคณะ, 2008) ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงจะได
ศึกษาถึงความเปนไปไดและการใชประโยชนจากเปลือกกลวยซ่ึงเปนชีวมวลเหลือท้ิงเ พ่ือผลิตไฮโดรเจนโดย
กลุมจุลินทรียชอบรอน โดยจะทําการศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิและคาความเปนกรด-ดา งเ ร่ิมตนตอการผลิต
ไฮโดรเจนท้ังน้ีเพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจน 

2. วัสดุและวิธีการทดลอง 
2.1 เปลือกกลวย 

เปลือกกลวยท่ีใชในการทดลองเปนเปลือกกลวยนํ้าวาสุกนํามาบดใหละเอียดดวยเคร่ืองปน โดย
ใชอัตราสวนระหวางเปลือกกลวยและนํ้าเทากับ 1:2.5 จากการวิเคราะหองคประกอบของเปลือกกลวยสุกบดพบวา
มีปริมาณนํ้าตาลเทากับ 0.55 กรัมตอกรัมเปลือกกลวย และมีความช้ืนในเปลือกกลวยเทากับ 76.14% 
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2.2 สารอาหาร 
   ใชสารอาหารสูตร Endo nutrient ซ่ึงมีสวนประกอบตามสูตรของ  Lin และ  Lay (2005) โดยใช

อัตราการเติม Endo nutrient เทากับ 6 มล./เปลือกกลวยสุกบด 1000 มล. 

2.3 หัวเช้ือจุลินทรีย 
  หัวเช้ือจุลินทรียท่ีใชในการทดลองน้ีคือหัวเช้ือจุลินทรียสาย พันธุผสมซึ่ง เปนกลุมจุ ลินทรีย 

(mixed cultures) ท่ีอยูในตะกอนของบอนํ้าพุรอน จังหวัดพังงา  นํามา เ ล้ีย งในอาหาร Endo-nutrient  (Lin and 
Lay, 2005) ซ่ึงมีปริมาตรทําการ 700 มล. โดยมีกลูโคส  10 กรัม / ลิตร, ไซโลส  5 กรัม / ลิตร และอะรา บิโนส  
5 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอน ปรับคาความเปนกรด-ดางเทากับ 5.0 จากน้ันทําใหเปนสภาวะไรอากาศภายใน
ขวดโดยการแทนท่ีดวยแกสไนโตรเจน และนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 50 °ซ เปนเวลา  7 วัน เมื่อครบกําหนด 7 วัน
เปล่ียนอาหารเปนสูตร Endo-nutrient ท่ีมีเปลือกกลวยสุกบดความเขมขนนํ้าตาลเร่ิมตน 20 กรัม/ลิตร  เปนแหลง
คารบอน ปรับคาความเปนกรด-ดางเร่ิมตนเทากับ 5  จากน้ันเก็บตัวอยางนํ้าหมักเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณของแข็ง
แขวนลอยระเหยได(Volatile suspended solid; VSS) เร่ิมตน 

2.4   การศึกษาชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมและการเติมกลุมจุลินทรียตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย 
   การทดลองหาชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอการผลิต H2 จากเปลือกกลวย  ได ทําการทดลองใน

ขวด serum ขนาด 100 มล. มีปริมาตรทําการ 70 มล. ใชอาหารสูตร Endo-nutrient ท่ีมี เปลือกกลวยบดความ
เขมขนของนํ้าตาลเร่ิมตน 25 กรัม/ลิตร เปนแหลงคารบอน ปรับคาความเปนกรด-ดา งเ ร่ิมตนเทา กับ  5.0 ใช หัว
เช้ือเร่ิมตน 7500 มล./ลิตร มีชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมหัวเช้ือผลิต H2 เปนชุดควบคุม  ปดฝาขวดดวยจุกย าง
และอะลูมิเนียม ปรับสภาพภายในขวดใหเปนสภาวะไรอากาศโดยการแทนท่ีดวยแกสไนโตรเจน จากน้ันจึง
นําไปบมท่ีอุณหภูมิ 40, 50, 60   ํซ   ทําการทดลองชุดละ 3 ซํ้า เก็บตัวอยางแกสเพ่ือวิเคราะหปริมาตรและชนิด
ของแกสชีวภาพท่ีเกิดข้ึน และเก็บตัวอยางนํ้าหมักเพ่ือวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของปริมาณ นํ้าตาลในระหวา ง
การหมัก 

