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บทคัดยอ
จุดมุงหมายของงานวิจัยนี้เพื่อศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในระบบกึ่งตอเนื่องจากกลีเซอรอลดิบซึ่งเปนผลพลอยไดจากกระบวน
การผลิตไบโอดีเซลโดย E. coli HB41 การศึกษานี้ไดเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนท่ีแปรผันอัตราการปอนอาหารเปนรอยละ 
5 10 15 และ 20 ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร ที่มีกลีเซอรอล 20 กรัมตอลิตรเขาสูระบบทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลานาน 120 
ชั่วโมง พบวาที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 มีผลไดไฮโดรเจนสูงที่สุดเทากับ 0.231 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล ในขณะ
ที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 10 15 และ 20 มีผลไดไฮโดรเจนเปน 0.102 0.081 และ 0.074 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล 
ตามลําดับ ทั้งนี้เพื่อใหการผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้นไดอยางตอเน่ืองจึงไดศึกษาในระบบก่ึงตอเน่ืองซ้ํา โดยปอนอาหารทุก ๆ 
24 ชั่วโมงเปนเวลา 2 สัปดาหดวยอัตราการปอนอาหารรอยละ 5 ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร อาหารมกีลีเซอรอล 20 กรัม
ตอลิตร พบวาผลไดไฮโดรเจนคอย ๆ เพ่ิมสูงขึ้นในชวงแรกและมีคาสูงสุดในวันที่ 6 คือ 0.31 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลีเซอรอล 
หลังจากน้ันผลไดไฮโดรเจนคอย ๆ  ลดต่ําลงจนถึงวนัที ่8 และลดลงตอเน่ืองอยางรวดเร็วจนกระท่ังในวันที ่11 ไมมไีฮโดรเจนเกิดขึน้ 
ทั้งน้ีเน่ืองจากขณะท่ีมีการเจริญของ E. coli HB41 มีการผลิตกรดอะซิติกและเอทานอลดวยเชนกัน ปริมาณกรดและเอทานอล
ที่เกิดขึ้นระหวางการหมักมีความเขมขนเทากับ 2.45 และ 5.89 กรัมตอลิตรตามลําดับ ปริมาณกรดและเอทานอลมีผลทําให
นํ้าหมักมีสภาพเปนกรดเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จากเริ่มตนอาหารมี pH 7 ลดลงเปน pH 4.3 

คําสําคัญ : E. coli ไฮโดรเจน กลีเซอรอลดิบ ระบบกึ่งตอเนื่องซํ้า

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
ไฮโดรเจนเปนพลงังานทางเลอืกทีส่ะอาดและเปนพลงังานท่ีมี

ประสิทธิภาพสูง อกีทัง้ไมกอใหเกดิมลพิษ เนือ่งจากการเผาไหม

ไฮโดรเจนดวยออกซิเจนไดเพียงนํ้าและพลังงานความรอน

เทาน้ัน1 โดย 1 กิโลกรัมของไฮโดรเจนใหพลังงานเทียบเทา 
3.5 ลิตรของน้ํามันปโตรเลียม ไฮโดรเจนมีคาพลังงานสูงมาก
เมือ่เทียบกบัเชือ้เพลิงชนดิอืน่ ๆ  จงึเหมาะสมท่ีจะนํามาใชเปน
พลังงานสํารอง2 การผลิตไฮโดรเจนมีหลายวิธี ไดแก วิธีทาง
เคมี ทางไฟฟาและกระบวนการทางชีวภาพ3 การผลิต
ไฮโดรเจนดวยกระบวนการทางชีวภาพเกี่ยวของกับจุลินทรีย 
ไดแก แบคทีเรียและสาหรายซ่ึงเปนวิธีการท่ีไมกอใหเกิด
มลพิษเพราะของเสียจากกระบวนการทางชีวภาพสามารถ

บาํบดัและกําจดัไดงาย จลุนิทรียทีเ่ก่ียวของไดแก Escherichia 
coli, Enterobacter aerogens, Klebsiella pneumniae, 
Clostridium butylicum และ Chalmydomonas เปนตน 
จุลินทรียเหลานี้มีปฏิกิริยาและกลไกในการผลิตไฮโดรเจนที่

