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บทคัดยอ
จุดมุงหมายของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในระบบกึ่งตอเนื่องจากกลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวน
การผลิตไบโอดีเซลโดย E. coli HB41 การศึกษานี้ไดเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนท่ีแปรผันอัตราการปอนอาหารเปนรอยละ 
5 10 15 และ 20 ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร ที่มีกลีเซอรอล 20 กรัมตอลิตรเขาสูระบบทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลานาน 120 
ชั่วโมง พบวาที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 มีผลไดไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากับ 0.231 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล ในขณะ
ที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 10 15 และ 20 มีผลไดไฮโดรเจนเปน 0.102 0.081 และ 0.074 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล 
ตามลําดับ ทั้งนี้เพื่อใหการผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้นไดอยางตอเน่ืองจึงไดศึกษาในระบบก่ึงตอเน่ืองซ้ํา โดยปอนอาหารทุก ๆ 
24 ชั่วโมงเปนเวลา 2 สัปดาหดวยอัตราการปอนอาหารรอยละ 5 ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร อาหารมกีลีเซอรอล 20 กรัม
ตอลิตร พบวาผลไดไฮโดรเจนคอย ๆ เพ่ิมสูงขึ้นในชวงแรกและมีคาสูงสุดในวันที่ 6 คือ 0.31 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล 
หลังจากน้ันผลไดไฮโดรเจนคอย ๆ  ลดต่ําลงจนถึงวนัที ่8 และลดลงตอเน่ืองอยางรวดเร็วจนกระท่ังในวันที ่11 ไมมไีฮโดรเจนเกิดขึน้ 
ทั้งน้ีเน่ืองจากขณะท่ีมีการเจริญของ E. coli HB41 มีการผลิตกรดอะซิติกและเอทานอลดวยเชนกัน ปริมาณกรดและเอทานอล
ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักมีความเขมขนเทากับ 2.45 และ 5.89 กรัมตอลิตรตามลําดับ ปริมาณกรดและเอทานอลมีผลทําให
นํ้าหมักมีสภาพเปนกรดเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จากเริ่มตนอาหารมี pH 7 ลดลงเปน pH 4.3 

คําสําคัญ : E. coli ไฮโดรเจน กลีเซอรอลดิบ ระบบกึ่งตอเนื่องซํ้า

Abstract
The aim of this work was to study hydrogen production in a semi-continuous process by E. coli HB41 from crude 
glycerol, the by product or waste from biodiesel production. Hydrogen production from a medium containing 20 g/l 
glycerol at various feeding rates: 5, 10, 15, 20% of 1 liter working volume by feeding every day for 5 days, was 
examined. It was found that the highest hydrogen yield at 0.231 mol hydrogen/ mole glycerol was gained at a 5% 
loading rate. The hydrogen yield at a feeding rate of 10, 15 and 20% was 0.102, 0.081, and 0.074 mol hydrogen/ mol 
glycerol, respectively. For continuous production of hydrogen, a semi-continuous process was performed. The medium 
containing glycerol 20 g/l at 5% loading rate of 1 liter working volume was daily feed for 14 days. The results revealed 
that hydrogen yield slightly increased and reached the maximum at day 6 with a value of 0.31 mol hydrogen/ mole 
glycerol. After, the hydrogen yield slightly decreased until day 8. At day 11, no hydrogen production was observed. 
During growth of E. coli HB41, acetic acid and ethanol were also produced. Acetic acid and ethanol production were 
2.45 and 5.89 g/l, respectively. The increase in acetic acid resulted in decrease of pH from 7.0 at the beginning to 4.3 
at the end of fermentation. 
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บทนํา
ไฮโดรเจนเปนพลงังานทางเลอืกทีส่ะอาดและเปนพลงังานท่ีมี

ประสิทธิภาพสูง อกีทัง้ไมกอใหเกดิมลพิษ เนือ่งจากการเผาไหม

ไฮโดรเจนดวยออกซิเจนไดเพียงนํ้าและพลังงานความรอน

เทาน้ัน1 โดย 1 กิโลกรัมของไฮโดรเจนใหพลังงานเทียบเทา 
3.5 ลิตรของน้ํามันปโตรเลียม ไฮโดรเจนมีคาพลังงานสูงมาก
เมือ่เทียบกบัเชือ้เพลิงชนดิอืน่ ๆ  จงึเหมาะสมท่ีจะนํามาใชเปน
พลังงานสํารอง2 การผลิตไฮโดรเจนมีหลายวิธี ไดแก วิธีทาง
เคมี ทางไฟฟาและกระบวนการทางชีวภาพ3 การผลิต
ไฮโดรเจนดวยกระบวนการทางชีวภาพเกี่ยวของกับจุลินทรีย 
ไดแก แบคทีเรียและสาหรายซ่ึงเปนวิธีการท่ีไมกอใหเกิด
มลพิษเพราะของเสียจากกระบวนการทางชีวภาพสามารถ

