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ปัญหาส าคัญของระบบบ าบัดน ้าเสียของโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง  คือ การ

สญูเสียกลุ่มจุลินทรียท์ี่ท าหนา้ที่ในการย่อยสลายและผลิตแก๊สชีวภาพจากการระบายน า้ออกจาก
ระบบ อัตราการผลิตแก๊สชีวภาพจากระบบจึงดอ้ยลง ในการวิจัยครัง้นีจ้ึงมีวัตถุประสงคเ์พื่อคัด
แยกและคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ที่สามารถย่อยสลายกากมันส าปะหลังและผลิตแก๊สชีวภาพได้ 
ตลอดจนหาภาวะการท างานที่เหมาะสมต่อการผลิตแก๊สชีวภาพของกลุ่มจุลินทรียท์ี่คัดเลือก  โดย
คัดแยกกลุ่มจุลินทรียจ์ากกากมันส าปะหลังและน า้เสียจากบ่อบ าบดัมาเพาะเลีย้งโดยใชอ้าหาร
และอุณหภูมิที่แตกต่างกัน ไดก้ลุ่มจุลินทรีย์ 32 กลุ่ม จากนั้นคัดเลือกกลุ่มจุลินทรียโ์ดยประเมิน
จากความสามารถในการย่อยสลายกากมันส าปะหลังใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาลรีดิวซ์ และปริมาณ
แก๊สชีวภาพที่เกิดขึน้ภายในระยะเวลา 14 วนั พบว่ากลุ่มจุลินทรียท์ัง้ 32 กลุ่ม สามารถย่อยสลาย
กากมนัส าปะหลงัใหน้ า้ตาลรีดิวซไ์ด ้และกลุ่มจลุินทรีย ์Br–8 และ Pc–8 สามารถผลิตแก๊สชีวภาพ
ไดส้งูที่สดุที่ 215.71 mL/g–VS และ 357.37 mL/g–VS ตามล าดบั จึงคดัเลือกมาทดลองหาภาวะที่
เหมาะสมต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ  ที่อุณหภูมิ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส และใช้ปริมาณ
เชื ้อจุลินทรีย์ 25, 50 และ 75% v/v พบว่าเมื่อใช้กลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 ในปริมาณ  25% v/v ที่
อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส สามารถผลิตแก๊สชีวภาพสะสม 28 วนั ไดส้งูที่สดุที่ 448.82 mL/g–VS 
จากผลการวิจัยท าใหไ้ดก้ลุ่มจุลินทรียท์ี่คดัแยกจากระบบบ าบดัของโรงงานซึ่งสามารถใชท้ดแทน
จุลินทรีย์ที่ เสียไป  และภาวะการท างานที่ เหมาะสมในการผลิตแก๊สชีวภาพ  ซึ่งช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพจากระบบบ าบดัของเสียในโรงงานผลิตแปง้มนัส าปะหลงัได ้
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A significant issue in wastewater treatment of cassava industry is the loss of 

microbial consortium in biodegradation and biogas production processes via the 
effluent which decreases the biogas production performance. This research aimed to 
isolate and select microbial consortium which can degrade cassava pulp and produce 
biogas, and to investigate the optimal conditions for biogas production. The microbial 
consortia were isolated by re-cultivation of microbial consortia obtained from cassava 
pulp and digester wastewater at different temperatures and cultural media. Thirty-two 
consortia were obtained and evaluated on cassava pulp degradation and biogas 
production. All isolated consortia hydrolyzed cassava pulp and released reducing 
sugars. After 14 days of incubation, consortia Br–8 and Pc–8 showed the highest biogas 
yield at 215.71 and 357.37 mL/g–VS, respectively and then were selected to find optimal 
condition for biogas production at 30, 40 and 50°C and with 25, 50 and 75% v/v of 
microbial load. The highest biogas yield after 28 days at 448.82 mL/g–VS was obtained 
from Pc–8 at 25% microbial load and 50°C. In conclusion, the endemic microbial 
consortium was obtained and could be used to remunerate the washout loss. Moreover, 
the optimal conditions for biogas production could be applied to increase the efficiency 
of wastewater treatment. 

 
Keyword : Microbial consortium isolation, Optimal conditions, Biogas production, 
Cassava pulp 
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บทที ่1  
บทน า 

 
ภูมิหลัง 

อุตสาหกรรมมันส าปะหลัง เป็นอุตสาหกรรมแปรรูปพืชเศรษฐกิจที่ส  าคัญของประเทศ
ไทย ในกระบวนการผลิตของอตุสาหกรรมเกิดน า้เสียปริมาณมากในขัน้ตอนต่าง ๆ ซึ่งเป็นน า้เสีย  
ที่มี ค่าความต้องการออกซิเจนทางเคมี  (chemical oxygen demand, COD) สูง กรมโรงงาน
อุตสาหกรรมรายงานว่าน า้เสียจากโรงงานแป้งมันส าปะหลังที่เกิดขึน้จะมีปริมาณ 5 – 10 เท่า 
ของปริมาณวตัถดิุบ หรือ 30 – 50 เท่าของผลผลิตที่ผลิตได ้นอกจากน า้เสียแลว้ กากมนัส าปะหลงั 
เปลือกมันส าปะหลัง ยังพบเป็นจ านวนมาก โดยกากมันส าปะหลัง มี ลิกโนเซลลูโลส 
(lignocellulose) เป็นส่วนประกอบส าคัญ เส้นใยที่พบเป็นองค์ประกอบหลัก ได้แก่ เซลลูโลส 
(cellulose) เฮมิเซลลูโลส (hemicellulose) ลิกนิน (lignin) จากองค์ประกอบดังกล่าวส่งผลให ้
การย่อยสลายตามธรรมชาติเป็นไปไดช้า้ (Andlar et al., 2018) ซึ่งกากของเสียเหล่านีโ้ดยทั่วไป 
จะท าการตากแห้งเพื่อน าไปขายให้กับผู้ผลิตอาหารสัตว์ ผลิตปุ๋ ยชีวภาพ หรือเพาะเลีย้งเห็ด  
แต่มีข้อจ ากัดในบางฤดูกาลซึ่งไม่สามารถตากแห้งกากมันส าปะหลังได้ (Mathong, 2011)  
ดังนั้นโรงงานจึงตอ้งหาวิธีก าจัด หรือน าวัสดุเหลือทิง้มาใช้ประโยชน์ และเพิ่มมูลค่าให้มากขึน้  
โดยการติดตั้งระบบจัดการวัสดุเหลือทิ ้ง และระบบบ าบัดน ้าเสียก่อนปล่อยออกสู่ธรรมชาติ  
ซึ่งระบบบ าบัดน ้าเสียทางชีวภาพแบบไม่ใช้ออกซิ เจน (anaerobic biological wastewater 
treatment) ได้รับความนิยมมาก เนื่ องจากเป็นวิธีการก าจัดวัสดุเหลือทิ ้งที่ ใช้พลังงานต ่ า  
และมีค่าใช้จ่ายในการติดตั้งระบบน้อย นอกจากนี ้พบว่าแก๊สชีวภาพซึ่งเป็นผลผลิตที่ ได้ 
จากกระบวนการบ าบดัน า้เสียสามารถน าไปใชป้ระโยชน ์เช่น เป็นเชือ้เพลิงในโรงงานอตุสาหกรรม 
ใชใ้นการผลิตกระแสไฟฟ้า ใชท้ดแทนเชือ้เพลิงฟอสซิล  

ระบบบ าบดัน า้เสียทางชีวภาพ อาศยัการท างานของจุลินทรียห์ลายชนิดในกระบวนการ
ย่อยสลายสารและการผลิตแก๊สชีวภาพ เนื่องจากแต่ละขัน้ตอนของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ  
มีภาวะที่แตกต่างกัน และจุลินทรีย์แต่ละชนิดมีภาวะการท างานที่จ  าเพาะ เช่น จุลินทรีย์ 
ในกระบวนการสรา้งมีเทน สามารถท างานได้ในช่วงค่าความเป็นกรด–เบส เท่ากับ 6.7 – 7.4 
(Balat & Balat, 2009; Rabii, Aldin, Dahman, & Elbeshbishy, 2019) จุ ลิ น ท รี ย์ ป ร ะ เภ ท 
mesophilic ท างานไดดี้ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ในขณะที่จุลินทรียป์ระเภท thermophilic 
ท างานไดดี้ที่อณุหภูมิ 50 – 55 องศาเซลเซียส (Khalid, Arshad, Anjum, Mahmood, & Dawson, 
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2011) ซึ่งจุลินทรียเ์หล่านีท้  าหนา้ที่ในการย่อยสลายอินทรียวัตถุ (Ali Shah, Mahmood, Maroof 
Shah, Pervez, & Ahmad Asad, 2014) ดงันัน้เมื่อเกิดการเปลี่ยนแปลงของภาวะต่าง ๆ ในระบบ 
เช่น ระดับอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด–เบส ปริมาณวัตถุดิบ การสะสมของสารยับยัง้และสารพิษ 
ระบบบ าบดัน า้เสียจึงท างานไดไ้ม่เต็มประสิทธิภาพ (Drosg, 2013)  

แนวทางในการรกัษาและเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบ าบดัน า้เสียทางชีวภาพมีหลายวิธี 
เช่น การแยกถังปฏิกรณ์ในการท าปฏิกิริยา ซึ่งช่วยใหง้่ายต่อการจัดสภาพแวดลอ้มการท างาน  
ของจุลินทรียแ์ต่ละกลุ่ม แต่วิธีการนีม้ีค่าใชจ้่ายที่ค่อนขา้งสงู (Rabii et al., 2019) ส าหรบัแนวทาง
อ่ืนที่ถูกน ามาใช้ คือ การซือ้หัวเชือ้จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์ที่ต้องการจากบริษัทผู้ขาย 
(Okudoh, Trois, Workneh, & Schmidt, 2014) ซึ่งวิธีการนีม้ีค่าใชจ้่ายสงูเช่นเดียวกนั  

แนวทางหนึ่งที่น่าสนใจในการรักษาและเพิ่มประสิทธิภาพของระบบบ าบัดน ้าเสีย  
และมีค่าใชจ้่ายที่ถูกกว่าวิธีการที่ไดก้ล่าวไป คือ การคดัแยกกลุ่มจุลินทรียท์ี่ประกอบดว้ยจุลินทรีย์
ที่มีคุณสมบัติในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ เป็นวัสดุที่ต้องการก าจัด ส าหรับโรงงานแป้งมัน
ส าปะหลัง ได้แก่ แป้งและลิกโนเซลลูโลส ซึ่งสามารถถูกย่อยด้วยจุลินทรีย์ที่มีความสามารถ  
ในการผลิตเอนไซม์เซลลูเลส (cellulase) และกลุ่มจุลินทรีย์ที่ควรมีคุณสมบัติในการปรับตัว  
และเจริญไดใ้นสภาพแวดลอ้มของระบบบ าบดัน า้เสียของโรงงาน นอกจากนีก้ารควบคมุอณุหภูมิ 
ค่าความเป็นกรด–เบสปริมาณวัตถุดิบ อัตราส่วนของคารบ์อนต่อไนโตรเจน ตลอดจนปริมาณ
เชือ้จุลินทรีย ์ซึ่งเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการท างานของกลุ่มจุลินทรียใ์หเ้หมาะสม สามารถช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ และกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 
ของระบบบ าบัดน า้เสีย  นอกจากนีง้านวิจัยของ Kovacs et al. (2013) รายงานว่าการเลือกใช ้
กลุ่มจุลินทรียส์ายพันธุ์ที่มีในพืน้ที่นั้น ( indigenous) เป็นการลดต้นทุน และค่าใชจ้่ายในการซือ้ 
หัวเชื ้อใหม่ และช่วยให้การผลิตแก๊สชีวภาพมีประสิทธิภาพ เนื่องจากเป็นภาวะการท างาน 
ที่กลุม่จลุินทรียเ์จรญิอยู่ นอกจากนีย้งัมีความยั่งยืนในการท างานของระบบผลิตแก๊สชีวภาพ   

จากการศึกษาเอกสาร ผูว้ิจยัจึงสนใจท าการคดัแยกกลุ่มจุลินทรียจ์ากกากมนัส าปะหลงั
และน า้เสียจากบ่อบ าบัด โดยคัดเลือกกลุ่มจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการย่อยสลายกากมัน
ส าปะหลัง และการผลิตแก๊สชีวภาพ ตลอดจนหาภาวะการท างานของของกลุ่มจุลินทรีย์ 
ที่เหมาะสมต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ เพื่อเป็นแนวทางการจัดการระบบบ าบัดน า้เสียของโรงงาน
อตุสาหกรรม  
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ความมุ่งหมายของการวิจัย 
1. เพื่อคัดแยกจากกากมันส าปะหลังและน า้เสียจากบ่อบ าบัด ที่สามารถย่อยสลาย 

กากมนัส าปะหลงั และสามารถผลิตแก๊สชีวภาพ 
2. เพื่อคน้หาภาวะการท างานที่เหมาะสมของกลุ่มจุลินทรียท์ี่คัดเลือกในกระบวนการ

ผลิตแก๊สชีวภาพ  
 
ความส าคัญของการวิจัย  

โรงงานอตุสาหกรรมการเกษตร เป็นแหลง่ผลิตสินคา้ และบริการ ซึ่งในกระบวนการผลิต
ย่อมเกิดของเสีย วสัดเุหลือทิง้ และน า้เสียปรมิาณมาก โรงงานแต่ละแห่งถูกควบคมุดว้ยมาตรฐาน
จากกรมโรงงานอุตสาหกรรมในหลายดา้น มาตรฐานหนึ่งที่มีความส าคัญคือ มาตรฐานควบคุม
การระบายน า้เสียจากโรงงาน ดังนัน้โรงงานแต่ละแห่งจึงมีความจ าเป็นในการจัดตัง้ระบบบ าบัด 
น า้เสียเพื่อใหไ้ดน้ า้ที่มีคณุสมบติัเหมาะสมก่อนปล่อยออกสู่แหล่งธรรมชาติ โดยรูปแบบการบ าบดั 
น ้าเสียที่ได้รับความนิยมรูปแบบหนึ่ง คือ ระบบบ าบัดน ้าเสียทางชีวภาพด้วยกลุ่มจุลินทรีย ์
เนื่ อ งจ ากต้ อ งการพ ลั ง งาน ใน การ เดิ น ระบบต ่ า  เกิ ด ต ะกอน เห ลื อทิ ้ ง ที่ ต้ อ งก าจั ด 
ในปริมาณน้อย และได้แก๊สชีวภาพเป็นแหล่งพลังงานในโรงงาน แต่การบ าบัดน า้เสียรูปแบบนี ้ 
ไม่ทนต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอ้ม เช่น อณุหภูมิ ค่าความเป็นกรด–เบส ปรมิาณน า้ทิง้ 
เนื่องการท างานขึน้อยู่กับสิ่งมีชีวิต คือ กลุ่มจุลินทรีย์ภายในระบบ นอกจากนี ้ปัญหาอ่ืนที่พบ  
คือ การลดลงอย่างรวดเร็วของจุลินทรีย์ในระบบ จากรายงานของกรมโรงงานอุตสาหกรรม  
พบว่าปัญหาเชือ้จุลินทรียใ์นระบบลดลงอย่างรวดเร็ว เกิดจากอตัราการเจรญิของจุลินทรียช์า้กว่า
ปริมาณจุลินทรียท์ี่หลุดออกจากระบบไปกับน า้เสียขาออก  (Fannin & Biljetina, 1987; Kappell, 
Carey, Zitomer, & McNamara, 2020) ซึ่งการซือ้หัวเชื ้อมาเติมมีค่าใช้จ่ายที่สูง และไม่ยั่ งยืน  
ดว้ยเหตนุีก้ารคน้หากลุ่มจลุินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพ และสามารถเจริญไดดี้
ในบ่อบ าบดัน า้เสียของโรงงาน จะสามารถช่วยแกปั้ญหานีไ้ด ้ตลอดจนการทราบภาวะการท างาน
ที่เหมาะสมของกลุ่มจุลินทรีย ์สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในระบบบ าบัดน า้เสียทางชีวภาพ 
และการผลิตแก๊สชีวภาพ และมีประโยชนต่์อการพัฒนาในการต่อยอดงานวิจัย เพื่อใหส้ามารถ
พฒันาจากระดบัปฏิบติัการในหอ้งทดลองไปสูก่ารผลิตจรงิในระดบัอตุสาหกรรมต่อไป  
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ขอบเขตของการวิจัย 
งานวิจยันีเ้ป็นการทดลองในระดบัหอ้งปฏิบติัการ โดยใชก้ากมันส าปะหลงั มาวิเคราะห์

ปริมาณแป้ง และปริมาณเส้นใย ส าหรับกลุ่มจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลองคัดแยกจากกากมัน
ส าปะหลงั และน า้เสียจากบ่อบ าบดัของโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลงัแห่งหนึ่งในจังหวดัสุโขทัย 
ท าการศึกษาคุณสมบัติของกลุ่มจุลินทรีย ์จากประสิทธิภาพของเอนไซม์ในการย่อยสารตั้งต้น  
3 ชนิด ไดแ้ก่ carboxymethyl cellulose (CMC) ฟางขา้ว และกากมนัส าปะหลงั และปริมาณแก๊ส
ชีวภาพที่เกิดขึน้จากกระบวนการหมกั เพื่อคดัเลือกกลุ่มจุลินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการผลิตแก๊ส
ชีวภาพ และหาภาวะที่ เหมาะสมต่อการผลิตแก๊สชีวภาพของกลุ่มจุลินทรีย์ที่ คัด เลือก  
โดยการทดสอบปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ 3 ปัจจัย ไดแ้ก่ อุณหภูมิ และปริมาณ
เชือ้จลุินทรีย ์ที่แตกต่างกนั 3 ระดบั และชนิดของกลุม่จลุินทรีย ์โดยประเมินประสิทธิภาพของกลุ่ม
จุลินทรียด์ว้ยค่าความเป็นกรด–เบส, ค่าซีโอดี, ค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย (volatile 
fatty acid, VFA), ปรมิาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได ้และปรมิาณการย่อยสลายชีวมวล (biomass) 
 
สมมติฐานงานวิจัย 

1. กลุ่มจุลินทรียท์ี่คัดแยกจากกากมันส าปะหลังสามารถย่อยสลายกากมันส าปะหลัง  
เพื่อผลิตแก๊สชีวภาพได ้

2. ภาวะการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ที่เหมาะสมจะท าให้สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ  
การท างานของระบบผลิตแก๊สชีวภาพได ้
 
ระยะเวลาในการท าวิจัย 

การท าวิจยัเริ่มด าเนินการตัง้แต่เดือนมกราคม 2562 – พฤษภาคม 2563 
 
สถานที่ในการท าวิจัย 

1. หอ้งปฏิบติัการ อาคารบณัฑิตวิทยาลยัวิศวกรรมศาสตรน์านาชาติสิรนิธรไทย-เยอรมนั 
ชั้น 10 ห้อง 1010 ภาควิชาวิศวกรรมเคมีและกระบวนการ บัณฑิตวิทยาลัยวิศวกรรมศาสตร์
นานาชาติสิรนิธร ไทย–เยอรมนั มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้พระนครเหนือ 

2. หอ้งปฏิบติัการภาควิชาจุลชีววิทยา อาคาร 19 ชัน้ 11 หอ้ง 1101 คณะวิทยาศาสตร ์
มหาวิทยาลยัศรีนครนิทรวิโรฒ  



 

บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
งานวิจัยนี ้ได้ด า เนิ นการเพื่ อปรับป รุงประสิท ธิภาพของการผลิตแก๊สชี วภาพ  

จากกากมันส าปะหลังด้วยกลุ่มจุลินทรีย์ โดยผู้วิจัยได้ศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่ เก่ียวข้อง  
และน าเสนอตามหวัขอ้ต่อไปนี ้

1. กากมนัส าปะหลงั 
1.1 อตุสาหกรรมแปง้มนัส าปะหลงั 
1.2 องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั 
1.3 การใชป้ระโยชนจ์ากกากมนัส าปะหลงั 
1.4 การจดัการของเสียจากโรงงานผลิตแปง้มนัส าปะหลงั 

2. แก๊สชีวภาพ 
2.1 องคป์ระกอบของแก๊สชีวภาพ 
2.2 กระบวนการเกิดแก๊สชีวภาพ 
2.3 การผลิตแก๊สชีวภาพจากกากมนัส าปะหลงั 

3. กลุม่จลุินทรียใ์นกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 
4. ปัจจยัที่มีผลต่อประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 
5. ดชันีในการบ่งชีป้ระสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 

 
กากมันส าปะหลัง 

อุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง 
มันส าปะหลังเป็นพืชที่มีรากสะสมอาหาร โดยองค์ประกอบหลักที่พบในหัวมัน

ส าปะหลงั คือ แป้ง Rattanachomsri, Tanapongpipat, Eurwilaichitr, and Champreda (2009) 
รายงานว่ามนัส าปะหลงัเป็นพืชอาหารส าคญั อยู่ในล าดบัที่ 6 ของโลก ดงันัน้อตุสาหกรรมแปรรูป
มันส าปะหลัง จึงเป็นอุตสาหกรรมเกษตรที่มีความส าคัญ ส าหรบักระบวนการผลิตเริ่มต้นจาก
เกษตรกรขายหวัมนัส าปะหลงัสด ใหแ้ก่โรงงานอตุสาหกรรม จากนัน้โรงงานจะน าหวัมนัส าปะหลงั
ไปแปรรูปใน 3 อุตสาหกรรมหลัก ได้แก่ 1) อุตสาหกรรมมันเส้น 2) อุตสาหกรรมมันอัดเม็ด  
และ 3) อตุสาหกรรมแปง้มนัส าปะหลงั  
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ในกระบวนการผลิตแป้งมันส าปะหลัง ต้องใช้น ้าเป็นตัวสกัดแป้งจากหัวมัน
ส าปะหลงัและแยกส่วนของโปรตีนตลอดจนสิ่งเจือปนออกจากแป้งมนัส าปะหลงั ก่อใหเ้กิดน า้เสีย
เป็นปริมาณมาก Mathong (2011) รายงานว่าในการผลิตแป้งมันส าปะหลัง 1 ตัน ก่อให้เกิด 
น า้เสียที่มีค่าความต้องการออกซิเจนทางชีวเคมี (Biological Oxygen Demand, BOD) และค่า
ความตอ้งการออกซิเจนทางเคมี (Chemical Oxygen Demand, COD) สูงถึง 20 – 35 ลูกบาศก์
เมตร นอกจากน า้เสียที่เกิดขึน้ ในกระบวนการผลิตยงัก่อใหเ้กิดของเสียปริมาณมาก ไม่ว่าจะเป็น
เปลือก หรือกากมันส าปะหลัง ดังภาพประกอบ 1 ซึ่งก่อให้เกิดกลิ่นและของเสียตกคา้งภายใน
โรงงาน ปัญหานีจ้ึงจ าเป็นตอ้งไดร้บัการแกไ้ข 

 

 
 

