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บทคัดย่อ 
ภาคเหนือของประเทศไทย โดยเฉพาะจังหวัดเชียงใหม่ มักประสบปัญหาในการก าจัดชีวมวลด้วยวิธีการเผา 

โดยเฉพาะซังข้าวโพด ซึ่งนอกจากจะเป็นการท าลายความอุดมสมบรูณ์ของดินแล้ว ยังเกิดปัญหาเรื่องหมอกควัน ซึ่ง
เป็นมลพิษทางอากาศ งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาปัจจัยการผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดที่เป็นแหล่ง
ของเซลลูโลส ซึ่งสามารถย่อยสลายเป็นน้ าตาล แล้วน าไปใช้ในกระบวนการหมักได้ งานวิจัยนี้ได้หมักไบโอไฮโดรเจน
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จากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง ใช้ตะกอนจุลินทรีย์ที่ได้จากระบบผลิตก๊าซชีวภาพจากฟาร์มสุกร
เป็นเชื้อตั้งต้นในการหมักไบโอไฮโดรเจน ก่อนการหมักซังจะปรับสภาพของข้าวโพดด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (5 
%w/v) แล้วย่อยด้วยเอนไซม์เซลลูเลส เพื่อให้เป็นน้ าตาลรีดิวซ์ที่น ามาใช้เป็นสารตั้งต้นในการหมักไบโอไฮโดรเจน 
โดยหมักแบบแบตช์ที่ปริมาตร 500 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยผันแปรปัจจัยต่าง ๆ ได้แก่ ใช้ความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น (5-40 กรัมน้ าตาลต่อลิตร) ค่าความเป็นกรดด่าง (4-8) และระยะเวลาการหมัก (96-192 
ช่ัวโมง) ซึ่งได้จ านวน 20 การทดลอง ผลของงานวิจัยพบว่าสภาวะที่ได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนสูงสุด คือ ความเข้มข้น
ของสารตั้งต้น 22.2 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6 ระยะเวลาการหมัก 223±1 ช่ัวโมง ได้ผลผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนเฉลี่ย 101.2 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ นอกจากนี้ยังทราบว่าการหมักที่สภาวะความเข้มข้น
ของสารตั้งต้น และค่าความเป็นกรดที่สูงเกินไปจะส่งผลให้ไม่เกิดการผลิตไบโอไฮโดรเจนขึ้น  เนื่องจากจุลินทรีย์ไม่
สามารถมีชีวิตอยู่ได้ในสภาวะที่ความเข้มข้นที่สูงจนเกินไป (ความเข้มข้นสารตั้งต้นมากกว่า 40 กรัมน้ าตาลต่อลิตร) 
และสภาวะที่มีความเป็นกรดสูงจนเกินไป (pH น้อยกว่า 3) 

 

ค าส าคัญ : ซังข้าวโพด; ไบโอไฮโดรเจน; กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง; ความเข้มข้นสารตั้งต้น; ค่าความเป็นกรด
ด่าง; ระยะเวลาในการหมัก 

 

Abstract 
The north of Thailand, especially Chiang Mai province, most likely the problem is eliminated 

biomass by burning method, especially corn cob. In addition to destroying the soil fertility. There 
is also a problem with air pollution. The aim of this research is to study the factors of bio-hydrogen 
production from corn cob, that the source of cellulose that can be hydrolyzed into sugar in the 
fermentation process. This work evaluated the bio-hydrogen production from corn cob by dark 
fermentation, using anaerobic seed obtained from the existing bio-gas plant as initial inoculum. 
Before fermentation the corncob was pretreated with Potassium hydroxide (5 %w/v) and then was 
hydrolyzed by cellulase enzymes to obtain reducing sugar. The released sugar is used as substrate 
to produce bio-hydrogen by dark fermentation, the process conducted in batch reactor, working 
volume 500 mL, fermentation temperature is 35 degree Celsius. Parameter variation includes 
substrate concentration (5-40 g-RS/L), the pH value (4-8) and Duration time (96-192 hours), which 
has 20 experiments. The result could be found that the conditions for maximum bio-hydrogen 
fermentation is the substrate concentration of 22.2 g-sugar/L, pH-value 6 and 233±1 hours, which 
can produce bio-hydrogen yield of 101.2 mL-H2/g-RS. Also, this research was found the substrate 
concentration and too high acid value were not detecting the bio-hydrogen production. Because 
microorganisms unable to be live in high substrate concentrations (more than 40 grs/L) and very 
high acidic value conditions (less than 3). 
 

Keywords: corncob; bio-hydrogen; dark fermentation process; substrate; pH value; duration time 
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1. บทน า 
การใช้พลังงานของประเทศไทยนั้น มีความ

ต้องการพลังงานสูงมากขึ้น ทราบได้จากสถิติของการ
จัดหาปริมาณน้ ามันดิบ [1] ให้เพียงพอในแต่ละวันของ
ช่วงปี พ.ศ. 2554-2557 การใช้พลังงานนั้นมีปริมาณ
เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่องในเชิงสถิติ ท าให้สามารถประมาณ
การได้ว่าแนวโน้มการใช้พลังงานในประเทศนั้นอาจ
สูงขึ้นเรื่อย ๆ ซึ่งในประเทศไทยในปี พ.ศ. 2558 นั้นมี
การใช้เช้ือเพลิงเพื่อการผลิตไฟฟ้า โดยสัดส่วนการใช้
เช้ือเพลิงนั้นประกอบด้วยก๊าซธรรมชาติ ถ่านหิน พลัง
น้ า พลังงานทดแทน น้ ามันเตา น้ ามันดีเซล และซื้อ
ต่างประเทศ [2] ซึ่งมีปริมาณสัดส่วนการใช้ดังแสดงใน
รูปที่ 1 
 

 
 

รูปที่ 1  สัดส่วนการใช้เช้ือเพลิงของประเทศไทยในปี 
พ.ศ. 2558 

 
จากข้อมูลข้างต้น ถ้าหากยังมีการใช้พลังงาน

เพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง อาจท าให้เกิดปัญหาวิกฤต
พลังงานขึ้นได้ เนื่องจากพลังงานหลักท่ีใช้กันในปัจจุบัน
นั้นส่วนใหญ่ คือ เช้ือเพลิงฟอสซิล ซึ่งมีแนวโน้มลดลง
อย่างต่อเนื่อง ด้วยสาเหตุนี้จึงเกิดการคิดค้นพลังงาน
ทดแทนมาใช้ประโยชน์มากขึ้น ได้แก่ พลังงานแสง 
อาทิตย์ พลังงานน้ า พลังงานใต้พิภพ และพลังงาน 
ชีวมวล เป็นต้น พลังงานดังกล่าวถือเป็นพลังงานที่
สะอาด ซึ่งทางกรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์