 2.5  การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย โดยใชการออกแบบการทดลอง
ทางสถิติ Central Composite Design (CCD) 

   ทําการทดลองในขวดซีรัมขนาด 100 มล.  มีปริมาตรทําการ 70 มล.  ใชอาหารสูตร Endo-
nutrient ท่ีมีเปลือกกลวยสุกบดความเขมขนของนํ้าตาลเร่ิมตน 25 กรัม/ลิตร หัวเช้ือเ ร่ิมตน 7500 มก. /ลิตร แปร
ผันคาความเปนกรด-ดางและอุณหภูมิ โดยใชชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจากการทดลองที่ 2.4  รายละเอียดในแตละ
ชุดการทดลองแสดงไดในตารางท่ี 1 ปดฝาขวดดวยจุกยางและอะลูมินัม จากน้ันปรับสภาพภายในขวดให เปน
สภาวะไรอากาศโดยการแทนท่ีดวยแกสไนโตรเจน ทําการทดลองชุดละ 5 ซํ้า เ ก็บตัวอยา งแกสเ พ่ือวิ เคราะห
ปริมาณและชนิดของแกสชีวภาพท่ีเกิดข้ึน และเก็บตัวอยางนํ้าหมักเพ่ือวิเคราะหการเปล่ียนแปลงของปริมาณ
นํ้าตาลในระหวางการหมัก 
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ตารางท่ี 1  ชุดการทดลองการหาสภาวะท่ีเหมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจน โดยใชการออกแบบการทดลองทาง
สถิติ Central Composite Design (CCD) 

 
Run 

# 

Variables/levels 
Temperature  Initial pH 

Actual (°C) Code Actual Code  
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

40 
50 
40 
50 
38 
52 
45 
45 
45 
45 
45 
45 
45 

-1 
1 
-1 
1 

-1.414 
1.414 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

5.00 
5.00 
6.00 
6.00 
5.50 
5.50 
4.79 
6.21 
5.50 
5.50 
5.50 
5.50 
5.50 

-1 
-1 
1 
1 
0 
0 

-1.414 
1.414 

0 
0 
0 
0 
0 

 
2.6  วิธีวิเคราะห 

   วิเคราะหปริมาณนํ้าตาลท้ังหมดโดยวิธี Phenol Sulfuric  (Dubois และคณะ, 1956) คาของแข็ง
ระเหยไดโดยอบท่ี 550   ํซ เปนเวลา 2 ช่ัวโมง คาความเปนกรด-ดางทําการวิเคราะหดวยเคร่ือง pH meter (UB-5, 
Denver Instrument) ชนิดและปริมาตรแกสตัวอยางโดยวิธีของ Sangyoka และคณะ,(2007) คํานวณปริมาตรกาซ
ท่ีผลิตไดจากสมการ Mass balance (Zheng และ Yu, 2005)  

  VH,i =  VH,i-1 + CH,i (VG,i – VG,i-1) + VH (CH,i – CH,i-1)                                  (1)             

  เมื่อ  VH,i  และ VH,i-1    คือ ปริมาตรไฮโดรเจนสะสมที่เวลาปจจุบัน (i)  และเวลาท่ีผานมา (i-1) 
ตามลําดับ 

      VG,i  และ  VG,i-1    คือ ปริมาตรแกสชีวภาพท้ังหมด ท่ีเวลาปจจุบันและเวลาท่ีผานมา 
ตามลําดับ 