ภาพประกอบ 1 กระบวนการผลิตในอตุสาหกรรมแปง้มนัส าปะหลงั 

ดั ด แ ป ล ง จ า ก : Mathong, Y. (2011). Utilization of cassava peel and pulp for 
biogas production. (Doctoral dissertion, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand). 
Retrieved from https://cuir.car.chula.ac.th/handle/123456789/55736 
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องคป์ระกอบของกากมันส าปะหลัง 
องค์ประกอบหลักที่พบในกากมันส าปะหลัง คือ  แป้ง (Djuma’ali, Soewarno, 

Sumarno, Primarini, & Sumaryono, 2012) พบความชืน้สูง และมีส่วนประกอบของเซลลูโลส  
เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน (ตาราง 1) โดยเส้นใยทั้ง 3 ชนิดนี ้ เป็นองค์ประกอบของวัสดุลิกโน
เซลลโูลส ซึ่งพบไดใ้นวสัดเุหลือทิง้ทางการเกษตร ดงัภาพประกอบ 2  

 

 

 

ภาพประกอบ 2 โครงสรา้งและองคป์ระกอบทางเคมีของลิกโนเซลลโูลส 

ที่ ม า : Jensen, C. U., Rodriguez Guerrero, J. K., Karatzos, S., Olofsson, G., & 
Iversen, S. B. (2017). Fundamentals of Hydrofaction™: Renewable crude oil from woody 
biomass. Biomass Conversion and Biorefinery, 7(4), 495-509. 
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ตาราง 1 องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั (รอ้ยละน า้หนกัแหง้)  

องคป์ระกอบ 

งานวิจัยทีป่รากฏ 

Kosugi et al. (2009) Rattanachomsri 
et al. (2009) 

Djuma’ali et al. 
(2012) 

แปง้ (starch) 60.6 60.1 ± 0.09 65.5 ± 1.6 

เสน้ใย (fiber) 28.1 23.0 20.1 

เซลลโูลส (cellulose) – 15.6 8.1 ± 1.1 

เฮมิเซลลโูลส (hemicellulose) – 4.6 2.8 ± 0.1 

ลิกนิน (lignin) 2.2 2.8 ± 0.06 2.2 ± 0.2 

 
การใช้ประโยชนจ์ากกากมันส าปะหลัง 

กากมันส าปะหลังสามารถใชป้ระโยชนไ์ดห้ลากหลาย เช่น อาหารสตัว ์ปุ๋ ยชีวภาพ 
เพาะเห็ด (Mathong, 2011) ซึ่งเป็นวิธีการช่วยลดปริมาณวัสดุเหลือทิง้ที่เกิดจากอุตสาหกรรม 
มันส าปะหลัง แต่แนวทางที่ได้รับความสนใจอย่างมากในปัจจุบัน คือ การน ามาเป็นวัตถุดิบ 
ในกระบวนการผลิตพลังงานทดแทน ไม่ว่าจะเป็นไบโอเอทานอล (bioethanol) ไบโอดีเซล 
(biodiesel) และไบโอแก๊ส หรือแก๊สชีวภาพ (biogas) (Okudoh et al., 2014) 

การจัดการของเสียจากโรงงานผลิตแป้งมันส าปะหลัง 
น า้เสีย กากมันส าปะหลัง และเปลือกมันส าปะหลัง  เป็นของเสียที่ได้จากขั้นตอน 

การผลิตแป้งมนัส าปะหลงั ส าหรบัน า้เสียพบในปริมาณมาก เนื่องจากน า้ถูกใชใ้นทุกขัน้ตอน เช่น 
การท าความสะอาดหัวมันส าปะหลัง การท าแป้งให้บริสุทธิ์ ซึ่งน า้เสียที่เกิดขึน้ต้องบ าบัดก่อน
ปลอ่ยออกจากโรงงาน  

วิธีการบ าบัดน า้เสียแบ่งออกเป็น 3 วิธี ไดแ้ก่ วิธีการบ าบดัทางกายภาพ (physical 
treatment) วิ ธี การบ าบัดทางเคมี  (chemical treatment) และวิ ธี การบ าบัดทางชี วภ าพ 
(biological treatment) ซึ่งวิธีการบ าบดัทางชีวภาพอาศยัการท างานของจุลินทรีย ์สามารถบ าบดั
น า้เสียไดใ้นปริมาณมาก และไดแ้ก๊สชีวภาพที่สามารถน ามาใชเ้ป็นพลงังานในโรงงานไดอี้กดว้ย 
Mathong (2011) กล่าวว่าน ้าเสียจากโรงงานแป้งมันส าปะหลังปริมาณ 1 ลูกบาศก์เมตร  
สามารถผลิตแก๊สชีวภาพได ้7 ลกูบาศกเ์มตร 
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นอกจากนี ้พบข้อมูลว่าน ้าเสียที่ เกิดขึน้ในแต่ละขั้นตอนของกระบวนการผลิต 
จะมีอุณหภูมิที่แตกต่างกัน ดังนั้นเพื่อให้วิธีการบ าบัดทางชีวภาพ เกิดประสิทธิภาพมากยิ่งขึน้  
จึงมีการแยกบ่อบ าบัดและใช้จุลินทรีย์ที่ สามารถท างานได้ในอุณหภูมิของบ่อบ าบัดนั้น  
โดยบ่อบ าบัดที่มีน ้าเสียอุณหภูมิ 30 – 38 องศาเซลเซียส จะใช้จุลินทรีย์ประเภท mesophilic 
ในขณะที่ บ่อบ าบัดที่ มีน ้าเสียอุณหภูมิ  50 – 55 องศาเซลเซียส จะใช้จุลินทรีย์ประเภท 
thermophilic  

โดยทั่ วไประบบจัดการวัสดุเหลือทิ ้ง และระบบบ าบัดน ้าเสียที่ ได้รับความนิยม 
ในโรงงานอุตสาหกรรม คือระบบบ าบัดน ้าเสียทางชีวภาพแบบไรอ้อกซิเจน เนื่องจากอาศัย
พลังงานต ่าในการวัสดุเหลือทิง้และเสียค่าใช้จ่ายในการเดินระบบน้อย อีกทั้งได้แก๊สชีวภาพ 
เป็นผลผลิตซึ่งสามารถน าไปใช้ประโยชน์ต่อได้ในโรงงานอุตสาหกรรม (Suntronsopa, 2008)  
ส าหรบัระบบบ าบดัน า้เสียที่นิยมใช ้คือ ระบบยูเอเอสบี (Up–Flow Anaerobic Sludge Blanket, 
UASB) ซึ่งภายในถงัหมกัเป็นการท างานของจลุินทรียห์ลายชนิด และมีปฏิกิริยาชีวเคมีที่เก่ียวขอ้ง
อยู่หลายขัน้ตอน โดยจุลินทรียแ์ต่ละชนิดตอ้งท างานสมัพันธ์กัน เพื่อใหร้ะบบสามารถท างานได้
อย่างมีประสิทธิภาพ แต่กระบวนการเหล่านีม้กัประสบปัญหาประสิทธิภาพลดลงจากการสญูเสีย
จุลินทรีย์ไปกับการระบายน ้าออก เนื่ องจากการสูญ เสียไปกับการทิ ้งน ้าเสียมากเกินไป  
และการใส่จุลินทรียก์ลุ่มใหม่เขา้ไปท างานในระบบอาศัยระยะเวลาในนานในการเริ่มตน้ท างาน 
ดงันัน้แนวทางในการแกไ้ขปัญหาดงักล่าว คือ การคน้หากลุม่จุลินทรียท์ี่ท างานไดดี้ในระบบบ าบดั
น า้เสียของโรงงาน และจดัสภาพแวดลอ้มที่เหมาะสมต่อการท างานของจลุินทรีย ์  
 
แก๊สชีวภาพ 

องคป์ระกอบของแก๊สชีวภาพ 
แก๊สชีวภาพ (biogas) เป็นแก๊สที่เกิดจากการย่อยสลายสารอินทรีย์ของจุลินทรีย ์ 

โดยองค์ประกอบหลักของแก๊สชีวภาพ คือ แก๊สมีเทน รองลงมา คือ แก๊สคารบ์อนไดออกไซด ์   
และแก๊สอ่ืน ๆ เช่น ไฮโดรเจน ไฮโดรเจนซัลไฟด์ ไนโตรเจน แอมโมเนีย ดังตาราง 2 (Anukam, 
Mohammadi, Naqvi, & Granström, 2019; Balat & Balat, 2009; Rabii et al., 2019)  
โดยแก๊สมีเทนเป็นแก๊สที่จุดติดไฟไดจ้ึงสามารถใชเ้ป็นเชือ้เพลิงไดดี้ และเป็นส่วนส าคัญที่ท าให้
แก๊สชีวภาพสามารถน าไปใชเ้ป็นพลงังานทดแทนการใชเ้ชือ้เพลิงฟอสซิล 
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ตาราง 2 องคป์ระกอบของแก๊สชีวภาพ 

องคป์ระกอบ 

งานวิจัยทีป่รากฏ 

Balat and Balat 
(2009) 

Anukam et al. 
(2019) 

Rabii et al. (2019) 

มีเทน (CH4) 55 – 65  50 – 57  50 – 75 

คารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) 35 – 45 25 – 50  19 – 34  

ไนโตรเจน (N2) 0 – 3 0 – 10  0 – 1 

ไฮโดรเจน (H2) 0 – 1  0 – 1 0 – 1 

ออกซิเจน (O2) 0 – 2  0 – 2  0 – 1 

แอมโมเนีย (NH3) 0 – 1  – 0 – 1 

ไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) 0 – 1  0 – 3  0 – 1 

 
กระบวนการเกิดแก๊สชีวภาพ 

กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ อาศัยการท างานของจุลินทรียห์ลายกลุ่ม ปฏิกิริยา 
ทางชีวเคมีที่เกิดขึน้ตอ้งอาศัยเอนไซมเ์พื่อเพิ่มอัตราเร็วในการเขา้ท าปฏิกิริยา โดยกระบวนการ  
ผลิตแก๊สชีวภาพ ประกอบด้วย 4 ขั้นตอน ได้แก่  กระบวนการไฮโดรลิซิส  (hydrolysis), 
กระบวนการสร้างกรดหรือแอซิโดเจเนซิส (acidogenesis), กระบวนการสร้างกรดแอซิติก 
(acetogenesis) และ กระบวนการสรา้งแก๊สมีเทน (methanogenesis) ดงัภาพประกอบ 3  
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ภาพประกอบ 3 กระบวนการย่อยสลายสารอินทรียแ์บบไม่ใชอ้อกซิเจน 

ดดัแปลงจาก: Rabii, A., Aldin, S., Dahman, Y., & Elbeshbishy, E. (2019). A review 
on anaerobic co-digestion with a focus on the microbial populations and the effect of 
multi-stage digester configuration. Energies, 12, 1106. 

ขัน้ตอนที่ 1 กระบวนการไฮโดรลิซิส (hydrolysis) เกิดจากจุลินทรียท์ี่มีความสามารถ
ในการย่อยสลายสารโมเลกุลขนาดใหญ่ ใหม้ีขนาดเล็กลง เช่น กลุ่มจุลินทรียท์ี่มีความสามารถ  
ในการผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลส ผลิตเอนไซมม์าย่อยเซลลโูลสเป็นน า้ตาลโมเลกลุเดี่ยว  

Okudoh et al. (2014) รายงานว่าในขั้นตอนนี ้ จุลินทรีย์ย่อยสลายสารอินทรีย์
โมเลกุลใหญ่ โดยผลิตเอนไซม์และปล่อยออกมาภายนอกเซลลเ์พื่อย่อยสารอินทรีย์เหล่านั้น  
เพราะสารโมเลกุลใหญ่ที่มีโครงสรา้งซับซอ้น จ าเป็นตอ้งใชเ้อนไซม์ที่จ  าเพาะในการย่อยสลาย 
(Agbor, Cicek, Sparling, Berlin, & Levin, 2011) ซึ่งผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึน้ในขัน้ตอนนีจ้ะท าหนา้ที่
เป็นสารตัง้ตน้ในขัน้ตอนถดัไปของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ ดงันัน้ขัน้ตอนนีจ้ึงเป็นขัน้ก าหนด
ความเรว็ของกระบวนการทัง้หมด (rate limiting step) (Okudoh et al., 2014; Rabii et al., 2019)  

ขั้นตอนที่  2 กระบวนการสร้างกรดหรือแอซิโดเจเนซิส (acidogenesis) อาศัย 
การท างานของจุลินทรียก์ลุ่มแอซิโดเจนิกแบคทีเรีย (acidogenic bacteria) เช่น Peptococcus 
spp., Clostridium spp., Lactobacillus spp., Propionibacterium spp. (Krakat, Schmidt, & 
Scherer, 2010) ในการย่อยสลายผลิตภัณฑท์ี่ไดจ้ากขัน้ตอนไฮโดรลิซิสเป็นกรดไขมันระเหยง่าย 
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(volatile fatty acid, VFA) เช่น  กรดแอซิ ติก  กรดแลกติก  กรดโพรพิ โอนิ ก  แก๊สไฮโดรเจน  
แก๊สคารบ์อนไดออกไซด ์(Mathong, 2011) นอกจากนีไ้ดแ้อลกอฮอลแ์ละคีโตน เช่น เมทานอล  
เอทานอล กลีเซอรอล 

ขั้นตอนที่ 3 กระบวนการสรา้งกรดแอซิติก (acetogenesis) เป็นปฏิกิริยาการย่อย
สลายกรดไขมันระเหยง่าย แอลกอฮอล ์และแก๊สจากกระบวนการแอซิโดเจเนซิส เป็นกรดแอซิติก 
แก๊สไฮโดรเจน และแก๊สคารบ์อนไดออกไซด์ โดยจุลินทรีย์กลุ่มหลักที่พบในขั้นตอนนี ้ ได้แก่ 
Syntrophobacter spp., Desulfovibrio spp., Syntrophomonas spp. (Schink, 1997) 

ตวัอย่างปฏิกิรยิาท่ีพบในกระบวนการสรา้งกรดแอซิติก  
CH3COOH  + 2H2  →  CH3CH2OH  + H2O  
C2H5COOH + 2H2O  →  CH3COOH  + 3H2 + CO2  
C3H7COOH  + 2H2O  →  2CH3COOH  + 2H2 

จากสมการข้างต้นแสดงให้เห็นว่าปฏิกิ ริยาในขั้นตอนนี ้ท าให้มี การสะสม  
ของกรด และแก๊สไฮโดรเจน ส่งผลใหค่้าความเป็นกรด–เบสลดลง ซึ่งอาจยบัยัง้ปฏิกิริยาการสรา้ง
แก๊สมีเทนในขั้นตอนต่อไป เนื่องจากจุลินทรีย์ท างานได้ในช่วงค่าความเป็นกรด–เบส เท่ากับ  
6.7 – 7.4 (Balat & Balat, 2009; Rabii et al., 2019) 

ขัน้ตอนที่ 4 กระบวนการสรา้งแก๊สมีเทน (methanogenesis) เป็นปฏิกิริยาการสรา้ง
แก๊สมีเทนโดยจุลินทรีย์ในกลุ่มเมทาโนจินิก หรือเมทาโนเจน (methanogens) สามารถแบ่ง
จุลินทรียอ์อกเป็น 2 กลุ่ม ตามประเภทของสารตั้งตน้ที่ใชใ้นการสรา้งแก๊สมีเทน (Ahring, 2003) 
ได้แก่  จุ ลิ นทรีย์ที่ ใช้ก รดแอซิ ติ ก เป็ นสารตั้ งต้น ในการสร้างแ ก๊สมี เทน  ( acetotrophic 
methanogens) จุลินทรีย์ในกลุ่มนี ้เช่น Methanosarcina spp.,  Methanosaeta spp. (Coulon 
& Villa, 2011) 

CH3COOH    →  CH4 + CO2 
และจุลินทรียก์ลุ่ม hydrogenotrophic methanogens ที่ใชแ้ก๊สคารบ์อนไดออกไซด์

เป็นสารตั้งต้น จุลินทรีย์ในกลุ่มนี ้ เช่น Methanobacterium spp., Methanobrevibacter spp. 
(Coulon & Villa, 2011) 

CO2  + 4H2  →  CH4 + 2H2O 
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การผลิตแก๊สชีวภาพจากกากมันส าปะหลัง 
กากมันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบในการผลิตแก๊สชีวภาพ งานวิจัยของ Zhang et al. 

(2011) ใช้การหมักกากมันส าปะหลังแบบเติมครั้ง เดียว (batch) เป็นระยะเวลา 14 วัน  
พบว่าเกิดแก๊สมีเทนในปริมาณ 158 L/kg–VS แต่เมื่อปรบัสภาพกากมันส าปะหลงัดว้ยความรอ้น 
และสารเคมี เกิดแก๊สมีเทนในปริมาณ 248 L/kg VS เนื่องจากลิกโนเซลลูโลสที่เป็นองคป์ระกอบ 
ในกากมันส าปะหลังย่อยสลายเองได้ยาก กระบวนการปรับสภาพเบื ้องต้น (pretreatment)  
ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยแบ่งเป็น 3 รูปแบบ ไดแ้ก่ 1) วิธีทางกายภาพ 
(physical method) เช่น  การบด การให้ความร้อน 2) วิ ธีทางเคมี  (chemical method) เช่น  
การใช้เบส การใช้กรด และ 3) วิธีทางชีวภาพ (biological method) เช่น การใช้กลุ่มจุลินทรีย ์
(Rodriguez, Alaswad, Benyounis, & Olabi, 2017) ซึ่งแต่ละรูปแบบมีขอ้ดี ขอ้เสียต่อการผลิต
แก๊สชีวภาพที่แตกต่างกนั ดงัตาราง 3  

 
ตาราง 3 ขอ้ดี – ขอ้เสียของกระบวนการปรบัสภาพเบือ้งตน้ 

วิธีการ 
ปรับสภาพ 

ข้อด ี ข้อเสีย 
ปริมาณแก๊ส
ชีวภาพ 

กายภาพ 
(Physical) 

1) การท างานสะดวก รวดเรว็ 
2) ชว่ยเพิม่พืน้ท่ีผิวสมัผสั  

1) ใชพ้ลงังานสงู 
2) คา่ใชจ้า่ยสงู 

25 – 60 % 

เคมี 
(Chemical) 

1) ชว่ยเพิม่ความสามารถ 
ในการละลายของ 
ลิกโนเซลลโูลส 

1) สารเคมีบางชนดิ ท าให ้
ค่าความเป็นกรด–เบสเปล่ียน 
2) สารเคมีบางชนดิ 
เป็นสารยบัยัง้กระบวนการผลิต
แก๊สชีวภาพ 

37 % 

ชีวภาพ 
(Biological) 

1) คา่ใชจ้า่ยนอ้ย 
2) ไม่มีสารยบัยัง้กระบวนการ
ผลิตแก๊สชีวภาพ 

1) เกิดปัญหากลิ่นรบกวน 
2) เอนไซมร์าคาสงู 
3) ใชเ้วลานาน 

30 – 50 % 

ดัดแปลงจาก: Rodriguez, C., Alaswad, A., Benyounis, K., & Olabi, A. G. (2017). 
Pretreatment techniques used in biogas production from grass. Renewable and 
Sustainable Energy Reviews, 68, 1193–1204. 
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จากข้อมูลในตาราง 3 แสดงให้เห็นว่าการปรบัสภาพเบือ้งต้นด้วยวิธีทางชีวภาพ  
ช่วยเพิ่มปริมาณแก๊สชีวภาพไดม้ากถึง 30 – 50% แต่มีปัญหาเรื่องเอนไซมร์าคาสูง จึงแกปั้ญหา
ด้วยการใช้จุลินทรีย์แทนการใช้เอนไซม์ เนื่องจากจุลินทรีย์สามารถเจริญในสภาพแวดล้อม  
ที่เหมาะสมและสามารถผลิตเอนไซม ์(Parawira & Tekere, 2011)   

นอกจากการปรบัสภาพเบือ้งต้น กระบวนการหมักร่วม (co–digestion) สามารถ 
เพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพได ้Ofoefule and Uzodinma (2009) ศกึษาการผลิตแก๊ส
ชีวภาพจากเปลือกมนัส าปะหลงัร่วมกับมูลสตัว ์ไดแ้ก่ มลูววั มลูไก่ และมลูสกุร ในอตัราส่วน 1:1 
เป็นระยะเวลา 30 วัน พบว่าการหมักร่วมให้ปริมาณแก๊สชีวภาพมากกว่าการใช้เปลือกมัน
ส าปะหลังเพียงอย่างเดียว เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Adelekan and Bamgboye (2009)  
ที่หมกัแก๊สชีวภาพเป็นระยะเวลา 30 วนั โดยใชเ้ปลือกมนัส าปะหลงัสดหมักร่วมกบัมลูไก่ มลูสกุร 
และมูลวัว ในอัตราส่วนต่าง ๆ พบว่าการหมักร่วมกับมูลสัตว์ ให้ปริมาณแก๊สชีวภาพสูงกว่า  
การใชเ้ปลือกมันส าปะหลงัสดเพียงอย่างเดียว และอัตราส่วนการผสมที่ดีที่สุดคือ อตัราส่วน 1:1 
ดังนั้นกระบวนการหมักร่วมกับมูลสัตว์ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ เนื่องจาก
ไนโตรเจนในมูลสัตว์ช่วยปรับปริมาณไนโตรเจนของวัตถุดิบในการหมักแก๊สให้เหมาะสม  
ต่อการท างานของกลุม่จลุินทรีย ์(Rabii et al., 2019)  

นอกจากนี ้การคัดแยกจุลินทรีย์จากแหล่งอาศัยที่ มี สภาพแวดล้อมคล้าย 
ภาวะการท างานในระบบที่ถูกใส่ลงไป จุลินทรียจ์ะท างานไดดี้ จากงานวิจัยของ Promphiphak 
(2012) ค้น ห าหั ว เชื ้อ จุ ลิ น ท รีย์ส  าห รับ การผลิ ต แ ก๊ ส ชี วภ าพ จากกากมั น ส าป ะหลั ง  
โดยใช้หัวเชื ้อจุลินทรีย์จากฟารม์สุกร ฟารม์วัว และโรงงานแป้งมันส าปะหลัง พบว่าการใช้ 
หัวเชื ้อจุลินทรีย์ที่คัดแยกจากโรงงานแป้งมันส าปะหลัง ให้ปริมาณแก๊สชีวภาพได้มากที่สุด 
สอดคล้องกับ Kovacs et al. (2013) ที่รายงานว่าการใช้กลุ่มจุลินทรีย์สายพันธุ์ที่มีในพื ้นที่นั้น 
(indigenous) มีความยั่งยืนในการท างาน และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพ 
 