พลังงาน กระทรวงพลังงาน ได้เห็นเล็งถึงความส าคัญ
ของพลังงานทดแทน จึงสนับสนุนให้มีการท าวิจัยที่
เกี่ยวข้องกับการใช้พืชพลังงานและวัสดุเหลือใช้ทาง
การเกษตรมาผลิตเป็นพลังงานทดแทน จากงานวิจัยที่
ผ่านมาทราบว่ามีการประเมินสถานะภาพและศักยภาพ
ของเทคโนโลยีก๊าซชีวภาพในประเทศไทย พบว่า
ประเทศไทยมีแหล่งชีวมวลที่สามารถน ามาใช้เป็นแหล่ง
พลังงานก๊าซชีวภาพประมาณ 2,100 ล้านลูกบาศก์
เมตรต่อปี  และน ามาใช้ประโยชน์แล้ว 18 % ซึ่ ง
สามารถผลิตก๊าซชีวภาพประมาณ 380 ล้านลูกบาศก์
เมตร [3] จากงานวิจัยที่กล่าวมาท าให้พอทราบว่าก๊าซ
ชีวภาพนั้นมีความเป็นไปได้ในการน ามาใช้เป็นพลังงาน
ทดแทนได้ในอนาคต 

งานวิจัยนี้จึงได้น าซังข้าวโพด (corn cob) ซึ่ง
เป็นวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร ที่มีปริมาณมากในเขต
ภาคเหนือของประเทศไทย ในปี พ.ศ. 2557-2558 มี
พื้นที่ เพาะปลูกซังข้าวโพดประมาณ 7.29 ล้านไร่  
ผลผลิตของข้าวโพดอยู่ที่ประมาณ 4.8 ล้านตัน [4] 
ด้วยปริมาณผลผลิตดังกล่าวท าให้มีการประมาณการ
ปริมาณซังข้าวโพดเหลือทิ้งประมาณ 1,152,000 ตัน
ต่อปี หากจัดการซังข้าวโพดโดยการเผา หรือน าไปใช้
เป็นเช้ือเพลิงแข็ง ก็จะก่อให้เกิดมลภาวะทางอากาศใน
ภาคเหนือ โดยเฉพาะจังหวัดเชียงใหม่ ซึ่งเป็นจังหวัดที่
มีความส าคัญด้านการท่องเที่ยว อาจได้รับผลกระทบ
อย่างรุนแรง และมีผลต่อสุขภาพโดยร่วมของประชากร
ด้วย โดยทั่วไปซังข้าวโพดจะมีค่าความร้อนประมาณ 
9.62 เมกะจูลต่อกิโลกรัม คิดเป็นพลังงานเปรียบเทียบ
กับน้ ามันดิบเท่ากับ 27.64 กิโลตันเทียบเท่าน้ ามันดิบ 
(ktoe) หรือพลังงานไฟฟ้าเท่ากับ 64.67 จิกะวัตต์
ช่ัวโมง [5] ดังนั้นการน าซังข้าวโพดมาใช้เป็นวัตถุดิบตั้ง
ต้นเพื่อผลิตก๊าซไบโอไฮโดรเจนด้วยกระบวนการหมัก
แบบไม่ใช้แสง จึงช่วยในการแก้ไขปัญหาดังกล่าว ซึ่งใน
กระบวนการทางชีวภาพส่วนใหญ่ ไฮโดรเจนจะเกิดจาก
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กระบวนการย่อยสลายน้ าตาลแบบไม่ใช้ออกซิเจน ก๊าซ
ที่เกิดขึ้นจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
สภาวะไม่ ใ ช้อากาศอาศัยแบคที เรีย 2 กลุ่ม  คือ 
แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (acid forming bacteria) และ
แบคที เรี ยกลุ่ มผลิตมี เทน (methane producing 

bacteria) โดยแบคที เรียกลุ่มผลิตกรดย่อยสลาย
สารอินทรีย์ที่มีโมเลกุลใหญ่ ให้กลายเป็นสารอินทรีย์ที่
มีโมเลกุลเล็กลง จากนั้นแบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทนจะใช้
สารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเล็กเป็นสารอาหาร
และย่อยสลายให้ผลผลิตหลักเป็นก๊าซชีวภาพ 

 

 
 

รูปที่ 2  แผนผังแสดงการเกิดก๊าซชีวภาพ 
 

จากรูปที่ 2 แสดงขั้นตอนในการย่อยสลายสาร 
อินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้อากาศ ในกระบวนการการย่อย
สลายสารอินทรีย์โดยแบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด แบ่งเป็น 
3 ขั้นตอน คือ (1) ขั้นตอนท่ี 1 กระบวนการไฮโดรไลซสี 
(hydrolysis) เป็นขั้นตอนของการย่อยสลายสาร 
อินทรีย์โครงสร้างโมเลกุลใหญ่ที่ละลายน้ าและไม่
ละลายน้ า ได้แก่ คาร์โบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน เป็น
ต้น ซึ่งผลของปฏิกิริยาจะท าให้ได้สารประกอบอินทรีย์

ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเล็กลง ได้แก่ น้ าตาลกลูโคส 
กรดอะมิโน กรดไขมัน เป็นต้น (2) ขั้นตอนที่  2 
กระบวนการอะซิ โดเจนีซีส (acidogenesis) และ 
กระบวนการอะซี โตเจนีซิส (acetogenesis) เป็น
กระบวนการหมักโดยย่อยสารอินทรี ย์ โม เลกุล
โครงสร้างขนาดเล็ก (monomer) ให้เป็นกรดอินทรีย์
โมเลกุลใหญ่ หรือกรดละเหยง่าย (volatile fatty 
acid) โดยการเกิดกระบวนการนี้เกิดได้อย่างรวดเร็ว 
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ด้วยแบคทีเรียที่ท าปฏิกิริยานี้มี ช่ือว่าอะซิโดเจนิก
แบคทีเรีย และกระบวนต่อมาที่เกิดขึ้น คือ กระบวนการ
การอะซีโตเจนีซิส ซึ่งจะเปลี่ยนกรดละเหยง่ายให้เป็น
กรดอะซิตริกหรือเกลืออะซิเตรท โดยแบคทีเรียอะซิโต
เจนิกที่ท าให้เกิดปฏิกิริยานี้ ซึ่งจะมีก๊าซไฮโดรเจน (H2) 
เกิดขึ้นในปฏิกิริยา และ (3) ขั้นตอนที่ 3 กระบวนการ
ผลิตก๊าซมีเทน (methanogenesis) เป็นกระบวนการ
เปลี่ยนกรดอะซิตริกให้เป็นก๊าซมีเทน โดยแบคทีเรีย
กลุ่มเมทาโนเจน ซึ่งปฏิกิริยานี้จะได้ก๊าซมีเทน (CH4 

50-70 %) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 30-40 %) 
และส่วนที่เหลือคือก๊าซอื่น ๆ ได้แก่ ไฮโดรเจน (H2) 
ออกซิเจน (O2) ไฮโดรเจนซัลไฟต์ (H2S) ไนโตรเจน 
(N2) และไอน้ า 