บาํบดัและกําจดัไดงาย จลุนิทรียทีเ่ก่ียวของไดแก Escherichia 
coli, Enterobacter aerogens, Klebsiella pneumniae, 
Clostridium butylicum และ Chalmydomonas เปนตน 
จุลินทรียเหลานี้มีปฏิกิริยาและกลไกในการผลิตไฮโดรเจนที่

แตกตางกันขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน สายพันธุของจุลินทรีย 
แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และสภาวะแวดลอม 
 กลีเซอรอลเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิต

ไบโอดีเซล ปจจุบันมีการผลิตไบโอดีเซลเพิ่มขึ้นและขยายตัว
อยางรวดเร็วทําใหมีปริมาณกลีเซอรอลเหลืออยูเปนจํานวน

มาก กระบวนการผลิตไบโอดีเซลจะไดกลีเซอรอลรอยละ 10 
ของไบโอดีเซลท่ีผลิตได กลีเซอรอลท่ีไดนี้มีความเขมขนของ
กลีเซอรอลรอยละ 41 (w/v)4 เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีสิง่ปนเปอนหลายอยาง เชน ดาง
ทีใ่ชเปนตวัเรงปฏกิริยิา นํา้มันทีเ่หลอืจากปฏิกริยิา แอลกอฮอล 

สบูทีเ่กดิขึน้ควบคูกบัไบโอดเีซล และถาเปนนํา้มนัใชแลวยิง่มี
ส่ิงปนเปอนมากขึ้น ซึ่งมาจากนํ้าปลา นํ้าตาล แปง เครื่องเทศ 
และอื่น ๆ ขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร จึงเรียกกลีเซอรอลน้ีวา

กลเีซอรอลดิบ เพราะยังไมไดทาํใหบรสิทุธิน์ัน้เอง กลเีซอรอลดิบ
จึงเปนวัตถุดิบอีกชนิดหน่ึงที่นาสนใจท่ีสามารถใชเปน

แหลงคารบอนสําหรับการผลิตไฮโดรเจนไดโดยจุลินทรีย 

จึงเปนแนวทางหน่ึงของการใชประโยชนจากของเสีย และยัง
เปนการรักษาสิ่งแวดลอมดวยอีกทางหน่ึง ดังน้ันงานวิจัยนี้
จึงมุงเนนศึกษาความเปนไปไดของการผลิตไฮโดรเจนจาก

กลีเซอรอลดบิท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดเีซลดวยนํา้มนั

ใชแลว ตลอดจนศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่อง

เพื่อศึกษาแนวโนมการพัฒนาระบบการผลิตไฮโดรเจนให

มีประสิทธิภาพเพ่ิมมากขึ้น 

วิธีการทดลอง
 อาหารกลีเซอรอล (Glycerol medium)
 เตรยีมอาหาร Glycerol-medium (กรัมตอลติร) ดงันี ้
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 2, CaCl

2
.2H

2
O 0.1, MgCl

2
.2H

2
O 

0.1, Peptone 10, NaCl 20, Glycerol waste 20 ml จํานวน 
900 มิลลิลิตรที่มี pH 7 บรรจุในถังหมักขนาด 1 ลิตร กอนน่ึง
ฆาเชื้อพรอมถังหมัก ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 การเตรียมกลีเซอรอล
  กลีเซอรอลดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล

มีสิ่งเจือปนจากกระบวนการผลิตไดแก แอลกอฮอล ดาง 
นํา้มนัทีย่งัไมเขาทาํปฏกิริยิาและ ไบโอดเีซลทีแ่ยกออกไมหมด 
รวมถึงส่ิงปนเปอนอื่น ๆ ดังนั้นจึงเตรียมกลีเซอรอลดวยการ
ปรับสภาพใหมี pH 4 ดวยกรดซัลฟูริคเขมขน 6 โมลาร แลว
แชที ่4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แลวปนเหว่ียงเพ่ือแยก
ตะกอนซลัเฟตออก แชเยน็ที ่-20 องศาเซลเซยีส เพือ่แยกสวน
แข็งซึ่งเปนนํ้ามันที่อยูสวนบน สวนลางเปนกลีเซอรอลซึ่ง
สามารถนําไปใชในการทดลองตอไป 
 จุลินทรียและการเก็บรักษา
   Escherichia coli HB41 เปนแบคทีเรยีผลิตไฮโดรเจน
ที่คัดแยกไดในหองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพจาก

ตะกอนบอบําบัดนํ้าเสียสหกรณโคนม อสค.5 เก็บรักษาใน
หลอดอาหารเอียงท่ีมีอาหารแข็งสูตร modified LB (g/l: 
glucose, 10; KH

