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บทคดัย่อ 
  

ฟางขา้วเป็นวัตถุดิบเหลือทิง้ทางการเกษตรพบไดท้ั่วทุกภาคในประเทศไทย  และสามารถน ามา 
ผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อลดการพึ่งพาทรพัยากรฟอสซิล โดยในงานวิจัยนีศ้ึกษาการย่อยสลายทางชีวภาพของ 
ฟางข้าวด้วยกระบวนการย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจน  ส าหรับการผลิตก๊าซชีวภาพ  และแยกแบคทีเรีย 
ลิกโนเซลลูโลไลติกที่ชอบอุณหภูมิสูง ส าหรบัการย่อยสลายทางชีวภาพจากตัวอย่างดินที่เก็บจากป่าสงวน
แห่งชาติดงฮนั และป่ากกสงู บริเวณมหาวิทยาลยัราชภฏัรอ้ยเอ็ด จงัหวดัรอ้ยเอ็ด ในประเทศไทย น ามาทดสอบ
เอนไซมเ์ซลลเูลส และลิกนิโนไลติกใชว้ิธีทางจุลชีววิทยามาตรฐาน จากนัน้ใชไ้อโซเลทที่มีกิจกรรมเซลลโูลไลติก 
และลิกโนไลติกที่สูงในการย่อยสลายฟางขา้วที่อุณหภูมิ  50 ± 2 °C เก็บตัวอย่างแบคทีเรียที่ทนความรอ้นได้
ทั้งหมด 106 ตัวอย่างจากดิน โดยสามารถแยกไปทดสอบผลของกิจกรรมเซลลูโลไลติก  และลิกนิโนไลติก 
ไอโซเลท 96 คิดเป็น 90.6 เปอรเ์ซ็นต ์และไอโซเลท 16 คิดเป็น 15.1เปอรเ์ซ็นต ์ตามล าดับ และไม่พบกิจกรรม
ของลิกนินเปอรอ์อกซิเดส ซึ่งแตกต่างจากแลคเคส และแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดสโดยพบว่าไอโซเลท RUFR60 
แสดงกิจกรรมเซลลูโลไลติกและลิกนิโนไลติกสูง  จากนั้นน าน ้าตาลที่ย่อยสลายได้จากฟางข้าวมาผลิต 
ก๊าซชีวภาพแบบไม่ใช้ออกซิเจน  เติมจุลินทรียข์องเหลวในกระเพาะสัตวเ์คีย้วเอือ้งลงในบ่อหมักขนาด  1.2 
ลูกบาศกเ์มตร ที่อุณหภูมิ 39 ± 0.5 °C เป็นเวลา 30 วัน บันทึกผลการทดลองพบว่าที่เวลาในการหมัก 15 วัน 
แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญัที่ค่า p < 0.05 ผลการทดลองพบว่าในวนัที่ 1 สามารถผลิตก๊าซชีวภาพไดส้งูที่สุด 
4,633.84 มิลลิลิตร/วนั ในการผลิตก๊าซมีเทนวนัที่ 20 สามารถผลิตก๊าซมีเทนไดสู้งสดุ 1,779.30 มิลลิลิตร และ
วันที่ 15 สามารถผลิตก๊าซมีเทนได้ 1,717.21 มิลลิลิตร ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญที่ค่า  p > 0.05  
จึงท าให้ระยะการผลิตก๊าซชีวภาพ  15 วัน เป็นระยะเวลาการย่อยสลายที่ เหมาะสมที่สุดด้วยแบคทีเรีย 
ลิกโนเซลลูโลไลติกช่วงเทอรโ์มฟิลิก  โดยมีตัวเร่งปฏิกิริยาของเหลวในกระเพาะสัตว์เคี ้ยวเอื ้องช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ และลดระยะเวลาการผลิตก๊าซชีวภาพได ้
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ABSTRACT 
  

Rice straw, a common agricultural residue, is abundant in Thailand and can be 
converted to biogas to reduce dependence on fossil resources for energy. Biological 
degradation of rice straw followed by anaerobic digestion for biomethane production was 
investigated. Thermophilic lignocellulolytic bacteria for biological degradation were isolated 
from soil samples collected from Dong Han and Kok Soong National Forest around Roi-Et 
Rajabhat University, Roi-Et Province, Thailand. Cellulase and ligninolytic enzymes were 
assayed using standard microbiological methods. Isolate(s) with high cellulolytic and 
ligninolytic activities were then used to degrade rice straw in basal medium at 50 ± 2 °C. A 
total of 106 thermophilic bacterial isolates were sampled from soil, out of which 96 (90.6%) 
and 16 (15.1%) isolates tested positive for cellulolytic and ligninolytic activities, respectively. 
Unlike laccase and manganese peroxidase, lignin peroxidase activity was not detected. 
Isolate RUFR60 showed both high cellulolytic and ligninolytic activities. Total broth was 
anaerobically digested with rumen microorganisms in 1.2-m3 digester at 39 ± 0.5 °C for 30 
days. Rice straw degraded for 15 days recorded significantly p < 0.05 higher biogas yield of 
4,633.84 mL/day on day 1. Maximum methane yield 1,779.30 mL was recorded from 20 days 
degraded rice straw which was not significantly p > 0.05 different from that 1717.21 mL 
recorded from 15 days degraded rice straw. Optimal degradation period of 15 days with 
thermophilic lignocellulolytic bacteria was efficient and economical for from rice straw. 
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ตลอดระยะเวลาในการท าวิทยานิพนธ์ฉบบันี ้ และขอกราบขอบพระคุณคณะกรรมการวิทยานิพนธ์
อันประกอบไปด้วย  ผศ. ดร.ฤทธิ์ชาติ อาจกล้า กรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  ที่ ได้กรุณาให้
ค าแนะน าตลอดจนแกไ้ขขอ้บกพร่องของวิทยานิพนธด์ว้ยความเอาใจใส่ จนท าใหว้ิทยานิพนธฉ์บบันี ้
ส  าเรจ็ลลุว่งไดอ้ย่างสมบรูณแ์ละทรงคณุค่า 

กราบขอบพระคุณ  ส านักงานการวิจัยแห่งชาติ (วช.) ส านักงานคณะกรรมการส่งเสริม
วิทยาศาสตร ์วิจยัและนวตักรรม (สกสว.) และโครงการพฒันานกัวิจัยและงานวิจยัเพื่ออุตสาหกรรม 
(พวอ.) ที่ได้ให้ความอนุเคราะห์มอบทุนการศึกษาผู้ช่วยวิจัยเพื่ออุตสาหกรรม  ระดับปริญญาโท 
ขอบพระคุณ  ผศ. ดร.สุรชัย รัตนสุข อาจารย์ประจ าสาขาวิชาชีววิทยา  คณะศิลปศาสตรแ์ละ
วิทยาศาสตร ์มหาวิทยาลยัราชภฏัรอ้ยเอ็ด ที่ไดก้รุณาใหค้วามอนเุคราะหข์อ้มลูเก่ียวกบัการใหค้วามรู้
ดา้นการค้นควา้วิจัยเก่ียวกับการแยกแบคทีเรียจากดิน  และอุปกรณ์ เครื่องมือวิจัยในการท าวิจัย 
เพื่อใหศ้ึกษา ทดลอง จนสามารถท าใหง้านวิจยัประสบความส าเร็จได้ ขอขอบพระคณุ ผศ. ดร.คณิน 
บรรณกิจ อาจารย์ประจ าสาขาวิชาสัตวศาสตร์ คณะศิลปศาสตรแ์ละวิทยาศาสตร  ์มหาวิทยาลัย 
ราชภฏัรอ้ยเอ็ด ที่ไดก้รุณาใหค้วามอนเุคราะหข์อ้มลูเก่ียวกบัจลุินทรียใ์นกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง และ
ช่วยก ากับดูแลให้การวิจัยเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพ  ขอขอบพระคุณ  บริษัท เซโต ประเทศไทย 
จ ากดั ที่ไดใ้หค้งามอนเุคราะหช์่วยสนบัสนนุบ่อหมกัขนาด 1.2 ลกูบาศกเ์มตร ในการท าวิจยัครัง้นี ้

เหนือสิ่งอ่ืนใดขอกราบขอบพระคุณ  บิดา มารดา ของผู้วิจัยที่ให้ก าลังใจและให้การ
สนบัสนนุในทกุๆ ดา้นอย่างดีที่สดุเสมอมา 

คุณค่าและคุณประโยชน์อันพึงจะมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี ้ ผู้วิจัยขอมอบและอุทิศแด่ 
ผูม้ีพระคุณทุกๆ ท่าน ผูว้ิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า งานวิจัยนีจ้ะเป็นประโยชนต่์อการพัฒนาการผลิต
ก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วในระดบัชมุชน อตุสาหกรรม และผูท้ี่สนใจไม่มากก็นอ้ย 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1  ความเป็นมาของปัญหา 
 ปัญหาสิ่งแวดล้อมเป็นปัญหาส าคัญของประเทศไทย ซึ่งสังเกตได้จากระดับมลพิษใน  
ฝุ่ นละอองขนาดเล็กมากมีขนาด 2.5 ไมครอน (PM2.5) ซึ่งมีระดับความเขม้ขน้เกินค่ามาตรฐาน
ของประเทศไทยที่อนุญาตใหร้ะดับมลพิษสูงกว่าค่ามาตรฐานขององคก์ารอนามัยโลกถึง 2 เท่า 
โดยมีสาเหตมุาจากการเผาไหมใ้นที่โล่ง อาทิ หลงัการเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตรชาวนาจะท า
การเผาไร่นา ท าให้เกิดฝุ่ นละออง PM 2.5 สูงถึง 30 - 40 เปอร์เซ็นต์ ส  าหรับประเทศไทย          
เป็นประเทศที่มีการท าการเกษตรจ านวนมาก นั่นคือการท านาหลงัการเก็บเก่ียวผลผลิตนาขา้ว   
จะเหลือฟางข้าวหรือที่เรียกว่า ชีวมวล (Biomass) ส่วนมากเกษตรกรเลือกใช้วิธีการเผาที่เป็น
สาเหตุหลกัของการเกิดฝุ่ นละออง ส่งผลกระทบต่ออากาศท าให้เกิดมลพิษทางอากาศเป็นปัญหา
สิ่งแวดลอ้มในปัจจุบนั การแกไ้ขปัญหาการเผาฟางขา้ว คือสามารถน าฟางขา้วมาใชเ้ป็นวัตถุดิบ
ชีวมวลส าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อใช้เป็นพลังงานทดแทนได้ โดยชีวมวลเหล่านี ้มีแหล่งของ
คารบ์อนเป็นแกนหลักของโมเลกุล เชื่อมต่อกับไฮโดรเจนอะตอมก่อให้เกิดอัลเคนสายสั้น             
มีคารบ์อนอะตอมไม่เกิน 4 อะตอม หรือ C1 - C2 ซึ่งสารประกอบนีส้ามารถเผาไหมใ้นอากาศได้
อย่างสมบูรณ์ให้พลังงานความรอ้นเทียบเท่ากับการเผาไหม้พลังงานจากฟอสซิล  (Murphy, 
McKeogh และKiely, 2004) และมีศักยภาพน ามาผลิตก๊าซชีวภาพ (Biogas) คือก๊าซที่เกิดจาก
กระบวนการหมักสารอินทรีย ์ภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน (Anaerobic digestion) กระบวนการ
ผลิตก๊าซชีวภาพนัน้เป็นกระบวนการทางธรรมชาติที่อาศยัการท างานของจุลินทรียจ์  าพวกที่ไม่ชอบ
ออกซิเจน (Microorganism) โดยจุลินทรีย์ประเภทสรา้งมีเทนนี ้จะใช้สารอินทรีย์ที่มีโครงสรา้ง 
ไม่ซับซ้อนเป็นสารอาหาร และให้ผลิตภัณฑ์หลักเป็นก๊าซมีเทน  (สูตรโมเลกุล CH4) ประมาณ  
60 – 70 เปอรเ์ซ็นต ์ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ (สูตรโมเลกุล CO2) 28 – 38 เปอรเ์ซ็นต ์ผลิตภัณฑ์
รองคือ   ก๊าซไนโตรเจน (N2) ก๊าซไฮโดรเจน (H2) ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) และก๊าซออกซิเจน 
(O2) ประมาณ 2 เปอรเ์ซ็นต ์(อภิชาติ ศรีภยั, 2555) 
 วัตถุดิบชีวมวลที่สนใจน ามาผลิตก๊าซชีวภาพ คือ ฟางข้าว (Rice straw) เป็นวัตถุดิบที่
เหลือจากการเก็บเก่ียวผลผลิตขา้วของเกษตรกรที่มีอยู่จ  านวนมากในปัจจุบัน จึงนับได้ว่าเป็น
แหล่งวตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตรสามารถผลิตก๊าซชีวภาพได ้ฟางขา้วมีองคป์ระกอบทางเคมีที่
ประกอบดว้ย เซลลโูลส เฮมิเซลลโูลส และลิกนิน ซึ่งเป็นอาหารของจุลินทรียใ์นกระบวนการหมัก
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แบบไม่ใชอ้อกซิเจน แต่โดยทั่วไปการน าฟางขา้วมาผลิตก๊าซชีวภาพใชร้ะยะเวลาการย่อยสลาย 
(Hydraulic Retention Time, HRT) นานกว่า 20 วัน และเกิดปฏิกิริยาไดย้ากในกระบวนการหมัก
ก๊าซชีวภาพ เนื่องจากฟางขา้วมีองคป์ระกอบของลิกโนเซลลูโลส ในงานวิจัยนีจ้ึงไดท้ าการแยก
จุลินทรียจ์ากดิน เนื่องจากจุลินทรียเ์ป็นสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กที่มีความสามารถในการเพิ่มจ านวนได้
ในระยะเวลาอนัสัน้ มีช่วงวงจรชีวิตที่แน่นอน และสามารถควบคมุสภาวะการเจริญเติบโตไดอ้ย่าง
คงที่ในการน าไปใชส้  าหรบัย่อยสลายฟางขา้วเป็นน า้ตาล (Cardinale, et al., 2011) ก่อนการน าไป
ผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อลดระยะเวลาการผลิตก๊าซชีวภาพ และเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ 
โดยมีตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง (Rumen fluid) ส  าหรับ 
เร่งปฏิกิริยาในการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว ในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพจะเกิดกรดไขมัน
ระเหยง่าย (Volatile Fatty acids, VFAs) เช่น  กรดอะซิ ติก  กรดบิ วที ริก  กรดโพรไพ โอนิก 
และกรดฟอรม์ิก ซึ่งถ้าหากมีความเข้มข้นเกินกว่า 2,000 mg/L เมทาโนเจนไม่สามารถก าจัด
ไฮโดรเจนและกรดอินทรียร์ะเหยง่ายได ้จะท าใหค่้า pH ลดต ่าลงจนระบบผลิตก๊าซชีวภาพด าเนิน
ต่อไปไม่ได ้งานวิจยันีจ้ึงสนใจเตรียมฟางขา้ว โดยวิธีย่อยสลายดว้ยจลุินทรียท์ี่แยกไดจ้ากดินใหไ้ด้
ของเหลวที่เป็นน า้ตาลก่อนน าไปผลิตก๊าซชีวภาพในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน โดยใชต้วัเร่งปฏิกิริยา
เชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดย
สามารถเพิ่มปริมาณก๊าซชีวภาพให้สูงขึน้ ซึ่งในระหว่างการหมักก๊าซชีวภาพจะเกิดสารอินทรีย์
ระเหยง่ายที่ส่งผลใหค่้า pH ของการผลิตก๊าซชีวภาพในบ่อหมกัต ่าลง การก าจดัสารอินทรียร์ะเหย
ง่ายจะใชต้ัวดูดซับปุ๋ ยแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ที่จะช่วยปรบัสภาพความเป็นกรด-เบส    
ในบ่ อหมัก  (Artkla, Grisdanurak, Neramittagapong และWittayakun, 2008) เป็นการเพิ่ ม
ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ หลงัจากทดลองในระดับหอ้งปฏิบติัการขัน้ตอนต่อไปเป็นการ
น าผลการทดลองที่ได้มาหมักโดยการขยายบ่อหมักก๊าซชีวภาพเป็นขนาด 1.2 ลูกบาศก์เมตร 
ที่ไดร้บัการสนับสนุนจากบริษัท เซโต (ประเทศไทย) จ ากดั ซึ่งเป็นบริษัทผูร้่วมใหทุ้นในการทดลอง
งานวิจยัครัง้นี ้เพื่อทดสอบการผลิตก๊าซชีวภาพส าหรบัวิเคราะหป์ระสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ 
และเพื่อสง่เสรมิในการน าไปใชง้านทัง้ในระดบัชมุชนและอตุสาหกรรมต่อไป 
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1.2  จุดมุ่งหมายของการศึกษา 
 1)  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วที่ย่อยดว้ยจลุินทรียจ์ากดิน 
 2)  เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชต้วัเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือก
ในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง  
 3)  เพื่อเพิ่มความบริสทุธิ์ของก๊าซชีวภาพโดยการก าจดักรดไขมันระเหยง่ายดว้ยตวัดดูซบั
ปุ๋ ยแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) 