       CH,i และ  CH,i-1   คือ  สัดสวนของแกสไฮโดรเจนใน Headspace ท่ีเวลาปจจุบัน 
    และเวลาท่ีผานมา ตามลําดับ   

                VH            คือ ปริมาตรของ  Headspace ในถังหมัก  
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จากน้ันหาปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากสมการ Gompertz ในการคํานวณ  (Datar และคณะ, 2007) ดังน้ี 

H(t)  =  P exp{-exp[Rme/P(λ-t)+1]}                  (2) 

          เมื่อ  P  (ml H2)         คือ  ปริมาณไฮโดรเจนสูงสุด  
                Rm (ml  H2/hr)          คือ  อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด  
                λ    (h)          คือ  ระยะเวลาของชวง lag phase 
                H(t)           คือ  ปริมาณไฮโดรเจนสะสมที่เวลาใด  ๆ
                e               เทากับ  2.71828 
 
3. ผลและวิจารณผลการทดลอง 

3.1   การศึกษาชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมและการเติมกลุมจุลินทรียตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย 
การทดลองน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาหาชวงอุณหภูมิท่ีเหมาะสมและผลของการเติมกลุมจุ ลินทรีย

ชอบรอนตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวยสุกบด ผลการทดลองพบวา ในชุดการทดลองท่ีเ ติมหัว เ ช้ือ
ไฮโดรเจนเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมข้ึนปริมาณไฮโดรเจนสะสมมีคาลดลง (ภาพท่ี  2) โดย ท่ีอุณหภูมิ  40  ํซ  มีปริมาณ
ไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเทากับ 1.91 มิลลิโมล H2/ลิตร รองลงมาคือท่ี 50  ํซ มีปริมาณไฮโดรเจน 0.86 มิลลิโมล 
H2/ลิตร และท่ี 60  ํซ ไมมีการผลิตไฮโดรเจนเกิดข้ึน และเมื่อพิจารณาปริมาณนํ้าตาลท่ีถูกใชไปพบวา ท่ีอุณหภูมิ 
40  และ 50  ํซ มีการใชนํ้าตาลสูง แตเมื่ออุณหภูมิเพ่ิมข้ึนเปน  60  ํซ  การใช นํ้าตาลลดลง  (ตารางท่ี  3) ซ่ึงผล
ดังกลาวสอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตข้ึน และเมื่อเปรียบเทียบระหวางชุดท่ีเติมและไม เ ติมหัว เ ช้ือผลิต
ไฮโดรเจนพบวาการเติมหัวเช้ือผลิตไฮโดรเจนจะใหปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงกวาชุดท่ีไมมีการเติม  (ตารางท่ี 
2) ดังน้ันจึงเลือกการเติมหัวเช้ือผลิตไฮโดรเจนและชวงอุณหภูมิ 40 และ 50  ํซ มาทําการทดลองเพ่ือหาสภาวะ ท่ี
เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนโดยใชการออกแบบการทดลองทางสถิติในข้ันตอนตอไป 

ตารางท่ี 2 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุด ณ ชวงอุณหภูมิตาง  ๆ

Sample H2 production 
(mmol H2/L) 

Rm 
(mmol H2/L/h) lag time (h) R2 

40  ํC 1.91 0.05 0.00000010 0.95 
40  ํC control 1.04 0.03 0.00000005 0.97 
50  ํC 0.86 0.03 0.00000000 0.94 
50  ํC control 0.45 0.03 0.00000002 0.97 
60  ํC 0.00 0.00 0.00000000 0.00 
60  ํC control 0.00 0.00 0.00000000 0.00 

*Control  คือ ชุดการทดลองท่ีไมไดเติมหัวเชื้อผลิตไฮโดรเจน 
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ภาพท่ี 1 ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีเวลาตางๆในแตละชวงอุณหภูมิ  

(Control คือชุดการทดลองท่ีไมมีการเติมหัวเชื้อผลติไฮโดรเจน) 

 
ตารางท่ี 3 แสดงปริมาณนํ้าตาลท่ีถูกใชในการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวยท่ีอุณหภูมิตางๆ 