กลุ่มจุลินทรียใ์นกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 

กลุ่มจุลินทรีย ์หมายถึง การที่จุลินทรียอ์าศัยอยู่ร่วมกัน และมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกัน  
ในสภาพแวดล้อมธรรมชาติ  (Lee, Show, & Wang, 2013) กลุ่มจุลินทรีย์มีความส าคัญ 
ต่อการสลายตัว (biodegradation) และกระบวนการบ าบัดทางชีวภาพ (bioremediation)  
ของสารอินทรีย์ และสารสังเคราะห์ที่ปนเป้ือนอยู่ในสิ่งแวดล้อม ในกระบวนการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ จุลินทรีย์จะปล่อยเอนไซม์ออกมานอกเซลล์เพื่อย่อยและน าอินทรียวัตถุมาใช้ 
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ในการเจริญ และขยายพันธุ์ เมื่อภาวะการท างานเหมาะสม เช่น อุณหภูมิ ค่าความเป็นกรด–เบส 
ปรมิาณสารอาหาร จลุินทรียจ์ะเพิ่มจ านวนและท างานไดเ้ต็มประสิทธิภาพมากย่ิงขึน้  

ในกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางชีวภาพในอุตสาหกรรม เช่น ระบบบ าบัดน ้าเสีย 
กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ (Parawira, 2011) กลุ่มจุลินทรียท์ าหนา้ที่ส  าคัญในการย่อยสลาย
ของเสีย  ภายในถังหมักแก๊สชีวภาพ  กลุ่มจุลินทรีย์อาศัยอยู่ รวมกันและต้องพึ่ งพากัน  
หากภาวะสมดุลของการอยู่รวมกันถูกท าลาย ประสิทธิภาพในการท างานของระบบจะลดลง 
(Sirianuntapiboon, 2014) จากงานวิจัยที่เก่ียวขอ้งพบว่าการใชก้ลุ่มจุลินทรียส์ามารถช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพได ้ดงัตาราง 4 

 
ตาราง 4 การใชก้ลุม่จลุินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพจากวตัถุดิบชนิดต่าง ๆ 

งานวิจัยที่
เกี่ยวข้อง 

วัตถุดิบ สภาวะการท างาน 
ปริมาณ 

แก๊สชีวภาพ 

Zhang et al. 
(2011) 

กากมนั
ส าปะหลงั 

ใชก้ลุม่จลุินทรีย ์ในถงัหมกั 

เทอรโ์มฟิลิก แบบไรอ้ากาศ 
(thermophilic anaerobic 
reactor) 

ปรมิาณแก๊สมีเทน
เพิ่มขึน้ 96.63% 
เมื่อเทียบกบัชุด
ควบคมุ 

Yan et al. (2012) ฟางขา้ว ใชก้ลุม่จลุินทรียป์ระเภท 
mesophilic ท างานที่อณุหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส 

ปรมิาณแก๊ส
ชีวภาพเพิ่มขึน้ถึง 
9.3% 

Tuesorn et al. 
(2013)  

มลูสกุร ใชก้ลุม่จลุินทรียท์ี่มีความสามารถ
ในการย่อยสลายลิกโนเซลลโูลส 
ซึ่งสรา้งจากจลุินทรียใ์นชานออ้ย 

ประสิทธิภาพการ
ผลิตแก๊สชีวภาพ
เพิ่มขึน้ 40% 

Poszytek, 
Ciezkowska, 
Sklodowska, and 
Drewniak (2016) 

ขา้วโพด
หมกั 

ใชก้ลุม่จลุินทรียท์ี่มีความสามารถ
ในการย่อยสลายลิกโนเซลลโูลส 
และเป็นแบคทีเรียในกลุม่ 
mesophilic ย่อยสลายขา้วโพด
หมกัในภาวะอณุหภมูิ 30 และ 37 
องศาเซลเซียส  

เพิ่มผลผลิตแก๊ส
ชีวภาพไดถ้ึง 38% 
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Yan et al. (2012) ใช้กลุ่มจุลินทรีย์ประเภท  mesophilic ประกอบด้วยจุลินทรีย ์
ที่เจริญได้ดีในช่วงอุณหภูมิ 20 – 45 องศาเซลเซียส เช่น Bacteroidetes sp., Deferribacteres 
sp., Fibrobacteraceae sp., Firmicutes sp., Lentisphaerae sp., Proteobacteria sp.  
ในการย่อยสลายฟางข้าว ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบว่าสามารถย่อยลิกโนเซลลูโลส  
และเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยให้ปริมาณแก๊สชีวภาพเพิ่มขึน้ถึง 9.3% 
เนื่องจากอุณหภูมิที่ใช้ในการทดลองเป็นอุณหภูมิที่จุลินทรีย์ประเภท mesophilic ท างานได้ดี 
เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Tuesorn et al. (2013) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตแก๊ส
ชีวภาพจากมูลสุกร โดยอาศยัการท างานของกลุ่มจุลินทรียท์ี่คัดแยกจากชานออ้ย โดยเพาะเลีย้ง
ในอาหารที่มีเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบ พบว่าจุลินทรียก์ลุ่มนีม้ีความสามารถในการย่อยสลาย  
ลิกโนเซลลโูลส และช่วยใหป้ระสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเพิ่มขึน้ 40% Poszytek et al. (2016)  
ใช้แบคทีเรียในกลุ่ม mesophilic ประกอบด้วยแบคทีเรีย 3 สกุล ได้แก่ Bacillus, Providencia, 
Ochrobactrum ที่มีความสามารถในการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส มาทดสอบการย่อยสลาย
ขา้วโพดหมักในภาวะอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส พบว่าจุลินทรียก์ลุ่มดังกล่าวสามารถ
ช่วยเพิ่มปรมิาณแก๊สชีวภาพไดถ้ึง 38% และเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพการย่อยสลายเซลลโูลส
ของกลุ่มจุลินทรียแ์ละเชือ้เด่ียว โดยอาศยัค่าความเป็นกรด–เบส ค่าซีโอดี ค่าความเขม้ขน้ของกรด
อินทรียร์ะเหยง่าย และค่าความเขม้ขน้ของน า้ตาลกลูโคส เป็นดัชนีบ่งชีป้ระสิทธิภาพการท างาน 
พบว่ากลุม่จลุินทรียใ์หป้ระสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลโูลสสงูกว่า  

จากงานวิจัยข้างต้นจะเห็นได้ว่ามีการใช้กลุ่มจุลินทรีย์ (microbial consortium)  
ที่มีความสามารถในการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส และจัดภาวะการท างานใหเ้หมาะสมต่อกลุ่ม
จุลินทรีย์ สามารถช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพได้ นอกจากนี ้การอยู่รวมกัน 
เป็นกลุ่มของจุลินทรีย์ช่วยเพิ่มความสามารถในการทนต่อสภาพแวดล้อมที่ เปลี่ยนแปลง 
(Brenner, You, & Arnold, 2008; Zuroff, Xiques, & Curtis, 2013)  
 
ปัจจัยทีม่ีผลต่อประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 

อณุหภมูิ เป็นปัจจยัที่มีผลต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยทั่วไปอณุหภมูิที่ใชใ้นการผลิตแก๊ส
ชีวภาพจะเป็นอุณหภูมิ ในช่วง 35 – 55 องศาเซลเซียส เรียกว่า mesophilic temperature 
เนื่องจากเป็นช่วงอุณหภูมิที่จุลินทรีย์สามารถท างานได้ และมีความต้องการพลังงานต ่ า  
ในการรักษาระดับอุณหภูมิให้คงที่  (Ward, Hobbs, Holliman, & Jones, 2008) Pawongrat 
(2015) ศึกษาอุณหภูมิในช่วง mesophilic ภายในถังหมักแก๊ส พบว่าจุลินทรียก์ลุ่ม mesophilic 
เกิดอัตราการย่อยสลายสารอินทรียส์ูงสุดที่ 35 องศาเซลเซียส โดยความสามารถในการท างาน 
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ของจุลินทรีย์จะลดลงครึ่งหนึ่ง เมื่อลดอุณหภูมิลงไป 10 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับ Chae, 
Jang, Yim, and Kim (2008) ที่ รายงานว่าอุณหภูมิ ในการท างานที่ ดีที่ สุดของจุลินทรีย์ 
กลุ่ม mesophilic คือ 35 องศาเซลเซียส แต่อย่างไรก็ตามมีรายงานว่าการใช้อุณหภูมิที่สูงขึน้ 
ส่งผลใหอ้ัตราการย่อยสลายชีวมวลรวดเร็วขึน้ และใชร้ะยะเวลาในการผลิตแก๊สชีวภาพนอ้ยลง 
เห็นได้จากปริมาณแก๊สที่ เกิดขึน้จากถังหมักอุณหภูมิ thermophilic มีมากกว่าปริมาณแก๊ส 
จากถงัหมกัอณุหภมูิ mesophilic (Ward et al., 2008; Zhu et al., 2009)  

ปัจจัยต่อมา คือ ค่าความเป็นกรด–เบส Promphiphak (2012) ศึกษาภาวะส าหรับ 
การผลิตแก๊สชีวภาพ ที่  โดยทดสอบ 2 ปัจจัย ได้แก่ อุณหภูมิ  และค่าความเป็นกรด–เบส  
โดยก าหนดอุณหภูมิในช่วง 25 – 50 องศาเซลเซียส ท าการทดลองในถังหมัก 2 ขัน้ตอน ที่ระดับ
ความเป็นกรด–เบส เท่ากับ 7 พบว่าที่อุณหภูมิเท่ากับ 35 องศาเซลเซียส เกิดแก๊ส 7 mL/day 
ต่อมาทดสอบค่าความเป็นกรด–เบสในช่วง 5 – 10 ในถงัหมกัที่อณุหภูมิเท่ากบั 35 องศาเซลเซียส 
พบว่าค่าความเป็นกรด–เบสเท่ากับ 8 เกิดแก๊ส 28 mL/day ดังนั้นในการผลิตแก๊สชีวภาพ 
จากกากมนัส าปะหลงัควรควบคมุอณุหภูมิที่ 35 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรด–เบส เท่ากบั 
8 นอกจากนีศ้ึกษาปริมาณวตัถุดิบตัง้ตน้ (substrate loading) ที่เตรียมจากน า้เสียโรงงานแป้งมัน
และกากมันส าปะหลังในอัตราส่วนแตกต่างกัน พบว่าการใชอ้ัตราส่วนของน า้เสีย และกากมัน
ส าปะหลงั เท่ากบั 4:6 เกิดแก๊สชีวภาพมากที่สดุ และอตัราสว่น 2:8 มีปรมิาณแก๊สชีวภาพที่เกิดขึน้
นอ้ยที่สุด เนื่องจากความเขม้ขน้ของสารอาหารมากเกินไป Anunputtikul and Rodtong (2007) 
ทดสอบปริมาณวัตถุดิบที่เหมาะสมต่อการย่อยของจุลินทรีย ์โดยใชห้ัวมันส าปะหลังในปริมาณ
แตกต่างกัน ไดแ้ก่ 12.5, 25, 50, 100, 200 และ 400 กรมั ในถังหมักปริมาตรการท างาน 5 ลิตร 
พบว่าการใช้ปริม าณ วัตถุ ดิบ  50 กรัม  หรือปริมาณ ร้อยละ  1.00 โดยมวลต่อปริมาตร  
เกิดแก๊สชีวภาพปรมิาณมากท่ีสดุ  

นอกจากนีอ้ัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) มีผลต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ 
Ofoefule and Uzodinma (2009) ตรวจสอบปริมาณคารบ์อน และไนโตรเจนของวัตถุดิบที่ใช้ 
หมักแก๊ส พบว่าการใชเ้ปลือกมันส าปะหลัง หรือมูลสัตวเ์พียงอย่างเดียว มีอัตราส่วนคารบ์อน  
ต่อไนโตรเจนต ่ า แต่เมื่อผสมเปลือกมันส าปะหลังกับมูลสุกร ให้มีอัตราส่วนของคารบ์อน 
ต่อไนโตรเจนเท่ากบั 25 สามารถผลิตแก๊สชีวภาพไดม้าก 
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ดัชนีบ่งชีป้ระสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 
ประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ สามารถวิเคราะหจ์ากค่าดชันีต่าง ๆ ไดแ้ก่ 

ปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตขึน้ต่อวัน ปริมาณแก๊สชีวภาพสะสม ค่าความเขม้ขน้ของกรดอินทรีย์
ระเหยง่าย (VFA) ค่าซีโอดี (COD)  

ปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตขึน้ สามารถบ่งบอกถึงความสามารถของกลุ่มจุลินทรีย์ 
ในการปรบัตัวและการท างานภายในระบบบ าบัดน า้เสีย Li et al. (2017) ประเมินประสิทธิภาพ
ของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพและการเปลี่ยนแปลงของกลุ่มจุลินทรีย์เมื่อใชว้ัตถุดิบตั้งต้น  
ที่แตกต่างกนั โดยไดติ้ดตามการเปลี่ยนของดชันีต่าง ๆ เพื่อบ่งชีป้ระสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 
พบว่าการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตขึน้ต่อวนั และปริมาณแก๊สชีวภาพทัง้หมด
เป็นผลมาจากการท างานของกลุ่มจุลินทรีย ์หากการท างานของกลุ่มจุลินทรียท์ี่ผลิตแก๊สถูกยบัยัง้ 
ปรมิาณแก๊สชีวภาพจะมีค่าลดลง  

ในขณะที่ ค่ าซี โอดี  ที่ ป รากฏใช้เป็นดัชนีบ่ งชี ้ความสามารถของกลุ่มจุลินทรีย์ 
ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ปนเป้ือนอยู่ในน ้าเสีย หากประสิทธิภาพในการก าจัดค่าซีโอดี  
มีค่าลดลง แสดงว่าระบบบ าบดัน า้เสียมีปัญหา และสภาพแวดลอ้มของระบบไม่เอือ้ต่อการเจริญ
และการท างานของจลุินทรีย ์อตัราการย่อยสลายอินทรียจ์ึงต ่าลง (Mao et al., 2017)  

ส าหรับค่าความเข้มข้นของกรดอินทรีย์ระเหยง่าย สามารถบ่งชี ้ประ สิท ธิภาพ 
ของการผลิตแก๊สชีวภาพได ้เนื่องจากเป็นผลิตภณัฑท์ี่เกิดขึน้ระหว่างกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 
(Tampio, Blasco, Vainio, Kahala, & Rasi, 2019 )  ส ารตั้ ง ต้ น ใน ก ารผ ลิ ต แ ก๊ ส ชี วภ าพ  
เช่น คารโ์บไฮเดรตในกากมันส าปะหลงั เมื่อถูกย่อยจะถูกเปลี่ยนใหอ้ยู่ของน า้ตาลโมเลกุลเด่ียว 
และกรดอินทรีย์ต่อไป เช่น กรดบิวทิริก กรดอะซิติก กรดแลคติก (Cavinato et al., 2017)  
โดยปริมาณของกรดเหล่านี ้ส่งผลต่อค่าความเป็นกรด–เบสการสะสมของกรดอินทรียร์ะเหยง่าย
ปรมิาณมาก จะส่งผลใหค่้าความเป็นเบสของระบบลดลง กลุ่มจลุินทรียท์ี่ท าหนา้ที่ผลิตแก๊สมีเทน
ท างานไม่ได ้ดงันัน้จึงเลือกดชันีเหลา่นีเ้ป็นตวับ่งชีป้ระสิทธิภาพในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 

จากการศึกษาเอกสารและงานวิจัยที่ เก่ียวข้อง จะเห็นได้ว่าการจัด ปัจจัยที่มีผล 
ต่อการผลิตแก๊สชีวภาพให้เหมาะสมมีความส าคัญ เช่น อุณหภูมิ  ค่าความเป็นกรด –เบส  
ปริมาณสารตั้งต้น ตลอดจนหัวเชื ้อจุลินทรีย์ที่น ามาใช้ ดังนั้นเพื่อให้การผลิตแก๊สชีวภาพ  
มีประสิทธิภาพการท างานสูงสุด ผูว้ิจัยจึงคัดแยก และคัดเลือกกลุ่มจุลินทรียท์ี่มีความสามารถ 
ในการย่อยสลายกากมันส าปะหลัง และการผลิตแก๊สชีวภาพ ตลอดจนคน้หาภาวะการท างาน  
ที่เหมาะสมต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ   



 

บทที ่3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

 
งานวิจัยนี ้เป็นการศึกษาเก่ียวกับการปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ  

จากกากมนัส าปะหลงัดว้ยกลุ่มจุลินทรีย ์ในบทนีก้ล่าวถึงวสัดุอปุกรณ ์เครื่องมือ สารเคมี วตัถุดิบ 
วิธีการทดลอง และการวิเคราะหข์อ้มลู 

 
วัสดุอุปกรณ ์และเคร่ืองมือ 

วัสดุอุปกรณ ์
วัสดุอุปกรณ ์     ย่ีห้อ 

ขวดรูปชมพู่ (flask)    Duran 
บีกเกอร ์(beaker)    Pyrex   
ถว้ยครูซิเบิล (crucible)    Robu 
ขวดเก็บสาร (laboratory bottle)   Duran 
จานเพาะเชือ้ (petri dish)   Hycon 
คิวเวทท ์(cuvette)    Sarstedt 
ไมโครปิเปตต ์(micropipette)   Sartorius 
หลอดเซนทรฟิิวจพ์ลาสติก ขนาด 15 mL  Nest Biotechnology 
หลอดเซนทรฟิิวจพ์ลาสติก ขนาด 50 mL  Nest Biotechnology 
หลอดไมโครเซนทรฟิิวจ ์    Nest Biotechnology 
ถงุไดอะไลซิส (dialysis bag) ขนาด 10K MWCO Thermo Fisher scientific 
หลอดส าหรบัหมนุเหวี่ยง (spin column) ขนาด 10K MWCO GE Healthcare 
กระดาษกรอง (filter paper) เบอร ์1   Whatman 

เคร่ืองมือ 
เคร่ืองมือ     ย่ีห้อ  รุ่น 

หมอ้นึ่งความดนั (autoclave)   JS Research JSAC–40  
เครื่องชั่งทศนิยม 4 ต าแหน่ง   ACCULAB  ATL–224–I  
เครื่องชั่งทศนิยม 2 ต าแหน่ง   OHAUS  SPS202F 
ตูป้ลอดเชือ้ (laminar air flow)   ESCO   SCV–4A1  
เครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer)  SCILOGEX MX–S  
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เคร่ืองมือ (ต่อ) 
เคร่ืองมือ     ย่ีห้อ  รุ่น 

ตูอ้บความรอ้น (hot air oven)  Wisd   WOF–50  
อ่างควบคมุอณุหภมูิ (water bath)  DLAB   DWB20–P  
เครื่องกวนสารละลาย (magnetic stirrer) HYSC   HY–HS11 
เครื่องวดัความเป็นกรด–เบส (pH meter) OHAUS  ST2100 
เตาเผาความรอ้นสงู (muffle furnace) HYSC   MF–05 
เครื่องวดัการดดูกลืนแสง (UV/VIS spectrophotometer)   PG Instruments  

T80+  
เครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอน (centrifuge)  HERMLE  Z206A  
เครื่องป่ันเหวี่ยงตกตะกอนความเรว็สงู (high speed centrifuge) 

BIOLINE  Mini–15K 
เครื่องเขย่าสารควบคมุอณุหภมูิ (shaking incubator)  
ช่วง 10 – 70 องศาเซลเซียส  JS Research  SSI–100C  
เครื่องเขย่าสารควบคมุอณุหภมูิ (shaking incubator)  
ช่วง 4 – 45 องศาเซลเซียส       ALLSHENG  SI–45 

 
สารเคมี และวัตถุดิบ 

สารเคมี 
สารเคมี     ย่ีห้อ 

อาหารเลีย้งเชือ้ nutrient agar   HiMedia 
อาหารเลีย้งเชือ้ nutrient broth   HiMedia 
2–Mercaptoethanol   Sigma 
3,5–Dinitrosalicylic acid  Sigma 
10% SDS Solution   Bio–Rad 
40% Acrylamide   Bio–Rad 
95%Ethanol    COM 
1x Dye Reagent   Bio–Rad 
Acetone    Labscan 
Acetic acid glacial   RCI Labscan 
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สารเคมี (ต่อ) 
สารเคมี     ย่ีห้อ 

Acetic acid glacial   RCI Labscan 
Ammonium sulfate   Ajax 
Ammonium persulfate   Ajax 
Bromothymol blue   Ajax 
BLUeye prestained protein ladder GeneDirex 
Calcium carbonate   Ajax 
Carboxymethyl cellulose (CMC) Sigma 
Congo red    Ajax 
Coomassie Brilliant Blue  Ajax 
Dipotassium phosphate  Ajax 
Disodium phosphate   Ajax 
Dye reagent concentrate   Bio–Rad 
EDTA disodium salt   Ajax 
Glucose     Ajax 
Glycerol    Ajax 
Isopropanol    RCI Labscan 
Magnesium sulfate   Ajax 
Methanol    RCI Labscan 
Monosodium phosphate  Ajax 
Peptone     HiMedia 
Potassium chloride   Ajax 
Sodium nitrate    Ajax 
Sodium hydroxide   Ajax 
Sodium chloride    Ajax 
Sodium phosphate   Ajax 
Sulfuric acid    Qrec 
Tetramethylethylenediamine  Sigma 
Total starch assay kit    Megazyme 
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สารเคมี (ต่อ) 
สารเคมี     ย่ีห้อ 

Tris hydroxymethyl aminomethane Omnipur 
Yeast extract     HiMedia 

วัตถุดิบ 
กากมนัส าปะหลงั จากโรงงานแปง้มนัส าปะหลงั จงัหวดัอทุยัธานี 
น า้เสียจากบ่อบ าบดัน า้เสีย จากโรงงานแปง้มนัส าปะหลงั จงัหวดัอทุยัธานี 
 

วิธีการทดลอง 
งานวิจัยครั้งนี ้ เป็ นการวิจัย ระดับห้องปฏิบั ติ การ มี จุดมุ่ งหมาย เพื่ อคัดแยก  

กลุ่มจุลินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพ และคน้หาภาวะการท างานที่เหมาะสม 
ของกลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดเลือกในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ โดยมีแผนผังขั้นตอนการวิจัย  
 ดงัภาพประกอบ 4 

 

 
 

ภาพประกอบ 4 แผนผงัขัน้ตอนการวิจยั 
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การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของกากมันส าปะหลัง 
1.1 การวิเคราะหป์ริมาณแป้ง โดยวิธี amyloglucosidase/α–amylase method 

การวิเคราะห์ปริมาณแป้งใช้วิธีการ amyloglucosidase/α–amylase method 
ซึ่งดดัแปลงจาก AOAC Method 996.11 และ AACC Method 76–13.01 (McCleary, Charmier, 
& McKie, 2019) โดยน าตัวอย่างกากมันส าปะหลงัมาอบใหแ้หง้ ป่ันและกรองดว้ยตะแกรงลวด
ขนาด 0.5 มิลลิเมตร ใส่ตัวอย่างปริมาณ 100 มิลลิกรมั ในหลอดทดลองขนาด 16 x 22 มิลิเมตร 
เติม ethanol 80% ปรมิาตร 0.2 มิลลิลิตร และผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้ครื่องผสมสารละลาย (vortex) 
จากนั้นน ามาวิเคราะห์แป้งร่วมกับการใช้สารเคมีในชุดตรวจสอบ total starch assay kit ยี่ห้อ 
Megazyme  (ภาคผนวก ก วิธีการวิเคราะหป์รมิาณแปง้) และวดัค่าการดดูกลืนแสงของตวัอย่างที่
ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร 