 
1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
 1)  ศึกษาประสิทธิภาพการย่อยสลายฟางขา้วดว้ยจุลินทรียท์ี่แยกไดจ้ากดิน  โดยคัดแยก
จุลินทรีย์จากตัวอย่างดินในป่าสงวนดงฮัน และป่ากกสูง บริเวณมหาวิทยาลัยราชภัฏรอ้ยเอ็ด 
จงัหวดัรอ้ยเอ็ด ส าหรบัใชเ้ป็นจลุินทรียย์่อยสลายฟางขา้วใหไ้ดน้ า้ตาลก่อนน าไปหมกัก๊าซชีวภาพ 
 2)  ศึกษาประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชต้ัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือก  
ในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง โดยผลิตก๊าซชีวภาพน า้ตาลที่ย่อยไดจ้ากฟางขา้วดว้ยจุลินทรียจ์ากดิน
ในบ่อหมกัขนาด 1.2 ลกูบาศกเ์มตร 
 3)  ศกึษากระบวนการก าจดักรดไขมนัระเหยง่าย โดยเพิ่มตวัดดูซบัปุ๋ ยแอมโมเนียมซลัเฟต 
((NH4)2SO4) เพื่อใหก้ระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพสามารถด าเนินต่อไปได ้
 4)  ศึกษาวิเคราะห์ก๊าซชีวภาพที่ ได้จากกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพโดยใช้เครื่อง  
แก๊สโครมาโทกราฟี (GC, Agilent Technologies 7820A) 
 
1.4  นิยามศัพทเ์ฉพาะ 
 ตวัเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง หมายถึง ตัวเร่งปฏิกิริยา
เชิงชีวภาพใชส้  าหรบัเรง่ปฏิกิรยิาในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 ก๊าซชีวภาพ หมายถึง ก๊าซที่เกิดขึน้ตามธรรมชาติที่ได้จากการย่อยสลายสารอินทรีย์
ภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน 
 กรดไขมันระเหยง่าย หมายถึง กรดอะซิติก กรดบิวทีริก กรดโพรไพโอนิก เป็นตัวกลาง
ส าคัญในระบบหมักแบบสภาวะไม่ใช้ออกซิเจน มีความสัมพันธ์กับการใช้ไฮโดรเจนของ 
เมทาโนจนิีคแบคทีเรีย 
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1.5  สมมติฐานของการวิจัย 
 การผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วที่ย่อยสลายดว้ยจุลินทรียแ์ยกไดจ้ากดินใหไ้ดข้องเหลว
เป็นน า้ตาลก่อนน าไปหมักก๊าซชีวภาพในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน โดยใชต้ัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพ
ชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง ส าหรบัเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพท าให้ลด
ระยะเวลาการหมักก๊าซชีวภาพได ้และใชต้ัวดูดซับปุ๋ ยแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ส  าหรบั
ก าจดักรดไขมนัระเหยง่ายท่ีมีผลต่อการยบัยัง้กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 
1.6  ประโยชนท์ีค่าดว่าจะได้รับ 
 1) สามารถคดัแยกจลุินทรียจ์ากดินส าหรบัย่อยสลายฟางขา้ว เพื่อเปลี่ยนเป็นน า้ตาลก่อน
น าไปหมกัก๊าซชีวภาพได ้
 2) สามารถน าของเหลวชนิดเมือกในกระเพาะสัตวเ์คีย้วเอือ้ง มาใชเ้ป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
เชิงชีวภาพในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพได ้
 3) สามารถใช้ตัวดูดซับปุ๋ ยแอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) ในการก าจัดกรดไขมัน 
ระเหยง่ายได ้เพื่อควบคมุกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 4) ไดผ้ลงานวิจัยส าหรบัตีพิมพเ์ผยแพร่ในรูปแบบต่างๆ ทั้งในระดับชาติและนานาชาติ
อย่างนอ้ย 1 เรื่อง 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 



บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยทีเ่ก่ียวข้อง 

 
การศึกษาวิธีการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว โดยการย่อยสลายฟางขา้วดว้ยจุลินทรีย ์   

จากดินให้ได้ของเหลวเป็นน ้าตาลก่อนน าไปหมักก๊าซชีวภาพ เพิ่มประสิทธิภาพการผลิต  
ก๊าซชีวภาพโดยใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง และก าจัด  
กรดไขมันระเหยง่ายดว้ยตัวดูดซบัปุ๋ ยแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) ผูศ้ึกษาไดค้น้ควา้ทฤษฎี 
งานวิจัย และหลกัการที่เก่ียวขอ้งจากเอกสาร ต ารา หนังสือ บทความทางวิชาการทัง้ในประเทศ 
และต่างประเทศ ซึ่งมีแนวคิดที่ช่วยสนับสนุนส าหรบัเป็นแนวทางในการด าเนินงานวิจัยครัง้นี ้    
โดยจดัเป็นหวัขอ้ตามล าดบัดงัต่อไปนี ้
 2.1  ก๊าซชีวภาพ 
 2.2  องคป์ระกอบก๊าซชีวภาพ 
 2.3  กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 2.4  แบคทีเรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 2.5  ปัจจยัการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 2.6  ระบบผลิตก๊าซชีวภาพในปัจจบุนั 
 2.7  วตัถดิุบฟางขา้ว 
 2.8  จลุินทรียจ์ากดิน 
 2.9  ตวัเรง่ปฏิกิรยิาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง  
 2.10  การก าจดักรดไขมนัระเหยง่ายดว้ยตวัดดูซบั 
 
2.1 ก๊าซชีวภาพ 
 ก๊าซชีวภาพ คือ ก๊าซที่เกิดขึน้ตามธรรมชาติที่ไดจ้ากการย่อยสลายสารอินทรียภ์ายใต้
สภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน โดยทั่วไปจะหมายถึงก๊าซมีเทนที่เกิดจากการหมักของอินทรียวัตถุที่เป็น    
ชีวมวล เช่น ฟางข้าว ชานอ้อย มูลสัตว์ เศษที่เหลือจากการเก็บเก่ียวผลผลิตทางการเกษตร      
เศษอาหาร และกากน า้ตาล ก๊าซชีวภาพประกอบดว้ยก๊าซหลายชนิดที่เกิดจากกระบวนการหมัก 
จะมีก๊าซเกิดขึน้ในปรมิาตรที่แตกต่างกนัขึน้อยู่กบัวตัถุดิบที่ใชใ้นสภาวะการหมกัก๊าซชีวภาพ ไดแ้ก่  
ก๊าซมีเทน (สตูรโมเลกุล CH4) ประมาณ 60 -70 เปอรเ์ซ็นต ์ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์ (สตูรโมเลกุล 
CO2) ประมาณ 28 – 38 เปอรเ์ซ็นต์ และก๊าซชนิดอ่ืนๆ เช่น ก๊าซไฮโดรเจน (สูตรโมเลกุล H2),  
ก๊าซออกซิเจน (สูตรโมเลกุล O2), ก๊าซไนโตรเจน (สูตรโมเลกุล N2) และก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด ์ 
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(สตูรโมเลกุล H2S) ประมาณ 2 เปอรเ์ซ็นต ์ซึ่งเป็นองคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพที่สามารถน าไปใช้
เป็นพลงังานทดแทนได ้เพื่อลดการใชพ้ลงังานเชือ้เพลิงฟอสซิลที่มีอยู่อย่างจ ากดัในปัจจุบนัเพราะ
การคาดการณ์ว่าพลงังานเชือ้เพลิงฟอสซิลจะหมดลงไปในอนาคตอันใกลน้ี ้จึงหันมาใชพ้ลงังาน
ทดแทนมากยิ่งขึน้เป็นการช่วยลดผลกระทบต่อสิ่งแวดลอ้ม (Babel, Sae-Tang and Pecharaply, 
2009) โดยมีคุณสมบัติ ดังนี ้ ค่าความรอ้นประมาณ 21 เมกกะจูลต่อลูกบาศก์เมตร ความเร็ว  
เปลวไฟ 25 เซนติเมตรต่อนาที อุณหภูมิเผาไหมใ้นอากาศ 650 องศาเซลเซียส อุณหภูมิจุดติดไฟ 
600 องศาเซลเซียส ค่าความจุความรอ้น 1.6 กิโลจูลต่อลกูบาศกเ์มตรต่อองศาเซลเซียส และความ
หนาแน่น 1.15 กิโลกรมัต่อลกูบาศกเ์มตร คณุสมบติัของก๊าซชีวภาพสามารถน าไปใชง้านไดห้ลาย
ด้าน ได้แก่ ด้านเกษตรกรรม คือผลผลิตต่อไรท้ี่สูงขึน้จากการใช้ปุ๋ ยชีวภาพ ด้านพลังงาน คือ  
ลดการซือ้ก๊าซหุงตม้ ดา้นสิ่งแวดลอ้ม คือลดปริมาณก๊าซเรือนกระจก และลดมลพิษทางอากาศ  
ที่เป็นสาเหตขุองภาวะโลกรอ้นในปัจจบุนั (อภิชาติ ศรีภยั, 2555) 
 
2.2  องคป์ระกอบก๊าซชีวภาพ 
 ก๊าซชีวภาพที่สามารถน ามาใชเ้ป็นพลงังานเชือ้เพลิไดจ้ะตอ้งมีก๊าซมีเทนเป็นองคป์ระกอบ    
ไม่นอ้ยกว่า 50 เปอรเ์ซ็นต ์แต่ก๊าซชีวภาพที่เกิดจากกระบวนการหมักจะมีปริมาณก๊าซชีวภาพที่
แตกต่างกนัขึน้อยู่กบัวตัถุดิบที่ใช ้และสภาวะของการหมกัก๊าซชีวภาพ โดยทั่วไปแลว้องคป์ระกอบ
ของก๊าซชีวภาพมีรายละเอียด ดงัตาราง 1 (Polprasert, Dan และThayalakumaran, 1996) 