2
PO

4
, 1.5; (NH

4
)
2
SO

4
, 2; CaCl

2
.2H

2
O, 0.1; 

MgCl
2
.2H

2
O, 0.1; NaCl, 20; malt extract, 10; peptone, 10) 

พีเอช 7 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 
ชัว่โมง เก็บหวัเช้ือไวทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส และควรถาย
เชื้อในหลอดอาหารใหมทุก ๆ 2-4 สัปดาห 
 การเตรียมหัวเชื้อเริ่มตน
 ถาย E. coli HB41 จากหลอดเก็บหัวเชื้อบริสุทธิ์ที่
มีอายุไมเกิน 24-48 ชั่วโมง จํานวน 1 ลูป ลงในหลอดอาหาร
เหลว modifi ed LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมกลูโคส 10 
กรัมตอลิตร บรรจุในหลอดฝาเกลียว บมเชื้อในหลอดอาหาร

เหลวที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพิ่ม
ปริมาตรหัวเช้ือเร่ิมตนจาก 10 มิลลิลิตรเปน 100 มิลลิลิตร 
เพื่อใชเปนหัวเชื้อในการทดลองตาง ๆ 

 ผลของอตัราปอนตอการผลติไฮโดรเจนในระบบ
กึ่งตอเนื่องซํ้า

 ศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากกลเีซอรอลดบิ 20 กรมั
ตอลิตรในระบบแบบกึ่งตอเนื่อง (Figure 1) โดย E. coli 
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HB41 ดวยการแปรผันอัตราปอนอาหารเปนรอยละ 5 10 15 และ 20

ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร อาหารเริ่มตนมี pH 7 ควบคุม
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 120 ชั่วโมง มีการ
เติมอาหารทุกๆ 24 ชั่วโมงอยางตอเนื่องจนสิ้นสุดการทดลอง 

Figure 1  Diagram of the reactor for hydrogen production

in repeated semi-continous process
1 : Hot plate stirrer 
2 : Reactor (1L) 
3 : Magnetic stirrer
4 : Water bath
5 : Modifi ed LB medium
6 : U-tube manometer
7 : Water (PH 4)
8 : Graduated Cylinder

 การผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่องซํ้า
  ศกึษาการผลติไฮโดรเจนโดวยกลีเซอรอลดิบ 20 กรมั
ตอลิตรโดย E. coli HB41 ในระบบก่ึงตอเนื่องซํ้า ดวยอัตรา
ปอนอาหารรอยละ 5 ทุก ๆ 24 ชั่วโมง พีเอชเริ่มตน PH 7 
ควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดย
ไมมีการควบคุมพีเอชระหวางการหมัก

 วิธีการตรวจวัดและวิเคราะห

 วดัปรมิาณกาซทีเ่กดิข้ึนในถงัหมกัดวยวธิ ีแทนทีน่ํา้ 
โดยการตอสายยางวัดปริมาตรกาซจากถังหมักกับภาชนะที่

บรรจุนํ้าที่ผานการปรับสภาพเปน pH 4 เพื่อปองกันกาซ

ละลายในน้ํา วเิคราะหไฮโดรเจนดวยเคร่ือง Gas Chromatograph 
ยี่หอ Shimadzu รุน GC-14A ระบบ Thermal Conductivity 
Detector (TCD) ดวย คอลัมน porapak Q วิเคราะหปริมาณ

กรดอะซติกิและเอทานอลทีเ่กดิขึน้ดวยเครือ่ง Gas Chromatograph
ยีห่อ Shimadzu รุน GC-14A ระบบ Flame Ionization Detector 

(FID) ดวย คอลัมน Carbowax บรรจุดวยสาร Carbowax 
วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลโดยวิธีของ Bondioli and Della 

(2005)6 และวัดคาพีเอช ดวย pH meter

ผลการทดลอง
 ผลการผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่อง
 ผลการผลติไฮโดรเจนในระบบกึง่ตอเนือ่งโดย E. coli 
HB41 ดวยกลีเซอรอลดิบท่ีมีความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

ณ อณุหภูม ิ35 องศาเซลเซียส พบวาทีอ่ตัราปอนอาหารรอยละ
5 10 15 และ 20 มีปริมาณกลีเซอรอลคงเหลือเฉลี่ยเทากับ 
3.55 4.43 4.82 และ 5.28 กรัมตอลิตรตามลําดับ หรือคิดเปน
ปริมาณกลีเซอรอลท่ีถกูใชไปท้ังหมดภายในเวลา 5 วนัเทากบั 
11.95 10.92 11.33 และ 8.84 กรัมตอลิตรตามลําดับ คิดเปน
รอยละของปริมาณกลีเซอรอลที่ถูกใชไปเทากับ 62.4 57.9 
59.7 และ 46.1 ตามลําดับ จากผลดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวา 
E. coli HB41 มีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลไดสูงสุดที่
อัตราปอนอาหารตํ่าที่สุดคือที่รอยละ 5 หากอัตราปอนอาหาร
เพิ่มขึ้นอัตราการใชกลีเซอรอลกลับยิ่งลดลงอยางชัดเจน 
ทาํใหนํา้หมกัมปีรมิาณกลเีซอรอลคงเหลือสะสมสูงทีส่ดุทีอ่ตัรา

ปอนรอยละ 20 และปริมาณ กลีเซอรอลคงเหลือสะสมนอยลง
ที่อัตราปอนตํ่ากวา (Figure 2) ทั้งนี้เนื่องจากจุลินทรียที่เจริญ
ในระบบไรอากาศมอีตัราการเจรญิของเซลลตํา่กวาจลุนิทรียที่

เจริญในระบบมีอากาศ 
 

Figure 2 Glycerol residue remaining in 20 g/l glycerol 
medium at various loading rate of semi-continuous process

for hydrogen production by E. coli HB41 at 35 oC for 120 h.