แตกตางกันขึ้นอยูกับหลายปจจัย เชน สายพันธุของจุลินทรีย 
แหลงคารบอน แหลงไนโตรเจน และสภาวะแวดลอม 
 กลีเซอรอลเปนผลพลอยไดจากกระบวนการผลิต

ไบโอดีเซล ปจจุบันมีการผลิตไบโอดีเซลเพิ่มขึ้นและขยายตัว
อยางรวดเร็วทําใหมีปริมาณกลีเซอรอลเหลืออยูเปนจํานวน

มาก กระบวนการผลิตไบโอดีเซลจะไดกลีเซอรอลรอยละ 10 
ของไบโอดีเซลท่ีผลิตได กลีเซอรอลท่ีไดนี้มีความเขมขนของ
กลีเซอรอลรอยละ 41 (w/v)4 เนื่องจากกลีเซอรอลท่ีไดจาก
กระบวนการผลิตไบโอดีเซลมีสิง่ปนเปอนหลายอยาง เชน ดาง
ทีใ่ชเปนตวัเรงปฏกิริยิา นํา้มันทีเ่หลอืจากปฏิกริยิา แอลกอฮอล 

สบูทีเ่กดิขึน้ควบคูกบัไบโอดเีซล และถาเปนนํา้มนัใชแลวยิง่มี
ส่ิงปนเปอนมากขึ้น ซึ่งมาจากนํ้าปลา นํ้าตาล แปง เครื่องเทศ 
และอื่น ๆ ขึ้นอยูกับชนิดของอาหาร จึงเรียกกลีเซอรอลน้ีวา

กลเีซอรอลดิบ เพราะยังไมไดทาํใหบรสิทุธิน์ัน้เอง กลเีซอรอลดิบ
จึงเปนวัตถุดิบอีกชนิดหน่ึงที่นาสนใจท่ีสามารถใชเปน

แหลงคารบอนสําหรับการผลิตไฮโดรเจนไดโดยจุลินทรีย 

จึงเปนแนวทางหน่ึงของการใชประโยชนจากของเสีย และยัง
เปนการรักษาสิ่งแวดลอมดวยอีกทางหน่ึง ดังน้ันงานวิจัยนี้
จึงมุงเนนศึกษาความเปนไปไดของการผลิตไฮโดรเจนจาก

กลีเซอรอลดบิท่ีไดจากกระบวนการผลติไบโอดเีซลดวยนํา้มนั

ใชแลว ตลอดจนศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่อง

เพื่อศึกษาแนวโนมการพัฒนาระบบการผลิตไฮโดรเจนให

มีประสิทธิภาพเพ่ิมมากขึ้น 

วิธีการทดลอง
 อาหารกลีเซอรอล (Glycerol medium)
 เตรยีมอาหาร Glycerol-medium (กรัมตอลติร) ดงันี ้
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, Peptone 10, NaCl 20, Glycerol waste 20 ml จํานวน 
900 มิลลิลิตรที่มี pH 7 บรรจุในถังหมักขนาด 1 ลิตร กอนน่ึง
ฆาเชื้อพรอมถังหมัก ที่ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 
 การเตรียมกลีเซอรอล
  กลีเซอรอลดิบที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอดีเซล

มีสิ่งเจือปนจากกระบวนการผลิตไดแก แอลกอฮอล ดาง 
นํา้มนัทีย่งัไมเขาทาํปฏกิริยิาและ ไบโอดเีซลทีแ่ยกออกไมหมด 
รวมถึงส่ิงปนเปอนอื่น ๆ ดังนั้นจึงเตรียมกลีเซอรอลดวยการ
ปรับสภาพใหมี pH 4 ดวยกรดซัลฟูริคเขมขน 6 โมลาร แลว
แชที ่4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง แลวปนเหว่ียงเพ่ือแยก
ตะกอนซลัเฟตออก แชเยน็ที ่-20 องศาเซลเซยีส เพือ่แยกสวน
แข็งซึ่งเปนนํ้ามันที่อยูสวนบน สวนลางเปนกลีเซอรอลซึ่ง
สามารถนําไปใชในการทดลองตอไป 
 จุลินทรียและการเก็บรักษา
   Escherichia coli HB41 เปนแบคทีเรยีผลิตไฮโดรเจน
ที่คัดแยกไดในหองปฏิบัติการภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพจาก

ตะกอนบอบําบัดนํ้าเสียสหกรณโคนม 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 บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียสเปนเวลา 24-48 
ชัว่โมง เก็บหวัเช้ือไวทีอ่ณุหภมู ิ4 องศาเซลเซียส และควรถาย
เชื้อในหลอดอาหารใหมทุก ๆ 2-4 สัปดาห 
 การเตรียมหัวเชื้อเริ่มตน
 ถาย E. coli HB41 จากหลอดเก็บหัวเชื้อบริสุทธิ์ที่
มีอายุไมเกิน 24-48 ชั่วโมง จํานวน 1 ลูป ลงในหลอดอาหาร
เหลว modifi ed LB ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่เติมกลูโคส 10 
กรัมตอลิตร บรรจุในหลอดฝาเกลียว บมเชื้อในหลอดอาหาร

เหลวที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพิ่ม
ปริมาตรหัวเช้ือเร่ิมตนจาก 10 มิลลิลิตรเปน 100 มิลลิลิตร 
เพื่อใชเปนหัวเชื้อในการทดลองตาง ๆ 

 ผลของอตัราปอนตอการผลติไฮโดรเจนในระบบ
กึ่งตอเนื่องซํ้า

 ศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากกลเีซอรอลดบิ 20 กรมั
ตอลิตรในระบบแบบกึ่งตอเนื่อง (Figure 1) โดย E. coli 
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HB41 ดวยการแปรผันอัตราปอนอาหารเปนรอยละ 5 10 15 และ 20

ของปริมาตรการทํางาน 1 ลิตร อาหารเริ่มตนมี pH 7 ควบคุม
อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 120 ชั่วโมง มีการ
เติมอาหารทุกๆ 24 ชั่วโมงอยางตอเนื่องจนสิ้นสุดการทดลอง 

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

 การผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่องซํ้า
  ศกึษาการผลติไฮโดรเจนโดวยกลีเซอรอลดิบ 20 กรมั
ตอลิตรโดย E. coli HB41 ในระบบก่ึงตอเนื่องซํ้า ดวยอัตรา
ปอนอาหารรอยละ 5 ทุก ๆ 24 ชั่วโมง พีเอชเริ่มตน PH 7 
ควบคุมอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 สัปดาห โดย
ไมมีการควบคุมพีเอชระหวางการหมัก

 วิธีการตรวจวัดและวิเคราะห

 วดัปรมิาณกาซทีเ่กดิข้ึนในถงัหมกัดวยวธิ ีแทนทีน่ํา้ 
โดยการตอสายยางวัดปริมาตรกาซจากถังหมักกับภาชนะที่

บรรจุนํ้าที่ผานการปรับสภาพเปน pH 4 เพื่อปองกันกาซ

ละลายในน้ํา วเิคราะหไฮโดรเจนดวยเคร่ือง Gas Chromatograph 
ยี่หอ Shimadzu รุน GC-14A ระบบ Thermal Conductivity 
Detector (TCD) ดวย คอลัมน porapak Q วิเคราะหปริมาณ

กรดอะซติกิและเอทานอลทีเ่กดิขึน้ดวยเครือ่ง Gas Chromatograph
ยีห่อ Shimadzu รุน GC-14A ระบบ Flame Ionization Detector 

(FID) ดวย คอลัมน Carbowax บรรจุดวยสาร Carbowax 
วิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลโดยวิธีของ Bondioli and Della 

(2005)6 และวัดคาพีเอช ดวย pH meter

ผลการทดลอง
 ผลการผลิตไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนื่อง
 ผลการผลติไฮโดรเจนในระบบกึง่ตอเนือ่งโดย E. coli 
HB41 ดวยกลีเซอรอลดิบท่ีมีความเขมขน 20 กรัมตอลิตร 