 
ตาราง 1  แสดงองคป์ระกอบของก๊าซชีวภาพ  
 

ชนิด ปริมาณ (เปอรเ์ซ็นต)์ 
ก๊าซมีเทน (CH4) 60 - 70 
ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์(CO2) 28 - 38 
ก๊าซไฮโดรเจน (H2) 
ก๊าซออกซิเจน (O2) 
ก๊าซไนโตรเจน (N2) 
ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์(H2S) 

2 
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2.3  กระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 กระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่อาศัยการท างานของจุลินทรีย์ มีการย่อยสลาย
สารอินทรีย ์แบ่งออกเป็น 4 ขัน้ตอน (วิจิตรเสถียร และราโช, 2557) ดงันี ้
 2.3.1 กระบวนการไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) เป็นการย่อยสลายสารอินทรียโ์มเลกุลใหญ่
ใหเ้ป็นสารอินทรียโ์มเลกลุขนาดเล็กลง โดยกลุ่มแบคทีเรียไฮโดรไลติก (Hydrolytic Bacteria) เช่น 
คารโ์บไฮเดรต (Carbohydrate) โปรตีน (Protein) และไขมัน (Lipid) เป็นตน้ ส่งผลใหส้ารอินทรีย ์  
มี โม เลกุล เล็ก  เช่น  น ้าตาลน ้าตาล (glucose) กรดอะมิ โน  (Amino acid) และกรดไขมัน  
(Fatty acid) 
 2.3.2  กระบวนการอะซิโดเจนเนซิส (Acidogenesis) เป็นผลผลิตที่ไดจ้ากกระบวนการ
แรก โดยกลุ่มแบคทีเรียอะซิโดจีนิค (Acidogenic Bacteria) สามารถน าไปใชผ้ลิตกรดไขมนัระเหย
ง่าย เช่น กรดอะซิติก (Acetic Acid) กรดโพไพโอนิก (Propionic Acid) และกรดบิวทาริก (Butyric 
Acid) เป็นตน้ ซึ่งเป็นกรดอินทรียท์ี่มีน า้หนกัโมเลกลุต ่า และมีคารบ์อนอะตอมไม่เกิน 5 ตวั 
 2.3.3  กระบวนการอะซิโตเจนเนซิส (Acetogenesis) เป็นกรดไขมันระเหยง่ายที่ไดจ้าก
กระบวนการสรา้งกรดจะถูกกลุ่มแบคทีเรียอะซิโตจีนิก (Acetogenic Bacteria) เปลี่ยนให้เป็น      
กรดอะซิติก กรดฟอรม์ิก คารบ์อนไดออกไซด์ และไฮโดรเจน ซึ่งเป็นส่วนประกอบส าคัญในการ
สรา้งก๊าซชีวภาพปฏิกิรยิานีม้ีความส าคญั เนื่องจากเป็นการลดการสะสมของกรดไขมนัระเหยง่าย 
ซึ่งการสะสมของกรดไขมันระเหยง่ายในปริมาณสูง จะส่งผลใหค่้า pH มีความเป็นกรดมากขึน้  
จึงสามารถยบัยัง้กระบวนการสรา้งก๊าซชีวภาพได ้
 2.3.4  กระบวนการเมทาโนเจเนซิส (Methanogenesis) เป็นกรดที่ได้จากกระบวนการ
สรา้งกรดอะซิติกจากกรดไขมนัระเหยง่าย โดยเฉพาะกรดอะซิติกจะถูกกลุ่มแบคทีเรียเมทาโนจีนิค 
(Acetotrophic Bacteria) เปลี่ยนใหเ้ป็นก๊าซมีเทนได ้
 เนื่องจากแบคทีเรียที่เป็นตวัสรา้งก๊าซมีเทนเจริญเติบโตไดช้า้ และสภาพแวดลอ้มมีผลต่อ
การเจริญเติบโตค่อนขา้งมาก (JM Gomez et al., 2006) นอกจากนีอุ้ณหภูมิก็มีผลต่ออัตราการ
เจรญิเติบโตเช่นกนั อีกทัง้แบคทีเรียในกลุ่มนีต้อ้งการสารอาหารที่โครงสรา้งไม่ซบัซอ้นในการด ารง
ชีพ ดงันัน้การเจรญิเติบโตของแบคทีเรียในกลุ่มสรา้งก๊าซมีเทนจึงขึน้อยู่กบัการท างานของทุกกลุ่ม
แบคทีเรียที่สมัพนัธก์นัดว้ย โดยกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจนสามารถ
แสดงตาม ภาพ 1 
 



 8 

 
 

ภาพ 1 แสดงกระบวนการย่อยสลายสารอินทรียภ์ายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน 
 

 
2.4  แบคทเีรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ  

การย่อยสลายสารอินทรีย์ด้วยกระบวนการทางชีวภาพภายใต้สภาวะไม่ใช้ออกซิเจน    
เกิดจากการท างานร่วมกันของเชือ้แบคทีเรียหลายชนิด เพื่อเปลี่ยนแปลงสารอินทรียใ์หก้ลายเป็น  
ก๊าซชีวภาพ ซึ่งสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ ดงันี ้ 

CH4 และ CO2 

สารอินทรียโ์มเลกลุใหญ่                                                                                                              
(โปรตีน คารโ์บไฮเดรต ไขมนั และอื่นๆ) 

กระบวนการไฮโดรไลชิส                                         เอนไซมจ์ากจลุินทรีย ์
 

กรดอินทรีย ์กรดคีโตน กรดไฮดรอกซิล                                                                                               
คีโตน แอลกอฮอล ์น า้ตาล กรดอะมิโน  

 
กระบวนการแอซิโดจีเนซิส                                                   เบตา – ออกชิเดชนัไกลโคไลซิล 

 
ผลผลิตจากกระบวนการแอชิโดจีเนซิล                                                                                                           
(กรดไขมนัสายสัน้ กรดฟอรม์กิ และอื่นๆ) 

กระบวนการแอชิโตจีเนซิส

กระบวนการเมทาโนจีเนซิส ดีคารบ์อกซิเลชนัและการรีดิวซ ์
 

CO2 และ H2 แอชิเตท 
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 2.4.1  เชือ้แบคทีเรียชนิดไม่ผลิตมีเทน (Non-Methanogenic Bacteria) เป็นเชือ้แบคทีเรีย  
ที่สามารถด ารงชีวิตอยู่ไดท้ัง้ในสภาวะแวดลอ้มที่มีและไม่มีออกซิเจน อีกทัง้ยงัเป็นเชือ้แบคทีเรียที่
ไม่สามารถสรา้งอาหารเองได้ ซึ่งจะตอ้งใชส้ารอินทรียใ์นการเจริญเติบโตเชือ้แบคทีเรียกลุ่มนีท้  า
หน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์โมเลกุลใหญ่ให้กลายเป็นกรดอินทรีย์โมเลกุลเล็กแอลกอฮอล์ 
ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด ์ก๊าซไฮโดรเจน ก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟด ์และแอมโมเนีย เชือ้แบคทีเรียกลุ่มนี ้
เป็นเชือ้แบคทีเรียที่ทนต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอ้มไดดี้ และมีอตัราการเจรญิเติบโตสงู  
 2.4.2  เชือ้แบคทีเรียชนิดผลิตมีเทน (Methanogenic Bacteria) เป็นเชือ้แบคทีเรียที่สรา้ง
ก๊าซมีเทน โดยแบคทีเรียกลุ่มนีจ้ะอาศยัอยู่ในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจนเท่านัน้ เนื่องจากจะทนต่อการ
เปลี่ยนแปลงของสภาวะแวดลอ้มไดน้อ้ย มีอตัราการเจริญเติบโตชา้ และสามารถเจรญิเติบโตไดดี้
ในช่วงความเป็นกรดด่างที่ค่า pH 7.0-7.8 (นฤมล เซาะกระโทก, 2556)  
 
2.5  ปัจจัยการผลิตก๊าซชีวภาพ 
 เนื่องจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ ส าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพภายใตส้ภาวะไม่ใช้
ออกซิเจน ประกอบดว้ยแบคทีเรีย 2 กลุ่ม ที่เก่ียวขอ้งกันคือ กลุ่มที่ 1 เชือ้แบคทีเรียชนิดไม่ผลิต
มีเทน และกลุ่มที่  2 เชื ้อแบคทีเรียชนิดผลิตมีเทน (Dobre, Nicolae and Matei, 2014) ดังนั้น
สภาวะของระบบการหมักก๊าซชีวภาพจะต้องเหมาะสมต่อการเจริญของจุลินทรีย์ เพื่อป้องกัน  
การลม้เหลวของระบบการย่อยสลายสารอินทรียส์  าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพ จึงมีปัจจัยที่เก่ียวขอ้ง
ดงัต่อไปนี ้
 2.5.1  อุณหภูมิในการเดินระบบ (Operating temperature) แบ่งเป็น 2 ระดับ ได้แก่ 
เมโซฟิลิก (Mesophilic) และเทอรโ์มฟิลิก (Thermophilic) อุณหภูมิช่วงเมโซฟิลิกท างานได้ดีที่
อุณหภูมิประมาณ 20 – 45 องศาเซลเซียส และอุณหภูมิช่วงเทอรโ์มฟิลิกท างานไดดี้ที่อุณหภูมิ
ประมาณ 50 – 52 องศาเซลเซียส แต่แบคทีเรียในช่วงเมโซฟิลิกนั้นมีจ านวนสปีชีส์มาก และ
สามารถทนต่อการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมได้ดีกว่าช่วงเทอรโ์มฟิลิก ท าให้การหมัก  
ก๊าซชีวภาพที่อยู่ในช่วงเมโซฟิลิกเสถียรกว่าเทอรโ์มฟิลิก 
 2.5.2  ความเป็นกรดด่าง (pH Value) ช่วง pH ที่เหมาะสมส าหรบัการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียในการผลิตก๊าซชีวภาพ คือ ช่วง 6.5 – 7.5 ถา้ค่า pH ต ่ากว่า 5 มีสภาวะกรดเป็นอนัตราย
ต่อแบคทีเรียที่สรา้งมีเทน จึงไดผ้ลผลิตมีเทนลดลงแต่ไดก้รดอินทรียใ์นปรมิาณสงู 
 2.5.3  ปริมาณสารอินทรียเ์ขา้สู่ระบบ (Loadings) คือปริมาณสารอินทรียท์ี่เราเติมใส่ถัง
หมักในแต่ละวันหากปริมาณสารอินทรียท์ี่ เราเติมนั้นมีมากเกินไปจะส่งผลใหค่้า pH ลดลงมาก 
เนื่องจากช่วงแรกของกระบวนการคือ อะซิโดเจนเนซิส ซึ่งผลิตกรดขึน้มาจ านวนมากสง่ผลใหร้ะบบ
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ลม้เหลว เนื่องจากแบคทีเรียเมทาโนเจนตาย (Methanogen) หากสิ่งนีเ้กิดขึน้จริงก็จะตอ้งเริ่มตน้
ระบบใหม่ทั้งหมด แต่ถ้าหากปริมาณสารอินทรียเ์ขา้สู่ระบบน้อยก๊าซชีวภาพที่ผลิตได้จะลดลง  
ตามไปดว้ย  
 2.5.4  ระยะเวลาการกักเก็บสารอินทรีย์ในถังหมัก (Retention time) สารอินทรีย์ในถัง
หมกัขึน้อยู่กบัปรมิาณ และประเภทของสารอินทรียท์ี่เติมเขา้ไปมีลกัษณะและคณุสมบติัที่แตกต่าง
กันไป หากระยะเวลาในการกักเก็บสั้นไปก็จะไม่พอส าหรบัแบคทีเรียที่จะผลิตก๊าซชีวภาพ และ  
หากระยะเวลากกัเก็บนานเกินไปจะท าใหเ้กิดตะกอนของสารอินทรีย ์
 2.5.5  อตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน (C/N Ratio) อัตราส่วนของคารบ์อนต่อไนโตรเจน 
ที่ใชผ้ลิตก๊าซชีวภาพ คือช่วง 8 - 30 แต่อตัราส่วนที่เหมาะสมที่สดุส าหรบัการผลิตก๊าซชีวภาพ คือ 
C/N เท่ากับ 23 ถา้อตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนสูงมาก ไนโตรเจนจะถูกแบคทีเรียเมทาโนเจน
น าไปใช้ เพื่อเสริมโปรตีนให้ตัวเอง และจะหมดอย่างรวดเร็วส่งผลให้เกิดก๊าซชีวภาพปริมาณ
น้อยลง แต่ถ้าหากอัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนต ่า จะส่งผลใหไ้นโตรเจนมีปริมาณมากและ
เกาะกนัเป็นแอมโมเนีย  ซึ่งแอมโมเนียนีจ้ะเพิ่มค่า pH หากค่า pH สูงกว่า 8.5 สภาวะการหมกัจะ
เริ่มเป็นพิษกบัแบคทีเรีย ส่งผลใหจ้ านวนแบคทีเรียเมทาโนเจนลดลง นอกจากนีห้ากอตัราส่วนของ
คารบ์อนต่อไนโตรเจนอยู่นอกเหนือจากช่วง 8 - 30 จะสง่ผลใหส้ดัสว่นปริมาณก๊าซชีวภาพที่ไดเ้ป็น
ก๊าซชนิดอ่ืนๆ ได้แก่ ก๊าซคารบ์อนไดออกไซด์สูงขึน้  โดยเฉพาะมูลสัตว์ เช่น วัว และควาย มี
อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน     ที่เหมาะสมที่สุดรองลงมา ได้แก่ ดอกจอก ผักตบ และเศษ
อาหาร ขณะที่ฟางมีอัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนที่ค่อนข้างสูง แต่สามารถน าวัตถุดิบที่มี
อัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนสูงมาผสมกับวัตถุดิบที่มีอัตราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจนต ่าได้ 
เพื่อใหไ้ดว้ตัถดิุบที่มีอตัราสว่นคารบ์อนต่อไนโตรเจนที่ตอ้งการส าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพ 
 2.5.6  สารยับยั้งและสารพิษ  (Inhibiting and Toxic Materials) การสะสมของสารบาง
ชนิด เช่น กรดอินทรีย์ระเหยง่าย แอมโมเนียซัลไฟด์ และโลหะหนักบางตัว เช่น โปรแตสเซียม 
โซเดียม เป็นตน้ สารเหล่านีส้ามารถส่งผลใหก้ารย่อยสลายในกระบวนการหมักก๊าซชีวภาพหยุด
การท างานลงได ้
 2.5.7  กรดไขมนัระเหยง่าย (Volatile Fatty Acid, VFAs) กรดไขมันระเหยง่ายถูกน าไปใช้
โดยแบคทีเรียกลุ่มสรา้งก๊าซมีเทนหากย่อยสลายไม่ทันจะเกิดการสะสมของกรด ส่งผลใหค่้า pH 
ลดลงเกิดอนัตรายต่อแบคทีเรียที่สรา้งมีเทน โดยทั่วไปปรมิาณกรดไขมนัระเหยง่ายในถงัหมกัควรมี
ค่าไม่เกิน 2,000 มิลลิกรมัต่อลิตร แต่อาจจะทนไดถ้ึง 5,000 มิลลิกรมัต่อลิตร 
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 เนื่องจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรียท์ี่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ใหเ้ป็นโมเลกุลขนาด
เล็ก จากการทดลอง (พลกฤษณ ์คุม้กล ่า, 2557) ศึกษาเก่ียวกบัการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว
ด้วยวิธีการย่อยสลายภายใต้สภาวะไม่ใช้ออกซิเจน ในกระบวนการย่อยสลายใช้ฟางขา้วเป็น
วตัถุดิบหลกัหมกัร่วมกบักากน า้ตาลและใชปุ้๋ ยยูเรีย เพื่อปรบัค่าคารบ์อนต่อไนโตรเจนการทดลอง
ไดอ้อกแบบการหมกัไว้ 3 ตัวอย่าง ตัวอย่างที่ 1ประกอบดว้ยฟางขา้ว 3 กิโลกรมั และน า้ 60 ลิตร 
ตัวอย่างที่ 2 ประกอบดว้ย ฟางขา้ว 3 กิโลกรมั น า้ 60 ลิตร และกากน า้ตาล 2 ลิตร ตัวอย่างที่ 3 
ประกอบดว้ย ฟางขา้ว 3 กิโลกรมั น า้ 60 ลิตร และปุ๋ ยยูเรีย 1 กิโลกรมั ทุกตัวอย่างใชเ้วลาในการ
หมกั 30 วนั ซึ่งใชร้ะยะเวลานานในการผลิตก๊าซชีวภาพ งานวิจยันีจ้ึงสนใจที่จะลดระยะเวลาการ
หมกัก๊าซชีวภาพโดยการน าวตัถุดิบฟางขา้วมาย่อยดว้ยจุลินทรียท์ี่แยกไดจ้ากดินเปลี่ยนโครงสรา้ง
จากเซลลูโลส และเฮมิเซลลูโลส เป็นน ้าตาล ซึ่งสามารถช่วยลดปริมาณเซลลูโลส และเฮมิ
เซลลูโลสที่มีปริมาณสูงในฟางข้าวได้ (Hendriks and Zeeman, 2009) ในกระบวนการหมัก 
ก๊าซชีวภาพจากฟางข้าวจะใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง  
เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาส าหรบัการผลิตก๊าซชีวภาพช่วยลดระยะเวลาการหมักก๊าซชีวภาพ และก าจัด  
กรดไขมนัระเหยง่ายดว้ยการปรบัอตัราส่วนคารบ์อนต่อไนโตรเจน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต 
ก๊าซชีวภาพ 