  5% loading   10% loading 

   15% loading  20% loading

  Figure 3 แสดงปริมาณไฮโดรเจนท่ีเกิดขึ้นในแตละ

วันโดยแสดงเปนคาของไฮโดรเจนสะสมและคิดเปนผลได

ไฮโดรเจนคอืคดิเปนจํานวนโมลของกาซไฮโดรเจนตอโมลของ

กลีเซอรอลที่ถูกใชไป จากขอมูลพบวา E. coli HB 41 ผลิต
ไฮโดรเจนไดสงูสุดภายใน 24 ชัว่โมงทีท่กุ ๆ  อตัราปอนอาหาร 
(Figure 3A) ในปริมาณที่ใกลเคียงกัน (เนื่องจากยังไมไดปอน
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อาหาร) แตอยางไรก็ตามหลังชั่วโมงท่ี 24 (ดึงอาหารเกาออก
และปอนอาหารใหมเขาเทากับปริมาตรของอัตราปอนนั้น ๆ) 
ปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมกลับลดลงอยางรวดเร็วในวันถัด

มาหลงัการปอนอาหาร ทีอ่ตัราปอนอาหาร รอยละ 5 การผลติ
ไฮโดรเจนในช่ัวโมงท่ี 48 ลดลงเปนรอยละ 11.4 ในขณะท่ีอตัรา

ปอนอาหารรอยละ 10 15 และ 20 การผลติไฮโดรเจนสะสมลด
ลงเปนรอยละ 54 75 และ 69 ตามลําดบั และปรมิาณไฮโดรเจน

สะสมในช่ัวโมงท่ี 72 96 และ 120 ที่อัตราปอนรอยละ 5 มี
ปริมาณใกลเคียงกันเฉล่ียเปน 210.4 มิลลิลิตรตอวัน ในขณะ

ที่อัตราปอนรอยละ 10 15 และ 20 เกิดไฮโดรเจนสะสมเฉลี่ย
ของชัว่โมงดงักลาวเปน 98 73.3 และ 73.5 มลิลิลติรตอวนัตาม
ลําดับ ในทํานองเดียวกันกับผลไดไฮโดรเจนซ่ึงใหผลที่
สอดคลองกับ 

Figure 3  Hydrogen production in repeated semi-

continuous process by E.coli HB41 from crude glycerol 20 g/l, 
incubated at 35 oC for 120 h. Various feeding rate of 5, 

10, 15 and 20% were loaded into the fermentor every 24 
h. (A) = Cumulative hydrogen, (B) = Hydrogen yield 

 5% loading 10% loading 

 15% loading  20% loading

 ไฮโดรเจนสะสม กลาวคือที่อัตราปอนรอยละ 5 ให 
ผลไดไฮโดรเจนสงูทีส่ดุและเริม่คงทีใ่นชัว่โมงที ่72-120 ในขณะ

ทีอ่ตัราปอนรอยละ10 15 และ 20 มผีลไดไฮโดรเจนลดลงหลัง
ชัว่โมงท่ี 24 จนมีคาตํา่และคงท่ีในช่ัวโมงท่ี 72-120 ในปริมาณ
ทีใ่กลเคยีงกนั แสดงดัง (Figure 3B) จากผลดงักลาวนีช้ีใ้หเหน็
วาทีอ่ตัราปอนรอยละ 5 เปนอตัราปอนทีเ่หมาะสมสาํหรบัการ
ผลิตแบบก่ึงตอเนื่อง โดยท่ีสภาวะสมดุลระบบยังคงผลิต
ไฮโดรเจนไดอยางตอเน่ืองเม่ือมีการเติมอาหารใหมใหทุก ๆ 
วัน ขอดีของกระบวนการผลิตแบบก่ึงตอเน่ืองคือ สามารถ
ดําเนินการไดตอเนื่องโดยไมตองเตรียมกลาเชื้อใหม ทําให
ระบบมีประสิทธภิาพมากข้ึน สามารถผลิตตอเน่ืองไดเปนระยะ
เวลายาวนานกวาการผลิตแบบกะ รายงานของ Yokoi และ
คณะ (2002)7 ไดศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากของเสียที่เปน
แปงจากมันเทศ โดยใชเชื้อผสมระหวาง C. butyricum และ 
Enterobacter aerogenes แลวเปรียบเทียบระหวาง
กระบวนการผลิตแบบกะและแบบกะซํ้า (กึ่งตอเนื่อง) พบวา
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบกะซํ้าใหผลไดไฮโดรเจนสูง