1.2 การวิเคราะหอ์ัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน โดยวิธี NCHS method 
การวิเคราะห์อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน ใช้ตัวอย่างอบแหง้  บดละเอียด 

(powder) มาตรวจหาปริมาณธาตุไนโตรเจน , คารบ์อน, ไฮโดรเจน และซัลเฟอร์ ในตัวอย่าง
สารอินทรีย ์(NCHS method) (Lawrenz & Mitchell, 2006) ดว้ยเครื่องมือวิเคราะหอ์งคป์ระกอบ
ธาตุ (elemental analyzer) ยี่ห้อ LECO 628 Series ที่ ศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยี จฬุาลงกรณม์หาวิทยาลยั ซึ่งอาศยัหลกัการ complete combustion (oxidation)  

1.3 การวิเคราะหป์ริมาณของแข็ง โดยการชั่งน ้าหนัก (gravimetric method) 
การวิเคราะห์ปริมาณของแข็งจะใช้วิธีการชั่ งน ้าหนัก (gravimetric method) 

(Orhorhoro, Ebunilo, & Sadjere, 2017) โดยแบ่ งการวิ เค ราะห์ดั งนี ้  1) ของแข็ งทั้ งหมด  
(Total solid, TS) คือ น า้หนักของสารที่เหลืออยู่ในภาชนะ หลังจากระเหยน า้ออกจากตัวอย่าง  
ด้วยการอบแห้งที่ อุณหภูมิ  80 องศาเซลเซียส 2) ของแข็งระเหยได้ (Volatile solid, VS)  
คือ ปริมาณของแข็งที่ระเหยไป เมื่อน าไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส (ภาคผนวก ก วิธีการ
วิเคราะหป์รมิาณของแข็งในตวัอย่าง) 

1.4 การวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิ เซลลูโลส และลิกนิน โดยวิธี 
detergent fiber analysis 

การวิเคราะหป์ริมาณเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน โดยวิธี detergent fiber 
analysis (Soest & Wine, 1967) แบ่งออกเป็น 3 ขั้นตอน ได้แก่ การหาค่า Neutral Detergent 
Fiber (NDF), Acid Detergent Fiber (ADF) และ Acid Detergent Lignin (ADL) (ภาคผนวก ก 
วิธีการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของเสน้ใยในพืช) โดยปริมาณของเซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน 
เทียบกบัน า้หนกัแหง้ (dry weight) ของเสน้ใยค านวณไดจ้ากสมการ ดงันี ้ 
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เฮมิเซลลโูลส (%) = NDF – ADF  
เซลลโูลส (%) = ADF – ADL  
ลิกนิน (%)  = ADL 

การเตรียมกลุ่มจุลินทรีย ์ 
1.1 การเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรีย ์

แหล่งที่ มาของกลุ่มจุลินทรีย์  4 แหล่ง ได้แก่  กากมันส าปะหลังชุดที่  1  
น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) จากโรงงานแป้งมนัส าปะหลงั กากมนัส าปะหลงัชุดที่ 2 และน า้
เสียจากบ่อบ าบัด (thermophilic) จากโรงงานแป้งมันส าปะหลัง ผูว้ิจัยเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรีย์ 
ในหลอดเซนทริฟิวจข์นาด 50 มิลลิลิตร โดยใชก้ากมันส าปะหลัง ปริมาณ 10 กรมั หรือน า้เสีย 
จากบ่อบ าบัด ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient broth ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร 
และเติมน า้กลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้จนปริมาตรครบ 50 มิลลิลิตร จากนัน้น ามาบ่มในอ่างควบคุม
อณุหภูมิ ที่อุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 สปัดาห ์จะใหไ้ดก้ลุ่มจุลินทรียท์ัง้สิน้  
8 กลุม่  

1.2 การเก็บรักษากลุ่มจุลินทรีย ์ 
การเก็บรักษากลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกจากกากมันส าปะหลัง และบ่อบ าบัด

น า้เสียงที่เพาะเลีย้งได ้จ านวน  8 กลุ่ม เริ่มตน้โดยผสมอาหารเลีย้งเชือ้ nutrient broth ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร และกลีเซอรอล ปริมาตร 2 มิลลิลิตรใหเ้ขา้กันดว้ยเครื่องผสมสารละลาย (vortex) จาก
นั้นปิเปตสารผสมที่ เตรียมไว้ 500 ไมโครลิตร และกลุ่มจุลินทรีย์ที่ เพาะเลี ้ยง ปริมาตร500 
ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ ผสมให้เข้ากัน และน าไปเก็บรักษาในรูปของ stock 
culture ที่อณุหภมูิ –40 องศาเซลเซียส 

การศึกษาคุณสมบัติของกลุ่มจุลินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพ 
1.1 การเพาะเลี้ยงกลุ่มจุลินทรีย์เพ่ือเก็บเกี่ยวเอนไซม์อย่างหยาบ (crude 

enzyme)  
การเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรียเ์พื่อเก็บเก่ียวเอนไซมอ์ย่างหยาบ จะใชอ้าหารเลีย้ง

เชือ้ทัง้สิน้ 4 สูตร ไดแ้ก่ อาหารเลีย้งเชือ้สตูร basal medium ที่มีฟางขา้วเป็นแหล่งคารบ์อน (Br), 
อาหารเลีย้งเชือ้สูตร basal medium ที่มีกากมันส าปะหลงัเป็นแหล่งคารบ์อน (Bc), อาหารเลีย้ง
เชื ้อสู ต ร  peptone cellulose solution ที่ มี ฟ างข้าว เป็ นแหล่ งคาร์บ อน  (Pr) และอาหาร 
เลีย้งเชือ้สตูร peptone cellulose solution ที่มีกากมนัส าปะหลงัเป็นแหลง่คารบ์อน (Pc)  

กระบวนการนีต้้องท าในตูป้ลอดเชือ้ โดยปิเปตกลุ่มจุลินทรีย์ที่เก็บรกัษาไวใ้น 
stock culture ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในอาหารเลีย้งเชือ้สตูรต่าง ๆ จากนัน้น าเขา้เครื่องเขย่า
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ที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาที บ่มที่อุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั จากนัน้ท า
ก า รย้ าย เชื ้อ  เพื่ อ เพิ่ ม ป ริม าณ การเพ าะ เลี ้ย งกลุ่ ม จุ ลิ น ท รีย์  โด ย ใช้ก ลุ่ ม จุ ลิ น ท รี ย์  
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร และอาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตร basal medium หรือสูตร peptone cellulose 
solution ปริมาตร 200 มิลลิลิตร และบ่มต่อเป็นเวลา 3 วัน เมื่อครบระยะเวลาท าการเก็บเก่ียว
เอนไซม์อย่างหยาบ โดยน ามาป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็ว  6,000 รอบต่อนาที  ที่ อุณ หภูมิ  
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเก็บส่วนใส (supernatant) ซึ่งมีเอนไซมอ์ย่างหยาบ 
(crude enzyme) ท า เอน ไซม์ ให้บ ริสุท ธิ์  (protein purification) ด้วยการตกตะกอน เกลื อ
แอม โม เนี ย ม ซัล เฟ ต ให้มี ค วาม อ่ิ ม ตั ว ร้อ ยล ะ  80 แล ะการท า ไดอ ะ ไล ซิ ส  (dialysis)  
โดยใช้ถุงไดอะไลซิสขนาด 10K MWCO ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร ์ความเขม้ข้น 
0.05 โมลาร์ ที่มี ค่าความเป็นกรด–เบสเท่ากับ 7 ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  โดยเปลี่ยน
สารละลายบัฟเฟอร ์3 ครั้ง ทุก ๆ 2 ชั่ วโมง จากนั้นน าสารละลายโปรตีนในถุงมา ใส่หลอด 
ส าหรับหมุน เหวี่ ย ง (spin column) ขนาด  10K MWCO concentrated column ป่ั น เหวี่ ย ง 
ที่ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บส่วนใส 
ที่อยู่ด้านบนหลอด (supernatant) ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ ได้ ไว้ที่ อุณหภูมิ  –20 องศาเซลเซียส  
เพื่อทดสอบความสามารถในการย่อยสลายสารตัง้ตน้ใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาลรีดิวซต่์อไป 

1.2 การวิเคราะหค์วามเข้มข้นโปรตีน โดยวิธี Bradford protein assay 
การวิเคราะหค์วามเขม้ขน้โปรตีน โดยวิธี Bradford protein assay (Bradford, 

1976) เริ่มจากการสรา้งกราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้โปรตีน โดยใชส้ารละลาย Bovine Serum 
Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน โดยเตรียมสารละลาย BSA ที่มีความเข้มข้นต่าง ๆ ได้แก่ 
0.15, 0 .30, 0 .45, 0 .60 และ  0.75 มิ ลลิ ก รัม ต่ อมิ ลลิ ลิ ต ร  จากนั้ น น าส ารละลาย  BSA  
ในแต่ละความเขม้ขน้ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในคิวเวทท ์เติมสารละลาย 1x Dye Reagent 
ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน แล้วตั้งทิ ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นน าไป 
วดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร บนัทึกผลการทดลองที่ไดค้  านวณเป็นกราฟ
มาตรฐานของความเขม้ขน้โปรตีน  

วิเคราะห์หาค่าปริมาณโปรตีนของเอนไซม์อย่างหยาบ โดยปิเปตเอนไซม ์
ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในคิวเวทท์ เติมสารละลาย 1x dye reagent ปริมาตร 1,000 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  แล้วตั้งทิ ้งไว้ที่ อุณหภูมิห้อง เป็น เวลา  5 นาที  จากนั้นน าไป 
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 นาโนเมตร บันทึกผลการทดลองที่ได ้และค านวณ 
ค่าปรมิาณโปรตีนโดยการเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้โปรตีน  
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1.3 การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตั้งต้นให้อยู่ในรูปของน ้าตาล
รีดิวซ ์โดยวิธี Dinitrosalicylic (DNS) colorimetric method 

การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตั้งตน้ใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาลรีดิวซ ์
ใชส้ารตัง้ตน้ 3 ชนิด ไดแ้ก่ carboxymethyl cellulose (CMC) ฟางขา้ว และกากมนัส าปะหลงั โดย
ทดสอบเอนไซม์อย่างหยาบที่ผลิตขึน้จากกลุ่มจุลินทรีย์กับสารตั้งต้นแต่ละชนิดที่ความเข้มข้น 
2.5% ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ์(phosphate buffer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วท าการวัด
ปรมิาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่เกิดขึน้ดว้ยวิธี DNS method (Miller, 1959) โดยปิเปตสารละลายตวัอย่างที่
ต้องการหาปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิ วจ ์ 
เติมสารละลาย 3,5–Dinitrosalicylic acid (DNS) ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน  
น าไปต้มที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ในน า้เย็น เป็นเวลา 5 นาที  
ปิเปตสารละลายที่ ได้ลงในหลอดทดลองที่มีน ้ากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมสารละลาย  
และน า้กลั่นให้เข้ากัน จากนั้นปิเปตใส่ในคิวเวทท์ และน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว  
540 นาโมเมตร และน าค่าการดดูกลืนแสงที่ไดเ้ปรียบเทียบหาความเขม้ขน้ของสารละลายตวัอย่าง
จากกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส ซึ่งสรา้งจากสารละลายกลูโคสที่ทราบความเขม้ขน้ 
และค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายที่ความยาว 540 นาโมเมตร 

1.4 การวิเคราะหแ์บบแผนโปรตีนด้วย SDS–PAGE analysis 
การวิเคราะห์แบบแผนโปรตีนด้วย sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS–PAGE) analysis (Laemmli, 1970) ดว้ย 12% gel SDS–PAGE โดย
ตั ว อ ย่ า ง โป ร ตี น ที่ ต ร ว จ ส อบ  คื อ  เอ น ไซ ม์ อ ย่ า งห ย าบ ที่ ก ลุ่ ม จุ ลิ น ท รี ย์ ผ ลิ ต ขึ ้น  
เริ่มจากการเตรียมแผ่นเจลที่ใชใ้นการวิเคราะห์ ซึ่งประกอบดว้ย separating gel และ stacking 
gel (ภาคผนวก ข) ขั้นตอนการวิ เคราะห์ปิ เปตตัวอย่างโปรตีน ปริมาตร  10 ไมโครลิตร  
ผสมกับ SDS gel–loading buffer ปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้วน ามาต้มที่อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ปิเปตตวัอย่างโปรตีนที่ผ่านการตม้ ปรมิาตร 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในช่อง
ของแผ่นเจลที่เตรียมไว ้จากนัน้ปิเปต BLUeye prestained protein ladder ปรมิาตร 4 ไมโครลิตร  
เพื่อใชเ้ป็นแถบ standard marker เปรียบเทียบขนาดโปรตีน การแยกโปรตีนด้วยกระแสไฟฟ้า 
ใชเ้ครื่อง electrophoresis ที่ความต่างศักย ์120 โวลต ์เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จึงน าแผ่นเจลมายอ้ม
เพื่อสงัเกตการยอ้มติดสีของแถบโปรตีน โดยแช่แผ่นเจลในสารละลาย Coomassie blue staining 
buffer บนเครื่องเขย่า เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบก าหนดเวลา เทสารละลายที่ใช้ย้อมสีออก  
และล้างแผ่น เจลด้วยสารละลาย destaining buffer บนเครื่องเขย่า เป็น เวลา 2 ชั่ วโมง  
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จนสงัเกตเห็นแถบโปรตีน บนัทึกภาพ และเปรียบเทียบกบัแถบ standard marker ซึ่งแสดงขนาด
ของโมเลกลุโปรตีนในช่วง 11 ถึง 245 kDa 

นอกจากนี ้วิ เค ราะห์ป ระสิ ท ธิภ าพ การย่ อยสารตั้ งต้น  CMC ใช้  12%  
gel SDS–PAGE ที่ ผสม  1% CMC ในเจล  ท าตามขั้น ตอนเดิมตั้งแต่การเตรียมตัวอย่ าง  
จนกระทั่งการแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าใชเ้ครื่อง electrophoresis ที่ความต่างศกัย ์120 โวลต ์
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้แช่แผ่นเจลใน wash buffer บนเครื่องเขย่า 1 ชั่วโมง เพื่อลา้ง SDS ออก 
เมื่อครบก าหนดเวลาย้ายแผ่นเจลไปแช่ใน renaturing buffer ที่อุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 6 ชั่ วโมง แล้วน าแผ่นเจลมาย้อมสีด้วยสารละลาย Congo red 1% บนเครื่องเขย่า  
ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 1 ชั่ วโมง เมื่อครบก าหนดเวลาล้างแผ่นเจลด้วยสารละลายด้วย  
1M NaCl เป็นเวลา 10 นาที สังเกตหาโซนใสที่แสดงถึงการท างานของเอนไซมใ์นการย่อยสลาย
สารตัง้ตน้ CMC และบนัทกึผล 

1.5 การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเบือ้งต้น 
การทดสอบประสิท ธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเบื ้องต้น  ท าการทดลอง  

ในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยก าหนดปริมาตร working volume เท่ากับ 200 มิลลิลิตร  
ใช้กากมันส าปะหลัง 20% w/v ใช้กลุ่มจุลินทรีย์ปริมาตร 33 มิลลิลิตร เติมสารสะลายโซเดียม
ฟอสเฟตบฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 50 mM ที่มีค่าความเป็นกรด–เบสเท่ากับ 7  ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
จากนั้นป รับ ค่ าความ เป็นกรด –เบสของสารผสมภายในขวด รูปชมพู่ ให้มี ค่ า เท่ ากับ  
7 และเติมน า้กลั่นจนปริมาตรน า้ภายในขวดรูปชมพู่เท่ากบั 200 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดดว้ยจุกยาง 
เจาะรูที่ ต่อสายยางส าหรับ เก็บแก๊ส  น าปลายสายยางใส่ในบีก เกอร์บรรจุน ้าที่ คว ่ าไว ้  
บ่มแก๊สที่อุณหภูมิ30 องศาเซลเซียส บนัทึกปริมาณแก๊สที่เกิดขึน้โดยวิธีการแทนที่น า้ในบีกเกอร์ 
ทกุ ๆ 24 ชั่วโมง เป็นระยะเวลา 14 วนั  

การหาภาวะการท างานทีเ่หมาะสมของกลุ่มจุลินทรีย ์
การหาภาวะการท างานที่เหมาะสมของกลุ่มจุลินทรียใ์นการย่อยกากมันส าปะหลัง 

และการผลิ ตแ ก๊สชี วภ าพ  ผู้ วิจัยตั้ งภ าวะการท างานของกลุ่ ม จุลิ นทรีย์ โดยก าหนด  
3 ปั จจัย  ได้แก่  อุณ หภู มิ  มี ค่ า  30, 40 และ  50 องศาเซล เซี ยส  ป ริม าณ เชื ้อ จุลิ นท รีย ์ 
มีปริมาณ  25%, 50% และ 75% v/v และชนิดของกลุ่มจุลินทรีย์ โดยท าการทดลอง 2 ซ ้า  
ในทกุการทดลอง และชดุควบคมุ (control) 

ภาชนะที่ใช้ในการทดลองหมักแก๊สชีวภาพ คือ ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร  
โดยก าหนดปริมาตร working volume เท่ากบั 200 มิลลิลิตร ใชก้ากมนัส าปะหลงั 15% w/v มลูววั
ปริมาณ 5% w/v peptone 1.6 กรมั สารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอรค์วามเขม้ขน้ 250 mM  
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ที่มี ค่าความเป็นกรด–เบสเท่ากับ 7 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ส าหรับปริมาตรกลุ่มจุลินทรีย์ 
ที่ ใช้มีปริมาณ  25%, 50% และ 75% v/v จากนั้นปรับค่าความเป็นกรด–เบสของสารผสม 
ให้มี ค่าเท่ากับ 7 และเติมน ้ากลั่นจนปริมาตรน ้าภายในขวดรูปชมพู่ เท่ากับ 200 มิลลิลิตร  
ปิดฝาขวดรูปชมพู่ดว้ยจุกยางเจาะรูที่ต่อสายยางส าหรบัเก็บแก๊ส บ่มที่อุณหภูมิ  30, 40 และ 50 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 28 วัน  วัดปริมาณแก๊สโดยวิ ธีแทนที่ น ้าทุก ๆ 24 ชั่ วโมง  
วดัค่าความเป็นกรด–เบส ดว้ยเครื่องวดัความเป็นกรด–เบส วดัค่าซีโอดี โดยใชว้ิธีรีฟลกัซแ์บบปิด/
การไทเทรต (closed Reflux, titrimetric Method) และวัดค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย 
โดยใช้วิธี distilled method (Siedlecka et al., 2008) ทุก ๆ 3 วันตลอดระยะเวลาการทดลอง  
และบนัทกึปรมิาณการย่อยสลายชีวมวล (biomass) เมื่อสิน้สดุการทดลอง  

 
การวิเคราะหข์้อมูล 

1. วิเคราะห์ปริมาณแป้ง ธาตุองค์ประกอบ ของแข็ง และเส้นใย โดยหาค่าเฉลี่ ย 
และสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการท าการทดลอง 3 ซ า้  

2. วิ เคราะห์ความ เข้มข้น โปรตีนที่ ผลิต ได้จากกลุ่มจุลินทรีย์  โดยหาค่าเฉลี่ ย  
และสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการท าการทดลอง 2 ซ า้  

3. วิเคราะหค์วามสามารถในการย่อยสลายสารตัง้ตน้ใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาลรีดิวซข์อง
กลุม่จลุินทรีย ์โดยหาค่าเฉลี่ยและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการท าการทดลอง 3 ซ า้  

4. วิเคราะหป์ริมาณแก๊สสะสม จากทดสอบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเบือ้งตน้ 
14 วนั โดยหาค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการท าการทดลอง 2 ซ า้ และวิเคราะหส์ถิติ
ทดสอบของครสัคอล–วอลลิส (Kruskal-Wallis test) 

5. วิ เคราะห์ภาวะการท างานที่ เหมาะสมของกลุ่มจุลินทรีย์  เพื่ อศึกษาปัจจัย  
ที่มีผลต่อการผลิตแก๊สชีวภาพ 3 ปัจจัย คือ อุณหภูมิ ปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ และชนิดของกลุ่ม
จุลินทรีย ์โดยวดัค่าปริมาณแก๊สสะสม ความเป็นกรด–เบส ค่าซีโอดี ค่าความเขม้ขน้กรดอินทรีย์
ระเหยง่าย และปริมาณชีวมวลที่หายไป ส าหรบัค่าปริมาณแก๊สสะสม วิเคราะหโ์ดยหาค่าเฉลี่ย 
และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการท าการทดลอง 2 ซ  ้า และวิเคราะห์สถิติทดสอบของ 
ครสัคอล–วอลลิส   



 

บทที ่4 
ผลการด าเนินงานวิจัย 

 
องคป์ระกอบของกากมันส าปะหลัง 

กากมันส าปะหลัง เป็นวัสดุเหลือทิง้ทางการเกษตรที่เกิดขึน้ภายหลังจากกระบวนการ
สกัดแป้งออกจากหัวมันส าปะหลัง องค์ประกอบหลักที่พบในกากมันส าปะหลัง ได้แก่ แป้ง  
และเส้นใย เช่น เซลลูโลส เฮมิ เซลลูโลส ลิกนิน ในการวิจัยครั้งนี ้ได้น ากากมันส าป ะหลัง 
มาเป็นวตัถดิุบในการผลิตแก๊สชีวภาพ จึงไดท้ าการศกึษาปรมิาณขององคป์ระกอบต่าง ๆ ดงันี ้

ปริมาณแป้ง 
น าตัวอย่างกากมันส าปะหลังแห้ง 100 มิลลิกรัม  มาวิ เคราะห์แป้งด้วย 

ชุดตรวจสอบ total starch assay จาก Megazyme โดยวิ ธี  amyloglucosidase/α–amylase 
method พบว่ามีแปง้เป็นองคป์ระกอบรอ้ยละ 42.31 ± 2.45 ดงัแสดงในตาราง 5  

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน 
น าตัวอย่างกากมันส าปะหลังแห้ง ไปวิ เคราะห์ด้วยเครื่องมือวิ เคราะห์

องค์ประกอบธาตุ  (elemental analyzer) ยี่ห้อ LECO 628 Series โดยวิ ธี  NCHS method ที่ 
ศูนยเ์ครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตรแ์ละเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั พบว่าตัวอย่างกากมัน
ส าปะหลงัที่ใชใ้นการทดลองมีธาตุคารบ์อน ไฮโดรเจน ไนโตรเจน และซลัเฟอร ์เป็นองคป์ระกอบ 
ร้อยละ 40.10 ± 0.39, 6.11 ± 0.11, 0.25 ± 0.01 และ 0.41 ± 0.18 เมื่อเทียบกับน ้าหนักแห้ง 
ตามล าดับ ดังแสดงในตาราง 5 ดังนั้นกากมันส าปะหลังที่ใช้ในการทดลอง จึงมีค่าอัตราส่วน
คารบ์อนต่อไนโตรเจน เท่ากบั 160.40 : 1 