ณ อณุหภูม ิ35 องศาเซลเซียส พบวาทีอ่ตัราปอนอาหารรอยละ
5 10 15 และ 20 มีปริมาณกลีเซอรอลคงเหลือเฉลี่ยเทากับ 
3.55 4.43 4.82 และ 5.28 กรัมตอลิตรตามลําดับ หรือคิดเปน
ปริมาณกลีเซอรอลท่ีถกูใชไปท้ังหมดภายในเวลา 5 วนัเทากบั 
11.95 10.92 11.33 และ 8.84 กรัมตอลิตรตามลําดับ คิดเปน
รอยละของปริมาณกลีเซอรอลที่ถูกใชไปเทากับ 62.4 57.9 
59.7 และ 46.1 ตามลําดับ จากผลดังกลาวนี้แสดงใหเห็นวา 
E. coli HB41 มีประสิทธิภาพในการใชกลีเซอรอลไดสูงสุดที่
อัตราปอนอาหารตํ่าที่สุดคือที่รอยละ 5 หากอัตราปอนอาหาร
เพิ่มขึ้นอัตราการใชกลีเซอรอลกลับยิ่งลดลงอยางชัดเจน 
ทาํใหนํา้หมกัมปีรมิาณกลเีซอรอลคงเหลือสะสมสูงทีส่ดุทีอ่ตัรา

ปอนรอยละ 20 และปริมาณ กลีเซอรอลคงเหลือสะสมนอยลง
ที่อัตราปอนตํ่ากวา (Figure 2) ทั้งนี้เนื่องจากจุลินทรียที่เจริญ
ในระบบไรอากาศมอีตัราการเจรญิของเซลลตํา่กวาจลุนิทรียที่

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 แสดงปริมาณไฮโดรเจนท่ีเกิดขึ้นในแตละ

วันโดยแสดงเปนคาของไฮโดรเจนสะสมและคิดเปนผลได

ไฮโดรเจนคอืคดิเปนจํานวนโมลของกาซไฮโดรเจนตอโมลของ

กลีเซอรอลที่ถูกใชไป จากขอมูลพบวา E. coli HB 41 ผลิต
ไฮโดรเจนไดสงูสุดภายใน 24 ชัว่โมงทีท่กุ ๆ  อตัราปอนอาหาร 
(Figure 3A) ในปริมาณที่ใกลเคียงกัน (เนื่องจากยังไมไดปอน
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อาหาร) แตอยางไรก็ตามหลังชั่วโมงท่ี 24 (ดึงอาหารเกาออก
และปอนอาหารใหมเขาเทากับปริมาตรของอัตราปอนนั้น ๆ) 
ปริมาณกาซไฮโดรเจนสะสมกลับลดลงอยางรวดเร็วในวันถัด

มาหลงัการปอนอาหาร ทีอ่ตัราปอนอาหาร รอยละ 5 การผลติ
ไฮโดรเจนในช่ัวโมงท่ี 48 ลดลงเปนรอยละ 11.4 ในขณะท่ีอตัรา

ปอนอาหารรอยละ 10 15 และ 20 การผลติไฮโดรเจนสะสมลด
ลงเปนรอยละ 54 75 และ 69 ตามลําดบั และปรมิาณไฮโดรเจน

สะสมในช่ัวโมงท่ี 72 96 และ 120 ที่อัตราปอนรอยละ 5 มี
ปริมาณใกลเคียงกันเฉล่ียเปน 210.4 มิลลิลิตรตอวัน ในขณะ

ที่อัตราปอนรอยละ 10 15 และ 20 เกิดไฮโดรเจนสะสมเฉลี่ย
ของชัว่โมงดงักลาวเปน 98 73.3 และ 73.5 มลิลิลติรตอวนัตาม
ลําดับ ในทํานองเดียวกันกับผลไดไฮโดรเจนซ่ึงใหผลที่
สอดคลองกับ 

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 กลาวคือที่อัตราปอนรอยละ 5 ให 
ผลไดไฮโดรเจนสงูทีส่ดุและเริม่คงทีใ่นชัว่โมงที ่72-120 ในขณะ