กวากระบวนการผลติแบบกะ ผลไดไฮโดรเจนของทัง้สองระบบ
เปน 2.7 และ 2 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส ตามลําดับ
 การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียนอกจากจะข้ึนอยู

อุณหภูมิ ชนิดและปริมาณของแหลงอาหารคารบอนแลวคา

พเีอชและกรดอนิทรยีชนดิตาง ๆ  ทีเ่กดิขึน้ระหวางการหมกัยงั
เปนอีกปจจัยหน่ึงที่สงผลตอการผลิตไฮโดรเจน Figure 4 
แสดงคาพีเอช ปริมาณกรดอะซิติกและเอทานอลท่ีเกิดขึ้นใน

อาหาร Glycerol medium จากการผลติไฮโดรเจนในระบบแบบ

กึ่งตอเนื่องซํ้าโดย E. coli HB41 ที่มีการแปรผันอัตราปอน

อาหาร โดยใชอาหารทีม่ ีpH เริม่ตนเทากบั 7 ทกุ ๆ  24 ชัว่โมง
มีการปอนอาหารเขาระบบอยางตอเน่ืองเปนเวลา 5 วัน 

คาพีเอชของอาหารเปล่ียนแปลงระหวางการผลิตไฮโดรเจน 
(Figure 4A) จะเหน็ไดวาพีเอชของอาหารทีท่กุ ๆ  อตัราการปอน
อาหารลดลงอยางรวดเรว็ ภายใน 24 ชัว่โมง พเีอชของอาหาร
ในถังหมักกอนการปอนอาหารใหมลดลงเฉลีย่ทีท่กุ ๆ  อตัราการ
ปอนเปน pH 5.83 และเมื่อปอนอาหารเขาไปใหมจะมีคา 
pH เฉลี่ยที่ทุก ๆ อัตราการปอนอาหารเปน pH 6.08 นอกจากนี้

พีเอชของอาหารมีแนวโนมลดลงทุกวัน อยางไรก็ตามใน
วนัที ่5 ของการทดลองทีท่กุ ๆ  อตัราปอนอาหารในถงัหมกัมคีา
pH เฉลี่ยอยูที่ 5.72 pH ของอาหารเปนปจจัยที่สําคัญตอการ
ผลติกาซไฮโดรเจน เพราะขณะท่ีแบคทีเรียมกีารเจริญมากข้ึน

กจ็ะมกีารสรางกรดอนิทรยีระเหยไดมากขึน้และสะสมเพิม่มาก

ขึน้ สงผลใหคา pH ลดตํา่ลงอยางรวดเรว็ นอกจากนีแ้บคทเีรยี
แตละชนิดมีความสามารถเจริญในสภาวะ pH ที่แตกตางกัน
ดงันัน้คา pH จงึมสีวนสําคญัตอการผลติไฮโดรเจนเน่ืองจากมี
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ผลตอการเจริญของแบคทีเรีย8 Fountoulakis และ Manios 
(2009)9 ไดศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากเศษขยะอนิทรยีชมุชน
และของเสยีจากโรงงานอตุสาหกรรมการเกษตรรวมกับการใช 
กลีเซอรอลดิบเพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน พบวา
หากคา pH ในน้ําหมักอยูระหวาง 5.6-4.1 จะทําใหใหผลได
ของไฮโดรเจนผันผวนเปนอยางมาก pH ของอาหารในแตละ
วนัมคีาแตกตางกนัคอนขางมากทาํใหผลไดไฮโดรเจนแตกตาง

กนัมาก และถานํา้หมกัมีpH ตํา่กวา 5 อตัราการผลติไฮโดรเจน
ลดตํ่าลงและหยุดการผลิตไดในที่สุด5 ไดศึกษาการผลิต
ไฮโดรเจนโดย E. coli HB41 ดวยกลีเซอรอลดิบ พบวาคา pH 
เริม่ตนทีเ่หมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจนคือ pH 7 และที ่pH 4 
เชื้อ E. coli HB41 สามารถผลิตไฮโดรเจนไดตํ่าที่สุด 
  Figure 4B และ 4C แสดงปริมาณการเกิดกรด

อะซิติกและเอทานอลในระหวางการหมักแบบก่ึงตอเนื่องซ้ํา

เปนเวลา 5 วนั จากขอมูลจะเห็นไดวา E. coli HB41 ผลิตกรด
อะซิติกและเอทานอลสูงที่สุดที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 
และมีแนวโนมการผลิตสารท้ังสองชนิดนี้ลดลงเม่ืออัตราการ