ปริมาณของแข็ง 
น าตัวอย่างกากมันส าปะหลังสด 2 กรัม ไปอบแห้ง และน ามาชั่ งน ้าหนัก  

พบปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total solid, TS) มีค่าร้อยละ 14.96 ± 0.10 จากนั้นน ากากมัน
ส าปะหลังไปเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส และชั่งน า้หนัก พบปริมาณของแข็งระเหยได ้
(Volatile solid, VS) มีค่ารอ้ยละ 97.59 ± 0.02 เมื่อเทียบกบัปริมาณของแข็งทัง้หมด หรือ 6.52 ± 
0.04 เมื่อเทียบกบัน า้หนกัตวัอย่างกากมนัส าปะหลงัสด ดงัแสดงในตาราง 5 
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ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน 
น าตัวอย่างกากมันส าปะหลงัน า้หนักแหง้ 1 กรมั ไปบดใหม้ีขนาดเล็ก หลงัจาก

นัน้น าไปวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน พบปริมาณเซลลูโลสมาก
ที่สดุ รอ้ยละ 84.93 ± 0.68 และปริมาณลิกนิน และเฮมิเซลลโูลส รอ้ยละ 10.83 ± 0.53 และ 0.50  
± 1.35 เมื่อเทียบกบัน า้หนกัแหง้ ตามล าดบั ดงัแสดงในตาราง 5 

 
ตาราง 5 องคป์ระกอบของกากมนัส าปะหลงั 

องคป์ระกอบ ปริมาณทีพ่บ (%) 

แปง้ 42.31 ± 2.45 
ธาตคุารบ์อน 40.10 ± 0.39 
ธาตไุฮโดรเจน 6.11 ± 0.11 
ธาตไุนโตรเจน 0.25 ± 0.01 
ธาตซุลัเฟอร ์ 0.41 ± 0.18 

ของแข็งทัง้หมด 14.96 ± 0.10 
ของแข็งระเหยได ้ 6.52 ± 0.04 

องคป์ระกอบเส้นใย (fiber content) 
เซลลโูลส 84.93 ± 0.68 

เฮมิเซลลโูลส 0.50 ± 1.35 
ลิกนิน 10.83 ± 0.53 

 
การเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรียเ์พ่ือเก็บเกี่ยวเอนไซม ์

กลุ่มจุลินทรีย์ที่ ใช้ในการทดลองมาจาก 4 แหล่ง ได้แก่  น ้าเสียจากบ่อบ าบัด 
(mesophilic) ของโรงงานแป้งมันส าปะหลัง, กากมันส าปะหลังชุดที่  1,  น ้าเสียจากบ่อบ าบัด 
(thermophilic) ของโรงงานแป้งมันส าปะหลัง และกากมันส าปะหลังชุดที่  2 จากนั้นผู้วิจัย
เพาะเลี ้ยงกลุ่มจุลินทรีย์ ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ nutrient broth และบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ 
ที่ 30 และ 50 องศาเซลเซียส ท าใหไ้ดก้ลุม่จลุินทรียท์ัง้สิน้ 8 กลุม่ ดงัตาราง 6 
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ตาราง 6 กลุม่จลุินทรียท์ี่คดัแยกจากบ่อบ าบดัน า้เสียและกากมนัส าปะหลงั 

กลุ่มจุลินทรีย ์ แหล่งทีม่า อุณหภูมิ (oC) 

1 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 30 

2 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 50 

3 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 30 

4 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 50 

5 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 30 

6 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 50 

7 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 30 

8 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 50 

 
จากนั้ น น ากลุ่ ม จุ ลิ น ท รีย์ทั้ ง  8 กลุ่ ม  ม า เพ าะ เลี ้ย ง ในอาหาร เลี ้ย ง เชื ้อสู ต ร  

basal medium (B) และสูตร peptone cellulose solution (P) โดยใช้ฟางข้าว (r) และกากมัน
ส าปะหลัง (c) เป็นแหล่งคารบ์อนในอาหาร ส่งผลใหม้ีอาหาร 4 สูตร ไดแ้ก่ อาหารเลีย้งเชือ้สูตร 
basal medium + ฟางขา้ว (Br), อาหารเลีย้งเชือ้สูตร basal medium + กากมันส าปะหลงั (Bc), 
อาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตร peptone cellulose solution + ฟางข้าว (Pr) และ อาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตร 
peptone cellulose solution + กากมนัส าปะหลงั (Pc)   

การตั้งชื่ อกลุ่มจุลินทรีย์ที่ ใช้ในการทดลอง ประกอบด้วย ตัวอักษรและตัวเลข  
3 ต าแหน่ง ดงัต่อไปนี ้

ตวัอกัษร ต าแหน่งที่ 1 หมายถึง ชนิดของสตูรอาหารเลีย้งเชือ้ที่ใช ้ 
ตวัอกัษร ต าแหน่งที่ 2 หมายถึง ชนิดของแหลง่คารบ์อนในอาหารเลีย้งเชือ้  
ตวัเลข ต าแหน่งที่ 3 หมายถึง แหลง่ที่มาของกลุม่จลุินทรีย ์

ยกตัวอย่ าง  กลุ่ ม จุ ลิ นท รีย์  Br–1 หมายถึ ง  กลุ่ ม จุ ลิ นท รีย์จ าก น ้ า เสี ย 
จากบ่อบ าบัด (mesophilic) ที่เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้สูตร basal medium โดยใชฟ้างขา้ว
เป็นแหลง่คารบ์อนในอาหาร 
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ตาราง 7 กลุม่จลุินทรียท์ี่เพาะเลีย้งในภาวะแตกต่างกนัเพื่อใชใ้นการทดลอง 

กลุ่มจุลินทรีย ์ แหล่งทีม่า อุณหภูมิ (oC) อาหารเลีย้งเชือ้* 

Br–1 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 30 Br 

Br–2 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 50 Br 

Br–3 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 30 Br 

Br–4 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 50 Br 

Br–5 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 30 Br 

Br–6 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 50 Br 

Br–7 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 30 Br 

Br–8 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 50 Br 

Bc–1 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 30 Bc 

Bc–2 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 50 Bc 

Bc–3 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 30 Bc 

Bc–4 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 50 Bc 

Bc–5 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 30 Bc 

Bc–6 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 50 Bc 

Bc–7 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 30 Bc 

Bc–8 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 50 Bc 

Pr–1 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 30 Pr 

Pr–2 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 50 Pr 

Pr–3 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 30 Pr 

Pr–4 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 50 Pr 

Pr–5 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 30 Pr 

Pr–6 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 50 Pr 

Pr–7 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 30 Pr 

Pr–8 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 50 Pr 

Pc–1 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 30 Pc 

Pc–2 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (mesophilic) 50 Pc 



  33 

ตาราง 7 (ต่อ) 

กลุ่มจุลินทรีย ์ แหล่งทีม่า อุณหภูมิ (oC) อาหารเลีย้งเชือ้* 
Pc–3 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 30 Pc 

Pc–4 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 1 50 Pc 

Pc–5 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 30 Pc 

Pc–6 น า้เสียจากบ่อบ าบดั (thermophilic) 50 Pc 

Pc–7 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 30 Pc 

Pc–8 กากมนัส าปะหลงัชดุที่ 2 50 Pc 

* หมายเหต ุBr = อาหารเลีย้งเชือ้สตูร basal medium ที่มีฟางขา้วเป็นแหล่งคารบ์อน 

    Bc = อาหารเลีย้งเชือ้สตูร basal medium ที่มีกากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคารบ์อน 

    Pr = อาหารเลีย้งเชือ้สตูร peptone cellulose solution ที่มีฟางขา้วเป็นแหล่งคารบ์อน 

    Pc = อาหารเลีย้งเชือ้สตูร peptone cellulose solution ที่มีกากมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคารบ์อน 

จากตาราง  7 พบว่าการเพาะเลี ้ยงกลุ่มจุลินทรีย์ที่ คัดแยกจากบ่อบ าบัดน ้าเสีย 
และกากมนัส าปะหลงั ในภาวะที่มีอณุหภูมิ ชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ และแหลง่คารบ์อนในอาหาร
เลีย้งเชือ้ที่แตกต่างกันดังตาราง ท าใหไ้ดก้ลุ่มจุลินทรียท์ัง้สิน้ 32 กลุ่ม ซึ่งจะถูกน าไปใชเ้พาะเลีย้ง
เพื่อเก็บเก่ียวเอนไซม์อย่างหยาบ ส าหรับทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารตั้งต้น  
และทดสอบประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สชีวภาพของจลุินทรียก์ลุม่ต่าง ๆ ในการทดลองต่อไป 
 
ความเข้มข้นโปรตีนของเอนไซมอ์ย่างหยาบจากกลุ่มจุลินทรียท์ีเ่พาะเลีย้ง 

การสร้างกราฟมาตรฐานของความเข้มข้นโปรตีน  
จากการสรา้งกราฟมาตรฐานของความเขม้ขน้โปรตีน โดยใชส้ารละลาย Bovine 

Serum Albumin (BSA) เป็นสารมาตรฐาน โดยเตรียมสารละลาย BSA ที่มีความเขม้ขน้ต่าง ๆ 
ได้แก่ 0.15, 0.30, 0.45, 0.60, และ 0.75 mg/mL ตามล าดับ แล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ความยาวคลื่นที่ 595 nm ผลการทดลองเป็นดงัตาราง 8 
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ตาราง 8 ค่าการดดูกลืนแสง (Absorbance) ของสารละลาย Bovine Serum Albumin ที่ 595 nm 

ค่าความเข้มข้น 

สารละลาย BSA (mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง (Abs)  

ทีค่วามยาวคล่ืน 595 nm 

0.15 0.198 
0.30 0.366 
0.45 0.505 
0.60 0.630 
0.75 0.750 

 
แลว้น าผลที่ไดม้าสรา้งกราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ความ

ยาวคลื่น 595 nm กบัความเขม้ขน้สารละลาย BSA เป็นดงัภาพประกอบ 5 
 

 

 
ภาพประกอบ 5 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างสารละลาย BSA ที่ความเขม้ขน้ 

0.15 – 0.75 mg/mL และค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm  

จากกราฟได้ค่าสัมประสิท ธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient: R2) เท่ากับ 
0.9951 จากสมการ  y = 0.912 x + 0.0794 เมื่ อ x แทน ความเข้มข้นของสารละลาย BSA 
(mg/mL) และ y แทน ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลาย Bovine Serum Albumin ที่ 595 nm  

 

y = 0.912x + 0.0794
R² = 0.9951
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ความเข้มข้นโปรตีนของเอนไซมอ์ย่างหยาบ (crude enzyme) จากกลุ่มจุลินทรีย ์
การเก็บเก่ียวตัวอย่างเอนไซม์อย่างหยาบ สามารถเก็บได้ทั้งสิ ้น 32 ตัวอย่าง  

จากกลุ่ ม จุลิ นทรีย์ที่ เพ าะ เลี ้ย งไว้ 32 กลุ่ ม  พบว่ ากลุ่ ม จุลิ นทรีย์  Pr–1, Pr–2 และ  Pr–6  
สามารถผลิ ต เอน ไซม์อย่ างหยาบ ได้ป ริม าณ มากที่ สุ ด  ดั งแสดงในภาพประกอบ  6  
โดยกลุ่มจุลินทรีย ์Pr–1 ผลิตเอนไซมอ์ย่างหยาบไดป้ริมาณ 2.61 ± 0.02 mg/mL, กลุ่มจุลินทรีย ์
Pr–2 และ Pr–6 ผลิตเอนไซม์อย่างหยาบได้ปริมาณ  2.36 ± 0.01 mg/mL และ 1.92 ± 0.04 
mg/mL ตามล าดบั 
 

 

 
ภาพประกอบ 6 ความเขม้ขน้โปรตีนของเอนไซมอ์ย่างหยาบจากกลุม่จลุินทรีย ์

การทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตั้งต้น ด้วยการวัดปริมาณน ้าตาลรีดิวซ ์
การสร้างกราฟมาตรฐานของสารละลายกลูโคส 

จากการสรา้งกราฟมาตรฐานของสารละลายกลโูคสที่ความเขม้ขน้ 0.20, 0.40, 0.60, 
0.80 และ 1.00 mg/mL ตามล าดับ แลว้น าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่นที่ 540 nm  
ผลการทดลองเป็นดงัตาราง 9 

 
 

-0.500

0.000

0.500

1.000

1.500

2.000

2.500

3.000

B
r-

1

B
r-

2

B
r-

3

B
r-

4

B
r-

5

B
r-

6

B
r-

7

B
r-

8

B
c
-1

B
c
-2

B
c
-3

B
c
-4

B
c
-5

B
c
-6

B
c
-7

B
c
-8

P
r-

1

P
r-

2

P
r-

3

P
r-

4

P
r-

5

P
r-

6

P
r-

7

P
r-

8

P
c
-1

P
c
-2

P
c
-3

P
c
-4

P
c
-5

P
c
-6

P
c
-7

P
c
-8

คว
าม
เข
ม้ข
น้โ
ปร
ตีน
 (m

g/
mL

)

กลุม่จลุินทรยี์



  36 

ตาราง 9 ค่าการดดูกลืนแสง (Absorbance) ของสารละลายมาตรฐานกลโูคสที่ 540 nm 

ค่าความเข้มข้น 

สารละลายมาตรฐานกลูโคส (mg/mL) 

ค่าการดูดกลืนแสง (Abs)  

ทีค่วามยาวคล่ืน 540 nm 

0.20 0.071 
0.40 0.184 
0.60 0.313 
0.80 0.449 
1.00 0.566 

 
แลว้น าผลที่ไดม้าสรา้งกราฟแสดงความสมัพันธร์ะหว่างค่าการดูดกลืนแสง ที่ความ

ยาวคลื่น 540 nm กบัความเขม้ขน้สารละลายกลโูคส เป็นดงัภาพประกอบ 7 
 

 

 

ภาพประกอบ 7 กราฟมาตรฐานแสดงความสมัพนัธร์ะหว่างสารละลายกลโูคสที่ความเขม้ขน้  
0.20 – 1.00 mg/mL และค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm  

จากกราฟได้ค่าสัมประสิท ธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient: R2) เท่ากับ 
0.9991 จากสมการ y = 0.6275 x – 0.0599 เมื่อ x แทน ความเข้มข้นของสารละลายกลูโคส 
(mg/mL) และ y แทน ค่าการดดูกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานกลโูคสที่ 540 nm 

y = 0.6275x - 0.0599
R² = 0.9991
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ปริมาณน ้าตาลรีดิวซท์ีเ่กิดขึน้จากการย่อยสารตั้งต้นชนิดต่าง ๆ 
วิ เคราะห์คุณสมบัติของกลุ่มจุลินทรีย์ในการย่อยสลายกากมันส าปะหลัง  

โดยน าเอนไซม์อย่างหยาบแต่ละตัวอย่าง มาทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตั้งต้น 
ให้อยู่ในรูปของน ้าตาลรีดิวซ ์ซึ่งสารตั้งต้นที่ใช้ในการทดสอบ ได้แก่ carboxymethyl cellulose 
(CMC) ฟางขา้ว และกากมนัส าปะหลงั อตัราส่วนของสารตัง้ตน้และเอนไซม ์มีค่าเท่ากบั 5% w/v  
ในสารละลายโซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอรค์วามเขม้ขม้ 50 mM ที่มีค่าความเป็นกรด–เบสเท่ากับ 7 
ใชร้ะยะเวลาในการท าปฏิกิริยาเป็นเวลา 60 นาที ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส แล้วท าการวัด
ปรมิาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่เกิดขึน้ดว้ยวิธีการ DNS method ดงัตาราง 10 
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ตาราง 10 ปรมิาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่เกิดขึน้จากการย่อยสารตัง้ตน้ชนิดต่าง ๆ  

กลุ่มจุลนิทรีย ์
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ ์(mg/mL)  

CMC ฟางข้าว กากมนัส าปะหลัง 
Br-1 2.159 ± 0.081d 2.613 ± 0.119a 3.768 ± 0.065h 
Br-2 1.704 ± 0.068e 2.270 ± 0.136c 4.111 ± 0.078gh 
Br-3 1.476 ± 0.156g 2.517 ± 0.069ab 11.377 ± 0.230b 

Br-4 2.076 ± 0.064d 2.360 ± 0.084c 11.470 ± 0.720b 
Br-5 1.510 ± 0.087g 2.392 ± 0.082abc 2.528 ± 0.113j 
Br-6 2.889 ± 0.143c 2.185 ± 0.085c 2.661 ± 0.312ij 
Br-7 1.099 ± 0.173 2.164 ± 0.109c 4.790 ± 0.605gm 
Br-8 0.918 ± 0.167hi 2.344 ± 0.077c 9.704 ± 0.299k 
Bc-1 0.525 ± 0.014j 1.500 ± 0.064e 0.945 ± 0.051n 
Bc-2 0.528 ± 0.028jk 1.534 ± 0.104e 0.921 ± 0.085n 
Bc-3 3.341 ± 0.199b 1.548 ± 0.084e 6.390 ± 0.214f 
Bc-4 2.244 ± 0.058d 1.813 ± 0.104d 3.117 ± 0.137ij 
Bc-5 0.536 ± 0.048jk 1.463 ± 0.040ef 0.921 ± 0.120n 
Bc-6 0.509 ± 0.029jk 1.585 ± 0.113e 1.715 ± 0.136l 
Bc-7 0.634 ± 0.044ijk 1.593 ± 0.008e 1.510 ± 0.090l 
Bc-8 0.653 ± 0.089ijk 1.662 ± 0.114de 1.452 ± 0.160l 
Pr-1 2.796 ± 0.057c 1.471 ± 0.112e 2.876 ± 0.151ij 
Pr-2 2.050 ± 0.069d 1.455 ± 0.056e 2.469 ± 0.228j 
Pr-3 1.386 ± 0.037g 1.423 ± 0.122e 5.361 ± 0.448e 
Pr-4 3.309 ± 0.108b 1.311 ± 0.060f 8.296 ± 0.332d 

Pr-5 1.654 ± 0.100ef 1.380 ± 0.057e 1.699 ± 0.053l 
Pr-6 4.352 ± 0.286a 1.617 ± 0.155e 4.597 ± 0.243m 
Pr-7 0.761 ± 0.072j 1.731 ± 0.124d 12.878 ± 0.393a 

Pr-8 0.669 ± 0.056ijk 0.974 ± 0.040g 1.309 ± 0.177ln 
Pc-1 0.663 ± 0.032ijk 0.743 ± 0.009h 3.165 ± 0.065ij 
Pc-2 0.663 ± 0.103ijk 0.878 ± 0.088gh 3.550 ± 0.033h 
Pc-3 1.447 ± 0.157 1.008 ± 0.140g 6.503 ± 0.719f 
Pc-4 0.924 ± 0.035hi 0.740 ± 0.110h 7.792 ± 0.320e 
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ตาราง 10 (ต่อ) 

กลุ่มจุลนิทรีย ์
ปริมาณน ้าตาลรีดิวซ ์(mg/mL) 

CMC ฟางข้าว กากมนัส าปะหลัง 

Pc-5 0.634 ± 0.068ijk 0.868 ± 0.035gh 2.297 ± 0.178j 
Pc-6 1.540 ± 0.064fg 0.865 ± 0.077gh 1.545 ± 0.266l 
Pc-7 0.621 ± 0.071ijk 0.775 ± 0.091h 10.633 ± 0.144c 

Pc-8 0.538 ± 0.033jk 0.708 ± 0.084h 10.554 ± 0.587c 

ค่าในตารางแสดง 𝑋 ± SD ที่มาจากการทดลอง 3 ซ า้ในภาวะเดียวกนั วิเคราะหส์ถิตใินแต่ละสารตัง้ตน้ดว้ยวิธี 

Mann–Whitney U test และเปรียบเทียบคา่เฉล่ียรายคูด่ว้ยวิธี least significant difference (LSD)  

ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

จากตาราง 10 เมื่อทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตัง้ตน้ CMC ของเอนไซม์
ที่เก็บเก่ียวจากกลุ่มจุลินทรีย์ทั้ง 32 กลุ่ม พบว่าปริมาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่ได้จากเอนไซม์ทั้งหมด  
32 ตัวอย่าง มีค่าอยู่ในช่วง 0.51 – 4.35 mg/mL เมื่อสารตั้งต้นเปลี่ยนเป็นฟางข้าวแนวโน้ม
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายของเอนไซม ์ก็เปลี่ยนไปเช่นกัน พบว่าปริมาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่ได้ 
จากเอนไซมท์ัง้หมด 32 ตวัอย่างมีค่าอยู่ในช่วง 0.71 – 2.61 mg/mL  

การใชก้ากมันส าปะหลงัเป็นสารตัง้ตน้ พบว่าปริมาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่ไดจ้ากเอนไซม์
ทั้งหมด 32 ตัวอย่างมีค่าอยู่ในช่วง 0.92 – 12.88 mg/mL โดยปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่ เกิดขึน้ 
จากการย่อยสลายกากมันส าปะหลังของกลุ่มจุลินทรีย์ Pr–7 แตกต่างจากกลุ่มจุลินทรีย์อ่ืน  
(p  0.05)   

คณุสมบติัของกลุ่มจุลินทรียท์ี่ตอ้งการอีกประการหนึ่ง คือ ความสามารถในการผลิต
แก๊สชีวภาพจากกากมันส าปะหลัง ผู้วิจัยจึงคัดเลือกจากกลุ่มจุลินทรีย์ที่ย่อยสลายกากมัน
ส าปะหลังได้ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์มากกว่า 9 mg/mL ขึน้ไป ได้แก่ กลุ่มจุลินทรีย์ Br–3, Br–4,  
Br–8, Pr–7, Pc–7 และ Pc–8 เพื่อน าไปใช้ทดสอบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพเบือ้งต้น
ต่อไป  
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การวิเคราะห ์SDS–PAGE และ CMC–zymogram analysis 
การวิ เคราะห์แบบแผนโปรตีน เพื่ อตรวจสอบ ขนาดโม เลกุลด้วย  SDS–PAGE  

และวิ เคราะห์ความสามารถในการย่ อยสลายสารตั้ งตั้น  CMC ด้วย  CMC–zymogram  
เลื อกใช้เอนไซม์อย่ างหยาบจากกลุ่มจุลินทรีย์  Pr–6 เนื่ องจากจุลินทรีย์กลุ่มดังกล่าว  
สามารถย่อยสลายสารตัง้ตน้ CMC ไดน้ า้ตาลรีดิวซป์รมิาณมากท่ีสดุ ดงัตาราง 10  

CMC เป็นสารตั้งต้นที่ใช้ตรวจสอบความสามารถในการย่อยสลายสารของเอนไซม์ 
endoglucanase (Ordaz-Díaz et al., 2016) ดังนั้นในการทดลองนีจ้ึงเป็นการยืนยันว่าเอนไซม์
อย่างหยาบของกลุม่จลุินทรีย ์Pr–6 เป็นเอนไซม ์endoglucanase  

 

 

 