 
2.6  ระบบผลิตก๊าซชีวภาพในปัจจุบัน 
 ระบบการย่อยสลายภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน มีการป้อนสารอินทรียเ์ขา้สู่ระบบหมัก
ในลกัษณะที่แตกต่างกนั สามารถจ าแนกตามลกัษณะการปอ้นได ้3 วิธี ดงันี ้
 2.6.1  การท างานระบบแบบแบทซ ์หรือแบบกะ (Batch operation) เป็นลกัษณะการปอ้น
สารอินทรียท์ั้งหมดเขา้สู่ระบบหมัก ในครัง้แรกเพียงครัง้เดียวใหเ้ต็มระบบในขณะเริ่มตน้ระบบ 
(Start-up) จากนั้นจะถูกปิดเป็นระบบปิด และจะปล่อยให้เกิดการย่อยสลายสารอินทรีย์โดย
แบคทีเรียในระบบและจะไม่มีการป้อนสารอินทรียเ์พิ่มเขา้ไปอีก สารอินทรียถ์ูกย่อยสลายจนหมด
สงัเกตไดจ้ากไม่มีก๊าซเกิดขึน้ จึงถ่ายหรือสูบตะกอนทิง้ไปแลว้เติมสารอินทรียเ์ขา้ไปใหม่ระบบนี ้
เหมาะส าหรบัวตัถดิุบที่มีปรมิาณมากๆ แต่นานๆ จึงจะมีสกัครัง้ 
 2.6.2  การท างานระบบแบบกึ่งต่อเนื่อง (Semi-continuous operation) เป็นลักษณะ 
การป้อนสารอินทรียเ์ขา้สู่ระบบหมักในลกัษณะเป็นช่วงๆ แต่สม ่าเสมอ โดยจะมีการป้อนเขา้ของ
สารอินทรีย์และถ่ายวัตถุดิบหมักที่ผ่านการก าจัดสารอินทรีย์แล้วออกจากระบบหมัก ระบบนี ้
เหมาะส าหรับใช้ในกรณีที่มีวัตถุดิบเป็นประจ า จะมีท่อส าหรับป้อนวัตถุดิบลงในระบบและ  
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ท่อส าหรบัใหว้ัตถุดิบเก่าในระบบที่ผ่านการย่อยสลายแลว้ไหลออก ปกติจะเติมสารอินทรียใ์หม่ 
ทุกวันการหมักแบบนีจ้ะส่งผลดีต่อการท างานของแบคทีเรีย เนื่องจากช่วยใหเ้กิดสภาวะคงตัว 
(Steady-state) ของระบบ  
 2.6.3  การท างานแบบ ต่อ เนื่ อ ง  (Continuous operation) เป็ นลักษณ ะการป้ อน
สารอินทรีย์เขา้สู่ระบบหมักอย่างต่อเนื่องตลอดเวลา วัตถุดิบที่ใชห้มักจะถูกย่อยสลายภายใน
ระบบหมักในช่วงเวลาหนึ่ง และถูกถ่ายเทออกจากระบบหมักอย่างต่อเนื่องเช่นเดียวกัน 
ประสิทธิภาพของระบบนีจ้ะสูงที่สดุ แต่การเติมวตัถุดิบที่ใชห้มกัตลอดเวลาดว้ยอัตราคงที่นัน้อาจ
ท าไดย้าก ดงันัน้ในทางปฏิบัติระบบนีอ้าจจะมีความยุ่งยากเมื่อน าไปใชผ้ลิตก๊าซชีวภาพขนาดเล็ก
ในชมุชน 

 
2.7  วัตถุดิบฟางข้าว  
 ฟางขา้วเป็นวัสดุเหลือใชท้างการเกษตร ซึ่งมีอยู่จ  านวนมากหลังการเก็บเก่ียวผลผลิต 
โครงสร้างทางเคมีประกอบด้วยเซลลูโลส  และเฮมิ เซลลูโลสจ านวนมาก  (Chaikumpollert, 
Methacanon and Suchiva, 2004) ซึ่งโครงสรา้งของเซลลูโลสเป็นสารประกอบคารโ์บไฮเดรต
เชิ งซ้อนที่ ป ระกอบด้วยหน่วยย่อยคือ  D – anhydroglucopyranose ซึ่ ง ต่อกันด้วยพันธะ 
ß-1,4glycosidic โดยเรียงกัน เป็นสายตรงเกิดเป็นโพลี เมอร์สายยาวที่ ไม่มี กิ่ งก้านสาขา 
(unbranched polymer) โดยจ านวนของหน่วยย่อยที่มาต่อกันจะมีความแตกต่างกันไปตามชนิด
ของพืชตั้งแต่ 200 ถึง 15,000 หน่วย ถ้าพิจารณาภาพเป็นรูปสามมิติของสาย  ß - 1,4 linked 
glucopyranose พบว่ากลุ่มไฮดรอกซิล (hydroxyl group) กลุ่มไฮดรอกซีเมทิล (CH2OH group) 
และพันธะไกลโคซิดิก จะอยู่ในแนวระนาบเดียวกัน โดยหน่วยย่อย D-anhydroglucopyranose   
นีส้่วนใหญ่มีรูปร่างเป็นแบบเก้าอี ้ (Chair form) พบประมาณ 2 เปอรเ์ซ็นต์ และเนื่องจากสาย     
ของกลูแคนที่ไดม้ีผิวหน้าเป็นไฮโดรเจนอะตอม ฉะนั้นโมเลกุลของสายกลูแคน จึงมีสมบัติเป็น
ไฮโดรโฟบิกที่ไม่ชอบน า้ ดว้ยการต่อกนัดว้ยพนัธะ ß - 1,4  จึงเกิดแรงที่ท าใหส้ายกลแูคนหมุนบิด
ตวั (Rotate) ได ้180 องศา รอบแกนจึงท าใหแ้ต่ละสายมีรูปรา่งลกัษณะที่เปรียบเสมือนแผ่นรบิบิน้ 
(Flat ribbon) สายกลูแคนแต่ละสายถูกเรียงต่อกันเป็นไมโครไฟบริล  (Microfibril) ซึ่งพบพันธะ
ไฮโดรเจนเกิดระหว่างกลุ่มไฮดรอกซิลของคารบ์อน  ต าแหน่งที่ 3 กับออกซิเจนในวงแหวนของ
โมเลกุลหน่วยย่อยในสายถดัไป นอกจากนีพ้บพนัธะไฮโดรเจนของคารบ์อนต าแหน่งที่ 2 ของหน่วย
ย่อยในสายหนึ่งกับคารบ์อนต าแหน่งที่ 6 ของหน่วยย่อยในอีกสายหนึ่งด้วยสายของ  ß - 1,4 
linked glucan ที่ขนานกัน และยึดกันอยู่ด้วยพันธะไฮโดรเจนจ านวนมาก   ซึ่งมีส่วนช่วยท าให้
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โครงสรา้งของเซลลูโลสมีความซบัซอ้นแข็งแรง และยากต่อการย่อยสลายมากยิ่งขึน้ (Hendriks 
and Zeeman, 2009) แสดงตามภาพ 2 สตูรโครงสรา้งของเซลลโูลสในวตัถดิุบฟางขา้ว 
  

 
 

ภาพ 2  แสดงสูตรโครงสร้างของเซลลูโลสในวัตถุดิบฟางข้าว 
 
 เซลลูโลสเป็นสารประกอบอินทรียท์ี่มีการน ามาใชป้ระโยชนใ์นหลายดา้น  ไดแ้ก่ การน า
เซลลูโลสไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรมท าเยื่อกระดาษและกระดาษ  อุตสาหกรรมทอผ้าและ      
ใชเ้ซลลูโลสในการผลิตก๊าซชีวภาพ  เป็นตน้ ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นจะตอ้งย่อยสลายเซลลูโลส    
ใหเ้ป็นสารที่มีโมเลกุลเล็กลง หรือในบางครัง้จ าเป็นตอ้งย่อยสลายใหไ้ดน้ า้ตาลก่อนการน าไปใช้
งาน การย่อยสลายเซลลโูลสท าไดห้ลายวิธีเช่น การย่อยสลายดว้ยวิธีทางเคมี  การย่อยสลายดว้ย
เอนไซม ์และการย่อยสลายดว้ยวิธีทางกายภาพ (คทัลียา เงินจั่น, 2555) 
 
 การย่อยเซลลูโลสเป็นน ้าตาลด้วยกระบวนการทางเคมี  
 การย่อยสลายเซลลูโลสดว้ยกรด (Acid hydrolysis) ใหไ้ดผ้ลิตภัณฑส์ุดทา้ยเป็นน า้ตาล    
แต่จากการย่อยเซลลูโลสด้วยกรดจะได้สารประกอบเฟอรฟ์ูราล (furfural) และอนุพันธ์ของ     
เฟอรฟ์ูราลที่ไม่พึงประสงคเ์กิดขึน้ วิธีการย่อยสลายเซลลโูลสดว้ยกรดประกอบดว้ย 2 ขัน้ตอน คือ 
ขัน้ตอนแรกเป็นขัน้ตอนการใชก้รดเขา้ไปท าลายโครงสรา้งของเซลลูโลส โดยกรดจะท าใหเ้ซลลโูลส
พองตัว ขัน้ที่สองเป็นการเติมน า้เพื่อลดความเป็นกรด จากนัน้ใหค้วามรอ้นซึ่งมีผลท าใหเ้ซลลโูลส
ถูกตัดเป็นโมเลกุลเล็กลง ปัจจัยที่มีผลต่อการย่อยสลายเพื่อใหโ้ครงสรา้งประเภทผลึกทนต่อการ
ย่อยด้วยกรดเกิดจากการแตกตัวให้หมดด้วยกรด และกรดที่นิยมใช้ เช่น กรดซัลฟูริกเข้มข้น        
72 เปอรเ์ซ็นต,์ กรดไฮโดรคลอริกเขม้ขน้ 41 เปอรเ์ซ็นต ์หรือกรดฟอสฟอริกเขม้ขน้ 80 เปอรเ์ซ็นต ์
(คทัลียา เงินจั่น, 2555)    
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การย่อยสลายโดยใช้กรดไม่ เป็นที่นิยม เนื่องจากปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยกรด 
ไม่มีความจ าเพาะเจาะจงต่อสารตั้งตน้บางครัง้ก่อใหเ้กิดปฏิกิริยาอ่ืนๆ  เช่น ปฏิกิริยาการดึงน า้ 
และปฏิกิริยาการย่อยสลายน า้ตาลที่เป็นผลิตภัณฑ์ เป็นต้น  นอกจากนี ้กรดที่ใช้อาจมีผลเกิด 
การกดักรอ่นอปุกรณต่์างๆ อีกดว้ย การอาศยัปฏิกิรยิาทางเคมีในการท าลายโครงสรา้งของวตัถุดิบ
เหลือใชท้างการเกษตร เป็นกระบวนการท างานร่วมกันระหว่างการใชส้ารเคมี และกระบวนการ
ปรบัสภาพอ่ืน ๆ รว่มดว้ย 
 