ทีอ่ตัราปอนรอยละ10 15 และ 20 มผีลไดไฮโดรเจนลดลงหลัง
ชัว่โมงท่ี 24 จนมีคาตํา่และคงท่ีในช่ัวโมงท่ี 72-120 ในปริมาณ
ทีใ่กลเคยีงกนั แสดงดัง (Figure 3B) จากผลดงักลาวนีช้ีใ้หเหน็
วาทีอ่ตัราปอนรอยละ 5 เปนอตัราปอนทีเ่หมาะสมสาํหรบัการ
ผลิตแบบก่ึงตอเนื่อง โดยท่ีสภาวะสมดุลระบบยังคงผลิต
ไฮโดรเจนไดอยางตอเน่ืองเม่ือมีการเติมอาหารใหมใหทุก ๆ 
วัน ขอดีของกระบวนการผลิตแบบก่ึงตอเน่ืองคือ สามารถ
ดําเนินการไดตอเนื่องโดยไมตองเตรียมกลาเชื้อใหม ทําให
ระบบมีประสิทธภิาพมากข้ึน สามารถผลิตตอเน่ืองไดเปนระยะ
เวลายาวนานกวาการผลิตแบบกะ รายงานของ Yokoi และ
คณะ (2002)7 ไดศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากของเสียที่เปน
แปงจากมันเทศ โดยใชเชื้อผสมระหวาง C. butyricum และ 
Enterobacter aerogenes แลวเปรียบเทียบระหวาง
กระบวนการผลิตแบบกะและแบบกะซํ้า (กึ่งตอเนื่อง) พบวา
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบกะซํ้าใหผลไดไฮโดรเจนสูง

กวากระบวนการผลติแบบกะ ผลไดไฮโดรเจนของทัง้สองระบบ
เปน 2.7 และ 2 โมลไฮโดรเจนตอโมลกลูโคส ตามลําดับ
 การผลิตไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียนอกจากจะข้ึนอยู

อุณหภูมิ ชนิดและปริมาณของแหลงอาหารคารบอนแลวคา

พเีอชและกรดอนิทรยีชนดิตาง ๆ  ทีเ่กดิขึน้ระหวางการหมกัยงั
เปนอีกปจจัยหน่ึงที่สงผลตอการผลิตไฮโดรเจน Figure 4 
แสดงคาพีเอช ปริมาณกรดอะซิติกและเอทานอลท่ีเกิดขึ้นใน

อาหาร Glycerol medium จากการผลติไฮโดรเจนในระบบแบบ

กึ่งตอเนื่องซํ้าโดย E. coli HB41 ที่มีการแปรผันอัตราปอน

อาหาร โดยใชอาหารทีม่ ีpH เริม่ตนเทากบั 7 ทกุ ๆ  24 ชัว่โมง
มีการปอนอาหารเขาระบบอยางตอเน่ืองเปนเวลา 5 วัน 

คาพีเอชของอาหารเปล่ียนแปลงระหวางการผลิตไฮโดรเจน 
(Figure 4A) จะเหน็ไดวาพีเอชของอาหารทีท่กุ ๆ  อตัราการปอน
อาหารลดลงอยางรวดเรว็ ภายใน 24 ชัว่โมง พเีอชของอาหาร
ในถังหมักกอนการปอนอาหารใหมลดลงเฉลีย่ทีท่กุ ๆ  อตัราการ
ปอนเปน pH 5.83 และเมื่อปอนอาหารเขาไปใหมจะมีคา 
pH เฉลี่ยที่ทุก ๆ อัตราการปอนอาหารเปน pH 6.08 นอกจากนี้

พีเอชของอาหารมีแนวโนมลดลงทุกวัน อยางไรก็ตามใน
วนัที ่5 ของการทดลองทีท่กุ ๆ  อตัราปอนอาหารในถงัหมกัมคีา
pH เฉลี่ยอยูที่ 5.72 pH ของอาหารเปนปจจัยที่สําคัญตอการ
ผลติกาซไฮโดรเจน เพราะขณะท่ีแบคทีเรียมกีารเจริญมากข้ึน