ภาพประกอบ 8 การวิเคราะห ์SDS–PAGE และ CMC–zymogram analysis  
ของเอนไซมอ์ย่างหยาบจากกลุม่จลุินทรีย ์Pr-6 

จากผลการทดลองพบแถบโปรตีน ดังภาพประกอบ 8 ต าแหน่ง Marker คือ BLUeye 
prestained protein ladder ต าแหน่ง L1 คือ แถบโปรตีนที่ยอ้มสีดว้ย Coomassie Brilliant Blue 
คือ และต าแหน่ง L2 คือ บรเิวณโซนใสที่ยอ้มสียอ้มดว้ย Congo red  

ผลการทดลองพบว่า แถบโปรตีนมีขนาด 130 kDa บน SDS–PAGE ที่ ย้อมด้วย 
Coomassie Brilliant Blue (L1) แสดงว่าโปรตีนมีน า้หนักโมเลกุลประมาณ 130 kDa นอกจากนี ้
ผลการวิเคราะห ์CMC–zymogram พบต าแหน่งใสที่ปรากฏตรงกับแถบโปรตีนเอนไซมเ์ซลลูเลส 
ที่สกัดได้จากกลุ่มจุลินทรีย์ Pr–6 ดังภาพประกอบ 11 (L2) ซึ่ งจากการทดลองก่อนหน้า 
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พบว่า เมื่อใชส้ารตัง้ตน้เป็น CMC เอนไซมจ์ากกลุ่มจุลินทรีย์ Pr–6 มีกิจกรรมของเอนไซมส์ูงที่สุด 
แสดงว่ามีประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารตัง้ตน้ดงักลา่ว โดยสาร CMC ในแผ่นเจลท าปฏิกิริยา 
กับสี Congo red ท าใหบ้ริเวณที่มีสาร CMC ปรากฎเป็นสีแดง เมื่อสาร CMC ถูกย่อย จึงท าให้
บริเวณดังกล่าวไม่เกิดการดูดซึมสีของ Congo red จึงปรากฏเป็นต าแหน่งใส (Johnsen & 
Krause, 2014) 
การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตแก๊สเบือ้งต้น 

กลุ่มจุลินทรียท์ี่มีความสามารถในการย่อยสลายกากมันส าปะหลังสูงสุด 6 อันดับแรก 
ได้แก่ กลุ่มจุลินทรีย์ Br–3, Br–4, Br–8, Pr–7, Pc–7 และ Pc–8 น ามาบ่มกับกากมันส าปะหลัง 
20% w/v เป็นเวลา 14 วัน ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยก าหนดปริมาตร working volume 
200 มิ ลลิลิตร ใช้กลุ่มจุลินทรีย์ปริมาตร 33 มิลลิลิตร และปรับ ค่าความเป็นกรด–เบส 
ของสารผสมภายในขวดรูปชมพู่ใหม้ีค่าเท่ากบั 7 ไดผ้ลการทดลอง ดงัตาราง 11 

 
ตาราง 11 ปรมิาณแก๊สสะสมตลอดระยะเวลา 14 วนั จากการท างานของกลุม่จลุินทรียท์ี่คดัเลือก
ในการหมกัแก๊สชีวภาพจากกากมนัส าปะหลงั 

กลุ่มจุลนิทรีย ์ ปริมาณแก๊สสะสม (mL/g–VS)* 
Br–3 14.09 ± 15.29 
Br–4 43.37 ± 56.35 
Br–8 215.71 ± 69.47 
Pr–7 11.56 ± 1.59 
Pc–7 78.83 ± 33.52 
Pc–8 349.33 ± 11.38 

control 13.43 ± 0.33 

ค่าในตารางแสดง 𝑋 ± SD ที่มาจากการทดลอง 2 ซ า้ในภาวะเดียวกนั วิเคราะหส์ถิติทดสอบของครสัคอล–

วอลลิส ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

จากตาราง 11 ปริมาณแก๊สชีวภาพสะสม 14 วัน จากกลุ่มจุลินทรีย์ Br–3, Br–4,  
Br–8, Pr–7, Pc–7, Pc–8 และ control พบว่าไม่แตกต่างกัน (χ² = 10.343, df = 6, p = 0.111)  
โดยกลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 ผลิตแก๊สชีวภาพได้มากที่สุด 349.33 ± 11.38 mL/g–VS รองลงมา  
คื อ  ก ลุ่ ม จุ ลิ น ท รี ย์  Br–8 ผ ลิ ต แ ก๊ ส ชี วภ าพ ได้  215.71 ± 69.47  mL/g–VS น อกจ าก นี ้
เมื่ อ เปรียบ เที ยบปริม าณ แก๊สของ  control ที่ ไม่ ได้ใส่กลุ่ ม จุลิ นทรีย์  ผลิ ตแ ก๊สชี วภาพ 
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ได ้13.43 ± 0.33 mL/g–VSพบว่ากลุ่มจุลินทรีย ์Pc–8 และ Br–8 ผลิตแก๊สชีวภาพไดม้ากกว่า 26 
และ 16 เท่า ตามล าดบั 

กลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 และ Br–8 เป็นกลุ่มจุลินทรีย์ที่ผลิตแก๊สชีวภาพได้สูงสุด 
สองอันดับแรก ผู้วิจัยจึงเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 และ Br–8 ไปใช้ในการทดลองขั้นต่อไป  
เพื่อหาภาวะการท างานที่เหมาะสมของกลุม่จลุินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพ 
ภาวะการท างานทีเ่หมาะสมของกลุ่มจุลินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพ 

ผู้วิจัยได้ตั้งภาวะการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ โดยก าหนดค่าความเป็นกรด–เบส  
เท่ากบั 7 เป็นตวัแปรควบคมุ และก าหนดปัจจยั 3 ปัจจยั เป็นตวัแปรตน้ ดงันี ้

1. อณุหภมูิ มีค่า 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส 
2. ปรมิาณเชือ้จลุินทรีย ์มีค่า 25, 50 และ 75 %v/v  
3. ชนิดของกลุ่มจุลินทรีย ์ซึ่งไดร้บัการคัดเลือกคุณสมบัติจากการทดลองก่อนหน้า  

ได้แก่ กลุ่มจุลินทรีย์ Br-8 หมายถึง กลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกมาจากกากมันส าปะหลังชุดที่  2  
ที่เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้สูตร basal medium โดยใชฟ้างขา้วเป็นแหล่งคารบ์อนในอาหาร 
และกลุ่มจุลินทรีย์ Pc-8 หมายถึง กลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดแยกมาจากน ้ากากมันส าปะหลังชุดที่ 2  
ที่ เพาะเลี ้ยงในอาหารเลี ้ยงเชื ้อสูตร peptone cellulose solution โดยใช้กากมันส าปะหลัง 
เป็นแหลง่คารบ์อนในอาหาร  

ส าหรับปริมาณเชื ้อจุลินทรีย์ เมื่อน ามาวิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง พบว่าปริมาณ
เชือ้จุลินทรียก์ลุ่ม Br–8 25 %v/v มีน า้หนกัเซลลแ์หง้ เท่ากับ 0.09 กรมั ปริมาณเชือ้จุลินทรียก์ลุ่ม 
Br–8 50 %v/v มีน ้าหนักเซลลแ์ห้ง เท่ากับ  0.18 กรมั ปริมาณเชือ้จุลินทรีย์กลุ่ม Br–8 75 %v/v 
 มี น ้ า ห นั ก เซ ลล์แ ห้ ง  เท่ ากั บ  0.27 ก รัม  ใน ขณ ะที่ ป ริม าณ เชื ้อ จุ ลิ น ท รีย์ ก ลุ่ ม  Pc–8  
25 %v/v มีน ้าหนักเซลล์แห้ง เท่ากับ  0.15 กรัม ปริมาณ เชื ้อจุลินทรีย์กลุ่ม  Pc–8 50 %v/v 
มีน า้หนกัเซลลแ์หง้ เท่ากบั 0.31 กรมั ปรมิาณเชือ้จลุินทรียก์ลุม่ Pc–8 75 %v/v มีน า้หนกัเซลลแ์หง้ 
เท่ากบั 0.46 กรมั 

เมื่อก าหนดปัจจัยต่าง ๆ ครบถ้วนแล้วท าให้ได้ภาวะการท างานของกลุ่มจุลินทรีย ์  
18 ภาวะ และชุดควบคุมที่ไม่มีการใส่กลุ่มจุลินทรีย ์1 ภาวะ โดยชุดควบคุมจะท างานที่อุณหภูมิ 
40 องศาเซลเซียส ดงัตาราง 12 
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ตาราง 12 ภาวะการท างานของกลุม่จลุินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพ  

ภาวะการท างาน กลุ่มจุลินทรีย ์ ปริมาณเชือ้จุลินทรีย ์(%v/v) อุณหภูมิ (oC) 

1 Br–8 25 30 

2 Br–8 50 30 
3 Br–8 75 30 
4 Br–8 25 40 
5 Br–8 50 40 
6 Br–8 75 40 
7 Br–8 25 50 
8 Br–8 50 50 
9 Br–8 75 50 
10 Pc–8 25 30 
11 Pc–8 50 30 
12 Pc–8 75 30 
13 Pc–8 25 40 
14 Pc–8 50 40 
15 Pc–8 75 40 
16 Pc–8 25 50 
17 Pc–8 50 50 
18 Pc–8 75 50 
19 control  – 40 

 
 
 
 
 
 
 



  44 

ปริมาณแก๊สสะสมตลอดระยะเวลา 28 วัน  
ผู้วิจัยเก็บปริมาณแก๊สโดยวิธีแทนที่น ้าในบีกเกอร์ทุก ๆ 24 ชั่ วโมง บันทึกผล  

เพื่อน ามาวิเคราะหป์รมิาณแก๊สชีวภาพตลอดระยะเวลา 28 วนั ไดผ้ลดงัภาพประกอบ 9 
 

 

ภาพประกอบ 9 ปรมิาณแก๊สสะสมของภาวะการท างานต่าง ๆ ตลอดระยะเวลา 28 วนั 

ค่าในภาพแสดง 𝑋 ± SD ที่มาจากการทดลอง 2 ซ า้ในภาวะเดียวกนั วิเคราะหส์ถิติทดสอบของครสัคอล–วอลลิส 

ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

จากภาพประกอบ 9 ปริมาณแก๊สชีวภาพสะสม 28 วัน จาก 19 ภาวะการท างาน 
พบว่าไม่แตกต่างกนั (χ² = 21.061, df = 18, p = 0.276) จะเห็นไดว้่า ภาวะการท างานที่อณุหภูมิ
เดียวกนั และปรมิาณเชือ้จลุินทรียเ์ท่ากนั กลุม่จลุินทรีย ์Pc–8 สามารถผลิตแก๊สชีวภาพไดม้ากกว่า
กลุ่มจุลินทรีย ์Br–8 โดยภาวะการท างานที่ 16 คือ การใชก้ลุ่มจุลินทรีย ์Pc–8 ปริมาณ 25 %v/v  
ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส พบปริมาณแก๊สชีวภาพสะสมสูงสุด  เท่ากับ 448.82 mL/g–VS 
ส  าหรับภาวะการท างานที่  10 คือ การใช้กลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 ปริมาณ 25 %v/v ที่อุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส และการทดลองของภาวะการท างานที่  18 คือ การใช้กลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 
ปริมาณ 75 %v/v ที่บ่มในอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส ให้ปริมาณแก๊สชีวภาพสะสมรองลงมา 
เท่ากบั 230.90 mL/g–VS และ 228.37 mL/g–VS ตามล าดบั  
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ความสัมพันธข์องดัชนีบ่งชีป้ระสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพ 
ค่าความเป็นกรด–เบส ค่าซีโอดี และค่าความเข้มข้นกรดอินทรีย์ระเหยง่าย  

ที่บนัทึกผลทุก ๆ  3 วนั ตลอดระยะเวลาการทดลอง 28 วนั สามารถน ามาวิเคราะหค์วามสมัพันธ์
ระหว่างดชันีต่าง ๆ ดงัต่อไปนี ้ 

 

 

 

ภาพประกอบ 10 ความสมัพนัธข์องค่าความเป็นกรด–เบส และปรมิาณแก๊สรายวนั ในภาวะการ
ท างานที่ 10 (a) 16 (b) และ 18 (c) 

จากภาพประกอบ 10 แสดงความสัมพันธ์ของค่าความเป็นกรด–เบส และปริมาณ
แก๊สรายวัน ในระยะเวลาการทดลอง 28 วัน โดยค่าความเป็นกรด–เบส เมื่อเริ่มต้นการทดลอง 
มีค่าเท่ากบั 7 เมื่อท าการทดลองเป็นระยะเวลา 3 วนั ค่าความเป็นกรด–เบสลดลงอยู่ในช่วง 3 – 4 
ซึ่งค่าความเป็นกรด–เบสที่อยู่ในระดับต ่าตลอดการทดลอง ส่งผลให้ปริมาณแก๊สที่ผลิตได้ 
ในแต่ละวันมีค่าน้อย จากภาพ (b) พบว่าในช่วงวันที่  9 ค่าความเป็นกรด–เบส เริ่มเพิ่มขึ ้น  
ปริมาณแก๊สที่ผลิตไดก้็มีปริมาณมากขึน้ และเมื่อค่าความเป็นกรด–เบส ลดลงในวนัที่ 15 ปรมิาณ
แก๊สที่ผลิตไดก้็มีปรมิาณลดลง  
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ภาพประกอบ 11 ความสมัพนัธข์องค่าซีโอดี และปรมิาณแก๊สรายวนั ในภาวะการท างานที่ 10 (a) 

16 (b) และ 18 (c) 

จากภาพประกอบ 11 พบว่าความสัมพันธ์ของค่าซีโอดีและปริมาณแก๊สรายวัน 
ในวนัที่ 12, 15 ของภาวะการทดลองทัง้ 3 มีลกัษณะคลา้ยกนั กล่าวคือ ค่าซีโอดีเพิ่มขึน้อย่างมาก 
ในช่วงวนัที่ 12 และลดลงอย่างรวดเร็วในระยะเวลา 3 วนัต่อมา เนื่องจากสารอินทรียท์ี่ละลายน า้ 
ถูกเปลี่ยนไปอยู่ในรูปของแก๊สชีวภาพ ซึ่งจะเห็นได้ว่าปริมาณแก๊สรายวันในวันที่  15 ก็สูงขึน้
เช่นเดียวกนั กล่าวคือจุลินทรียท์ี่ท าหนา้ที่ในกระบวนการไฮโดรลิซิส (hydrolysis) ซึ่งเป็นปฏิกิรยิา
ที่ เกิดจากการท างานของจุลินทรีย์ในการย่อยสลายสารโมเลกุลขนาดใหญ่ เป็นสารโมเลกุ ล 
ขนาดเล็ก เจริญไดใ้นภาวะดังกล่าว และย่อยกากมันส าปะหลังใหอ้ยู่ในรูปที่จุลินทรียผ์ลิตแก๊ส
สามารถน าไปใชไ้ด ้ 
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ภาพประกอบ 12 ความสมัพนัธข์องค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย และปรมิาณแก๊สรายวนั 

ในภาวะการท างานที่ 10 (a) 16 (b) และ 18 (c) 

จากภาพประกอบ 12 แสดงความสมัพนัธข์องค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย 
และปริมาณแก๊สรายวัน  ในระยะเวลาการทดลอง 28 วัน  พบว่าภาวะการท างานที่  10  
ในช่วงวันที่ 12 - 18 ค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่ายสูงขึน้ ในขณะที่ปริมาณแก๊สรายวัน
เพิ่มขึน้ เช่นเดียวกนักบัการเปลี่ยนแปลงในช่วงวนัที่ 9 - 12 ของภาวะการท างานที่ 16  

ส าหรับภาวะการท างานที่  18 การเปลี่ยนแปลงของค่าความเข้มข้นกรดอินทรีย ์
ระเหยง่าย และปริมาณแก๊สรายวนัไม่สอดคลอ้งกัน ในช่วงวนัที่ 6 - 9 ค่าความเขม้ขน้กรดอินทรีย์
ระเหยง่ายสงูขึน้ ในขณะที่ปรมิาณแก๊สรายวนัลดลง  
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ภาพประกอบ 13 ความสมัพนัธข์องค่าความเป็นกรด–เบส และค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหย

ง่าย ในภาวะการท างานที่ 10 (a) 16 (b) และ 18 (c) 

จากภ าพป ระกอบ  13 แสด งความ สัม พั น ธ์ ขอ ง ค่ าค วาม เป็ น ก รด –เบ ส  
และค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย พบว่าที่ภาวะการท างานที่ 10 16 และ 18 การเพิ่มขึน้ 
หรือลดลงของค่าความเข้มข้นกรดอินทรีย์ระเหยง่าย ไม่ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของ 
ค่าความเป็นกรด–เบสมากนกั โดยค่าความเป็นกรด–เบสตลอดการทดลองมีค่าอยู่ในช่วง 3 – 4 

ลักษณะการเปลี่ยนแปลงที่สังเกตได้ เช่น ในวันที่  9 ของภาวะการท างานที่  18  
ค่าความเป็นกรด–เบสลดลง เนื่องจากการเพิ่มขึน้ของกรดอินทรียร์ะเหยง่ายเพิ่มขึน้ เช่นเดียวกับ 
ในวนัที่ 18 ของภาวะการท างานที่ 10 และ 16  
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ภาพประกอบ 14 ความสมัพนัธข์องปรมิาณแก๊สสะสม และปรมิาณแก๊สรายวนั ในภาวะการ

ท างานที่ 10 (a) 16 (b) และ 18 (c) 

จากภาพประกอบ 14 แสดงความสมัพันธข์องปริมาณแก๊สสะสม และปริมาณแก๊ส
รายวัน ในภาวะการท างานที่ 10 (a) 16 (b) และ 18 (c) ในระยะเวลาการทดลอง 28 วัน พบว่า 
ทัง้ 3 ภาวะการท างานที่ใชจุ้ลินทรียก์ลุ่มเดียวกัน คือ กลุ่มจุลินทรีย ์Pc-8 มีการผลิตแก๊สแตกต่าง
กัน โดยภาวะการท างานที่  10 คือการใช้กลุ่มจุลินทรีย์ Pc-8 ปริมาณ 25 %v/v ที่อุณหภูมิ  
30 องศาเซลเซียส มีการผลิตแก๊สรายวนัสม ่าเสมอ แต่อัตราการผลิตต ่า ท าใหป้ริมาณแก๊สสะสม
นอ้ยกว่าภาวะการท างานที่ 16 และ 18 ที่ผลิตแก๊สไม่ต่อเนื่อง แต่สามารถผลิตไดใ้นปริมาณมาก
ต่อครัง้ จึงมีปรมิาณแก๊สสะสมสงูกว่า  
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ปริมาณชีวมวลทีห่ายไป (biomass weight loss) 
ความสามารถของกลุ่มจุลินทรีย์ที่ ใช้ในการทดลอง ได้แก่กลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8  

และ Br–8 ในการย่อยสลายกากมันส าปะหลัง สามารถวัดไดด้ว้ยค่ารอ้ยละของปริมาณชีวมวล  
ที่หายไป (biomass weight loss) 
 

 

ภาพประกอบ 15 รอ้ยละของปรมิาณชีวมวลที่หายไปของภาวะการท างานต่าง ๆ 

ค่าในภาพแสดง 𝑋 ± SD ที่มาจากการทดลอง 2 ซ า้ในภาวะเดียวกนั วิเคราะหส์ถิติทดสอบของครสัคอล–วอลลิส 

ที่ระดบันยัส าคญั 0.05 

จากภาพประกอบ 15 รอ้ยละของปรมิาณชีวมวลที่หายไปของภาวะการท างานต่าง ๆ 
พบว่าไม่แตกต่างกนั (χ² = 28.445, df = 18, p = 0.056) ปริมาณชีวมวลที่หายไปมีค่าอยู่ระหว่าง 
46.94 % – 56.92 % โดยกลุ่มจุลินทรีย์จะสามารถย่อยสลายสารตั้งต้นในภาวะการท างาน  
ที่อณุหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ไดดี้กว่าที่อณุหภูมิ 40 และ 50 องศาเซลเซียส โดยภาวะการท างาน
ที่ดีที่สุดในการทดลองนีคื้อ ภาวะการท างานที่ 12 ใชก้ลุ่มจุลินทรีย ์Pc–8 ปริมาณ 150 มิลลิลิตร  
ที่อุณหภูมิ  30 องศาเซลเซียส ย่อยสลายกากมันส าปะหลังได้ 56.92 ± 5.73 % รองลงมา 
คือ ภาวะการท างานที่ 9 กลุ่มจุลินทรีย ์Br–8 ปริมาณ 150 มิลลิลิตร ที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
สามารถย่อยสลายกากมันส าปะหลงัได ้55.47 ± 4.74 % และภาวะการท างานที่ 1 กลุ่มจุลินทรีย ์
Br–8 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถย่อยสลายกากมันส าปะหลัง 
ได ้53.67 ± 1.93 % ตามล าดบั 
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และขอ้เสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

ความลม้เหลวของระบบบ าบดัน า้เสียในโรงงานผลิตแป้งมนัส าปะหลงัเกิดขึน้ เนื่องจาก
การสูญ เสียจุลินทรีย์จากการปล่อยน ้าทิ ้งปริมาณมากเกินไป การแก้ปัญหาโดยการซื ้อ 
หัวเชื ้อทางการค้ามาเติมเข้าสู่ระบบใช้เวลานานในการท างาน และค่าใช้จ่ายสูง งานวิจัยนี ้
จึงคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์จากกากมันส าปะหลังและน ้าจากบ่อบ าบัดน า้เสีย ที่สามารถปรบัตัว 
และเจริญไดเ้ร็ว รวมทั้งมีประสิทธิภาพในการย่อยสลายกากมันส าปะหลังและผลิตแก๊สชีวภาพ  
โดยท าการศึกษาองค์ประกอบของกากมันส าปะหลัง ซึ่งเป็นวัตถุดิบหลักที่ใช้ในการทดลอง  
และคัดแยกกลุ่มจุลินทรียจ์ากกากส าปะหลงั และน า้จากบ่อบ าบดัน า้เสีย มาเพาะเลีย้งในอาหาร
เลีย้งเชือ้ basal medium และ peptone cellulose solution ที่มีฟางขา้ว และกากมันส าปะหลัง
เป็นแหล่ งคาร์บอน  ที่ อุณ หภูมิ  30 และ  50 องศาเซล เซียส  ได้กลุ่ ม จุลิ นทรีย์  32 กลุ่ ม  
จากนัน้เพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรียท์ัง้ 32 กลุ่ม เพื่อเก็บเก่ียวเอนไซมอ์ย่างหยาบ และน ามาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการย่อยสลายกากมันส าปะหลัง และประสิทธิภาพการผลิต แก๊สชีวภาพ  
เพื่อคัดเลือกกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการย่อยสลายกากมันส าปะหลัง และสามารถ 
ผลิตแก๊สชีวภาพได ้พบว่ากลุ่มจุลินทรีย ์Pr–7 ย่อยกากมันส าปะหลังเป็นน า้ตาลรีดิวซไ์ดสู้งที่สุด  
แล ะกลุ่ ม จุ ลิ น ท รี ย์  Pc–8 ผ ลิ ต แ ก๊ ส ชี วภ าพ ได้ม ากที่ สุ ด  เท่ ากั บ  357 .37  mL/g–VS  
จากนั้นน ากลุ่มจุลินทรีย์ที่คัดเลือกมาหาภาวะการท างานที่เหมาะสมในการผลิตแก๊สชีวภาพ  
ซึ่งในแต่ละภาวะการท างานมีความแตกต่างกันที่ อุณหภูมิ  ปริมาณเชื ้อจุลินทรีย์ และชนิด 
ของกลุ่มจุลินทรีย์ จากนั้นติดตามบันทึกผลปริมาณแก๊สชีวภาพสะสม ค่าความเป็นกรด–เบส  
ค่าซีโอดี และปริมาณกรดอินทรียร์ะเหยง่าย พบว่ากลุ่มจุลินทรีย ์Pc–8 ปรมิาณ 25% v/v ที่ท างาน 
ในอณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส ผลิตแก๊สชีวภาพไดม้ากที่สดุ เท่ากบั 448.82 mL/g–VS  