ปอนอาหารเพ่ิมสูงขึ้นอยางเปนลําดับ ที่อัตราการปอนอาหาร
รอยละ 5 ปริมาณกรดอะซิตกิมคีาเฉล่ียท้ัง 5 วนัเปน 1.89 กรมั
ตอลิตร ในขณะท่ีอตัราการปอนอาหารท่ีรอยละ 10 15 และ 20 
มีคาเฉลี่ยของกรด อะซิติกเปน 1.02 0.82 0.71 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ สําหรับปริมาณเอทานอลที่อัตราการปอนอาหาร

รอยละ 5 มคีาสูงทีส่ดุเฉล่ียท้ัง 5 วนัเปน 4.51 กรมัตอลิตร และ
ที่อัตราการปอนอาหารเปนรอยละ 10 15 และ 20 มีปริมาณ
เอทานอลเฉล่ียทั้ง 5 วันลดลงเปน 3.74 3.69 และ 3.67
ตามลําดับ 
 ปริมาณกรดอะซิติกและเอทานอลท่ีเกิดขึ้นระหวาง

การหมักสอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนสะสมและผลได

ไฮโดรเจน แสดงดัง Figure 3A และ 3Bจากภาพจะเห็นไดวา
ทีอ่ตัราการปอนอาหารรอยละ 5 มปีรมิาณไฮโดรเจนสะสมและ

ผลไดไฮโดรเจนสูงท่ีสุดสอดคลองกับปริมาณกรดอะซิติกและ

เอทานอล10 รายงานผลการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจาก
E. coli โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาการผลิต
ไฮโดรเจนจาํเปนตองผลิต เอทานอลและอะซเิตทควบคูไปดวย 

ซึ่งกรดอินทรียเหลานี้เกิดจากกิจกรรมการยอยสลายสาร

อินทรียของแบคทีเรียพวกสรางกรด และผลไดของไฮโดรเจน
จะมากหรือนอยก็ขึ้นอยูกับชนิดของกรดอินทรียดวยเชนกัน 

เนื่องจากการผลิตไฮโดรเจนของ E. coli HB41 ซึ่งเปน
จุลินทรียกลุม facultative anaerobes จะผลิตไฮโดรเจน

ผานปฏิกิริยาชีวเคมีแบบ Escherichia coli system โดยใช
เอนไซมไฮโดรจีเนสและฟอรมาดี-ไฮโดรจีเนส

Figure 4  Profi le of pH (A), acetic acid (B) and ethanol 
(C) during hydrogen production by E.coli HB41 in 
repeated semi-continuous process, crude glycerol was 
feeded every 24 h at various loading rate. Temperature 
was control at 35oC.

 ทัง้นีถ้าผลติภัณฑสดุทายทีไ่ดเปนกรด อะซิตกิจะได
ไฮโดรเจนถึง 2 โมลตอ 1 โมเลกุลของกลูโคส2 ผลการศึกษานี้
ทําใหทราบวาอัตราการปอนอาหารที่รอยละ 5 ใหผลผลิต
ไฮโดรเจนและผลไดไฮโดรเจนสงูทีส่ดุ ในขณะทีก่ารเพิม่อตัรา

การปอนอาหารเปนรอยละ 10 15 และ 20 ทําใหผลผลิต

ไฮโดรเจนและผลไดไฮโดรเจนลดตํ่าลงอยางเห็นไดชัด 
เนื่องจากท่ีอัตราการปอนอาหารสูง หมายถึงการเพิ่มปริมาณ
อาหารท่ีมากเกินความตองการใหกับจุลินทรียและกอนการ

ปอนอาหารตองดึงอาหารในถังออกกอนเทากับจํานวนที่ปอน

เขา ทําใหระบบตองสูญเสียจุลินทรีย ออกจากระบบไปดวย 
ประกอบกับ E. coli HB1 มีการเจริญชา ทําใหจํานวนเซลลใน
ระบบลดลงจึงสงผลใหการผลิตไฮโดรเจนลดลง โดยทั่วไปถา
ปรมิาณเชือ้เริม่ตนในระบบนอย จะตองใชเวลานานในการเกดิ

ไฮโดรเจน ปริมาณหัวเช้ือจุลินทรียที่เหมาะคือรอยละ 10 ของ
ปริมาณอาหาร11,12 
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 ผลของการผลติไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนือ่งซ้ํา

  เพือ่เพิม่ประสทิธภิาพในการผลติไฮโดรเจนใหเกดิได

อยางตอเนือ่งจงึไดศกึษาการผลิตไฮโดรเจนโดย E. coli HB41 
ในระบบแบบกึ่งตอเนื่องซํ้าที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 
ทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลา 2 สัปดาห ควบคุมอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส โดยไมมีการควบคุมคาพีเอชท่ีเกิดข้ึนในถัง
หมัก ผลการทดลองแสดงดัง Figure 5 และ 6 การลดลงอยาง
รวดเร็วของกลีเซอรอลในชวงแรกจนถึงวันที่ 5 ของการหมัก 

(Figure 5A) แสดงใหเห็นวาจุลินทรียมีการใชไปอยางรวดเร็ว
ถึงแมจะมีการเติมอาหารใหมใหทุกวันทั้งนี้อาจเน่ืองมาจาก