กระบวนการหมักนี้เกิดภายใต้การหมักแบบไม่
ใช้แสงในการผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยการน าซังข้าวโพด
ไปปรับสภาพแล้วเข้าสู่กระบวนการหมักโดยไม่ใช้แสง 
เมื่อใช้น้ าตาลกลูโคส 1 โมล เป็นสารตั้งต้น จะสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด 4 โมล แต่ในทางปฏิบัติการ
ผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 4 โมลต่อ 1 โมลกลูโคส ไม่
สามารถเกิดได้จริง เนื่องจากกลูโคสจะถูกเปลี่ยนเป็น 
ชีวมวลของจุลินทรีย์ ซึ่งจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนด้วยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงนั้น 
แบ่ ง เป็น  2 กลุ่ ม ใหญ่  ๆ  ได้ แก่  แบคที เ รี ยกลุ่ ม 
facultative anaerobic เ ช่ น  Escherichia coli, 
Enterobacter, Citrobacter และแบคทีเรียกลุ่ม strict 
anaerobic เ ช่น Clostridia และ Rumen bacteria 
โดยสามารถใช้จุลินทรีย์ในรูปสายพันธุ ์เดี่ยวและกลุ่ม
จุลินทรีย์มาผลิตไฮโดรเจน ข้อดีของการใช้จุลินทรีย์
สายพันธ์ุเดี่ยว คือ มีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน 
แต่ข้อจ ากัด คือ จ าเป็นที่จะต้องรักษาสภาวะปลอดเช้ือ
ระหว่างการผลิต โดยแบคทีเรียพวก Clostridium และ 
Enterobacter นิยมน ามาใช้ในกระบวนการหมักแบบ
ไม่ใช้แสง ส่วนของการใช้กลุ่มจุลินทรีย์ในการผลิตไบโอ

ไฮโดรเจนนั้นไม่จ าเป็นต้องควบคุมให้อยู่ภายใต้สภาวะ
ปลอดเช้ือ ซึ่งสามารถผลิตไบโอไฮโดรเจนในปริมาณที่
สูง แต่ในกลุ่มจุลินทรีย์นั้นอาจมีจุลินทรีย์ผลิตมีเทน
ปะปนอยู่ ซึ่งท าให้น าไฮโดรเจนไปใช้ในการผลิตมีเทน
ได้ จึงต้องมีการก าจัดจุลินทรีย์พวกนี้ก่อนน ามาเป็นหัว
เ ช้ือผลิตไฮโดรเจน [6] วิธีที่ท าให้การผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนเกิดได้ดีที่สุด คือ วิธีการหมักแบบไม่ใช้แสง 
ในสภาวะที่ไม่ใช้อากาศ โดยไฮโดรเจนเกิดขึ้นระหว่าง
การสลายตัวของสารอินทรีย์ โดยจุลินทรีย์  เมื่ อ
สารอินทรีย์เป็นคาร์บอนและแหล่งพลังงานเพียงอย่าง
เดียวส าหรับการเผาผลาญพลังงานกระบวนการนี้จึง
เรียกว่ากระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง [7] 

การวิจัยนี้ได้ใช้วิธีพื้นผิวตอบสนอง (response 
surface methodology, RSM) ในการวิเคราะห์ ซึ่งวิธี 
RSM เป็นการน าเทคนิคทางคณิตศาสตร์และทางสถิตทิี่
มีประโยชน์ในการสร้างแบบจ าลอง โดยผลตอบสนองที่
สนใจมีหลายตัวแปร และมีวัตถุประสงค์ที่จะหาค่าที่
เหมาะสมที่สุด (response optimize) ของผลตอบ 
สนอง ดังสมการ Y = f(x1, x2) +  (สมการที่ 1) โดย
ก าหนดปัจจัยต่าง ๆ ด้วยค่า x และ  คือ ค่าความ
ผิดพลาดของผลตอบสนอง Y ที่เป็นผลมาจากการ
ทดลอง ถ้าก าหนดว่า E(y) = f(x1, x2) =  จะสามารถ
เขียนสมการพื้นผิวดังสมการ  = f(x1, x2) (สมการที่ 
2) เรียกว่าพ้ืนผิวตอบสนอง (response surface) ส่วน
ใหญ่มักแสดงพื้นผิวตอบสนองรูปกราฟ โดย  จะ
พล็อตกับระดับของ x1 และ x2 เพื่อให้มองรูปร่างของ
พื้นผิวตอบสนองได้ดียิ่งขึ้นจะใช้กราฟคอนทัวร์ร่วมกับ
กราฟพื้นผิวตอบสนอง ซึ่งปัญหาของแบบจ าลองนี้ไม่
สามารถประมาณความสัมพันธ์ตลอดพื้นผิวท้ังหมดของ
ตัวแปรอิสระ จึงใช้วิธีการออกแบบการทดลองแบบ
ส่วนประสมกลางหรือวิธีเซ็นทัลคอมโพสิท (central 
composite design, CCD) เพื่อช่วยในการหาสภาวะ
ที่เหมาะสม ซึ่งการออกแบบการทดลองแบบ CCD นี้



ปีที่ 27 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 555 

เป็นการทดลองที่ 5 ระดับ (-, -1, 0, +1, +) โดยมี
การปรับเปลี่ยนปัจจัย 5 ระดับ แต่ไม่ปรับแบบครบ
ทั้งหมดทุกการทดลอง จะเลือกปรับบางการทดลอง
หรือบางสภาวะที่จ าเป็น เพื่อให้ข้อมูลเพียงพอต่อการ
สร้างแบบจ าลองทางสถิติ  โดยสมการทางสถิติ  
(model) ที่ได้ยังคงมีผลกระทบหลัก (main effect) 
คือ อิทธิพลของปัจจัยที่แสดงต่อตัวแปรตอบสนองด้วย
ตัวของมันเอง เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงของปัจจัยที่
เกิดขึ้น ส่วนการมีปฏิกิริยาต่อกัน (interaction) เป็น
อิทธิพลของปัจจัยหนึ่งที่จะเปลี่ยนไปเมื่อมีการเปลี่ยน 
แปลงของปัจจัยร่วมกัน และการสร้างสมการก าลังสอง 
(quadratic term) โดยไม่ท าให้สิ้นเปลืองทรัพยากร
มากเกินความจ าเป็น ในส่วนของการออกแบบการ
ทดลองของงานวิจัยนี้ใช้โปรแกรม Minitab ในการ
ออกแบบ 

เนื่องจากงานวิจัยนี้ได้มุ่งเน้นการผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางชีวภาพ เพราะฉะนั้นจึง
ปรับสภาพจุลินทรีย์เพื่อก าจัดจุลินทรีย์กลุ่มผลิตมีเทน 
ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงวิจัยและพัฒนากระบวนการผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนที่มีประสิทธิภาพ โดยการศึกษาการ
ผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการ
หมักแบบไม่ใช้แสง โดยใช้ปัจจัยในการทดลอง 3 ปัจจัย 
ได้แก่ ความเข้มข้นของสารตั้งต้น (substrate; 5-40 
กรัมน้ าตาลต่อลิตร) ค่าความเป็นกรดด่าง (pH-value; 
4-8) และระยะเวลาในการหมัก (duration time; 
96±1 ถึง 192±1 ช่ัวโมง) เพราะทั้ง 3 ปัจจัย เป็น
ปัจจัยพื้นฐานที่ส าคัญแก่การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ใน
กระบวนการหมักไบโอไฮโดรเจน โดยวิธีที่ใช้วิเคราะห์
ข้อมูล คือ วิธี RSM การออกแบบการทดลองโดยใช้วิธี 
CCD ในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตก๊าซไบโอ
ไฮโดรเจนจากซังข้าวโพด เพื่อให้สามารถประเมิน
ศักยภาพการผลิตก๊าซไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพด
และเพื่อเป็นแนวทางส าหรับการประยุกต์ใช้ในการผลิต