Sample 
Initial sugar concentration 

(g/L) 
Final sugar concentration 

(g/L) 
sugar consumed 

(g/L) 
40 ํC 27.51 9.18 18.33 + 4.79 
40 ํC control 25.08 6.40 18.69 + 3.17 
50 ํC 26.02 5.02 21.00+ 2.29 
5 ํC control 29.24 3.94 25.30+ 3.71 
60 ํC 23.90 22.82 1.07+ 4.35 
60 ํC control 27.20 19.66 7.54+ 4.81 
*Control  คือ ชุดการทดลองท่ีไมไดเติมหัวเชื้อผลิตไฮโดรเจน 

 
3.2   การศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนโดยการออกแบบการทดลองทางสถิติ 

จากการทดลองท่ี 3.1 พบวาท่ีชวงอุณหภูมิ 40-50  ํซ  เปนชวงท่ีกลุมจุลินทรียชอบรอนสามารถผลิต
ไฮโดรเจนไดดี ดังน้ันจึงใชชวงอุณหภูมิดังกลาวมาดําเนินการทดลองเ พ่ือหาสภาวะ ท่ีเหมาะสมตอการผลิต
ไฮโดรเจนโดยการออกแบบการทดลองทางสถิติ ซ่ึงในแตละชุดการทดลองจะมีสภาวะ ท่ีตา งกัน ดังตารางท่ี  4 
ผลการทดลองพบวาปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตไดมีคาต้ังแต 23.22 ถึง 45.35 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน ซ่ึงมี

Tim e (h )

0 20 40 60 80 10 0 12 0 140 1 60 1 80

C
um

um
la

tiv
e 

hy
dr

og
en

 p
ro

du
ct

io
n 

(m
m

ol
 H

2/L
 s

ub
st

ra
te

)

0.0

.5

1.0

1.5

2.0

2.5

40  oC
40  oC con trol
50  oC 
50  oC con trol



 

 
 

64 

 
วารสารวิทยาศาสตร์  วารสารวิทยาศาสตร์  25542554  

คาใกลเคียงกับคาท่ีไดจากการทํานายจากแบบจําลอง (ตารางท่ี 4) โดยปริมาณไฮโดรเจนสะสมในแตละ ชุดการ
ทดลองสามารถทํานายไดจากสมการกําลังสองจากแบบจําลองทางสถิติ (ดังแสดงในสมการท่ี 3) 

          Y  =  44.35 – 1.73X1+ 1.06X2- 0.20 X1 X2- 8.98X1
2 – 3.15X2

2                             (3) 

 โดย   Y     คือ  ปริมาณไฮโดรเจนสะสม (mmol H2/L substrate) 
                          X1    คือ  อุณหภูม ิ
           X2    คือ  คาความเปนกรด-ดาง 