จุลินทรียเพิ่มจํานวนมากขึ้น หลังจากน้ันปริมาณกลีเซอรอล

คงเหลอืในอาหารตัง้แตวนัที ่5 ถงึ วนัที ่10 คอนขางคงที ่แสดง
ใหเห็นวาระบบมีการปรับตัวคอนขางสมดุลระหวางการใช

อาหาร การสะสมอาหารในถังหมักและปริมาณเซลลที่สูญเสีย

ไปจากระบบรวม

Figure 5 Glycerol, Acetic acid and ethanol profi le during hydrogen production by E. coli HB41 in repeated 
semi-continuous process at 5% loading rate of 20 g/l crude glycerol medium every day for 14 days  Acetic acid  

 Ethanol   pH

Figure 6  Cumulative hydrogen and hydrogen yield from repeated semi-continuous process by E. coli HB41 at 5% 
loading rate of 20 g/l crude glycerol medium every day for 2 weeks at 35 °C

 ทั้งเซลลใหมที่เพิ่มขึ้นในถังหมัก แตหลังวันที่ 11 
กลับพบวาปริมาณกลีเซอรอลในถังหมักมีแนวโนมเพิ่มขึ้น 

แสดงใหเหน็วาระบบเกิดความไมสมดลุของจลุนิทรยีเนือ่งจาก

ในชวงท่ีมีความสมดุลของจุลินทรียในชวงวันที่ 5 – 10 มีการ

ผลติเอทานอลเพิม่ขึน้และสงูกวากรดอะซติกิสงผลใหอาหารมี

สภาพเปนกรดมากขึ้นและตํ่ากวา pH 5 (Figure 5B) ซึ่งเปน
สภาพทีไ่มเหมาะสมตอการดาํรงชวีติของ E. coli HB41 สงผล
ใหมกีารใชกลเีซอรอลลดลง (การสะสมกลเีซอรอลจงึ สงูขึน้ใน
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ชวงทาย ๆ  ของกระบวนการ แสดงดัง Figure 5A) รวมถึงการ
สูญเสียเซลลจุลินทรียไปกับการปอนอาหารออกดวย ผลการ
ผลติไฮโดรเจนแสดงดงั Figure 5C จะเหน็ไดวา E. coli HB41 
มีการสรางไฮโดรเจนไดอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูงภายใน 
24 ชั่วโมงแรก หลังจากน้ันเม่ือมีการปอนอาหารใหมใหกับ
ระบบทุก ๆ 24 ชั่วโมง การผลิตไฮโดรเจนคอนขางคงที่จนถึง
วันท่ี 8 แตหลังจากน้ัน การผลิตไฮโดรเจนลดลงและหยุดผลิต
ในวันท่ี 11 เปนตนไป ผลไดไฮโดรเจนจะเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนมี
คาสูงสุดในวันที่ 6 หลังจากนั้นมีคาลดลงเร่ือย ๆ จนในที่สุดก็
หาคาไมไดเนือ่งจากไมมกีารผลติไฮโดรเจน ซึง่อาจเกิดผลการ
ยบัยัง้แบบยอนกลบัของผลติภณัฑ (feedback inhibition)13 ที่
จุลินทรียสรางขึ้น ไดแก กรดอะซิติกและเอทานอล ผลน้ี
สอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนที่เกิดขึ้น และสอดคลองกับ
ปริมาณกลีเซอรอลคงเหลือในถัง รวมถึงปริมาณกรดอซิติก

และเอทานอลที่ผลิตขึ้นดวย14 ไดศึกษาการผลิตไฮโดรเจน

โดยใชเชื้อบริสุทธิ์ของ C. butyricum และ E. coli ผลการใช
เชื้อผสมพบวาปริมาณกรดท่ีเพิ่มขึ้นทําใหคาพีเอชลดต่ําลง

สงผลตอการผลติไฮโดรเจนโดยทีค่า pH 4.3 จะเกดิการยบัยัง้
การผลิตไฮโดรเจน รายงานของ Stewart (1975)15 ศึกษาผล
ของฟอสเฟตและกรดอินทรียระเหยตอการเจริญของแบคทีเรยี

จากลาํไสสตัวเคีย้วเอือ้ง พบวาเม่ือมปีรมิาณกรดอินทรยีระเหย

สูงขึ้นพีเอชจะตํ่าลงและระดับของกรดอะซิติกที่มีคาเกิน 
800 มิลลิกรัมตอลิตร หรืออัตราสวนของกรดโพรไพโอนิก
ตอกรดอะซิติกเกิน 1.4 กรัมตอลิตร จะทําใหระบบหมักเกิด
ความลมเหลว อยางไรก็ตามแมวากรดอินทรียจะมีปริมาณมาก