กจ็ะมกีารสรางกรดอนิทรยีระเหยไดมากขึน้และสะสมเพิม่มาก

ขึน้ สงผลใหคา pH ลดตํา่ลงอยางรวดเรว็ นอกจากนีแ้บคทเีรยี
แตละชนิดมีความสามารถเจริญในสภาวะ pH ที่แตกตางกัน
ดงันัน้คา pH จงึมสีวนสําคญัตอการผลติไฮโดรเจนเน่ืองจากมี
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ผลตอการเจริญของแบคทีเรีย8 Fountoulakis และ Manios 
(2009)9 ไดศกึษาการผลติไฮโดรเจนจากเศษขยะอนิทรยีชมุชน
และของเสยีจากโรงงานอตุสาหกรรมการเกษตรรวมกับการใช 
กลีเซอรอลดิบเพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน พบวา
หากคา pH ในน้ําหมักอยูระหวาง 5.6-4.1 จะทําใหใหผลได
ของไฮโดรเจนผันผวนเปนอยางมาก pH ของอาหารในแตละ
วนัมคีาแตกตางกนัคอนขางมากทาํใหผลไดไฮโดรเจนแตกตาง

กนัมาก และถานํา้หมกัมีpH ตํา่กวา 5 อตัราการผลติไฮโดรเจน
ลดตํ่าลงและหยุดการผลิตไดในที่สุด5 ไดศึกษาการผลิต
ไฮโดรเจนโดย E. coli HB41 ดวยกลีเซอรอลดิบ พบวาคา pH 
เริม่ตนทีเ่หมาะสมตอการผลิตไฮโดรเจนคือ pH 7 และที ่pH 4 
เชื้อ E. coli HB41 สามารถผลิตไฮโดรเจนไดตํ่าที่สุด 
  Figure 4B และ 4C แสดงปริมาณการเกิดกรด

อะซิติกและเอทานอลในระหวางการหมักแบบก่ึงตอเนื่องซ้ํา

เปนเวลา 5 วนั จากขอมูลจะเห็นไดวา E. coli HB41 ผลิตกรด
อะซิติกและเอทานอลสูงที่สุดที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 
และมีแนวโนมการผลิตสารท้ังสองชนิดนี้ลดลงเม่ืออัตราการ

ปอนอาหารเพ่ิมสูงขึ้นอยางเปนลําดับ ที่อัตราการปอนอาหาร
รอยละ 5 ปริมาณกรดอะซิตกิมคีาเฉล่ียท้ัง 5 วนัเปน 1.89 กรมั
ตอลิตร ในขณะท่ีอตัราการปอนอาหารท่ีรอยละ 10 15 และ 20 
มีคาเฉลี่ยของกรด อะซิติกเปน 1.02 0.82 0.71 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ สําหรับปริมาณเอทานอลที่อัตราการปอนอาหาร

รอยละ 5 มคีาสูงทีส่ดุเฉล่ียท้ัง 5 วนัเปน 4.51 กรมัตอลิตร และ
ที่อัตราการปอนอาหารเปนรอยละ 10 15 และ 20 มีปริมาณ
เอทานอลเฉล่ียทั้ง 5 วันลดลงเปน 3.74 3.69 และ 3.67
ตามลําดับ 
 ปริมาณกรดอะซิติกและเอทานอลท่ีเกิดขึ้นระหวาง

การหมักสอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนสะสมและผลได

ไฮโดรเจน แสดงดัง Figure 3A และ 3Bจากภาพจะเห็นไดวา
ทีอ่ตัราการปอนอาหารรอยละ 5 มปีรมิาณไฮโดรเจนสะสมและ

ผลไดไฮโดรเจนสูงท่ีสุดสอดคลองกับปริมาณกรดอะซิติกและ

เอทานอล10 รายงานผลการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจาก
E. coli โดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอน พบวาการผลิต
ไฮโดรเจนจาํเปนตองผลิต เอทานอลและอะซเิตทควบคูไปดวย 

ซึ่งกรดอินทรียเหลานี้เกิดจากกิจกรรมการยอยสลายสาร

อินทรียของแบคทีเรียพวกสรางกรด และผลไดของไฮโดรเจน
จะมากหรือนอยก็ขึ้นอยูกับชนิดของกรดอินทรียดวยเชนกัน 

เนื่องจากการผลิตไฮโดรเจนของ E. coli HB41 ซึ่งเปน
จุลินทรียกลุม facultative anaerobes จะผลิตไฮโดรเจน

ผานปฏิกิริยาชีวเคมีแบบ Escherichia coli system โดยใช
เอนไซมไฮโดรจีเนสและฟอรมาดี-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.