 ซ่ึงแบบจําลองท่ีใชมีความแมนยําและเหมาะสมตอการทํานายคาการผลิตไฮโดรเจน (P< 0.001) โดยมี
ความแมนยําสูงถึง 95% (R2 = 0.9590) (ตารางท่ี 5) และเมื่อพิจารณาผลของแตละปจจัยพบวาอุณหภูมิ (X1) มีผล
ตอการผลิตไฮโดรเจนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< 0.05) ขณะท่ีคาความเปนกรด-ดาง (X2) ไมมีผลตอการผลิต
ไฮโดรเจนอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) นอกจากน้ันยังพบวาแตละปจจัย (X1X2) ไมมีความสัมพันธ กัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางท่ี 5)  
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาอุณหภูมิเปนปจจัยหลักท่ีมีผลตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย  
เน่ืองจากอุณหภูมิมีผลตอการยอยสลายสารอาหารของจุลินทรียในกระบวนการหมัก นอกจากน้ันยังมีผลตอ
ระยะการปรับตัวของจุลินทรียในการใชสับสเตรทเพ่ือผลิตไฮโดรเจน โดยเมื่อเ พ่ิม อุณหภูมิจ าก  40°ซ   ไปยัง  
45°ซ จุลินทรียจะมีกิจกรรมการทํางานและผลิตไฮโดรเจนไดดีข้ึน แตเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจ าก  45°ซ  ไปยัง  50 °ซ 
กิจกรรมการทํางานของจุลินทรียในการผลิตไฮโดรเจนจะลดลงสงผลใหปริมาณไฮโดรเจนสะสมลดลง  (ตาราง
ท่ี 4) สอดคลองกับการศึกษาของ Wang และคณะ (2008) ท่ีพบวาในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดย ชีววิ ธี เมื่อ
เพ่ิมอุณหภูมิจาก 20°ซ ไปยัง 40°ซ จะสงผลใหปริมาณไฮโดรเจนมีคาเพ่ิมข้ึน และเมื่อเพ่ิมจาก 40°ซ ไปยัง 50°ซ 
จะสงผลใหไฮโดรเจนสะสมมีคาลดลง แสดงใหเห็นวาอุณหภูมิมีผลสํา คัญตอการทํา งานของจุ ลินทรีย  จาก
สมการแบบจําลองทางสถิติพบวาท่ีอุณหภูมิ 44.49°ซ และคาความเปนกรด-ดาง 5.59 จะใหคาไฮโดรเจนสะสม
สูงสุดเทากับ 44.35 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน (ภาพท่ี 3) และเมื่อพิจารณาผลปริมาณนํ้าตาลพบวาเมื่อเวลา
ผานไปจุลินทรียมีการใชนํ้าตาลเพ่ือเปนสับสเตรทในการเจ ริญเ ติบโตและผลิตไฮโดรเจนสงผลใหปริมาณ
นํ้าตาลลดลง (รูปท่ี 4) และมีปริมาณไฮโดรเจนสะสมเพ่ิมข้ึน แตหากเมื่อส้ินสุดกระบวนการหมักปริมาณนํ้าตาล
มีคาคงท่ีแสดงวาจุลินทรียไมมีการใชนํ้าตาลสงผลใหปริมาณไฮโดรเจนสะสมคงที่  โดยในระหวา งการหมัก
จุลินทรียจะเปล่ียนนํ้าตาลไปเปนไฮโดรเจนและมีการสรางกรดไขมันระเหยงาย เชน อะซิติก บิวทา ริก ซ่ึงจะ
สงผลใหคาความเปนกรด-ดางลดลงตามไปดวย (ภาพท่ี 6)  
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ตารางท่ี 4  อัตราการผลิตไฮโดรเจนจากชุดการทดลองหาสภาวะท่ีเหมาะสมโดยการออกแบบการทดลองทาง
สถิติ Central Composite Design (CCD) 

 
Run 

# 

Variables/levels H2 production 
(mmol H2/L substrate) Temperature  Initial pH 

Actual (°C) Code Actual Code  Observed Predicted 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 

40 
50 
40 
50 
38 
52 
45 
45 
45 
45 
45 
45 
45 

-1 
1 
-1 
1 

-1.414 
1.414 

0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

5.00 
5.00 
6.00 
6.00 
5.50 
5.50 
4.79 
6.21 
5.50 
5.50 
5.50 
5.50 
5.50 

-1 
-1 
1 
1 
0 
0 

-1.414 
1.414 

0 
0 
0 
0 
0 

32.30 
31.28 
32.14 
30.32 
30.97 
23.22 
35.35 
42.14 
43.21 
44.75 
42.81 
45.35 
41.92 

32.68 
29.63 
35.21 
31.35 
28.83 
23.95 
36.54 
39.54 
44.35 
44.35 
44.35 
44.35 
44.35 

ตารางท่ี  5 ผลของ ANOVA จากการออกแบบการทดลองทางสถิต Central Composite Design (CCD) สําหรับ
การผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพจากเปลือกกลวย 