ก๊าซไบโอไฮโดรเจน เพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทนใน
อนาคต และลดมลพิษทางอากาศอันเกิดจากการเผา
ท าลายซังข้าวโพดและชีวมวลของเกษตรกรในเขตพื้นที่
ภาคเหนือของประเทศไทย 
 

2. วิธีการวิจัย 
2.1 การปรับสภาพซังข้าวโพดและจุลินทรีย์ 

น าซังข้าวโพดที่ควบคุมความช้ืนที่ 15 % 
จากหมู่บ้านสหกรณ์ 5 ต าบลแม่ออน อ าเภอสันก าแพง 
จังหวัดเชียงใหม่ มาบดเพื่อลดขนาด (1 มิลลิเมตร) 
ด้วยเครื่องบดแบบค้อนเหวี่ยง แล้วน าไปปรับสภาพ
ด้วยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH 5 %w/v) ใช้
อัตราส่วนของแข็งต่อของเหลวที่ 1 : 10 ให้ความร้อนที่
อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง น าไป
ล้างด้วยน้ าให้สะอาดจนค่าความเป็นกรดด่างมีค่าเป็น
กลาง (pH 7) แล้วน าไปอบให้แห้งเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
ซังข้าวโพดปรับสภาพด้วยด่างแล้วจะน าไปย่อยต่อด้วย
เอนไซม์เซลลูเลส ที่สภาวะของแข็งต่อของเหลว 1  : 10 
ปริมาณเอนไซม์ 20 FPU ต่อกรัมสารตั้งต้น บ่มที่
อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ใช้ซิเตรทบัฟเฟอร์ (pH 
4.8) ความเร็วรอบในการเขย่า 200 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปวัดปริมาณน้ าตาลที่ได้
จากการย่อยซังข้าวโพดด้วยวิธีวิเคราะห์น้ าตาลรีดิวซ์
โดยใช้สาร dinitrosalicylic acid (DNS-method) 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในการหมักไบโอไฮโดรเจนนั้น 
ใช้กลุ่มจุลินทรีย์จากระบบผลิตก๊าซชีวภาพ โดยน ามา
จากฟาร์มสุกร คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
เชียงใหม่ การปรับสภาพจุลินทรีย์นั้นท าโดยวิธีการให้
ความร้อน [8] ที ่100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที 
เพื่อก าจัดจุลินทรีย์ที่ผลิตก๊าซมีเทนในระบบการหมัก
ก๊าซไบโอไฮโดรเจน 

2.2 การหมักไบโอไฮโดรเจน 
การหมักไบโอไฮโดรเจนนั้น ท าได้ดังรูปที ่3  
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โดยน าสารตั้งต้นที่ได้จากการปรับสภาพซังข้าวโพด คือ 
น้ าตาลรีดิวซิ่ง หมักในขวดดูแรน โดยใช้ปริมาตรการ
หมักที่ 500 มิลลิลิตร และเติมจุลินทรีย์ที่ใช้ในการ
ผลิตไบโอไฮโดรเจน โดยใช้ที่ปริมาณ 2 %TS (total 
solid) [9] แล้วน าไปบ่มในสภาวะไร้อากาศ และไม่ใช้
แสง โดยควบคุมอุณหภูมิในการหมัก 35 องศาเซลเซยีส 
[7] ส่วนการวิ เคราะห์ผลใ ช้วิ ธีพื้นผิ วตอบสนอง 
(response surface method, RSM) และออกแบบ
การทดลองด้ วยวิ ธี เ ซนทั ลคอมโพสิต  (central 
composite design, CCD) เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสม
ในการหมักไบโอไฮโดรเจน ใช้โปรแกรม Minitab ช่วย
ในการวิเคราะห์ โดยปัจจัยที่ศึกษามี 3 ปัจจัย ได้แก่ 
ความเข้มข้นสารตั้งต้น (5-40 กรัมน้ าตาลต่อลิตร) ค่า
ความเป็นกรดด่าง (4-8) และระยะเวลาการหมัก 
(96±1 ถึง 192±1 ช่ัวโมง) โดยทดลองทั้งหมด 20 การ
ทดลอง มีการทดลองที่ factorial point 8 การทดลอง 
ซึ่งใช้ค่าความเข้มข้นที่ 5 และ 40 กรัมน้ าตาลต่อลิตร 

ค่าความเป็นกรดด่าง 4 และ 8 ระยะเวลาในการหมัก 
96±1 ถึง 192±1 ช่ัวโมง (การทดลองที่ 1-8 ในตาราง
ที่ 1) โดยทดลองซ้ าที่จุดกึ่งกลางที่ central point 4 
การทดลอง ใช้ค่าความเข้มข้นที่ 22.5 กรัมน้ าตาลต่อ
ลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6 และระยะเวลาในการหมกั 
144±1 ช่ัวโมง (การทดลองที่ 9-12 ในตารางที่ 1) และ
มีการทดลองที่จุด axial point 8 การทดลอง ใช้ความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น 0, 22.5, 51.9 กรัมน้ าตาลต่อ
ลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 2.6 , 6 และ 9.3 และ
ระยะเวลาในการหมัก 63±1, 144±1 และ 223±1 
ช่ัวโมง (โดยในการทดลองที่ axial point นั้นมีการ
ท าซ้ าที่จุดกึ่งกลางอีก 2 การทดลอง) (การทดลองที่ 
13- 20 ในตารางที่ 1) ดังนั้นจึงมีจ านวนการทดลอง
ทั้งหมด 20 การทดลอง และหมักไบโอไฮโดรเจนโดย
การสุ่มล าดับการทดลองต่าง ๆ ตามสภาวะที่ก าหนดไว้
ในตารางที ่1 

 

 
 

รูปที่ 3  ระบบการหมักก๊าซไบโอไฮโดรเจนด้วยถังปฏิกรณ์แบบแบตช์ 
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ตารางที่ 1  การออกแบบการทดลองแบบ CCD 
 

การทดลอง
ที ่

ความเข้มข้นของสารตั้งต้น  
(กรัมน้ าตาลต่อลิตร) 

ค่าความเป็น 
กรดด่าง 

ระยะเวลาในการหมัก 
(ช่ัวโมง) 