 
อภปิรายผลการวิจัย 

องคป์ระกอบของกากมันส าปะหลัง 
องค์ประกอบหลักในกากมันส าปะหลัง คือ แป้ง ในงานวิจัยนี ้พบแป้งประมาณ  

รอ้ยละ 42 ซึ่งน้อยกว่างานวิจัยอ่ืน ๆ ที่พบอยู่ในช่วงรอ้ยละ 60 – 65 (Djuma’ali et al., 2012; 
Okudoh et al., 2014; Rattanachomsri et al., 2009) ซึ่งในอุตสาหกรรมแป้งมันส าปะหลัง  
กากมันส าปะหลัง คือ ส่วนที่เป็นหัวมันส าปะหลังหลังจากผ่านการคั้นเพื่อเอาน ้าแป้งออกไป  
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หากพบปริมาณแป้งเป็นองค์ประกอบอยู่น้อย แสดงว่ากระบวนการสกัดแป้งมันส าปะหลัง  
มีประสิทธิภาพ (Mathong, 2011) นอกจากนี ้สายพันธุ์ของมันส าปะหลัง สถานที่ เพาะปลูก 
 และช่วงเวลาในการปลูกก็ส่งผลต่อปริมาณแป้งที่พบ (Janket et al., 2018) ดังนัน้ปริมาณแป้ง 
ในกากมนัส าปะหลงัของแต่ละงานวิจยัจึงแตกต่างกนั ส าหรบัปรมิาณของแข็งในกากมนัส าปะหลงั
ที่ใช้ในการทดลอง พบปริมาณของแข็งทั้งหมดรอ้ยละ 14.96 ± 0.10 ซึ่งเป็นน ้าหนักภายหลัง 
การอบแหง้ แสดงว่ากากมนัส าปะหลงัที่ใชใ้นการทดลองมีความชืน้สงู มีน า้เป็นองคป์ระกอบมาก  

อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน ที่พบในกากมันส าปะหลังที่ใช้ในการทดลอง  
พบปริมาณคารบ์อนเท่ากับ 40.10% และปริมาณไนโตรเจน 0.25% สอดคล้องกับงานวิจัย 
ของ Okudoh et al. (2014) ที่ตรวจสอบปรมิาณธาตใุนกากมนัส าปะหลงัและพบปรมิาณคารบ์อน
เท่ากบั 40% และปรมิาณไนโตรเจน 0.46%  

ส าหรับการทดลองเพื่ อวิ เคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิ เซลลูโลส และลิกนิน  
ในงานวิจัยอ่ืน พบปริมาณเซลลูโลสร้อยละ 8 – 15 เฮมิเซลลูโลส ร้อยละ 2 – 4 และลิกนิน  
รอ้ยละ 2 (Djuma’ali et al., 2012; Rattanachomsri et al., 2009) กล่าวคือพบปริมาณเซลลูโลส
มากที่สุด รองลงมาคือ เฮมิเซลลูโลส และลิกนิน ตามล าดับส าหรบัการทดลองนี ้พบปริมาณ
เซลลูโลสสูงถึงรอ้ยละ 84.93 ส าหรับลิกนิน พบในปริมาณร้อยละ 10.83 และเฮมิเซลลูโลส 
พบในปริมาณนอ้ยที่สุด เพียงรอ้ยละ 0.50 โดยปริมาณเซลลูโลสที่พบมากที่สุด และพบมากกว่า
งานวิจัยของ Djuma’ali et al. (2012) ถึง 10 เท่า เนื่องจากในงานวิจัยดังกล่าววิเคราะหป์ริมาณ

เซลลโูลสจากตวัอย่างกากมนัส าปะหลงัที่ท าปฏิกิรยิากบัเอนไซม ์α–amylase เป็นเวลา 16 ชั่วโมง 
เซลลูโลสบางส่วนจึงถูกย่อยสลายไป ส าหรบัปริมาณเฮมิเซลลูโลสที่พบน้อยที่สุดนั้น เนื่องจาก 
ในการทดลองวิเคราะห์ด้วยวิธี detergent fiber analysis ซึ่งใช้กรดซัลฟิวริกเข้มข้น 72 – 98%  
ในการย่อยสลายตัวอย่าง เฮมิเซลลูโลส เป็นโพลีแซคคาไรด์แบบสายสั้นที่ผูกกับเซลลูโลส 
ในผนงัเซลลพ์ืช (Lucenius, Valle-Delgado, Parikka, & Österberg, 2019)จึงถูกย่อยไดง้่ายดว้ย
กรด เป็นผลใหพ้บในปรมิาณต ่า 

การเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรียเ์พ่ือเก็บเกี่ยวเอนไซม ์
การคัดแยกกลุ่มจุลินทรีย์จากกากมันส าปะหลัง และน ้าเสียจากบ่อบ าบัด  

มาเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ต่างชนิดกัน ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน ท าใหไ้ดก้ลุ่มจุลินทรียท์ัง้สิน้  
32 กลุ่ม ซึ่งผลการวิเคราะห์ความเขม้ขน้ของโปรตีน และการทดสอบประสิทธิภาพในการย่อย
สลายสารตั้งต้นชนิดเดียวกันของเอนไซม์แต่ละตัวอย่างที่พบค่าแตกต่างกัน เป็นการยืนยัน  
ว่ากลุม่จลุินทรียท์ี่เพาะเลีย้งไดเ้ป็นจลุินทรียค์นละกลุม่ 
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ความเข้มข้นของโปรตีนจากเอนไซม์อย่างหยาบ  (crude enzyme) และการ
ทดสอบประสิทธิภาพในการย่อยสลายสารตั้งต้นของเอนไซม ์

เนื่องจากการวิจัยตอ้งการกลุ่มจุลินทรียท์ี่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายกากมัน
ส าปะหลัง จึงท าการเพาะเลีย้งกลุ่มจุลินทรีย์ในอาหารเลีย้งเชือ้ที่แตกต่างกัน เพื่อเก็บตัวอย่าง
เอนไซมอ์ย่างหยาบมาตรวจสอบความเขม้ขน้ของโปรตีน และวิเคราะหค์วามสามารถในการย่อย
สลายสารตั้งต้น จากปริมาณน ้าตาลรีดิวซ์ที่ เกิดขึน้ กลุ่มจุลินทรีย์ชนิดเดียวกันที่ เพาะเลี ้ยง 
ในอาหารเลี ้ยงเชื ้อ peptone cellulose solution (PCS) ผลิตเอนไซม์ในปริมาณมากกว่ากลุ่ม
จุลินทรียช์นิดเดียวกันที่เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ basal medium เนื่องจากอาหารเลีย้งเชือ้ 
PCS มี  peptone เป็นองค์ประกอบ จุลินทรีย์จะปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยภายนอกเซลล ์  
และน าสารอาหารที่ย่อยสลายได ้มาใชใ้นการเจริญ ดังนัน้แหล่งอาหารที่มีปริมาณไนโตรเจนสูง 
กลุ่มจุลินทรียจ์ึงสามารถน าไนโตรเจนมาใชเ้ป็นสารตั้งตน้ในการผลิตเอนไซมข์องตนเองไดม้าก 
นอกจากนีแ้หล่งคารบ์อนในอาหารเลีย้งเชือ้ที่แตกต่างกัน ก็ส่งผลต่อปริมาณเอนไซม์ที่ผลิตได ้  
เช่น เอนไซม์ที่ ผลิตจากกลุ่มจุลินทรีย์ Pr–1 มีความเข้มข้นโปรตีน  2.608 ± 0.022 mg/mL  
ในขณะที่เอนไซม์ที่ผลิตจากกลุ่มจุลินทรีย์ Pc–1 มีความเขม้ขน้โปรตีน 0.263 ± 0.005 mg/mL 
ผลการวิจัยครั้งนี ้ชี ้ให้เห็นว่าชนิดของแหล่งคารบ์อนที่ใช้ในอาหารเลีย้งเชือ้ มีผลต่อการผลิต
เอนไซม ์(Ashwini, Gaurav, Karthik, & Bhaskara Rao, 2011; Singh et al., 2012; Wang et al., 
2016) เนื่องจากฟางขา้วพบเซลลูโลสเป็นองคป์ระกอบหลกั  รอ้ยละ 32 – 47 (Iqbal, Kyazze, & 
Keshavarz, 2013; Kitsubthawee, Cheenkachorn, Chuetor, Rattanaporn, & Sriariyanun, 
2019) และไม่พบแป้ง ในขณะที่ กากมันส าปะหลังที่ ใช้ในการทดลองพบแป้งร้อยละ 42  
และเซลลูโลสรอ้ยละ 84 ดังนั้นกลุ่มจุลินทรีย์ที่เจริญในอาหารที่มีกากมันส าปะหลังเป็นแหล่ง
คารบ์อน จึงมีแนวโนม้ที่จะผลิตทัง้เอนไซมอ์ะไมเลส และเซลลเูลส ในขณะที่กลุ่มจุลินทรียท์ี่เจริญ
ในอาหารท่ีมีฟางขา้วเป็นแหลง่คารบ์อนจึงสามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสไดดี้กว่า  

ส าหรับการทดสอบประสิทธิภาพการย่อยสลายสารตั้งต้นชนิดต่าง ๆ พบว่า  
กลุ่มจุลินทรียท์ี่สามารถย่อยสารตัง้ตน้แต่ละชนิดไดดี้ เป็นกลุ่มจุลินทรียค์นละชนิด เนื่องจากกลุ่ม
จุลินทรียแ์ต่ละกลุ่ม สามารถผลิตเอนไซมไ์ดแ้ตกต่างกัน และสารตั้งตน้แต่ละตัวมีองคป์ระกอบ  
ที่แตกต่างกันดว้ย เช่น สารตั้งต้น CMC ถูกย่อยสลายและเปลี่ยนใหอ้ยู่ในรูปของน า้ตาลรีดิวซ์ 
ในปริมาณมากที่สุด จากเอนไซม์ของกลุ่มจุลินทรีย์ Pr-6 โดย CMC เป็นสารที่ใช้ทดสอบการ
ท างานของเอนไซม์เซลลูเลส ในกลุ่มเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) (Lynd, Weimer, van 
Zyl, & Pretorius, 2002) ดังนั้นจึงสามารถกล่าวได้ว่าเอนไซม์ที่ผลิตจากกลุ่มจุลินทรีย์ Pr-6  
มีเอนไซมเ์อนโดกลคูาเนสเป็นองคป์ระกอบ นอกจากนีไ้ดว้ิเคราะห ์CMC–zymogram เพื่อยืนยัน
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ว่าเอนไซมท์ี่ผลิตจากกลุ่มจลุินทรียเ์ป็นเอนไซมเ์อนโดกลคูาเนส พบว่าหลงัจากใส่เอนไซมจ์ากกลุ่ม
จุลินทรีย์ Pr-6 เกิดบริเวณโซนใส (clear zone) ขึน้บนแผ่นเจล SDS ที่มีส่วนผสมของ CMC 
เนื่องจากสาร CMC ถูกย่อย และไม่มีสาร CMC ที่จะดดูซึมสีแดงของ Congo red บรเิวณดงักล่าว
นีจ้ึงเห็นเป็นโซนใส (Johnsen & Krause, 2014)  

ภาวะการท างานทีเ่หมาะสมของกลุ่มจุลินทรียใ์นการผลิตแก๊สชีวภาพ 
การท างานร่วมกันของจุลินทรีย์ในการผลิตแก๊สชีวภาพต้องอาศัยปัจจัยต่าง ๆ  

ในการทดลองจะเห็นไดว้่าสภาวะที่ใชใ้นการหมกัแก๊สชีวภาพ มีผลต่อการท างานของกลุ่มจลุินทรีย ์
ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรด–เบสอุณหภูมิ รวมถึงปริมาณจุลินทรียท์ี่ใช ้ส  าหรบัตัวบ่งชีป้ระสิทธิภาพ
การท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ คือ ปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได้  ค่าความเป็นกรด–เบส 
ปริมาณกรดอินทรีย์ระเหยง่าย ค่าซีโอดี และปริมาณชีวมวลที่หายไป เนื่องจากระหว่าง
กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจะเกิดกรดอินทรียข์ึน้ (Tampio et al., 2019) โดยปริมาณของกรด
อินทรีย์ และสารที่ละลายน ้าส่งผลต่อค่าความเป็นกรด–เบส และค่าซีโอดี ดังนั้นดัชนีเหล่านี ้
จึงเป็นตวับ่งชีป้ระสิทธิภาพในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพที่ดี  

ส าหรับค่าความเป็นกรด–เบสเริ่มต้นในการทดลอง มี ค่าเท่ากับ 7 เนื่องจาก 
อยู่ในช่วงค่าความเป็นกรด–เบสที่เหมาะสมส าหรับกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ คือ 6.5 – 8 
(Witarsa & Lansing, 2014) จากนั้นค่าความเป็นกรด–เบสลดลงอย่างรวดเร็ว อยู่ในช่วง 3 – 4  
ซึ่งขอ้มลูจาก Dobre, Nicolae, and Matei (2014) ระบุว่าเมื่อค่าความเป็นกรด–เบสลดลงต ่ากว่า  
6 กระบวนการสรา้งแก๊สมีเทนจะถูกยับยั้ง เช่นเดียวกันกับงานวิจัยของ Zhang et al. (2011)  
ซึ่งท าการศึกษาประสิทธิภาพในการผลิตแก๊สมีเทนจากกากมันส าปะหลังด้วยกลุ่มจุลินทรีย ์ 
ได้มีการรักษาค่าความเป็นกรด–เบสให้อยู่ที่  7.2 ตลอดการทดลองด้วยการใช้สารละลาย
โซเดียมไบคารบ์อเนต ในขณะที่งานวิจยันีค่้าความเป็นกรด–เบสตลอดช่วงการทดลองจะอยู่ในช่วง 
3 – 4 

สาเหตกุารลดลงของค่าความเป็นกรด–เบส ที่เกิดขึน้ตัง้แต่ในช่วงแรกของการทดลอง
นั้น สามารถอธิบายได้ด้วยขั้นตอนของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ (Okudoh et al., 2014) 
เนื่องจากเกิดกระบวนการไฮโดรลิซิส กลุ่มจุลินทรียใ์นขวดรูปชมพู่ เจรญิและปลอ่ยเอนไซมอ์อกมา
ย่อยกากมันส าปะหลัง เมื่อกากมันส าปะหลังถูกย่อยสลายเป็นสารโมเลกุลเล็ก สารดังกล่าว  
ถกูน าไปใชเ้ป็นสารตัง้ตน้ในกระบวนการสรา้งกรดหรือแอซิโดเจเนซิส ปรมิาณกรดอินทรียใ์นระบบ
จึงเพิ่มมากขึน้ ค่าความเป็นกรด–เบสจึงลดลง 
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ส าหรบัค่าซีโอดี มีแนวโนม้เพิ่มขึน้ เนื่องจากจุลินทรียท์ี่ท าหนา้ที่ในการย่อยสลายสาร
ในกระบวนการไฮโดรลิซิส สามารถย่อยกากมนัส าปะหลงั ใหเ้ป็นสารโมเลกุลเล็ก ละลายอยู่ในน า้ 
เมื่ อตรวจวัดค่าซีโอดี จึงพบค่าซีโอดีในปริมาณสูง เช่นเดียวกันกับ การเปลี่ยนแปลงของ 
ค่าความเข้มข้นกรดอินทรีย์ระเหยง่าย เนื่องจากจุลินทรีย์ที่ท าหน้าที่ในขั้นตอนแอซิโดเจเนซิส  
ใชส้ารโมเลกุลเล็ก เช่น น า้ตาลกลโูคส ที่ผลิตไดจ้ากกระบวนไฮโดรลิซิสเป็นสารตัง้ตน้ ในการผลิต
กรดอินทรีย ์(Okudoh et al., 2014)  

จากการเพิ่มขึน้ของค่าซีโอดี และค่าความเขม้ขน้กรดอินทรียร์ะเหยง่าย แสดงใหเ้ห็น
ว่ากลุ่มจุลินทรียท์ี่น ามาใชใ้นการทดลอง ประกอบดว้ยจุลินทรียท์ี่สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส
เพื่อย่อยกากมันส าปะหลัง อีกทั้งจุลินทรีย์กลุ่มแอซิโดเจนิกแบคทีเรีย ที่ย่อยสลายผลิตภัณฑ ์
ที่ไดจ้ากขัน้ตอนไฮโดรลิซิส ไดก้รดอินทรีย ์

ส าหรับการหาภาวะการท างานที่ เหมาะสมต่อการท างานของกลุ่มจุลินทรีย ์  
ได้ใช้กากมันส าปะหลัง และมูลสัตว์เป็นวัตถุดิบในการหมักแก๊สชีวภาพ และเติม peptone  
เพื่ อปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนในกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ ทั้งนี ้มูลสัตว์ 
สามารถช่วยปรับอัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนได้ด้วย (Dobre et al., 2014; Ofoefule & 
Uzodinma, 2009) เนื่ องจากอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนของกากมันส าปะหลังที่ ใช้ 
ในการทดลองมีค่า 40.10 : 0.25 ท าใหใ้นการวิจัยช่วงแรกที่ใชก้ากมันส าปะหลงัเพียงอย่างเดียว 
ในการหมักแก๊สชีวภาพ ระบบจึงล้มเหลว โดยงานวิจัยของ Ofoefule and Uzodinma (2009) 
ศกึษาการผลิตแก๊สชีวภาพจากเปลือกมันส าปะหลงัร่วมกบัมลูสตัวช์นิดต่าง ๆ พบว่าการหมกัร่วม
ให้ปริมาณแก๊สชีวภาพสูงกว่า การหมักโดยใชเ้ปลือกมันส าปะหลังเป็นวัตถุดิบเพียงอย่างเดียว 
และอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจนของวัตถุ ดิบที่ เหมาะสมส าหรับผลิตแก๊สชีวภาพ  
มีค่าเท่ากับ 25 ซึ่งพบในการหมักร่วมกันระหว่างเปลือกมันส าปะหลังและมูลสุกร ดังนั้นในการ
หมักแก๊สชีวภาพ จึงมีการใส่มูลสตัว ์ไดแ้ก่ มูลววั เพื่อเพิ่มปริมาณไนโตรเจนใหเ้หมาะสมต่อการ
ท างานของจลุินทรีย ์ 

งานวิจัยครัง้นีใ้ชก้ากมันส าปะหลงั และมูลสตัวเ์ป็นวตัถุดิบในการหมักแก๊สชีวภาพ  
มีปริมาณแก๊สชีวภาพมากกว่างานวิจัยของ Anunputtikul and Rodtong (2007) ที่ใชส้ารตั้งตน้
เป็นมันส าปะหลังเพียงอย่างเดียวถึง 28 เท่า และมากกว่างานวิจัยของ Zhang et al. (2011)  
ที่ใชก้ากมนัส าปะหลงัเป็นสารตัง้ตน้เพียงอย่างเดียวถึง 17 เท่า  

เมื่อวิเคราะหป์ริมาณชีวมวลที่หายไป จากการย่อยสลายของกลุ่มจุลินทรีย ์พบว่า
การใชก้ลุ่มจุลินทรีย ์Pc–8 ปริมาณ 75 %v/v ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส สามารถย่อยสลาย 
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กากมันส าปะหลังไดดี้ที่สุด ปริมาณชีวมวลที่หายไป เท่ากับรอ้ยละ 56.92 โดยเมื่อเปรียบเทียบ 
กบัการใชก้ลุ่มจุลินทรีย ์Br–8 ปริมาณเท่ากนั ที่อณุหภูมิเดียวกนั พบว่ามีปริมาณชีวมวลที่หายไป 
เพียงรอ้ยละ 51.40 เท่านั้น เนื่องจากเมื่อวิเคราะห์ปริมาณเชือ้จุลินทรีย์จากน า้หนักเซลลแ์ห้ง 
พบว่าปรมิาณเชือ้จลุินทรียก์ลุม่ Pc–8 มีปรมิาณมากกว่าเชือ้จลุินทรียก์ลุม่ Br–8 

ส าหรับปัจจัยเรื่องอุณหภูมิในการท างานของกลุ่มจุลินทรีย์ จากผลการทดลอง  
พบว่าเมื่อใชก้ลุ่มจุลินทรียช์นิดเดียวกัน ปริมาณเท่ากัน แต่ท างานที่คนละอุณหภูมิ ระยะเวลา 
ในการเริ่มผลิตแก๊สชีวภาพจะแตกต่างกัน  ยกตัวอย่าง ภาวะการท างานที่  16 และ 18  
ซึ่งใชก้ลุม่จลุินทรีย ์Pc–8 ที่อณุหภมูิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส ตามล าดบั พบว่าภาวะการท างาน
ที่  16 ใช้ระยะเวลา 7 วัน ในการเริ่มผลิตแก๊ส ในขณะที่ภาวะการท างานที่  18 ใช้ระยะเวลา 
เพี ย ง  4 วั น  แ ล ะ ภ า ว ะ ก า รท า ง า น ที่ 18 นี ้ ให้ ป ริ ม าณ แ ก๊ ส ชี ว ภ าพ สู ง สุ ด อี ก ด้ ว ย  
เนื่องจากกลุ่มจุลินทรีย์ Pc–8 ดั้งเดิม มีที่มาจากกากมันส าปะหลังที่ถูกบ่มที่อุณหภูมิ  50  
องศาเซลเซียส ดงันัน้เมื่อน ามาใชง้านที่อณุหภมูิ 50 องศาเซลเซียส จึงสามารถท าหนา้ที่ย่อยสลาย 
ก ากมั น ส าป ะห ลั ง  แ ล ะ ผ ลิ ต แ ก๊ ส ชี วภ าพ ได้ ดี  ง า น วิ จั ย ข อ ง  Promphiphak (2012)  
ทดลองหาหัว เชื ้อจุลิ นทรีย์และสภาวะที่ เหมาะสมส าหรับการผลิตแ ก๊สชี วภาพจาก 
กากมนัส าปะหลงั โดยท าการคดัเลือกหวัเชือ้จากฟารม์สกุร ฟารม์ววั และโรงงานแป้งมนัส าปะหลงั  
พบว่าหัวเชื ้อจากโรงงานแป้งม าปะหลัง สามารถผลิตแก๊สชีวภาพได้ปริมาณมากที่สุด  
โดยใชก้ลุ่มจุลินทรียส์ายพันธุ์ที่มีในพืน้ที่นั้น (indigenous) สามารถช่วยใหก้ารผลิตแก๊สชีวภาพ 
มีประสิทธิภาพ  