 
Term   Sum of 

squares 
Degree of 
freedom 

Coefficient 
estimate 

Standard 
error 

F-value P-value 
Prob>F 

Intercept  
X1 
X2 

X1X2 
 

 
Error 
Total  

621.93 
23.84 
8.99 
0.16 

561.09 
69.24 

0.0004 
648.54 

5 
1 
1 
1 
1 
1 

 
12 

44.35 
-1.73 
1.06 

1 
1 
1 
  
 

0.87 
0.69 
0.69 
-2.51 
-10.73 
-4.90 

32.72 
6.27 
2.37 
0.042 

147.61 
18.21 

 

0.0001 
0.0407 
0.1679 
0.8431 

<0.0001 
0.0037 

A coefficient of determination (R2) = 0.9590 

2
1X
2
2X
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3.3 การศึกษาขั้นยืนยันผลจากการออกแบบการทดลองทางสถิติ (Confirm test)  
 จากผลการทดลองในข้ันตอนท่ี 3.2 พบวาท่ีอุณหภูมิ 44.49   ํซ และคาความ เปนกรดดา ง  5.59 

เปนสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย การทดลองเพ่ือยืนยันผลจากข้ันตอนท่ี  3.2 และ
การศึกษาผลของการเติม Endo nutrient ตอการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะดังกลาวพบวาไฮโดรเจนสะสมจากการ
ทดลองท่ีอุณหภูมิ 45   ํซ คาความเปนกรด-ดาง 5.6 (optimum point) มีคาเทากับ 43.08 มิลลิโมล H2/ลิตรของสาร
ต้ังตน (ตารางท่ี 5) ซ่ึงมีความคลาดเคล่ือนจากคาท่ีไดจากการออกแบบการทดลองทางสถิติเพียง 3.26% แสดงให
เห็นวาแบบจําลองทางสถิติดังกลาวสามารถใชทํานายคาการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวย สุกบดโดยกลุม
จุลินทรียชอบรอนไดอยางมีประสิทธิภาพ และจากการศึกษาผลของการเ ติม  Endo nutrient  ตอการผลิต
ไฮโดรเจนพบวาชุดการทดลองท่ีไมเติม Endo nutrient  จะใหปริมาณไฮโดรเจนสะสมนอยกวา ชุดท่ีเ ติม  Endo 
nutrient  แสดงใหเห็นวาการเติม Endo nutrient  มีผลตอการผลิตไฮโดรเจน เน่ืองจากสารอาหารเสริมใน Endo 
nutrient  เชน Fe+2 และ Mg+2 มีผลตอกิจกรรมของเอนไซมท่ีใชในการผลิตไฮโดรเจน โดยเมื่อความ เขมขนของ 
Fe+2 ลดลงจะสงผลให กิจกรรมของเอนไซมไฮโดรจี เนสซึ่ ง เปนเอนไซมในการผลิตไฮโดรเจนลดลง 
(Saraphirom and Reungsang, 2010)  เมื่อพิจารณาปริมาณนํ้าตาล (ภาพท่ี 6) พบวาปริมาณ นํ้าตาลมีแนวโนม
ลดลง แสดงใหเห็นวาจุลินทรียมีการใชนํ้าตาลในการผลิตไฮโดรเจน และเมื่อพิจารณาคาความ เปนกรด-ดา ง 
(ภาพท่ี 7) พบวาคาความเปนกรด-ดางลดลง แสดงใหเห็นวาปริมาณของกรดไขมันระเหยงายมีปริมาณเพ่ิมข้ึนซ่ึง
สอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนสะสมที่ผลิตข้ึน (Pattra และคณะ, 2008) 
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ภาพท่ี 2  กราฟ 3 มิติและ 2 มิติท่ีแสดงอิทธิพลของคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนและอุณหภูมิ 
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ภาพท่ี 3  แสดงความเขมขนของนํ้าตาลท่ีเวลาตางๆ ในแตละชุดการทดลอง 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 4 แสดงคาความเปนกรด-ดางเริ่มตนและสุดทายท่ีสภาวะตางๆ ในแตละชุดการทดลอง 
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ตารางท่ี 6  แสดงปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุด อัตราการผลิตไฮโดรเจนและคา lag time ในการผลิตไฮโดรเจน
ในข้ันตอนยืนยัน 