ส่วนของ 
การทดลอง 

1 5.0 4.0 96±1 

factorial point 

2 40.0 4.0 96±1 
3 5.0 8.0 96±1 
4 40.0 8.0 96±1 
5 5.0 4.0 192±1 
6 40.0 4.0 192±1 
7 5.0 8.0 192±1 
8 40.0 8.0 192±1 
9 22.5 6.0 144±1 

center point 
10 22.5 6.0 144±1 
11 22.5 6.0 144±1 
12 22.5 6.0 144±1 
13 0.0 6.0 144±1 

axial point 

14 51.9 6.0 144±1 
15 22.5 2.6 144±1 
16 22.5 9.3 144±1 
17 22.5 6.0 63±1 
18 22.5 6.0 223±1 
19 22.5 6.0 144±1 
20 22.5 6.0 144±1 

 
2.3 วิธีการตรวจวัด 

2.3.1 อุปกรณ์ส าหรับวัดค่าความเป็นกรด
ด่างของสภาวะต่าง ๆ ในการทดลอง ใช้เครื่องวัดความ
เป็นกรดด่าง ยี่ห้อ S220 SevenCompactTM pH/Ion 

2.3.2 อุปกรณ์ส าหรับวัดความดันก๊าซชีว- 
ภาพ ใช้เครื่อง manometer ยี่ห้อ KIMO รุ่น MP112 

2.3.3 อุปกรณ์ส าหรับวัดองค์ประกอบก๊าซ 
ใ ช้ เครื่ องก๊ าซโครมาโทรกราฟี  (gas chromato-
graphy, GC) ยี่ห้อ Agilent รุ่น 7890A ส่วนประกอบ

หลักของเครื่องก๊าซโครมาโทรกราฟี ได้แก่ ส่วนที่ใช้ใน
การฉีดเข้า (injection) อุณหภูมิที่ใช้ คือ 120 องศา
เซลเซียส oven อุณหภูมิที่ใช้ คือ 150 องศาเซลเซียส 
คอลัมน์ของก๊าซโครมาโทรกราฟี ที่ใช้ในการแยกก๊าซ 
ใช้ 2 คอลัมน์ คือ Molecular sieves 5A 60/80 for 
the separation of H2, O2, N2, CH4 and CO แ ละ 
HayeSep Q 80/100 in separation of CO2 ส่วนของ
การตรวจวัดก๊าซถาวรที่ TDC อุณหภูมิที่ใช้ คือ 250 
องศาเซลเซียส ก๊าซพา (carrier gas) คือ He (UHP  
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grade) อัตราการไหล 10 มิลลิลิตรต่อนาที 
2.3.4  อุปกรณ์ส าหรับวัดอุณหภูมิ  คือ 

เทอร์โมมิเตอร์ 
 

3. ผลการวิจัย 
3.1 ผลจากการทดลอง 

การหาสภาวะที่เหมาะสมได้ใช้โปรแกรม 
Minitab ออกแบบและก าหนดล าดับการทดลอง
ส าหรับการออกแบบพื้นผิวตอบสนอง (response 
surface methodology, RSM) แ ล ะ วิ ธี อ อ ก แ บบ
เ ซ็ น ทั ล ค อม โพสิ ท  (central composite design, 
CCD) ศึกษา 3 ปัจจัย คือ ความเข้มข้นของสารตั้งต้น 
ค่าความเป็นกรดด่าง และระยะเวลาในการหมัก โดย
หมักไบโอไฮโดรเจนโดยการสุ่มล าดับการทดลองต่าง ๆ 
ตามสภาวะที่ก าหนดไว้ดังตารางที่ 1 และผลที่ได้จาก
การทดลองแสดงในตารางที่ 2 โดยผลการหมักไบโอ
ไฮโดรเจน ได้น าค่าของผลการทดลองที่สภาวะต่าง ๆ 
มาแสดงผลในรูปแบบของกราฟเส้นเพื่อเปรียบเทียบ
ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนในแต่ละการทดลอง แสดงดังรูป
ที่ 3 พบว่าสภาวะที่ผลิตไบโอไฮโดรเจนได้สูงสุด คือ 
สภาวะความเข้มข้นของสารตั้งต้น 22.5 กรัมน้ าตาลต่อ

ลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6 ระยะเวลา ในการหมัก 
223±1 ช่ัวโมง ได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนเฉลี่ย 101.2 
มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ รองลงมา คือ 
สภาวะความเข้มข้นของสารตั้งต้น 22.5 กรัมน้ าตาลต่อ
ลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6 ระยะเวลาหมัก 144±1 
ช่ัวโมง ได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยเฉลีย่แลว้ประมาณ 
84.0 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ และ
ความเข้มข้น 22.5 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่าความเป็น
กรดด่าง 9.3 ระยะเวลาการหมัก 144±1 ช่ัวโมง ได้
ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนเฉลี่ย  คือ 51.2 มิลลิลิตร
ไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดวิซ์ ส่วนสภาวะความเข้มขน้
สารตั้งต้น 5 ค่า ความเป็นกรดด่าง 8 ความเข้มข้นสาร
ตั้งต้น 40 ค่าความเป็นกรดด่าง 8 ความเข้มข้นสารตั้ง
ต้น 0 ค่าความเป็นกรดด่าง 6 ความเข้มข้นสารตั้งต้น 
51.9 ค่าความเป็นกรดด่าง 6 และความเข้มข้นสารตั้ง
ต้น 22.5 ค่าความเป็นกรดด่าง 2.6 นั้นไม่สามารถ
ตรวจวัดปริมาณไบโอไฮโดรเจนได้ หลังจากนั้นก๊าซ   
ไบโอไฮโดนเจนที่ผลิตได้จะน าไปวิเคราะห์องค์ประกอบ
โดยใช้เครื่อง gas chromatography ซึ่งตัวอย่างการ
วิเคราะห์ก๊าซไบโอไฮโดรเจนแสดงดังรูปที่ 5 

 

 
 

รูปที่ 4  กราฟความสัมพันธ์ระหวา่งระยะเวลาในการหมักไบโอไฮโดรเจนต่อปริมาณไบโอไฮโดรเจน 
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รูปที่ 5  ตัวอย่าง chromatogram ที่ได้จากการวิเคราะห์ก๊าซไบโอไฮโดรเจน 

 
ตารางที่ 2  ผลการหมักไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง 
 

การ
ทดลอง

ที ่

ปัจจัย 
ผลผลิตไบโอไฮโดรเจน 
(มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ

กรัมน้ าตาลรีดิวซ์) 

ผลผลิตไบโอไฮโดรเจน
จากสมการ (มิลลิลิตร

ไฮโดรเจนต่อกรัม 
น้ าตาลรีดิวซ์) 

ค่า
เบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

ความเข้มข้นของ 
สารตั้งต้น 

(กรัมน้ าตาลต่อลิตร) 