 ทัง้นีถ้าผลติภัณฑสดุทายทีไ่ดเปนกรด อะซิตกิจะได
ไฮโดรเจนถึง 2 โมลตอ 1 โมเลกุลของกลูโคส2 ผลการศึกษานี้
ทําใหทราบวาอัตราการปอนอาหารที่รอยละ 5 ใหผลผลิต
ไฮโดรเจนและผลไดไฮโดรเจนสงูทีส่ดุ ในขณะทีก่ารเพิม่อตัรา

การปอนอาหารเปนรอยละ 10 15 และ 20 ทําใหผลผลิต

ไฮโดรเจนและผลไดไฮโดรเจนลดตํ่าลงอยางเห็นไดชัด 
เนื่องจากท่ีอัตราการปอนอาหารสูง หมายถึงการเพิ่มปริมาณ
อาหารท่ีมากเกินความตองการใหกับจุลินทรียและกอนการ

ปอนอาหารตองดึงอาหารในถังออกกอนเทากับจํานวนที่ปอน

เขา ทําใหระบบตองสูญเสียจุลินทรีย ออกจากระบบไปดวย 
ประกอบกับ E. coli HB1 มีการเจริญชา ทําใหจํานวนเซลลใน
ระบบลดลงจึงสงผลใหการผลิตไฮโดรเจนลดลง โดยทั่วไปถา
ปรมิาณเชือ้เริม่ตนในระบบนอย จะตองใชเวลานานในการเกดิ

ไฮโดรเจน ปริมาณหัวเช้ือจุลินทรียที่เหมาะคือรอยละ 10 ของ
ปริมาณอาหาร11,12 
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 ผลของการผลติไฮโดรเจนในระบบก่ึงตอเนือ่งซ้ํา

  เพือ่เพิม่ประสทิธภิาพในการผลติไฮโดรเจนใหเกดิได

อยางตอเนือ่งจงึไดศกึษาการผลิตไฮโดรเจนโดย E. coli HB41 
ในระบบแบบกึ่งตอเนื่องซํ้าที่อัตราการปอนอาหารรอยละ 5 
ทุก ๆ 24 ชั่วโมง เปนเวลา 2 สัปดาห ควบคุมอุณหภูมิ 35 
องศาเซลเซียส โดยไมมีการควบคุมคาพีเอชท่ีเกิดข้ึนในถัง
หมัก ผลการทดลองแสดงดัง Figure 5 และ 6 การลดลงอยาง
รวดเร็วของกลีเซอรอลในชวงแรกจนถึงวันที่ 5 ของการหมัก 

(Figure 5A) แสดงใหเห็นวาจุลินทรียมีการใชไปอยางรวดเร็ว
ถึงแมจะมีการเติมอาหารใหมใหทุกวันทั้งนี้อาจเน่ืองมาจาก

จุลินทรียเพิ่มจํานวนมากขึ้น หลังจากน้ันปริมาณกลีเซอรอล

คงเหลอืในอาหารตัง้แตวนัที ่5 ถงึ วนัที ่10 คอนขางคงที ่แสดง
ใหเห็นวาระบบมีการปรับตัวคอนขางสมดุลระหวางการใช

อาหาร การสะสมอาหารในถังหมักและปริมาณเซลลที่สูญเสีย

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

 ทั้งเซลลใหมที่เพิ่มขึ้นในถังหมัก แตหลังวันที่ 11 
กลับพบวาปริมาณกลีเซอรอลในถังหมักมีแนวโนมเพิ่มขึ้น 