 การย่อยด้วยกรดเจือจาง  
 การใชก้รดเจือจางในการย่อยเซลลูโลส เป็นอีกวิธีการหนึ่งที่นิยมใชป้รบัสภาพวัตถุดิบ      
เหลือใชท้างการเกษตรไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ โดยทั่วไปการใชก้รดเจือจางในการย่อยมี 2 ชนิด 
คือการใช้อุณหภูมิสูงและอัตราการเติมตัวอย่างชนิดที่มีปริมาณของแข็งต ่า ในกระบวนการ
ต่อเนื่อง อุณหภูมิสูงกว่า 160 องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้ 5 - 10 เปอรเ์ซ็นต ์ส่วนอีกวิธีการ
หนึ่ง คือ    การใชอุ้ณหภูมิต ่าในกระบวนการแบบกลุ่ม  ส าหรบัตัวอย่างที่มีปริมาณของแข็งสูง     
ใชอ้ณุหภูมิต ่ากว่า 160 องศาเซลเซียส และความเขม้ขน้ 10 - 40 เปอรเ์ซ็นต ์กรดเจือจางส่วนใหญ่
เป็นกรดซลัฟิวริก เมื่อเกิดกระบวนการย่อยเฮมิเซลลูโลสจะเกิดการปลดปล่อยน า้ตาลโมโนเมอร ์
(Monomeric sugars) และโอลิโกเมอรท์ี่ละลายน ้า (Soluble oligomers) จากผนังเซลล์เข้าสู่
สารละลาย การน า เฮมิเซลลโูลสออก จึงเป็นการเพิ่มรูพรุนแก่วตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร และ
ยังช่วยให้เอนไซม์ท างานได้ดีขึน้  (Ming Chen et al., 2007) การย่อยด้วยกรดเจือจาง จึงเป็น
กระบวนการหนึ่งที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายน า้ตาล เฮมิเซลลูโลส แต่ขอ้ดอ้ยคือ  น า้ตาล 
เฮมิเซลลโูลสอาจถูกย่อยใหเ้ปลี่ยนเป็นสารประกอบเฟอรฟ์ูราล และอนุพนัธเ์ฟอรฟ์ูราล ซึ่งจดัเป็น
ตวัยบัยัง้การหมกัของจุลินทรีย ์อย่างไรก็ตามการใชก้รดเจือจางในการย่อยเหมาะส าหรบัวตัถดิุบที่
มีปรมิาณลิกนินต ่า หรือมีการน าลิกนินออกจากวตัถุดิบแลว้ (คทัลียา เงินจั่น, 2555) 
 

การย่อยด้วยกรดเข้มข้น 
 การใชก้รดเขม้ขน้ เช่น กรดซัลฟิวริก และกรดไฮโดรคลอริก เป็นวิธีที่นิยมใชใ้นการย่อย
วตัถุดิบเหลือใชท้างการเกษตร เนื่องจากเป็นสารที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายเซลลโูลสไดดี้       
(Ye Sun and Jiayang Cheng, 2002) การย่อยดว้ยกรดเขม้ขน้จะไดป้รมิาณผลิตภณัฑม์ากแต่จะ
ไม่มีความจ าเพาะต่อสารตัง้ตน้ 
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ภาพ 3  แสดงการปรับสภาพโครงสร้างลิกนินออกจากเซลลูโลส 
 

การย่อยสลายเซลลูโลสเป็นน ้าตาลด้วยเอนไซม ์
 เซลลูเลสเป็นเอนไซมท์ี่ท าใหเ้กิดการย่อยสลายเซลลูโลสไปเป็นน า้ตาล  ซึ่งสามารถผลิต      
ไดจ้าก พืช สตัว ์และจุลินทรีย ์เช่น ขา้วมอลต ์ขา้วบารเ์ลย ์ใบยาสูบ ไสเ้ดือนดิน ปลวก หอยทาก 
แบคทีเรีย และรา เป็นต้น (A. Klyosov., 1990) ปฏิกิริยาการย่อยสลายด้วยเอนไซม์จะเกิดขึน้
อย่างชา้ๆ และเป็นกระบวนการย่อยสลายที่มีความจ าเพาะสงู เอนไซมจ์ะไม่ท าปฏิกิรยิากบัสารอ่ืน 
จะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีมีความบริสุทธิ์สูงเกิดปฏิกิริยาไม่รุนแรง ดังนั้นผลิตภัณฑ์ท่ีได้จึงไม่ถูกท า
ปฏิกิริยาต่อไป โดยเอนไซมเ์ซลลูเลสเป็นเอนไซมท์ี่ประกอบดว้ยเอนไซมห์ลายชนิดท างานร่วมกัน  
(คทัลียา เงินจั่น, 2555)    
 Endoglucanase (endo-ß-1,4-glucanase) (E.C.3.2.1.4) (พิจิตรา ตัง้เขื่อนขันธ์, 2548) 
ท าหน้าที่ย่อยโมเลกุลของเซลลูเลสในส่วนที่ไม่เป็นระเบียบ  หรือย่อยอนุพันธ์ของเซลลูโลส เช่น 
คาร์บอกซี เมทิลเซลลูโลส  (carboxymethyl cellulose) เซลลูโลสที่ผ่านการท าปฏิกิริยากับ        
กรดฟอสฟอริก  (phosphoric swollen cellulose) ไฮดรอกซี เอทิล เซลลู โลส  (hydroxyethyl 
cellulose) และ  เซลโลโอลิโกเมอร ์(cello-oligomers) โดยย่อยที่ต  าแหน่งพนัธะ ß-1,4-ไกลโคซิดิก
แบบสุ่ม (random) ท าใหไ้ดผ้ลิตภัณฑ์ผสมหลายชนิด คือเซลโลโอลิโก-แซคคาไรด์ (cellooligo-
saccharides) เซลโลเพนธาโอส  ( cellopentaose) เซลโลไตรโอส  (cellotriose) เซลโลไบโอส 
(cellobiose) และน า้ตาล โดยจะไดผ้ลิตภณัฑห์ลกัชนิดใดขึน้อยู่กบัสมบติัของแต่ละเอนไซม ์
 Exoglucosidase (exo-ß-1,4-glucanase) หรือเอกโซบีต้า-1,4-กลูแคนกลูโคไฮโดรเนส 
หรือเอกโซß-1,4-เซลโลไบโอไฮโดรเนส  (E.C.3.2.1.91) พบว่ามักท าหน้าที่ ร่วมกับเอนไซม ์
เอนโดกลคูาเนส ในการย่อยโมเลกุลของเซลลโูลสโดยการย่อยสลายเซลลโูลสจากปลายดา้นที่ไม่มี
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น ้าตาลรีดิวซ์ (non-reducing) ของเซลลูโลสผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากการย่อยสลายส่วนใหญ่คือ 
เซลโลไบโอส  นอกจากนี ้ยังพบว่าสามารถย่อยสลายเซลลูโลสที่จัดตัวอย่างเป็นระเบียบได้ 
(microcrystalline cellulose) โดยอาศยัการท างานรว่มกบัเอนโดกลคูาเนส  
 ß - glucosidase (E.C.3.2.1.21) เป็นเอนไซม์ที่ท าหน้าที่ย่อยโมเลกุลของเซลโลไบโอส         
เซลโลโอลิโกแซคคาไรด์ ที่ละลายน า้ไดใ้หเ้ป็นน า้ตาล แต่ไม่สามารถย่อยสลายโมเลกุลซับซอ้น
ขนาดใหญ่ของเซลลูโลสไดโ้ดยตรง กลไกลการย่อยสลายโมเลกุลของเซลลูโลสทั้งในส่วนที่เป็น
ระเบียบ และไม่เป็นระเบียบให้เป็นน า้ตาล โดยการท างานเอนไซม์ทั้ง  3 ชนิด แสดงดังภาพ  4 
(คทัลียา เงินจั่น, 2555) 
 

 
 

ภาพ 4  แสดงกระบวนการย่อยสลายเซลลูโลสโดยเซลลูโลไลติกเอนไซม ์
(Valdeir Arantes et al., 2010) 
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ขอ้ดีของการย่อยสลายดว้ยเอนไซม ์(ศศิธร ไกรฤทธิชยั, 2552) 
 1.  เอนไซมส์ามารถท างานไดดี้ที่อุณหภูมิต ่า จึงเร่งปฏิกิริยาไดโ้ดยไม่ตอ้งใหค้วามรอ้น 
ท าใหป้ระหยดัตน้ทนุในการผลิต 
 2.  ปฏิกิริยาที่มีเอนไซม์เป็นตัวเร่งจะเกิดได้เร็วกว่าปฏิกิริยาที่ไม่มีเอนไซม์  เนื่องจาก
เอนไซม ์ไปลดพลงังานอิสระของการกระตุน้ของปฏิกิรยิาท าใหป้ฏิกิริยาถึงภาวะสมดลุไดเ้รว็ 
 3.  เอนไซมม์ีความจ าเพาะกบัสารตัง้ตน้ ดงันัน้ผลผลิตท่ีไดจ้ะมีความบรสิทุธิ์มาก 
 4.  ไม่เกิดปฏิกิรยิาขา้งเคียง เนื่องจากเอนไซมม์ีความจ าเพาะกบัสารตัง้ตน้ 
 5.  เอนไซมส์ามารถย่อยสลายสารที่มีโมเลกลุใหญ่ใหเ้ล็กลงไดต้ามที่ตอ้งการ 
 6.  ผลิตภณัฑท์ี่ไดไ้ม่เปลี่ยนเป็นสารอ่ืน และสามารถท าการหมกัน า้ตาลที่เกิดขึน้ไปพรอ้ม
กบัการย่อยเซลลโูลสได ้
 7.  ไม่จ าเป็นตอ้งใชอ้ปุกรณท์ี่ทนต่อการกดักร่อน 
 

การย่อยสลายเซลลูโลสด้วยกระบวนการทางกายภาพ (รชัพล พะวงศร์ตัน,์ 2558) 
1. การใชแ้รงทางกล (Mechanical communication) วิธีการท าใหว้ัตถุดิบมีขนาดเล็กลง

สามารถท าไดห้ลายวิธี เช่น การทุบ การบด การโม่ หรือการเขย่าวตัถุดิบ เป็นตน้ ซึ่งจะมีผลท าให้
ผลึกลดลง (Cellulose crystallinity) และเพิ่มพืน้ที่ผิวในการเกิดปฏิกิริยาไดม้ากขึน้ ความสามารถ
ในการลดขนาดจะขึน้อยู่กบัขนาดสดุทา้ยของวตัถดิุบ และคณุสมบติัของวตัถดิุบนัน้ 
 2. การไพโรไลซิส (Pyrolysis) วิธีการอบที่ใช้ความรอ้นที่อุณหภูมิสูง ให้วัตถุดิบกลาย
สภาพเป็นแก๊ส หรือของแข็ง กระบวนการจะท าได้ช้า และการระเหยจะต ่าถ้าใช้อุณหภูมิต ่า  
จากการวิจยัพบว่าการใชอ้ณุหภมูิมากไป หรือนอ้ยไปจะไม่เป็นผลดีต่อวตัถุดิบ 
 3. การใช้ความร้อน  (Thermal heat treatment) เป็นการปรับสภาพของวัตถุดิบเพื่ อ
ท าลายเนือ้เยื่อของเซลลโูลส ซึ่งโดยส่วนใหญ่มกัจะใชอ้ณุหภมูิมากกว่า 150 - 180 องศาเซลเซียส 
แต่ตอ้งท าใหว้ตัถดิุบมีขนาดที่เล็กลงก่อนเขา้สูก่ระบวนการย่อยวตัถุดิบทางความรอ้น 
 