ค่าความ
เป็น 

กรดด่าง 

ระยะเวลา 
ในการหมัก 

(ชั่วโมง) 
1 5.0 4.0 96±1 6.0 5.0 0.6 
2 40.0 4.0 96±1 0.0 5.0 2.9 
3 5.0 8.0 96±1 0.0 5.0 2.9 
4 40.0 8.0 96±1 3.0 5.0 1.1 
5 5.0 4.0 192±1 19.0 18.4 0.3 
6 40.0 4.0 192±1 0.0 18.4 10.6 
7 5.0 8.0 192±1 0.0 18.4 10.6 
8 40.0 8.0 192±1 7.0 18.4 6.6 
9 22.5 6.0 144±1 86.6 87.1 0.3 
10 22.5 6.0 144±1 77.8 87.1 5.4 
11 22.5 6.0 144±1 95.4 87.1 4.8 
12 22.5 6.0 144±1 89.7 87.1 1.5 
13 0.0 6.0 144±1 0.0 29.1 16.8 
14 51.9 6.0 144±1 0.0 -12.1 7.9 
15 22.5 2.6 144±1 0.0 -5.9 3.4 
16 22.5 9.3 144±1 13.0 -4.6 10.2 
17 22.5 6.0 63±1 54.2 54.2 0.0 
18 22.5 6.0 223±1 101.2 77.5 13.7 
19 22.5 6.0 144±1 83.1 87.1 2.3 
20 22.5 6.0 144±1 70.4 87.1 9.6 
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3.2 ผลการสร้างสมการท านายผลผลิตการ
หมักไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการ
หมักแบบไม่ใช้แสง 

น าผลที่ได้จากการทดลองในตางรางที่ 2 
มาวิเคราะห์เพื่อสร้างสมการท านายผลผลิตการหมักไบ

โอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการหมักแบบ
ไม่ใช้แสง โดยน าค่าของปัจจัยที่ได้จากการวิเคราะห์
สัมประสิทธิ์ของสมการถดถอยของผลผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดในตารางที่ 3 มาเขียนสมการ
ได้สมการที่ 3 ดังนี ้

 

H2 yield = 87.09 – 6.72 • time 144

48

− 
 
 

– 35.06 • 
2

Sub 22.5

17.5

− 
 
 

– 32.76 • 
2

pH 6

2

− 
 
 

– 7.59 • 
2

time 144

48

− 
 
 

 

 

โดย Sub คือ ความเข้มข้นของสารตั้งต้น (กรัมน้ าตาล
ต่อลิตร); pH คือ ค่าแสดงความเป็นกรด-เบส; time 

คือ ระยะเวลาในการหมักไบโอไฮโดรเจนจากซัง
ข้าวโพด (ช่ัวโมง) 

 
ตารางที่ 3  ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนส าหรับปัจจัยที่มีผลต่อการหมักไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วย

กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 % 
 

Source DF SS MS F-value P-Value  
model 9 62080.7 6897.9 40.97 0.000 significant 
Sub 1 14.5 14.5 0.09 0.771  
pH 1 35.6 35.6 0.21 0.649  
time 1 2218.9 2218.9 13.18 0.001 significant 
Sub2 1 35456.1 35456.1 210.60 0.000 significant 
pH2 1 30960.4 30960.4 183.90 0.000 significant 
time2 1 1732.6 1732.6 10.29 0.003 significant 
Sub*pH 1 158.1 158.1 0.94 0.340  
Sub*time 1 41.9 41.9 0.25 0.621  

pH*time 1 41.9 41.9 0.25 0.621  
Lack of fit 5 4282.9 856.6 27.89 0.000  

Pure error 25 767.8 30.7    
Total 39 617131.5     

R-sq 92.48 %; R-sq (adj) 90.22 %; R-sq (Pred) 84.73 % 
 

จากตารางที่ 3 สมการมีความน่าเช่ือถือ 
(model; p = 0.000) โดยที่ค่าที่สามารถน ามาสร้าง
สมการก าลังสอง ได้แก่ ระยะเวลาในการหมัก (time; 

p = 0.001) ความเข้มข้นของสารตั้ งต้นก าลังสอง 
(Sub2; p = 0.000) ค่าความเป็นกรดด่างก าลังสอง 
(pH2; p = 0.000) และระยะเวลาในการหมักก าลังสอง 
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(time2; p = 0.003) ที่ระดับค่าความเชื่อมั่น 95 % (p = 
0.05) จากนั้นน าผลการวิเคราะห์ที่ได้ไปสร้างแบบ 
จ าลองส าหรับพื้นผิวตอบสนองก าลังสองดังสมการที่ 3 
และได้ค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจของสมการ (R-Sq) 
มีค่า 92.48 % และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจที่ปรับ
ค่าแล้ว [R-Sq (adj)] มีค่า 90.22 % ซึ่ งจากผลการ 
ศึกษาของ Ruguo [10] สมการที่ได้จากการวิเคราะห์
สัมประสิทธิ์ของสมการการถดถอยแบบไม่เชิงเส้นที่
น าไปใช้ได้ควรมีค่า R-Sq อย่างน้อย 75 % และหากคา่ 
R-sq (adj) 64 % ซึ่ งการวิจัยนี้มีค่ า R-sq 92.48 % 
ดังนั้นงานวิจัยนี้สามารถน าไปขยายขนาดการทดลอง 

3.3 ผลการสร้างพ้ืนผิวตอบสนองของปริมาณ
ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวน 
การหมักแบบไม่ใช้แสง 

การออกแบบการทดสอบที่โปรแกรมได้
ออกแบบไว้ เมื่อทดสอบจริงตามสภาวะการทดลองดัง
ตารางที่  1 และ 2 ตามล าดับ แล้วน าผลที่ ได้มา
วิเคราะห์และสร้างรูปร่างของกราฟพื้นผิวตอบสนอง 
โดยพล็อตกราฟคอนทัวร์ของพื้นผิวตอบสนอง [11] ซึ่ง
ได้กราฟแสดงพื้นผิวตอบสนองและกราฟคอนทัวร์ของ
ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนต่อทั้ง 3 ปัจจัย ได้แก่ ความ
เข้มข้นของสารตั้งต้น ค่าความเป็นกรดด่าง และ
ระยะเวลาในการหมักไบโอไฮโดรเจนดังรูปที่ 6-8 

รูปที่ 6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างระหว่าง
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นและค่าความเป็นกรดด่างใน
การผลิตไบไฮโดรเจน ก าหนดระยะเวลาในการหมักที่
ค่ากลาง (144±1 ช่ัวโมง) พบว่าที่ความเข้มข้นของสาร
ตั้งต้นประมาณ 20-25 กรัมน้ าตาลต่อลิตร และค่าความ

 

ก 

 

ข 

 
รูปที่ 6  กราฟพ้ืนผิวตอบสนอง (ก) และกราฟคอนทัวร์ 

(ข) แสดงความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของ
สารตั้งต้นและค่าความเป็นกรดด่างต่อการ
ผลิตไบโอไฮโดรเจน 

ค 

 

ง 

 
รูปที่ 7  กราฟพ้ืนผิวตอบสนอง (ค) และกราฟคอนทัวร์ 

(ง) แสดงความสัมพันธ์ของความเข้มข้นของ
สารตั้งต้น และระยะเวลาในการหมักต่อการ
ผลิตไบโอไฮโดรเจน 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี                                                            ปีที ่27 ฉบบัที่ 3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562 