Run 
# condition sample 

H
2
 production 

(mmol H2/L) 
Rm 

(mmol H 2/L/H) 
lag time 

(H) R
2
 

1 Worst 40   ํC  pH 5  29.63 0.68 0.00 0.99 
- Worst (control) 40x   ํC pH 5 20.32 0.46 0.18 1.00 

9 -13 Medium 45   ํC pH 5.5  41.25 2.20 0.00 0.97 
- Medium(control) 45x   ํC pH 5.5  29.14 1.89 0.00 0.97 
4 High 50   ํC pH 6 33.75 2.34 0.49 1.00 
- High (control) 50x   ํC pH 6 22.23 2.46 0.00 0.99 
- Optimum 45   ํC pH 5.6  43.08 1.48 0.00 0.99 
- Optimum(control) 45x   ํC pH 5.6  37.40 1.52 0.00 0.97 

*control  คือชุดการทดลองท่ีไมเติม Endo nutrient 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 5  แสดงความเขมขนของนํ้าตาลท่ีเวลาตางๆ ในแตละชุดการทดลองในขั้นตอนยืนยัน 
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ภาพท่ี 6  คาความเปนกรด-ดางท่ีเวลาตางๆ ในแตละชุดการทดลองในขั้นตอนยืนยัน 

 
4. สรุปผล 

จากการศึกษาผลของอุณหภูมิและความเปนกรด-ดางเร่ิมตนตอการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวยโดย
กลุมจุลินทรียชอบรอน สามารถสรุปผลไดดังน้ี 

4.1 ชวงอุณหภูมิท่ี 40, 50 และ 60°ซ ใหปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเทา กับ   1.91,  0.86 และ  0.00 
มิลลิโมล H2/ลิตของสารต้ังตน ตามลําดับ 

4.2 การเติมหัวเช้ือผลิตไฮโดรเจนจะใหปริมาณไฮโดรเจนสะสม (1.91 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ัง
ตน)  สูงกวาชุดท่ีไมเติมหัวเช้ือผลิตไฮโดรเจน (1.04 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน)   

4.3 สภาวะเหมาะสมท่ีใหคาไฮโดรเจนสะสมสูงสุด คือ อุณหภูมิ   44.49 °ซ  pH 5.59 โดยใหคา
ไฮโดรเจนสะสมเทากับ 44.35 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน 

4.4 อุณหภูมิมีผลตอการผลิตไฮโดรเจน (p <0.05) ขณะท่ีความเปนกรดดา งไมมีผลตอการผลิต
ไฮโดรเจน (p >0.05) และยังพบวาแตละปจจัยไมมีปฏิสัมพันธกัน (p >0.05)   

4.5 ผลจากการทดลองข้ันยืนยันพบวา ไฮโดรเจนสะสมสูงสุดจากการทดลองมีคา เทา กับ  43.08 มิลลิ
โมล H2/ลิตรของสารต้ังตน ซ่ึงมีความคลาดเคล่ือนจากคาท่ีไดจากการทดลองทางสถิติเพียง 3.26% แสดงให เ ห็น
วาแบบจําลองทางสถิติดังกลาวสามารถใชทํานายคาการผลิตไฮโดรเจนจากเปลือกกลวยสุกบดโดยกลุมจุ ลินทรีย
ชอบรอนไดอยางมีประสิทธิภาพ 
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4.6 การเติม Endo nutrient มีผลตอการผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงชุดท่ีเติม Endo nutrient ใหปริมาณไฮโดรเจน
สะสม (43.08 มิลลิโมล H2/ลิตรของสารต้ังตน) สูงกวาชุดท่ีไมเติม  Endo nutrient (37.40 มิลลิโมล H2/ลิตรของ
สารต้ังตน)   
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