 
ข้อเสนอแนะ 

จากผลการทดลองเพื่อปรบัปรุงประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพจากกากมนัส าปะหลงั
ด้วยกลุ่มจุลินทรีย์ ผู ้วิจัยมีข้อเสนอแนะส าหรับการน าผลการวิจัยไปใช้ และส าหรับการวิจัย  
ครัง้ต่อไป ดงันี ้

1. เมื่ อทราบภาวะที่ เหมาะสมต่อการท างานของกลุ่ม จุลินทรีย์  สามารถ  
ใช้ภาวะดังกล่าวออกแบบการทดลองในขั้นต่อไปเพื่ อตรวจสอบความคงที่  (stability) ใน
กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพได ้

2. อาจลดช่วงห่างของอุณหภูมิที่ท าการทดลองให้น้อยลง เพื่ อหาอุณหภูมิ  
ที่กลุ่มจุลินทรียส์ามารถผลิตแก๊สชีวภาพได้อย่างมีประสิทธิภาพ และประหยัดพลังงานในการ
รกัษาระดบัอณุหภมูิ 
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3. เพิ่มเติมการศึกษาดัชนีชี ้วัดประสิทธิภาพของการท างานของกลุ่มจุลินทรีย ์  
เช่น ค่าความเป็นด่าง (alkalinity) องคป์ระกอบของแก๊สชีวภาพ อตัราการผลิตแก๊สมีเทน 

4. เพิ่มเติมการศึกษาความหลากหลายของจุลินทรียท์ี่เพาะเลีย้ง เพื่อใหท้ราบชนิด
ของจุลินทรียท์ี่ท างานภายในระบบหมักแก๊สชีวภาพ ซึ่งช่วยใหท้ราบขอ้มูลเก่ียวกับกลุ่มจุลินทรีย์
มากยิ่งขึน้ 
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1. วิธีการวิเคราะหอ์งคป์ระกอบของเส้นใยในพืช 
1.1 วิธีการวิเคราะหห์า Neutral Detergent Fiber (NDF) 

1. อบถ้วยครูซิเบิลขนาด 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
2 ชั่วโมง และน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็นจึงชั่งน า้หนกัและบนัทกึผล 

2. ชั่ งตัวอย่าง 1 กรัม ใส่ในบีกเกอรข์นาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย NDF  
50 มิลลิลิตร น าไปตม้ 1 ชั่วโมง  

3. เทสารละลายในบีกเกอรล์งในถว้ยครูซิเบิลที่ชั่งน า้หนกัแลว้เพื่อกรองสารตวัอย่าง  
4. ล้างตัวอย่างในถ้วยครูซิเบิลด้วยน ้ากลั่ นต้มจนหมดฟอง และล้างตัวอย่าง  

ดว้ย acetone 3 – 5 ครัง้  
5. น าถ้วยครูซิเบิลที่มีตัวอย่างไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

8 ชั่วโมง และน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็น จึงชั่งน า้หนกัและบนัทกึผล 
6. น าถ้วยครูซิเบิลในข้อที่ 5 มาเผาที่อุณหภูมิ 550 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง  

แลว้น ามาชั่งน า้หนกัเถา้ (ash) และบนัทกึผล 
 

1.2 วิธีการวิเคราะหห์า Acid Detergent Fiber (ADF) 
1. อบถ้วยครูซิเบิลขนาด 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

2 ชั่วโมง และน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็น จึงชั่งน า้หนกัและบนัทกึผล 
2. ชั่ งตัวอย่าง 1 กรัม ใส่ในบีกเกอรข์นาด 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย ADF  

50 มิลลิลิตร น าไปตม้ 1 ชั่วโมง  
3. เทสารละลายในบีกเกอรล์งในถว้ยครูซิเบิลที่ชั่งน า้หนกัแลว้เพื่อกรองสารตวัอย่าง  
4. ล้างตัวอย่างในถ้วยครูซิเบิลด้วยน ้ากลั่ นต้มจนหมดฟอง และล้างตัวอย่าง  

ดว้ย acetone 3 – 5 ครัง้  
5. น าถ้วยครูซิเบิลที่มีตัวอย่างไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

8 ชั่วโมง และน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็น จึงชั่งน า้หนกัและบนัทกึผล 
6. น าถว้ยครูซิเบิลในขอ้ที่ 5 มาเผาที่อณุหภูมิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

แลว้น ามาชั่งน า้หนกัเถา้ (ash) และบนัทกึผล 
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1.3 วิธีการวิเคราะหห์า Acid Detergent Lignin (ADL) 
1. เติมสารละลาย 72% H2SO4 ในถ้วยครูซิ เบิลที่ มีสารตัวอย่างจากขั้นตอน 

การวิเคราะห ์ADF เพื่อย่อยเป็นเวลา 3 ชั่วโมง โดยเติมสารละลายเป็นระยะ และใชแ้ท่งแก้วคน 
ใหต้วัอย่างที่ทดสอบไม่จบัตวัเป็นกอ้น  

2. ลา้งตวัอย่างในถว้ยครูซิเบิลดว้ยน า้กลั่นตม้จนหมดฟอง 
3. น าถ้วยครูซิเบิลที่มีตัวอย่างไปอบแห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

8 ชั่วโมง และน ามาใสใ่นโถดดูความชืน้ ทิง้ไวใ้หเ้ย็น จึงชั่งน า้หนกัและบนัทกึผล 
4. น าถว้ยครูซิเบิลในขอ้ที่ 5 ไปเผาที่อณุหภมูิ 550 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

แลว้น ามาชั่งน า้หนกัเถา้ (ash) และบนัทกึผล 
 

2. วิธีการวิเคราะหป์ริมาณแป้ง 
1. บดตวัอย่างใหล้ะเอียด และกรองดว้ยตะแกรงขนาด 0.5 มิลลิเมตร   
2. ใส่ ตั ว อย่ า งที่ ป่ั น แล้ ว  ป ระม าณ  100 มิ ล ลิ ก รัม  ใน  glass test tube ขน าด  

16 x 22 มิลลิเมตร เคาะใหต้วัอย่างลงไปยงักน้หลอด   
3. เติมเอทานอล 80% 0.2 มิลลิลิตร น าไป vortex ใหเ้ขา้กนั   

4. เติม thermostable α–amylase ทนัที 3 มิลลิลิตร  
5. จากนัน้น ามาตม้ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 นาที โดยเขย่าทุก ๆ 2, 4 

และ 6 นาที เพื่อปอ้งกนัการจบัตวัเป็นตะกอน และปอ้งกนัการระเหยไปพรอ้มกบัแอลกอฮอล ์
6. เติม amyloglucosidase 330U จากนัน้น าไป vortex ใหเ้ขา้กนั และตม้ที่อณุหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
7. เทสารที่ ได้ล งใน  volumetric flask ขนาด  100 มิ ลลิ ลิ ต ร  โดยใช้ก รวยกรอง  

และลา้ง tube ดว้ยน า้กลั่น จากนัน้ใชน้ า้กลั่นปรบัปรมิาตร และเขย่าใหเ้ขา้กนั   
8. ใชก้ระดาษกรองเบอร ์1 (filter paper Whatman No.1) กรองเฉพาะส่วนใสมาใช ้ปรบั

ป ริม าต รให้ ได้  10 มิ ลลิ ลิ ต ร ด้วยน ้ ากลั่ น  และน า ไป ป่ั น เหวี่ ย งที่ ค วาม เร็ว  3000 rpm  
เป็นเวลา 10 นาท ี   

9. ดดูสารละลายท่ีได ้ปรมิาตร 0.1 มิลลิลิตร ยา้ยลงอีก tube หนึ่ง    
10. เ ติ ม  GOPOD 3 มิ ล ลิ ลิ ต ร  ใ น แ ต่ ล ะ  tube แ ล้ ว น า ไ ป ต้ ม ที่ อุ ณ ห ภู มิ  

50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที  
 11. วัดค่าการดูดกลืนแสง ของตัวอย่าง  D–glucose control ที่  510 nm เทียบกับ 

reagent blank   
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3. วิธีการวิเคราะหป์ริมาณของแข็งในตัวอย่าง 
การวิเคราะหป์ริมาณของแข็งในตัวอย่างน า้ และกากตะกอน อาศัยวิธีการชั่ งน า้หนัก  

ซึ่งปริมาณของแข็งที่พบจะประกอบด้วยสารอินทรีย์และสารอนินทรีย์ ของแข็งทั้งหมด  
(Total Solid, TS) หมายถึง สารที่ เหลืออยู่ ในภาชนะหลังจากระเหยน ้าออกจากตัวอย่าง  
ด้วยการน าไปอบแห้ง ประกอบด้วยของแข็งแขวนลอยทั้งหมด และของแข็งละลายทั้งหมด   
ส าหรบัของแข็งระเหยได ้(Volatile Solid, VS) หมายถึง ปริมาณของแข็งที่ระเหยไปไดเ้มื่อน าไปเผา
ที่ 550 องศาเซลเซียส  

วิธีท า 
1. ลา้งถว้ยครูซิเบิล จากนัน้น าเขา้อบที่อณุหภมูิ 80 องศาเซลเซียส overnight  
2. น าถว้ยครูซิเบิล เขา้โถดดูความชืน้ รอเย็นจึงชั่งน า้หนกั 
3. ชั่งตวัอย่างกากมนัสด 2 กรมั ใสถ่ว้ยครูซิเบิล  
4. น าเขา้อบที่ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 ชั่วโมง 
5. น าถว้ยครูซิเบิล เขา้โถดดูความชืน้ รอเย็นจึงชั่งน า้หนกั 
6. เขา้อบต่อจนแหง้ (น าออกมาวดัทกุ ๆ 2 ชั่วโมง) 
7. น าถว้ยครูซิเบิลไปเผาที่ 440 องศาเซลเซียส  
8. น าถว้ยครูซิเบิลเขา้โถดดูความชืน้ รอเย็นจึงชั่งน า้หนกั 
9. กรอกขอ้มูลค านวณค่ารอ้ยละปริมาณของแข็งทัง้หมด (%TS) และค่ารอ้ยละ

ปรมิาณของแข็งระเหยได ้(%VS)  
 

วิธีค านวณ 
ค่ารอ้ยละปรมิาณของแข็งทัง้หมด (%TS) 

 

%𝑇𝑆 =
𝑊1 − 𝑊2 

𝑊3 − 𝑊2
× 100 

 
W1 = weight of dried crucible + dried residue  
W2 = weight of crucible  
W3 = weight of wet sample + crucible 
W4 = weight of crucible + weight of residue after ignition   
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ค่ารอ้ยละปรมิาณของแข็งระเหยได ้(%VS) 
 

%𝑉𝑆 =
𝑊1 − 𝑊4 

𝑊1 − 𝑊2
× 100 

 
W1 = weight of dried crucible + dried residue  
W2 = weight of crucible  
W3 = weight of wet sample + crucible  
W4 = weight of crucible + weight of residue after ignition  

 
4. วิธีการวิเคราะหค์่าซีโอดี โดยวิธีรีฟลักซแ์บบปิด/การไทเทรต (Closed Reflux,Titrimetric 
Method) 

1. ลา้งหลอดวดั COD ที่ตอ้งการใชด้ว้ยกรดซลัฟิวริก 20% เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนจาก
สารอินทรีย ์  

2. ปิเปตตัวอย่างน า้ที่ตอ้งการตรวจสอบ ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดวัด COD  
ที่เตรียมไว ้และปิเปตน า้กลั่นแทนน า้ตวัอย่างใสห่ลอดวดั COD 1 หลอด เพื่อใชเ้ป็น blank 

3. เติมน ้ายาย่อยสลายสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (potassium dichromate 
digestion reagent) ปริมาตร 6 มิลลิลิตร  และสารละลายกรดซัลฟิวริก (sulfuric reagent) 
ปรมิาตร 14 มิลลิลิตร ลงในหลอดวดั COD และใหส้งัเกตสีของสารละลาย ดงัต่อไปนี ้

สีเขียว หมายถึง ปรมิาณน า้ตวัอย่างนอ้ยเกินไป ตอ้งเพิ่มปรมิาณที่ใชอี้ก  
สีเขียวอมเหลือง หมายถึง ปรมิาณน า้ตวัอย่างเหมาะสม  
สีเขียวอมฟ้า หมายถึง ปรมิาณน า้ตวัอย่างมากเกินไป ตอ้งเจือจางน า้ตวัอย่าง 

4. ปิดฝาหลอดวดั COD และผสมสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ยเครื่องผสมสารละลาย  
5. น าหลอดวัด COD ที่ ใส่น ้าตัวอย่างและ  blank เข้าเตาอบที่ อุณหภูมิ  150 ± 2  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
6. เมื่อครบก าหนดเวลาน าหลอดวัด COD ออกจากเตาอบ และน ามาตั้งทิง้ไวใ้หเ้ย็นที่

อุณหภูมิห้อง  แล้วเทสารละลายจากหลอดวัด  COD ใส่ลงในบีกเกอร์ เพื่ อน าไปไทเทรต 
กับสารละลายมาตรฐานเฟอรสัแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) โดยใช ้ferroin indicator 2 – 3 หยด  
เป็นอินดิเคเตอร  ์จะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสีเหลืองเป็นสีฟ้าอมเขียว  และเป็นสีน า้ตาลแดง 
ที่จดุยติุ    
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7. อ่านปรมิาตรท่ีไทเทรตได ้และค านวณตามสตูร ต่อไปนี ้   
 

𝐶𝑂𝐷, 𝑚𝑔/𝐿 =
(𝑎 − 𝑏) × 𝑁 × 8000 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑜𝑓 𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
 

 
a   = ปรมิาตรของของสารละลาย FAS ที่ใชไ้ทเทรต blank  
b   = ปรมิาตรของของสารละลาย FAS ที่ใชไ้ทเทรตน า้ตวัอย่าง  
N   = Normality ของสารละลาย FAS ที่ใช ้  

  
5. วิธีการวิเคราะหป์ริมาณกรดอินทรียร์ะเหยง่าย โดยวิธี distilled method 

1. ปิเปตปริมาณน า้ตวัอย่าง 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับน า้กลั่นที่ผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้ปริมาตร 
37 มิลลิลิตร 

2. น าม า ไท เท รต กั บ ส า รล ะล าย โซ เดี ย ม ไฮ ด รอ ก ไซ ด์  เข้ ม ข้น  0.1 N โด ย 
ใช้สารละลายฟีนอลฟ์ทาลีน 5 หยด เป็นอินดิเคเตอร  ์จะเห็นการเปลี่ยนแปลงจากสารละลาย 
ไม่มีสีเป็นสีชมพอู่อนที่จดุยติุ  

3. อ่านปรมิาตรท่ีไทเทรตได ้และค านวณตามสตูร ต่อไปนี ้   
 

𝑉𝐹𝐴, 𝑚𝑔/𝐿 =
𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑜𝑓 𝑁𝑎𝑂𝐻 × 0.1 × 60,000 

𝑣𝑜𝑙𝑢𝑚𝑒 𝑜𝑓 𝑤𝑎𝑡𝑒𝑟 𝑠𝑎𝑚𝑝𝑙𝑒
 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข  
อาหารเลีย้งเชือ้ และสารเคมี 
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สูตรอาหารเลีย้งเชือ้ 
1. อาหารเลีย้งเชือ้ Nutrient broth 

ใน 1,000 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 
1. Nutrient broth   13 กรมั  
2. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 1,000 มิลลิลิตร 

2. อาหารเลีย้งเชือ้ Basal medium 
ใน 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. ฟางขา้ว หรือ กากมนัส าปะหลงั 1%  
2. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)  0.10% 
3. โพแทสเซียมคลอไรด ์(KCl)   0.10% 
4. แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4)   0.05% 
5. Yeast extract    0.05% 
6. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้ 100 มิลลิลิตร 

3. อาหารเลีย้งเชือ้ Peptone cellulose solution 
ใน 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. ฟางขา้ว หรือ กากมนัส าปะหลงั  0.50%  
2. Peptone     0.05% 
3. Yeast extract    0.10% 
4. โซเดียมคอลไรด ์(NaCl)   0.50% 
5. แคลเซียมคารบ์อเนต (CaCO3)  0.20% 
6. กระดาษกรองเบอร ์1 (filter paper Whatman No.1) 0.50% 
7. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการวิเคราะหแ์บบแผนโปรตีนด้วย SDS–PAGE analysis 
1. 12% gel SDS–PAGE 

เจ ลที่ ใช้ ใน การวิ เค ราะห์ป ระกอบด้วย  separating gel แล ะ  stacking gel  
โดยขัน้ตอนการเตรียมแผ่นเจล ประกอบดว้ย 

1. ประกอบอุปกรณ์ในการเตรียมแผ่นเจล โดยท าความสะอาดแผ่นกระจก  
(glass plates) ที่วาง (casting stand) และกรอบวาง (casting frames) ใหส้ะอาด  

2. ประกบแผ่นกระจก 2 แผ่น และวางลงใน casting frame โดยวางแผ่นสั้น  
(short plate) ไวด้า้นหนา้ casting frame ใหป้ลายแผ่นกระจกทัง้สองเสมอกนัเพื่อปอ้งกนัการรั่ว  

3. ประกอบอุปกรณ์ ทั้งหมด วางบน casting stand และทดสอบการรั่ ว 
ของกระจก โดยเติมน า้กลั่นใหเ้ต็มช่องว่างระหว่างกระจก ทิง้ไวป้ระมาณ 10 นาที ถา้มีการรั่วไหล
น า้ในกระจกจะลดระดบัลงมา ตอ้งท าการเตรียมอปุกรณใ์นการเตรียมแผ่นเจลใหม่ 

4. เตรียม separating gel โดยผสมสารเคมี ดงันี ้
1. น า้กลั่น       3.36 มิลลิลิตร  
2. 40% acrylamide    2.40 มิลลิลิตร   
3. 1.5M Tris, pH 8.8    2.08 มิลลิลิตร  
4. 10% SDS    0.08 มิลลิลิตร  
5. 10% Ammonium persulfate  0.15 มิลลิลิตร 
6. TEMED     8 ไมโครลิตร 

5. ปิ เป ต ส่ วน ขอ ง  separating gel ล งใน ช่ อ งว่ า ง ระห ว่ า งแผ่ น ก ระจก  
ประมาณ 3 ใน 4 ส่วนของกระจก จากนั้นปิเปตน ้ากลั่ นที่ ผ่านการนึ่ งฆ่าเชื ้อ ปิดหน้าเจล 
เพื่อไลฟ่องอากาศ รอประมาณ 20 – 30 นาที เพื่อใหเ้จลแข็งตวั จากนัน้เทน า้ออก 

6. เตรียม stacking gel โดยผสมสารเคมี ดงันี ้
1. น า้กลั่น       2.10 มิลลิลิตร  
2. 40% acrylamide    0.38 มิลลิลิตร   
3. 1.0M Tris, pH 6.8    0.38 มิลลิลิตร  
4. 10% SDS    0.03 มิลลิลิตร  
5. 10% Ammonium persulfate  0.05 มิลลิลิตร 
6. TEMED     5 ไมโครลิตร 

7. จากนัน้ปิเปตส่วนของ stacking gel ลงในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจกที่เหลือ  
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8. ใส่ comb ในช่องว่างระหว่างแผ่นกระจก โดยวาง comb ใหต้รง เพื่อป้องกัน
การเกิดฟองอากาศ และตัง้ทิง้ไวใ้หเ้จลแข็งตวั (polymerize) ประมาณ 30 – 45 นาท ี 

9. เมื่อเจลแข็งตัว ดึง comb ออกชา้ ๆ และปิเปตน า้กลั่นมาลา้งท าความสะอาด
แผ่นเจล 

2. SDS gel–loading buffer 
ใน 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. 100 mM Tris–HCl, pH 6.8   1.21 กรมั  
2. 4% SDS     4 กรมั  
3. 0.2% Bromo Phenol Blue   0.2 กรมั  
4. 20% glycerol    20 มิลลิลิตร  
5. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

3. Coomassie blue staining buffer 
ใน 500 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. เมทานอล (methanol)   250 มิลลิลิตร  
2. น า้กลั่น    200 มิลลิลิตร  
3. กรดแกลเชียลแอซีติก (glacial acetic acid) 50 มิลลิลิตร 
4. Coomassie Brilliant Blue  1.25 กรมั 

4. Destaining buffer  
ใน 1,000 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. น า้กลั่น     600 มิลลิลิตร 
2. เมทานอล (methanol)   300 มิลลิลิตร  
3. กรดแกลเชียลแอซีติก (glacial acetic acid) 200 มิลลิลิตร  

5. Wash buffer 
ใน 50 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2 30 มิลลิลิตร 
2. Isopropanol 99.8%    20 มิลลิลิตร  

6. 1% Congo red solution 
ใน 50 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. Congo red     0.5 กรมั  
2. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 
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7. Renaturing buffer 
ใน 50 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. 5 mM β–mercaptoethanol   0.0195 กรมั 
2. 1 mM EDTA    0.0146 กรมั 
3. 50 mM sodium phosphate buffer, pH 7.2 30 มิลลิลิตร 
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สารเคมีทีใ่ช้ในการวิเคราะหค์่าซีโอดี โดยวิธีรีฟลักซแ์บบปิด 
1. น ้ายาย่อยสลายสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (Potassium dichromate 

digestion reagent) 
ใน 1,000 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. Potassium Dichromate  4.913 กรมั  
ซึ่งอบใหแ้หง้ที่อณุหภมูิ 10องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  
2. น า้กลั่น    500 มิลลิลิตร 
3. กรดซลัฟิวรกิเขม้ขน้   167 มิลลิลิตร 
3. mercuric sulfate   33.3 กรมั 
4. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 

2. สารละลายกรดซัลฟิวริก (Sulfuric reagent) 
ใน 1,000 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. Silver sulfate    8.8 กรมั 
2. กรดซลัฟิวรกิเขม้ขน้   1,000 มิลลิลิตร 

3. Ferroin indicator 
ใน 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. 1–10 Phenanthroline monohydrate 1.485 กรมั 
2. FeSO4 – 7H2O   695 มิลลิกรมั 
3. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร 

4. สารละลายมาตรฐานเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (FAS) 0.1 M  
ใน 1,000 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

1. Fe(NH4) 2(SO4) – 6H2O   39 กรมั 
2. น า้กลั่น     500 มิลลิลิตร 
3. กรดซลัฟิวรกิเขม้ขน้   20 มิลลิลิตร 
4. เติมน า้กลั่นเพื่อปรบัปรมิาตรใหไ้ด ้1,000 มิลลิลิตร 

 



 

ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
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