2.8  จุลินทรียจ์ากดิน 
 การศึกษาจุลินทรียใ์นดินที่มีความสามารถในการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลส (Gupta, L., 
Kumar, R.A., Ghanshyam, T. et al., 2012) ซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักของวัตถุ ดิบฟางข้าว 
(Howard, at el., 2003; Gupta, 2012; Jinzhou Wang, et al., 2015) โดยจุลินทรีย์ใน ดินที่ มี
ความสามารถในการย่อยสลายลิกโนเซลลโูลสสามารถแบ่งออกเป็น 3 กลุม่ ดงันี ้
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 1.  Heterotrophic aerobic และ Facultative anaerobe แบคทีเรียที่ เป็น  Heterotroph 
เจริญเติบโตได้ในที่ที่มีออกซิเจนและประเภทที่เจริญเติบโตไดใ้นที่ที่ไม่มีออกซิเจน Bacillus sp., 
Pseudomonas sp., Arthrobacter sp. 
 2.  Heterotrophic, aerobic, non-symbiotic nitrogen-fixing แบคที เรีย  Heterotroph  
ที่เจริญเติบโตได้เฉพาะในที่ที่มีออกซิเจนสามารถตรึงไนโตรเจนจากอากาศได้เมื่อด ารงชีวิต 
โดยอิสระในดิน เช่น Rhizobium sp., Azotobacter sp. 
 3.  Autotrophic, aerobic เป็น Autotroph ที่ เจริญเติบโตได้เฉพาะในที่ที่มีออกซิเจน 
(Wang, et al., 2017) 
  3.1  Oxidizing inorganic nitrogen compounds ได้พลังงานจากการออกซิ ไดซ์
สารประกอบอนินทรียไ์นโตรเจน เช่น Nitrosococcus sp., Nitrobacter sp. 
  3.2  Oxidizing inorganic sulphur compounds ได้พ ลั ง าน จากการออกซิ ได ซ ์
สารประกอบอนินทรียข์อง Sulphur เช่น Thiobacillus sp., Sulfolobus sp. 
 กลไกการย่อยสลายลิกโนเซลลูโลสของจุลินทรียเ์กิดขึน้ผ่านการผลิตเอนไซม ์เพื่อปล่อย
ออกสู่ภายนอก เช่น เอนไซมเ์ซลลเูลส สามารถย่อยสลายส่วนประกอบของลิกโนเซลลูโลสใหเ้ป็น
โมเลกุลขนาดเล็กที่จุลินทรียส์ามารถน าไปใชเ้ป็นแหล่งของสารอาหารในการผลิตพลงังานภายใน
เซลล ์(Mustafa Balat., 2011) เชือ้จุลินทรียจ์ากดินสามารถอยู่ร่วมกันไดดี้ และมีการย่อยสลาย 
ลิกโนเซลลูโลส ซึ่งเป็นวัตถุดิบฟางขา้วที่น ามาใชใ้นการหมักก๊าซชีวภาพไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
ส าหรบัเอนไซมท์ี่มีผลต่อการย่อยสลายโครงสรา้งของวัตถุดิบฟางขา้วมีการศึกษาโครงสรา้งของ
เอนไซม์ เซลลูเลส พบว่าเซลลูเลสเป็นไกลโคโปรตีนประกอบด้วยโปรตีน  และคารโ์บไฮเดรต 
ในอัตราส่วน 1 : 1 มีน า้หนกัโมเลกุลประมาณ 30,000 - 60,000 ดาลตัน   มีคุณสมบติัละลายน า้
ไดดี้ ไม่ตอ้งการ โคแฟกเตอร ์หรือโลหะอื่นๆ ในการเขา้ท าปฏิกิรยิา โดยทั่วไปเอนไซมเ์ซลลเูลสที่ได้
จากจุลินทรียจ์ะมีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการท างานประมาณ  50 องศาเซลเซียส ยกเวน้จุลินทรีย ์
ทนรอ้นบางชนิด นอกจากนีเ้อนไซมเ์ซลลูเลสยังสามารถทนต่ออุณหภูมิสูงได้ ทนต่อความเป็น 
กรด - ด่าง ในช่วง pH 4.8 - 8.0 และสามารถเก็บที่อุณหภูมิที่ต  ่ากว่า 0 – 4 องศาเซลเซียส ไดเ้ป็น
เวลาหลายปี หรือเก็บโดยกระบวนการท าแหง้แบบแช่เยือกแข็งดว้ยอะซิโตน หรือเอทานอล โดยจะ
ไม่สูญเสียคุณสมบัติข้างต้นไป  อย่างไรก็ตามเอนไซม์ที่ ได้จากจุลินทรีย์ต่างชนิดกันย่อมมี
คณุสมบติัแตกต่างกนั (พรเทพ ถนนแกว้, 2538) 
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ภาพ 5  แสดงโครงสร้างโมเลกุลของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 

 เอนไซม์เซลลูเลสเป็นกลุ่มของเอนไซม์ที่ เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลายพันธะ  ß - 1,4 
glycosidic ของโครงสรา้งโมเลกุลเซลลูโลสแลว้ไดผ้ลผลิตสุดทา้ย  คือน า้ตาลก โดยจ าเป็นตอ้ง
อาศยัระบบเอนไซมเ์ซลลเูลสที่มีองคป์ระกอบแตกต่างกนั (Elwyn T. Reese et al., 1950) ไดเ้สนอ
ไวว้่าเอนไซมเ์ซลลูเลสนัน้จะประกอบดว้ยองคป์ระกอบที่มีหนา้ที่แตกต่างกัน  2 องคป์ระกอบ คือ 
C1–component เป็นส่วนที่เก่ียวขอ้งกับการย่อยสลายโครงสรา้งเซลลูโลสที่มีอยู่ในธรรมชาติให้
เกิดเป็นโครงสรา้งที่ง่ายต่อการย่อยสลาย  และ CX–component คือส่วนที่เก่ียวขอ้งกับการย่อย
สลายแลว้ไดผ้ลผลิตสุดทา้ย คือสารประกอบเซลโลไบโอส ซึ่งละลายน า้ไดแ้ละจุลินทรียส์ามารถ
น าไปใช้ประโยชน์ได้ จากนั้น (Reese and Levinson., 1952) ได้เสนอลักษณะการท างานของ
เอนไซมเ์ซลลูเลสเพิ่มเติม โดยไดเ้สนอไวว้่าองคป์ระกอบของเอนไซมส์่วนที่สาม ß-glucosidase    
ที่ท าหนา้ที่เรง่ปฏิกิรยิาการย่อยสลายสารประกอบเซลโลไบโอสใหเ้ป็นน า้ตาล 
 
 องคป์ระกอบของเอนไซมเ์ซลลูเลส (Fan et al., 1987) 
 เอนไซม์เซลลูเลสประกอบด้วยกลุ่มของเอนไซม์ (complex enzyme) ที่ท างานร่วมกัน 
ดงันี ้
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 1.  เอนไซม ์C1 หรือ hydrogen bondase ท าหนา้ที่กระตุน้ หรือสลายเซลลโูลสใหม้ีสภาพ 
ที่เหมาะสม ท าใหพ้นัธะไฮโดรเจนอ่อนลง เพื่อเป็นสารตัง้ตน้ของเซลลเูลส 
 2.  เอนไซม ์Cx หรือ ß-1, 4 glucanase เป็นเซลลูเลสที่ย่อยสลายพันธะในเซลลูโลส หรือ
อนุพันธ์ของเซลลูโลสที่ละลายน า้ได้ แต่ไม่สามารถย่อยสลายสารตั้งตน้ที่มีโครงสรา้งซับซอ้นได ้     
กลุม่นีม้ี 3 ชนิด คือ 
  2.1  (ß - D-glucan glucanohydrolase, EC.3.2.1.4) จะท าหน้าที่ย่อยสลายพันธะ  
ß - 1, 4-glycosidic linkage แบบสุ่ม ผลจากการย่อยสลายท าใหส้ายโมเลกุลของเซลลูโลสสัน้ลง 
ขณะที่หมู่รีดิวซจ์ะเพิ่มขึน้อย่างชา้ๆ แลว้ไดน้ า้ตาล และเซลโลไตรโอสเพิ่มขึน้เอนไซมน์ีจ้ะไม่ย่อย
เซลโลไบโอส แต่สามารถย่อยเซลลูเดกซ์ตรินที่ เกิดการขยายตัว  Carboxy Methyl Cellulose 
(CMC) และ  Hydroxyl-Ethyl Cellulose (HEC) ได้  และปฏิกิ ริยาจะลดลงเมื่ อสายโมเลกุล
เซลลโูลสสัน้ลง 
  2.2  Exo- ß -glucanase (1, 4- ß -D-glucan cellobiohydrolase EC.3.2.3.91) หรือ 
cellobiohydrolase ท าหนา้ที่ย่อยเซลลูโลสดา้นปลายที่ไม่รีดิวซ ์(non-reducing end) เอนไซมน์ี ้
จะสามารถย่อยเซลลูโลสในรูปผลึก  (crystalline cellulose) หรือเซลลูโลสที่ ไม่ละลายน ้า 
(insoluble cellulose) ได ้เซลโลเดกซต์ริน และเซลโลไบโอสจะสามารถตรวจสอบเอนไซมน์ีโ้ดย
การใช ้avicel และ amorphous cellulose เป็นสารตัง้ตน้ แต่อย่างไรก็ตามการท างานของเอนไซม์
จะมีประสิทธิภาพลดลงเมื่อขนาดของสารตั้งตน้มีโมเลกุลสั้นลง  นอกจากนีย้ังพบว่าเอนไซม์นี ้
ไม่สามารถย่อยสลายเซลลูโลสในรูปผลึกได้ และจะเกิดปฏิกิริยาต้านการท างานเมื่ อมี  
เอนโดกลคูาเนส(endoglucanase) ผสมอยู่ 
  2.3  ß - glucosidase (ß-D-glucohydrolase EC.3.2.1.21) ท าหน้ าที่ ย่ อ ย เซล โล
ไบโอส และเซลโล-โอลิโกแซ็กคาไรด์ไดผ้ลิตภัณฑเ์ป็นน า้ตาล แต่ไม่สามารถย่อยเซลลูโลส หรือ
เซลโลเดกซต์รินได ้การทดสอบเอนไซมน์ีโ้ดยใช้ cellobiose, p-nitrophynyl-ß-d-glucoside หรือ
ซาลิซิน (salicin) เป็นสารตัง้ตน้ สามารถแสดงการย่อยสลายสารตัง้ตน้โดยเซลลเูลสไดด้งัตาราง 2 
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ตาราง 2  แสดงการย่อยสลายสารตั้งต้นโดยเซลลูเลส (สมรักษ ์พันธผ์ล, 2535) 
 

ชนิดของเอนไซม ์
ชนิดของสารตั้งต้น 

Crystalline 
cellulose 

CMC Amorphous 
cellulose 

Cellotetraose Cellobiose 

Endo- ß -
glucanase 
Exo- ß -glucanase 
ß -glucosidase 

- 
+ 
- 

+ 
- 
- 

+ 
+ 
- 

+ 
+ 
+ 

- 
- 
+ 

 
 การสังเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลูเลส 
 ในปี 1977 Lehninger ไดศ้ึกษากลไกการสงัเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลเูลส พบว่าเกิดบนไรโบ
โซมในไซโตพลาสซึม โดยมี mRNA ตน้แบบที่จ  าเพาะเจาะจงท าหน้าที่ถอดรหัสจากยีนเซลลูเล
สแต่ละยีน จากนัน้จะผ่านเยื่อหุม้เซลลม์าเกาะที่ผนงัเซลล  ์หรือปลอ่ยออกสูภ่ายนอกทนัที เอนไซม์
เซลลเูลส เป็นเอนไซมท์ี่ที่ปรบัตัวได ้หรือเอนไซมท์ี่ไม่สามารถผลิตได ้ซึ่งจะมีการสงัเคราะหเ์มื่อใช้
เซลลูโลส  เป็นแหล่งคาร์บอนแต่จะสังเคราะห์ได้น้อย  (M Mandels and ET Reese, 1957)  
และ Cyclic adenosine 3',5' monophosphate (cAMP) มีความส าคัญต่อกระบวนการกดดัน 
แคแทบอไลต์ (catabolite repression) เนื่องจากในการเพาะเลีย้งเชือ้ต้องมีการใช้น ้าตาลเป็น
แหล่งพลังงานท าให้ cAMP ภายในเซลลม์ีความเขม้ขน้ต ่า ดังนั้นในการสังเคราะหเ์อนไซมท์ี่ใช้
แหล่งพลงังานอ่ืนจะถูกยับยัง้โดยโปรตีนจ าเพาะ กลไกการควบคมุการสงัเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลูเล
สจึงอาจจะเกิดจากน ้าตาล ในปี 1978 Eriksson ได้ศึกษาการควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์ 
เซลลูเลส Sporotrichum pulverulentum พบว่าน ้าตาลที่ความเข้มข้น  0.25 - 0.5 เปอรเ์ซ็นต ์ 
จะท าให้เกิดกระบวนการกดดันแคแทบอไลต์  ของเอนโดกลูคาเนส (endoglucanase) และ 
เอกโซกลคูาเนส (exoglucanase) 

 ในปี 1980 Goksoyr and Eriksen พบว่าการควบคุมการสังเคราะห์เอนไซม์เซลลูเลส 
สามารถท าได้ 2 วิธี คือ การควบคุมทางชีวเคมี และการควบคุมทางพันธุกรรม  โดยควบคุม 
การท างานของยีนที่ เก่ียวข้องด้วยกระบวนการเพิ่มการสังเคราะห์เอนไซม์ กระบวนการลด  
การสังเคราะห์เอนไซม์ และกระบวนการกดดันแคแทบอไลต์ ซึ่ งเอนไซม์เซลลูเลสที่ เป็น 
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ตัวเหนี่ยวน าที่ ดี  เช่น เซลลูโลส , เซลโลไบโอส , ไธโอเซลลูโลส และโซโฟโรส สารเคมี  เช่น  
กรดปาลมิติก และเอทธิลอะซีเตทของไดแซ็กคาไรด ์เป็นตน้ 
 