 562 

เป็นกรดด่างประมาณ 5.5-6.5 ท าให้ได้ปริมาณผล 
ผลิตไบโอไฮโดรเจนสูงสุดประมาณ 50-60 มิลลิลิตร
ไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ 

รูปที่ 7 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของสารตั้งต้นและระยะเวลาในการหมักไบโอ
ไฮโดรเจน โดยก าหนดค่าความเป็นกรดด่างที่ค่ากลาง 
(pH 6) พบว่าที่ความเข้มข้นของสารตั้งต้นประมาณ 
20-25 กรัมน้ าตาลต่อลิตร และระยะเวลาประมาณ 
140±1 ถึง 180±1 ช่ัวโมง คือ ช่วงที่สามารถผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนไดสู้งสุด คือ ประมาณ 80 มิลลิลิตรไฮโดรเจน
ต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ ขึ้นไป 
 

จ 

 

ฉ 

 
รูปที่ 8  กราฟพ้ืนผิวตอบสนอง (จ) และกราฟคอนทัวร์ 

(ฉ) แสดงความสัมพันธ์ของระยะเวลาในการ
หมักและค่าความเป็นกรดด่างต่อการผลิตไบ
โอไฮโดรเจน 

 
รูปที่ 8 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าความ

เป็นกรดด่างและระยะเวลาในการหมักไบโอไฮโดรเจน 

โดยก าหนดค่าความเข้มข้นของสารตั้งต้นที่ค่ากลาง 
(22.5 กรัมน้ าตาลต่อลิตร) พบว่าที่ค่าความเป็นกรด
ด่าง 6 และระยะเวลาประมาณ 140±1 ถึง 180±1 
ช่ัวโมง คือ ช่วงที่สามารถผลิตไบโอไฮโดรเจนได้สูงสุด 
คือ ประมาณ 80 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาล
รีดิวซ์ขึ้นไป 

การอ่านค่าที่ได้จากกราฟพื้นผิวตอบสนอง
และกราฟคอนทัวร์ในรูปที่ 4-6 สามารถทราบได้ว่า 
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นที่น้อยหรือมากเกินไป (น้อย
กว่า 5 กรัมน้ าตาลต่อลิตร และมากกว่า 40 กรัมน้ าตาล
ต่อลิตรขึ้นไป) ไม่สามารถได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนที่สงู
ที่สุด ส่วนค่าความเป็นกรดด่างที่ต่ าจนเกินไปหรือสูง
จนเกินไป (น้อยกว่า 3 และมากกว่า 9) ก็ไม่สามารถ
ผลิตไบโอไฮโดรเจน ควรมีค่าความเข้มข้นของสารตั้ง
ต้น (ความเข้มข้นสารตั้งต้นในช่วง 15-25 กรัมน้ าตาล
ต่อลิตร) และค่าความเป็นกรดด่างที่เป็นค่ากลาง ๆ 
(pH 6-8) แต่ระยะเวลาในการหมักที่ยาวนานนั้นส่งผล
ต่อปริมาณผลผลิตไบโอไฮโดรเจนได้  

3.4 ผลการท านายสภาวะที่เหมาะสมที่สุดใน
การผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวน 
การหมักแบบไม่ใช้แสง 

จากผลข้อที่ 3.3 ยังไม่สามารถทราบชัดเจน
ว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการหมักไบโอไฮโดรเจน
เป็นสภาวะใด ดังนั้นจึงท านายสภาวะที่เหมาะสมที่สุด 
(response optimize) ในการหมักไบโอไฮโดรเจน
เพื่อให้ได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วย
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงมากที่สุด ในสภาวะที่
เหมาะสมที่สุด พบว่าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดจากการ
ท านายในการหมักไบโอไฮโดรเจน คือ ที่ความเข้มข้น
ของสารตั้งต้นเท่ากับ 22 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่าความ
เป็นกรดด่าง 6 และระยะเวลาในการหมัก 164±1 
ช่ัวโมง ท าให้ได้ผลผลิตไบโอไฮโดรเจนที่ได้จากการ
ท านายสภาวะที่เหมาะสมที่สุดประมาณ 89 มิลลิลิตร
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ไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ ซึ่งมีค่าความพึงพอใจ
โดยรวมของผลตอบสนอง (composite desirability, 
D) เทา่กับ 0.88 ดังแสดงในรูปที่ 9 ระดับความพึงพอใจ

โดยรวมของผลตอบสนองมีค่าเท่ากับ 1 หมายถึงผล
ตอบนั้นได้รับความพึงพอใจอย่างสมบูรณ์ [12] 

 

 
 

รูปที่ 9  การวิเคราะห์สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วยกระบวนการหมักแบบไม่
ใช้แสง 

 
4. สรุปผลและวิจารณ์ผล 

การทดลองพบว่าท่ีสภาวะความเข้มข้นของสาร
ตั้งต้น 22.5 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 6 
ระยะเวลาการหมัก 223±1 ช่ัวโมง สามารถผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนได้สูงสุดโดยเฉลี่ย คือ 101.2 มิลลิลิตร
ไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์  โดยปริมาณไบโอ
ไฮโดรเจนที่ผลิตได้นั้นสามารถน ามาคิดเป็นค่าความ
ร้อนได้ประมาณ 21 กิโลจูล มีค่าเทียบเท่าไฟฟ้า 
0.0058 กิโลวัตต์ช่ัวโมง รองลงมา คือ ที่สภาวะความ
เข้มข้นสารตั้งต้น 22.5 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่าความ
เป็นกรดด่าง 6 ระยะเวลาหมัก 144±1 ช่ัวโมง สามารถ
ผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยเฉลี่ยประมาณ 84.0 มิลลิลิตร
ไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ น ามาคิดเป็นค่าความ
ร้อนได้ประมาณ 15.4 กิโลจูล เทียบเท่าไฟฟ้าประมาณ 
0.0043 กิโลวัตต์ชั่วโมง ซึ่งได้สภาวะที่เหมาะสมมีความ
สอดคล้องกับ Zhang [13] แล้วยังพบว่าสภาวะที่ใช้
ความเข้มข้นของสารตั้งต้นมากเกินไป (ความเข้มข้น

สารตั้งต้นน้อยกว่า 4 กรัมน้ าตาลต่อลิตร และมากกว่า 
40 กรัมน้ าตาลต่อลิตร) และค่าความเป็นกรดด่างที่สูง
หรือต่ าจนเกินไป (pH น้อยกว่า 3 และมากกว่า 9) นั้น
ไม่สามารถผลิตไบโอไฮโดรเจนได้ ทั้งนี้อาจเนื่องจาก
การแตกตัวของเซลล์จุลินทรีย์ที่สารตั้งต้นมีความ
เข้มข้นท่ีมากเกินไป และหากมีปริมาณสารตั้งต้นที่น้อย
เกินไปอาจไม่เพียงพอในการเป็นสารอาหารเลี้ยง
จุลินทรีย์เพื่อการผลิตไบโอไฮโดรเจน ส่วนความเป็น
กรด-ด่างหากมีค่ามากหรือน้อยเกินไป อาจท า ให้
จุลินทรีย์ไม่สามารถมีชีวิตและไม่สามารถผลิตไบโอ
ไฮโดรเจน และจากท านายการสภาวะที่เหมาะสม (พ
response optimize) โดยวิธีทางสถิติพบว่าที่สภาวะ 
ความเข้มข้นของสารตั้งต้น 22 กรัมน้ าตาลต่อลิตร ค่า
ความเป็นกรดด่าง 6 ระยะเวลาในการหมัก 164±1 
ช่ัวโมง สามารถท านายผลผลิตไบโอไฮโดรเจน ได้
ประมาณ 89 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมน้ าตาลรีดิวซ์ 