แตมจีลุนิทรียบางชนิดยังสามารถเจริญและผลิตไฮโดรเจนได8

สรุปผล  
งานวิจัยนี้ชี้ใหเห็นวากลีเซอรอลดิบซึ่งเปนของเสียจากการ

ผลติไบโอดเีซลดวยนํา้มันใชแลวมศีกัยภาพสูงสามารถใชเปน

แหลงวตัถดุบิในการผลิตพลังงานทดแทนอยางเชนไฮโดรเจน

ไดดวยแบคทีเรีย E. coli HB41 เนื่องจากระบบการหมักของ
แบคทีเรียชนิดนี้ตรวจพบเอทานอลและกรดอซิติกในนํ้าหมัก 
แตไมพบกรดโปรพิโอนิคและกรดบิวทิริค แสดงวาระบบการ

หมักนี้เปน ethanol type fermentation16 อยางไรก็ตาม
กระบวนการผลติไฮโดรเจนในระบบกึง่ตอเน่ืองจากกลเีซอรอล

ดิบดวย แบคทีเรีย E. coli HB41 สามารถดําเนินการไดอยาง
ตอเนื่องเปนเวลาถึง 11 วัน ดวยอัตราปอนอาหารรอยละ 5 
โดยไมควบคุมสภาพกรด-ดางของระบบการหมัก 

กิตติกรรมประกาศ
 ขอขอบคุณมหาวิทยาลัยมหาสารคามที่ใหการ

สนับสนุนทุนวิจัยนี้

เอกสารอางอิง
1.  Suksaman S, Alissara R, Samart M. Repeated-batch 

fermentative for bio-hydrogen production from cas-
sava starch manufacturing wastewater. Pak J Biol 
Sci 2007;10:1782-89.

2.  Kapdan LK, Kargi F. Bio-hydrogen production from 
waste materials. Enz Micro Technol 2006;38:569-82.

3.  Lay JJ, Lee YJ, Neuke T. Feasibility of biological 
hydrogen production from organic fraction of mu-
nicipal solid waste. Wat Res 1999;33:2579-86.

4. Ito T, Nakashimada Y, Senba K, Matsui T, Nishio N. 
Hydrogen and ethanol production from glycerol-
containing wastes discharged after biodiesel manu-
facturing process. J Biosci Bioeng 2005;100:260-65.

5.  Yuwa-amornpitak T. Bio-hydrogen production from 
biodiesel glycerol waste from used oil by bacterium 
isolated from waste water sludge. J Environ Sci 
Technol 2012;5:373-80.

6.  Bondioli P, Della Bella L. An alternative spectropho-
tometric method for the determination of free glyc-
erol in biodiesel. Eur J Lipid Sci Technol. 
2005;107:153-57.

7.  Yokoi H, Maki R, Hirose J, Hayashi S. Microbial 
production of hydrogen from starch-manufacturing 
wastes. Biomass Bioen. 2002;22: 389-95.

8. Zheng XJ, Yu HQ. Inhibitory effects of butyrate on 
biological hydrogen production with mixed anaerobic 

cultures. J Environ Manage. 2005;74:65-70.
9.  Fountoulakis MS, Manios T. Enhanced methane and 

hydrogen production from municipal solid waste and 
agro-industrial by-products co-digested with crude 
glycerol. Biores Technol. 2009; 100(12): 3043-47.

10. Manish S, Venkatesh KV, Banerjee R. Metabolic fl ux 
analysis of biological hydrogen production by Es-
cherichia coli. Int J Hydro Energy. 2007; 32(16): 

3820-30. 



Nueangmee et al. J Sci Technol MSU228

11.  Kotay SM, Das D. Microbial hydrogen production with 
Bacillus coagulans IIT-BT S1 isolated from anaerobic 
sewage sludge. Biores Technol. 2007;98:1183-90.

12  Wang CC, Chang CW, Chu CP, Lee DJ, Chang BV, 
Lio CS. Producing hydrogen from wastewater sludge 
by Clostridium bifermentans . J Biotechnol. 
2003;102:83-92.

13.  Ozmihci Serpil, Kargi Fikret. Dark fermentative bio-
hydrogen production from waste wheat starch using 
co-culture with periodic feeding: effects of substrate 
loading rate. Int J Hydro Energy. 2011; 36:7089-93.

14.  Seppälä JJ, Puhakka JA, Yli-Harja O, Karp MT, 
Santala V. Fermentative hydrogen production by 
Clostridium butyricum and Escherichia coli in pure 
and co-cultures. Int J Hydro Energy. 2011; 36:10701-
08.

15.  Stewart WDP, Rowell P. Effects of L-methionine-DL-
sulphoximine on the assimilation of newly fi xed NH

3
, 

acetylene reduction and heterocyst production in 
Anabaena cylindrica. Biochem Biophy Res Commun. 
1975; 65:846-56.

16.  Ren NQ, Wang BZ, Huang JC. Ethanol –type fer-
mentation from carbohydrate in high rate acidogenic 
reactor. Biotechnol. Bioeng. 1997; 4:428-33.  

Powered by TCPDF (www.tcpdf.org)

http://www.tcpdf.org