 การท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส (Fan et al., 1987) 
 กลไกการสลายเซลลูโลสโดยเอนไซมเ์ซลลูเลสประกอบดว้ย  2 ขัน้ตอน คือ ขัน้ตอนแรก
เป็น  prohydrolytic step คือสายโซ่  anhydroglucose ถูกท าให้บวมขึ ้น  ขั้นตอนที่ สองเกิด 
hydrolytic cleavage ของสายโพลีเมอร ์
 กลไกการท างานเริ่มจากเซลลูโลสจะเกิดขยายตัวพรอ้มกับมีการสลายพันธะไฮโดรเจน    
ซึ่งเกิดจากการท างานร่วมกันของเอนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนสจะย่อยสลายเซลลูโลสได้
ปลายอิสระ ส่วนเอกโซกลูคาเนส จะดึงโมเลกุลของเซลลูไบโอสออกจากปลาย ซึ่งถูกย่อยสลาย
ต่อไปโดย ß - glucosidase จนไดน้ า้ตาลน า้ตาลอิสระดงัแสดงในภาพ 6 

 

 
 

ภาพ 6 แสดงการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
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 การยับย้ังการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส (Fan et al., 1987) 
 การยบัยัง้การท างานของเอนไซมเ์ซลลเูลสมี ดงันี ้
 1.  ß - glucosidase จะถูกยับยั้งเมื่ อปริมาณน ้าตาลสูงขึ ้นท าให้มีการสะสมของ 
เซลโลไบโอส ซึ่งจะไปยับยั้งการท างานของเอนไซมเ์อนโดกลูคาเนส และเอกโซกลูคาเนส ท าให้
ปฏิกิริยาชา้ลงและยุติในที่สุด เอนไซมท์ัง้ 3 ชนิด ตอ้งท างานร่วมกันจึงจะมีประสิทธิภาพในการ
ย่อยสลายไดดี้ แต่เมื่อแยกชนิดใดชนิดหนึ่งออกไปจะมีผลท าใหป้ระสิทธิภาพในการย่อยสลาย
ลดลง ดงัแสดงในภาพ 7 (Selby and Maitland., 1967) 
 

 
 
                                                             
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 7  แสดงการย่อย และการยับย้ังการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 

 
 2.  สารที่มีองคป์ระกอบคลา้ยกับสารตัง้ตน้จะยบัยัง้การรวมตัวของเอนไซมก์ับสารตัง้ตน้
ได ้เช่น เมทิลเซลลโูลส และกลโูคโนแลคโตน โดยจะยบัยัง้การท างานของเอนไซม  ์ß-glucosidase 
ท าใหก้ารย่อยสลายเซลลโูลสเกิดขึน้ไม่สมบรูณ ์
 3.  สารพวกโพลิออล และอิริทริทอลจะยับยั้งการท างานของเอนไซม์กลูโคซิเดสและ  
กาแลคโตซิเดส โดยอิรทิรทิอลจะรวมตวักบัเอนไซมต์รงจดุ C3-C6 ของ D-glucose 
 4.  โปรตีนของเอนไซม์ ถูกท าใหเ้สียสภาพโดยสารที่สามารถท าปฏิกิริยากับ  SH-group 
เช่น ไอออนปรอท แต่อาจแกไ้ขโดยใชซ้ิสเทอีน และคลอไรดไ์อออน 

ß-gluccanase 

Endo-ß-gluccanase 

Exo-ß-gluccanase 

Oligosaccharide 

cellobiose 

Glucose 

เซลลูโลส 
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 5.  เอนไซมเ์อนโดเพปทิเดส สามารถลดการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสได้ แต่เอนไซม์
เอกโซเพปทิเดส ไม่สามารถย่อยเอนไซมเ์อกโซเซลลูเลสที่อยู่ในสภาพปกติ  นอกจากนีย้ังพบว่า
เซลลเูลสสามารถคงทนต่อสภาพความเป็นกรด – ด่าง และอณุหภมูิที่เปลี่ยนแปลงได ้
 6.  การท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลสขึน้กบัโครงสรา้งทางเคมีของเอนไซม์ ซึ่งแลว้แต่ชนิด
ของจลุินทรียท์ี่ผลิตเอนไซม ์
 7.  เอนไซม์เซลลูเลสอาจถูกยับยั้งโดยเมลานิน ซึ่งเป็นส่วนประกอบในผนังเซลลข์อง 
จลุินทรียบ์างชนิด และอาจถกูยบัยัง้โดยสารประกอบอินทรียเ์ชิงซอ้น หรือคอลลอยดใ์นดิน 
 8.  แร่ธาตุดินอาจเป็นอุปสรรคต่อการย่อยสลายเซลลูโลสในดินได้ เพราะสามารถดูดซบั
เซลลูโลส และสารผลิตภัณฑ์บางชนิดได้ ท าให้เอนไซม์เซลลูเลสที่สังเคราะห์โดยจุลินทรีย์ 
ไม่สามารถท างานไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
 
 การวัดความสามารถในการท างานของเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 ในปี  ค.ศ. 1980 Goksoyr และ  Eriksen ได้แบ่ งการท างานของเอนไซม์เป็น  2 วิ ธี  
ตามความซบัซอ้นของลกัษณะเอนไซม ์ดงันี ้
 1.  Physical assay เป็นการวัดความสามารถในการท างานของเอนไซม์เชิงประกอบ 
(complex enzyme) ที่ไดจ้ากน า้เลีย้งเชือ้ (culture filtrate) ประกอบดว้ย 2 วิธี คือ 

  1.1  การสลายใหไ้ดน้ า้ตาล (saccharolytic method) เป็นการวัดปริมาณน า้ตาลที่ได้
จากการย่อยสลายเซลลโูลสในอาหารเพาะเลีย้ง (Mary Mandels et al., 1981) รวบรวมวิธีการวดั
น า้ตาลที่ได้จากการย่อยสลายเซลลูโลสโดยใช้ dinitro salicylic acid reagent (DNS reagent) 
เป็นสารทดสอบซึ่งแตกต่างกนัไปตามชนิดของสารตัง้ตน้ ดงันี ้
      1.1.1  Filter paper assay เป็นวิธีที่นิยมใช้กันมากเนื่ องจากกระดาษกรอง
สามารถเตรียมไดง้่ายวิธีการ คือ ใชก้ระดาษกรองขนาด 1×6 เซนติเมตร ปริมาณ 50 มิลลิกรมั  
ใสใ่นหลอดทดลองที่มีสว่นผสมของเอนไซม ์และบฟัเฟอรท์ าปฏิกิริยาท่ีอณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 60 นาที เติม DNS reagent 3 มิลลิลิตร แลว้น าหลอดไปตม้ในน า้เดือด 5 นาที ทิง้ไวใ้ห้
เย็น แล้วจึงน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่  550 นาโนเมตร เพื่อท าการวัดปริมาณน า้ตาลรีดิวซ ์
(reducing sugar) 
      1.1.2  Cotton assay คลา้ยกบั filter paper assay แต่ใชเ้สน้ใยฝา้ย 50 มิลลิกรมั 
เป็นสารตัง้ตน้ท าปฏิกิรยิากบัเอนไซม์ และบฟัเฟอรเ์ป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้เติม DNS reagent 
และหาปรมิาณของน า้ตาลรีดิวซ ์
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      1.1.3  CMC assay เป็นวิธีที่นิยมใชใ้นการวดัการท างานของเซลลูเลส เนื่องจาก 
CMC เป็นสารที่สามารถละลายน ้าได้ดี  จึงสะดวกต่อการท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ ในการวัด
ความสามารถการท างานของเอนไซม์ โดยจะบ่ม 1% CMC ใน 0.05 โมลาร ์ซิเตรท บัฟเฟอรค่์า 
pH 4.8 กับเอนไซม์ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นเติม DNS reagent 
เพื่อหาปรมิาณของ    น า้ตาลรีดิวซ ์

      1.1.4  Amorphous cellulose assay วิธีนีจ้ะวดัความสามารถในการท างานของ
เอนไซมโ์ดยบ่ม 1% walseth cellulose ใน 0.05 โมลาร ์ซิเตรท บัฟเฟอร ์ค่า pH 4.8 กับเอนไซม ์     
ที่อณุหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที น าไปป่ันเหวี่ยง เพื่อน าส่วนใส (supernatant) ไป
หาปรมิาณน า้ตาลรีดิวซ ์โดยการท าปฏิกิรยิากบั DNS reagent 
  1.2  การตรวจสอบโครงสร้างของเซลลูโลสที่ เกิดการเปลี่ยนแปลง หลังเกิดการ  
ย่อยสลาย ในกรณีที่การย่อยสลายเซลลูโลสไม่สมบูรณ์ หรือไม่เกิดน ้าตาลขึน้จะตรวจสอบ
ลกัษณะโครงสรา้งของเสน้ใยเซลลโูลสวิธีการที่ใช้ คือ การวดัความเหนียวของเสน้ใยฝ้ายก่อน และ
หลงัท าปฏิกิรยิากบัเอนไซมใ์นเวลาที่ก าหนด ซึ่งตอ้งใชเ้ครื่องมือและความละเอียดสงูนอกจากนีย้งั
อาจตรวจสอบเสน้ใยอิสระที่เกิดจากการย่อยสลายกระดาษกรอง และการหาน า้หนักของสารตั้ง
ตน้ที่หายไป 

 2.  Biochemical assay เป็นการวดัความสามารถในการท างานของสารประกอบเชิงซอ้น
เซลลเูลสแบบเฉพาะแต่ละองคป์ระกอบซึ่งมีรายละเอียด ดงันี ้
  2.1  Endoglucanase นิยมใช ้CMC และ hydroxyethyl cellulose เป็นสารตัง้ตน้โดย
จะวัดจากค่าความหนืดที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งมีค่าลดลงเมื่อเวลาของปฏิกิริยาเปลี่ยนไปเป็นวิธีที่
ยุ่งยาก จึงใชว้ิธีวดัปรมิาณน า้ตาลรีดิวซ ์จากการท าปฏิกิรยิากบั DNS reagent ที่เกิดขึน้แทน 

  2.2  Exoglucanase วิธีนีย้ังไม่มีสารตัง้ตน้ที่จ  าเพาะต่อเอกโซกลูคาเนส ดังนั้นการวัด
ความสามารถในการท างานของเอนไซมน์ีจ้ึงจ าเป็นตอ้งสกัดใหไ้ดเ้อกโซกลคูาเนส ท่ีบริสุทธิ์ก่อน
น ามาท าปฏิกิริยากับสารตั้งต้น ซึ่งจะใช้เซลลูโลสที่มีอัตราพอลิเมอไรเซชันต ่า  เช่น avicel หรือ
เซลลโูลสที่ผ่านการแช่ดว้ยกรดฟอสฟอรกิ 

  2.3  ß - glucosidase นิ ยม ใช้ เซล โล ไบ โอส  แล ะ  p-nirophenyl-ß-D-glucoside 
(pNPG) เป็นสารตัง้ตน้ โดยหากใชเ้ซลโลไบโอสเป็นสารตัง้ตน้ นิยมวดัปรมิาณของน า้ตาลที่ไดจ้าก
การย่อยสลาย แต่หากใช้ pNPG จะมีการเติมโซเดียมคารบ์อเนต หลังจากการบ่มกับเอนไซม์ 
จากนัน้วดัปรมิาณน า้ตาลรีดิวซท์ี่ได ้
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 ปัจจัยทีม่ีผลต่อกระบวนการผลิตเอนไซมเ์ซลลูเลส 
 1.  ชนิดและสายพนัธุข์องจุลินทรีย ์ความสามารถในการผลิตเซลลเูลสของแบคทีเรียแต่ละ
สายพนัธุม์ีความแตกต่างกนั มีรายงานว่าแบคทีเรียไม่ก่ีชนิดที่สามารถผลิตเอนไซมเ์ซลลเูลสไดใ้น
ปริมาณสูง  และมีองค์ประกอบครบทั้งสามส่วน  คือ endoglucanase, exoglucanase และ 
ß-glucosidase ทัง้นีข้ึน้อยู่กับแหล่ง และปริมาณสารอาหารที่เหมาะสมต่อการใชใ้นกระบวนการ     
สรา้งพลงังานอีกดว้ย 
 2.  แหล่งคารบ์อนและความเขม้ขน้ของแหล่งคารบ์อน แหล่งคารบ์อนเป็นปัจจยัส าคญัใน
การผลิต เซลลู เลสอย่างมาก (Ikram-ul-Haq et al., 2006) ได้น า  Trichoderma harzianum       
มาเพาะเลีย้งในอาหารที่มีแหล่งคารบ์อนจากธรรมชาติที่แตกต่างกัน  คือ wheat bran, wheat 
straw, rice bran, rice husk และ soybean meal ผลการศึกษาพบว่าเชือ้สามารถผลิตเซลลูเลส
ไดม้ากที่สดุในอาหาร ที่มี wheat bran เป็นแหล่งคารบ์อนไดท้ าการแยกแบคทีเรียที่สามารถผลิต
เซลลเูลสจากกระเพาะหมกัของโคพืน้เมือง พบว่า Ruminococcus albus 21Aa  สามารถใชแ้หล่ง
คาร์บอนที่ เหมาะสม ต่อการผลิต เซลลู เลส  คือ  Whatman No.1 filter paper pulp อีกทั้ ง 
(You-Jung Lee et al., 2008) ไดศ้กึษาแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมจากธรรมชาติโดยการเพาะเลีย้ง 
Bacillus amyloliquefaciens DL-3 พบว่ามีแหล่งคารบ์อนที่เหมาะสมต่อการผลิตเซลลูเลส  คือ 
rice hull และ rice bran โดยวัดกิจกรรม CMCase ได้เท่ากับ 153.0 และ 112 ยูนิตต่อมิลลิลิตร 
ตามล าดับ    ไดเ้ลีย้ง Clostridium thermocellum พบว่าเชือ้สามารถผลิตเซลลูเลส และน า้ตาล
รีดิวซจ์ากเปลือกขา้วโพด ชานออ้ย ซงัขา้วโพด และแกลบไดดี้ 
 3.  แหล่งไนโตรเจนและความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน (นฤมล ทองไว, 2544) ได้