เมื่อพิจารณาในส่วนของผลผลิตไบโอไฮโดรเจน 
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ที่ผลิตได้จากการทดลองแล้ว พบว่าปริมาณไบโอ
ไฮโดรเจนที่ได้มีความสอดคล้องกับ Honghui และ
คณะ [14] ที่ได้หมักไบโอไฮโดรเจนจากซังข้าวโพดด้วย
กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงเทียบกับกระบวนการ
หมักแบบใช้แสง โดยการหมักแบบไม่ใช้แสงมีประสิทธิ 
ภาพการผลิตไบโอไฮโดรเจนที่ดีกว่าการหมักแบบใช้
แสง และงานวิจัยของ Hawkes [15] ที่ผลิตไบโอ
ไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางชีวภาพสามารถเกิด   
ไบโอไฮโดรเจนได้ดงัสมการที่ 4 คือ 6 12 6 2C H O H O+ →  

3 2 22 2 4CH COOH CO H+ +  เมื่อมีกรดอะซิติกเป็น
ผลิตภัณฑ์หลัก และเมื่อกรดบิวทีริกเป็นผลิตภัณฑ์หลัก 
ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นตามสมการที่ 5 คือ 6 12 6C H O → 

3 2 2 2 22 2CH CH CH COOH CO H+ +  โดยทราบว่า
การผลิตไบโอไฮโดรเจนสามารถท าได้ด้วยกระบวนการ
ทางชีวภาพ แต่ปริมาณไบโอไฮโดรเจนที่ผลิตได้จริงนั้น
เกิดปริมาณไฮโดรเจนไม่เท่ากับในสมการที่ 4 และ
สมการที่ 5 เนื่องจากสารตั้งต้นบางส่วนน้ันจุลินทรีย์จะ
น าไปใช้เป็นพลังงานให้แก่ตัวจุลินทรีย์เอง 
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ขอขอบคุณกองทุนเพื่อส่งเสริมการอนุรักษ์

พลังงาน ส านักนโยบายและแผนพลังงาน กระทรวง
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สนับสนุนซังข้าวโพดที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 
 

6. รายการอ้างอิง 
[1] ส านักนโยบายและแผนพลังงาน กระทรวง

พลังงาน, สถานการณ์พลังงาน, แหล่งที่มา : 

http://www.eppo.go.th/index.php/th/ene
rgy-information/energy-status/year?orders 
[publishUp]=publishUp&issearch=1, 23 
ตุลาคม 2560. 

[2] การไฟฟ้าฝ่ายผลิตแห่งประเทศไทย, สัดส่วนการใช้
พลังงานไฟฟ้าในระบบของ กฟผ. ปี 2558, แหล่งที่มา : 
https://www.egat.co.th/index.php?option=com
_content&view=article&id=579&Itemid=116, 15 
พฤจิกายน 2560. 

[3] ประทิน กุลละวณิชย์, นันทิยา เปปะตัง, อรอมล 
เหล่าปิตินันท์, อรรณพ นพรัตน์, ภาวิณี ชัย
ประเสริฐ และวรินธร สงคศิริ, 2550, ภาพรวม
เชิงสถานภาพและศักยภาพของเทคโนโลยีก๊าซ
ชีวภาพในประเทศไทย, ว.วิจัยและพัฒนา มจธ. 
30: 693-700.  

[4] ส านักวิจัยเศรษฐกิจการเกษตร, 2558, สถาน 
การณ์สินค้าเกษตรที่ส าคัญและแนวโน้ม ปี  
2559, เอกสารวิชาการ , ส านักวิจัยเศรษฐกิจ
การเกษตร, 241 น. 

[5] กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน 
กระทรวงพลังงาน, ข้อมูลทั่ วไป ( ชีวมวล), 
แหล่งที่มา : http://biomass.dede.go.th/bio 
mass_web/index.html, 23 ตุลาคม 2560. 

[6] ขนิษฐา  หมู่ โ สภิญ , 2553, ไบโอไฮ โดรเจน 
พลังงานทางเลือกใหม่, ว.ศูนย์บริการวิชาการ 3-
4: 15-20. 

[7] Lui, D., 2008, Bio-hydrogen Production by 
Dark Fermentation from Organics Waetes 
and Residues, Technical Information 
Center of Denmark, Denmark, 46 p. 

[8] Zhang, K., Ren, N.Q. and Wang, A.J., 2014, 
Enhance biohydrogen production from 
corn stover hydrogen by pretreatment of 



ปีที่ 27 ฉบับที ่3 พฤษภาคม - มิถุนายน 2562                                                             วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี

 565 

two typical seed sludges, Int. J. Hydrogen 
Energy 39: 14653-14662. 

[9] VDI 4630, 2006, Fermentation of Organic 
Materials Characterization of the 
Substrate, Sampling, Collection of 
Material Dara, Fermentation Test, 
Germany, 91 p. 

[10] Hu, R., 1999, Food Product Design: A 
Computer Aided Statistic Approach, CRC 
Press, USA, 240 p. 

[11] สันติ พุ่มกระจ่าง, 2552, การวิเคราะห์ทางสถิติ
ส าหรับพื้นผิวตอบสนองคู่ของกระบวนการติด
หัวอ่านฮาร์ดดิสก์ไดร์ฟ, วิทยานิพนธ์ปริญญาโท, 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์, ปทุมธานี, 102 น. 

[12] ดาริกา อวะภาค, นพรัตน์ มะเห และดลฤดี พิชัย
รัตน์, 2556, การหาสภาวะที่เหมาะสมในการ

สกัดพอลิแซ็กคาไรด์จากสาหร่ายผมนางโดยใช้วิธี
พื้นผิวตอบสนอง, ว.วิทย. มข. 41(2): 414-430. 

[13] Zhang, T., Liu, H. and Fang, H.H., 2003, 
Biohydrogen production from starch in 
wastewater under thermophilic condition, 
J. Environ. Manage. 68: 149-156. 

[14] Yang, H., Guo, L. and Liu, F., 2010, 
Enhance bio-hydrogen production from 
corncob by a two-step process: Dark- and 
photo-fermentation, Biores. Technol. 101: 
2049-2052. 

[15] Hawkes, F.R., Dinsdale, R., Hawkes, D.L. 
and Hussy, I., 2002, Sustainable 
fermentative hydrogen production: 
Challenges for process optimization, Int. J. 
Hydrogen Energy 27: 1339-1347. 

 