แสดงใหเหน็วาระบบเกิดความไมสมดลุของจลุนิทรยีเนือ่งจาก

ในชวงท่ีมีความสมดุลของจุลินทรียในชวงวันที่ 5 – 10 มีการ

ผลติเอทานอลเพิม่ขึน้และสงูกวากรดอะซติกิสงผลใหอาหารมี

สภาพเปนกรดมากขึ้นและตํ่ากวา pH 5 (Figure 5B) ซึ่งเปน
สภาพทีไ่มเหมาะสมตอการดาํรงชวีติของ E. coli HB41 สงผล
ใหมกีารใชกลเีซอรอลลดลง (การสะสมกลเีซอรอลจงึ สงูขึน้ใน
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ชวงทาย ๆ  ของกระบวนการ แสดงดัง Figure 5A) รวมถึงการ
สูญเสียเซลลจุลินทรียไปกับการปอนอาหารออกดวย ผลการ
ผลติไฮโดรเจนแสดงดงั Figure 5C จะเหน็ไดวา E. coli HB41 
มีการสรางไฮโดรเจนไดอยางรวดเร็วและมีปริมาณสูงภายใน 
24 ชั่วโมงแรก หลังจากน้ันเม่ือมีการปอนอาหารใหมใหกับ
ระบบทุก ๆ 24 ชั่วโมง การผลิตไฮโดรเจนคอนขางคงที่จนถึง
วันท่ี 8 แตหลังจากน้ัน การผลิตไฮโดรเจนลดลงและหยุดผลิต
ในวันท่ี 11 เปนตนไป ผลไดไฮโดรเจนจะเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆ จนมี
คาสูงสุดในวันที่ 6 หลังจากนั้นมีคาลดลงเร่ือย ๆ จนในที่สุดก็
หาคาไมไดเนือ่งจากไมมกีารผลติไฮโดรเจน ซึง่อาจเกิดผลการ
ยบัยัง้แบบยอนกลบัของผลติภณัฑ (feedback inhibition)13 ที่
จุลินทรียสรางขึ้น ไดแก กรดอะซิติกและเอทานอล ผลน้ี
สอดคลองกับปริมาณไฮโดรเจนที่เกิดขึ้น และสอดคลองกับ
ปริมาณกลีเซอรอลคงเหลือในถัง รวมถึงปริมาณกรดอซิติก

และเอทานอลที่ผลิตขึ้นดวย14 ไดศึกษาการผลิตไฮโดรเจน

โดยใชเชื้อบริสุทธิ์ของ C. butyricum และ E. coli ผลการใช
เชื้อผสมพบวาปริมาณกรดท่ีเพิ่มขึ้นทําใหคาพีเอชลดต่ําลง

สงผลตอการผลติไฮโดรเจนโดยทีค่า pH 4.3 จะเกดิการยบัยัง้
การผลิตไฮโดรเจน รายงานของ Stewart (1975)15 ศึกษาผล
ของฟอสเฟตและกรดอินทรียระเหยตอการเจริญของแบคทีเรยี

จากลาํไสสตัวเคีย้วเอือ้ง พบวาเม่ือมปีรมิาณกรดอินทรยีระเหย

สูงขึ้นพีเอชจะตํ่าลงและระดับของกรดอะซิติกที่มีคาเกิน 
800 มิลลิกรัมตอลิตร หรืออัตราสวนของกรดโพรไพโอนิก
ตอกรดอะซิติกเกิน 1.4 กรัมตอลิตร จะทําใหระบบหมักเกิด
ความลมเหลว อยางไรก็ตามแมวากรดอินทรียจะมีปริมาณมาก

แตมจีลุนิทรียบางชนิดยังสามารถเจริญและผลิตไฮโดรเจนได8

สรุปผล  
งานวิจัยนี้ชี้ใหเห็นวากลีเซอรอลดิบซึ่งเปนของเสียจากการ

ผลติไบโอดเีซลดวยนํา้มันใชแลวมศีกัยภาพสูงสามารถใชเปน

แหลงวตัถดุบิในการผลิตพลังงานทดแทนอยางเชนไฮโดรเจน

ไดดวยแบคทีเรีย E. coli HB41 เนื่องจากระบบการหมักของ
แบคทีเรียชนิดนี้ตรวจพบเอทานอลและกรดอซิติกในนํ้าหมัก 
แตไมพบกรดโปรพิโอนิคและกรดบิวทิริค แสดงวาระบบการ

หมักนี้เปน ethanol type fermentation16 อยางไรก็ตาม
กระบวนการผลติไฮโดรเจนในระบบกึง่ตอเน่ืองจากกลเีซอรอล

ดิบดวย แบคทีเรีย E. coli HB41 สามารถดําเนินการไดอยาง
ตอเนื่องเปนเวลาถึง 11 วัน ดวยอัตราปอนอาหารรอยละ 5 
โดยไมควบคุมสภาพกรด-ดางของระบบการหมัก 
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