ท าการศึกษา Bacillus subtilis CMU4-4 และ Bacillus coagulans TI-5 โดยเพาะเลีย้งในอาหาร

เหลวเซลลูโลส ที่ ใช้แหล่งไนโตรเจนแตกต่างกัน  คือ tryptone, ammonim nitrate, soytone, 

ammonium sulphate และ peptone ผลการศึกษาพบว่า Bacillus subtilis CMU4-4 สามารถใช ้

tryptone และ Bacillus coagulans TI-5 สามารถใช้ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนที่ท าให้เชื ้อ

ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสได้ดีที่สุด จากการศึกษาของ (B. H. Lee and T. H. Blackburn, 1975) 

ศึกษาการผลิตเอนไซม์เซลลูเลสจาก thermophilic Clostridium sp. โดยเลีย้งเชือ้ในอาหารที่มี

ความเขม้ขน้ของสารสกดัจากยีสตแ์ตกต่างกัน พบว่าเชือ้สามารถผลิตเอนไซมไ์ดดี้ที่สดุ เมื่อเลีย้ง

ในอาหารที่มีสารสกัดจากยีสต ์0.5 เปอรเ์ซ็นต ์โดยวดัค่ากิจกรรมของเอนไซม ์(enzyme activity) 

ได้เท่ากับ  124 ยูนิตต่อมิลลิลิตร  ได้ทดลองเพาะเลี ้ยง  Acetobacter xylinum KU-1 โดยใช ้
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polypeptone, peptone และ tryptone พบว่าแหล่งไนโตรเจนทัง้ 3 ชนิดสามารถกระตุน้การผลิต

เซลลเูลสได ้

 4.  ความเป็นกรด–ด่าง แบคทีเรียสว่นใหญ่เจรญิในสภาพที่เป็นกลาง แต่ก็มีหลายชนิดที่มี
การเจริญ และผลิตเซลลูเลสไดดี้ในสภาวะที่เป็นกรดหรือด่างแตกต่างกนั  ทัง้นีข้ึน้อยู่กับชนิดของ
แบคทีเรียนั้น (นฤมล ทองไว, 2544) ท าการเพาะเลีย้ง Bacillus subtilis CMU4-4 และ Bacillus 
coagulans TI-5 ใน  cellulose ผลการศึกษาพบว่า  pH 5.5 มีความเหมาะสมต่อการผลิต 
เซลลูเลสมากที่สุด ซึ่งมีความสอดคล้องกับผลการศึกษาของ  (Tadao Oikawa et al.,1994) ที่
เพาะเลีย้ง Acetobacter xylinum KU-1 ในอาหารเหลว cellulose และพบว่า pH ที่เหมาะสมต่อ
การผลิตเซลลูเลส  คือ pH 5.5 เช่นเดียวกันกับผลการศึกษาของ  (Vinay K. Singh and Anil 
Kumar., 1998) ที่เพาะเลีย้งเชือ้ Bacillus brevis VS-1 พบว่า pH ที่เหมาะสมต่อการผลิตเซลลู
เลส คือ pH 5.5 แต่พบว่าเมื่อเพาะเลีย้งเชือ้ Scytalidium lignicola CD-48 ใน pH 6 เชือ้สามารถ
ผลิตเซลลเูลสไดม้ากที่สดุ ซึ่งมีความสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ (Ikram-ul-Haq et al., 2005) 
ที่ท าการเพาะเลีย้งเชือ้ Trichoderma harzianum UM-11 และพบว่าที่ pH 6 เชือ้สามารถผลิต
เซลลู เลสได้ม ากที่ สุด อีกทั้ ง  (You-Jung Lee et al., 2008) ได้ท าการเพาะ เลี ้ย ง  Bacillus 
amyloliquefaciens DL-3 พบว่า แบคทีเรียมีความสามารถในการผลิตเซลลเูลสไดดี้ในอาหารที่มี 
pH 7 โดยใหค่้ากิจกรรมของเอนไซมส์งูที่สดุสว่นในปี (ระพีพรรณ, 2536) ใชอ้าหารเหลว cellulose 
ที่ pH แตกต่างกนัในการเพาะเลีย้งเชือ้ Ruminococcus albus 21Aa ผลการศึกษาพบว่า pH 6.8 
เหมาะสมต่อการผลิต   เซลลูเลสมากที่สุด และ (ภัทรา และคณะ, 2551) พบว่า Clostridium 
thermocellum สามารถเจรญิและผลิตเซลลเูลสไดดี้ที่สดุที่ pH 7 
 5.  อุณหภูมิในการเพาะเลีย้ง อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการเพาะเลีย้ง และผลิตเซลลูเลส     
จะขึน้อยู่กับสายพันธุ์ของแบคทีเรีย แบคทีเรียบางสายพันธุ์อาจสามารถผลิตเซลลูเลสได้ดีที่
อุณหภูมิสูง แต่บางสายพันธุ์สามารถผลิตเซลลูเลสไดท้ี่อุณหภูมิที่ต  ่า (ภัทรา และคณะ, 2551) 
พบว่า Clostridium thermocellum สามารถผลิตเซลลูเลสได้ดี เมื่อท าการเพาะเลีย้งในอาหาร
เหลว cellulose บ่มที่อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน (Ikram-ul-Haq et 
al., 2005) ได้ท าการเพาะเลี ้ยง Trichoderma harzianum UM-11 ในอาหารเหลว CMC ที่
อุณหภูมิ 20 - 40 องศาเซลเซียส พบว่า อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตเซลลูเลส คือ 28 องศา
เซลเซียส (นฤมล ทองไว, 2544) พบว่า Bacillus subtilis CMU4-4 และ Bacillus coagulans TI-5 
มีอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญแตกต่างกัน คือ 45 และ 37 องศาเซลเซียส ตามล าดับ ซึ่งมี
ความใกล้เคียงกับผลการศึกษาของ (Vinay K. Singh and Anil Kumar., 1998) ซึ่ งท าการ
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เพาะเลีย้ง Bacillus brevis VS-1 และพบว่าที่ 37 องศาเซลเซียส เชือ้สามารถผลิตเซลลูเลสไดสู้ง
ที่ สุ ด  แ ต่ จ า ก ก า ร ศึ ก ษ า ข อ ง  (Fred J. Stutzenberger., 1971)  ท า ก า ร เพ า ะ เลี ้ ย ง 
Thermomonospora curvata พบว่าเชื ้อผลิตเอนไซม์ได้ดีในอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส และ
นอกจากนี ้ (Ray A.K. et al., 2007) ท าการเพาะเลี ้ยง Bacillus subtilis CY5 และ Bacillus 
circulans TP3 ที่อุณหภูมิแตกต่างกัน คือ 25, 30, 35, 40 และ 45 องศาเซลเซียส ตามล าดับ 
พบว่าเชือ้ทัง้ 2 ชนิด สามารถผลิตเซลลเูลสไดส้งูที่สดุ เมื่อเพาะเลีย้งที่อณุหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 
และผลิตเซลลเูลส ไดต้ ่าที่สดุเมื่อเพาะเลีย้งที่อณุหภมูิ 45 องศาเซลเซียส 

 
 ประโยชนข์องเซลลูเลส 
 ปัจจุบันมีการใชเ้ซลลูเลสในอุตสาหกรรม  และเกษตรกรรมมากมาย เช่น ใชใ้นการย่อย
สลายพืชผัก กากเหลือจากเกษตรกรรม และย่อยขยะเป็นปุ๋ ยหมัก ตัวอย่างการใชป้ระโยชนจ์าก
เซลลูเลส คือการใชเ้ซลลเูลสในอตุสาหกรรมกระดาษ พบว่าเซลลูเลสบางชนิดมีส่วนช่วยลดเวลา
ในการตี (beating time) และช่วยตา้นไข (grease resistance) ท าใหก้ระดาษมีคณุภาพดีมีการใช้
เซลลูเลสเป็นส่วนประกอบในส้วมถังเกรอะ  (septic tank) การน าเซลลูเลสจาก Trichoderma 
reesei เพื่อสลายผนังเซลลพ์ืช ท าใหม้ีการเชื่อมโปรโตลาสต์ (protoplast) ของเซลลพ์ืชสองชนิด 
ซึ่งนับว่าเป็นประโยชนท์ี่มีค่าต่อวงการเกษตร และมีการใชเ้ซลลูเลสในอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 
อตุสาหกรรมเครื่องดื่ม เซลลเูลสจะถกูน ามาใชใ้นการสกดัน า้ผลไมเ้ปรีย้ว และท าใหน้ า้ผลไมใ้สขึน้ 
อีกทัง้ยังท าใหน้ า้ผลไมท้ี่ไดเ้ป็นเนือ้เดียวกนั เซลลเูลสใชใ้นการเพิ่มอัตราการย่อยในอุตสาหกรรม
อาหารสตัว ์ใชใ้นกระบวนการผลิตแอลกอฮอลจ์ากเมล็ดธัญพืช และอตุสาหกรรมการผลิตปุ๋ ยหมกั 
นอกจากนีม้ีการน าเซลลูเลสมาผลิตเป็นยา โดยใชเ้ซลลูเลสร่วมกับเอนไซมช์นิดอ่ืน เพื่อช่วยเป็น 
ยาขับลมในกระเพาะ ช่วยลดอาการแน่นทอ้ง เนื่องจากเซลลูเลสสามารถย่อยเสน้ใยได้ (พิจิตรา  
ตัง้เขื่อนขนัธ,์ 2548) 

 
2.9  ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตวเ์คีย้วเอือ้ง  
 ตวัเรง่ปฏิกิรยิาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง มสีมดลุนิเวศวิทยาภายใน
กระเพาะหมักเป็นสภาวะที่มีลกัษณะเฉพาะหลายอย่าง เพื่อใหเ้หมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
จลุินทรียด์ว้ยการรกัษาระดบัอณุหภูมิ ซึ่งกระบวนการหมกัไดผ้ลผลิตเป็นกรดไขมนัที่ระเหยไดง้่าย  
ระดับความเป็นกรดด่างที่ เหมาะสมอยู่ในช่วง 6.5 - 7.0 และมีอุณหภูมิอยู่ระหว่าง 39 – 42 
องศาเซลเซียส (Van Soest, 1984) จุลินทรียใ์นกระเพาะหมักมีทัง้จุลินทรียท์ี่ไม่สามารถอยู่ไดใ้น
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สภาวะที่มีออกซิเจน (Obligate Anaerobes) และจุลินทรีย์ที่อยู่ ได้ในสภาวะที่มีออกซิเจน 
(facultative anaerobes) แต่การมีระดับของออกซิเจนมากเกินไปอาจส่งผลกระทบต่อจุลินทรีย์
เหล่านีไ้ด้ (วรรณพัฒน์, 2533) จุลินทรียท์ี่พบในกระเพาะหมักมีหลากหลายชนิด แต่จุลินทรีย์
เหล่านี ้มีคณุสมบติั คือตอ้งด ารงชีวิตอยู่ในสภาวะที่ไรอ้อกซิเจน และมีการสรา้งผลผลิตสดุทา้ยได้
ก๊าซชีวภาพ 
 การท างานของตวัเรง่ปฏิกิรยิาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง ในการหมกั
น า้ตาลและเปปไทต ์จะมีผลต่อการเจริญเติบโตและการเพิ่มจ านวนของจุลินทรีย ์แบ่งได ้3 กรณี 
คือ 
 1.  น า้ตาลน า้ตาลและเปปไทต์ ไดร้บัพลังงานท าใหไ้นโตรเจน ส าหรบัการสรา้งโปรตีน 
และการหมักน า้ตาลน า้ตาลจะไดก้รดไขมันที่ระเหยง่าย เพื่อเป็นพลงังานส าหรบัการแบ่งตัวการ
เจรญิเติบโตของเซลล ์รวมทัง้แอมโมเนียที่เกิดจากการย่อยโปรตีนก็จะหมนุเวียนมาใชใ้นการสรา้ง
โปรตีนของเซลลต่์อไป 
 2.  กรณีน า้ตาลน า้ตาลมากเกินกว่าเปปไทต ์จะมีพลังงานส าหรบัการอยู่รอดของเซลล์
มาก แต่ขาดไนโตรเจนส าหรบัสงัเคราะหโ์ปรตีน และการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนเซลลล์ดลง ในกรณีนี ้
พลงังานที่มากเกินไปจะท าใหเ้กิดการหมักของน า้ตาลน า้ตาลสูงเกิดกรดไขมนัที่ระเหยง่ายสงู แต่
แอมโมเนียลดลง 
 3.  กรณีเปปไทตม์ากเกินกว่าน า้ตาลน า้ตาล จะมีไนโตรเจนจ านวนมากส าหรบัการสรา้ง
โปรตีน แต่น า้ตาลน า้ตาลต ่าท าใหก้ารสรา้งกรดไขมันที่ระเหยง่ายไม่พอ จึงขาดพลังงานส าหรบั
การแบ่งตวัของเซลลแ์ละการสรา้งโปรตีน จึงจ าเป็นจะตอ้งน าเปปไทตม์าใชใ้นการสรา้งพลงังาน
แทนที่จะน าไปสรา้งโปรตีน 
    จุลินทรีย์ Microorganism 2 ชนิดที่มีส่วนเก่ียวข้องกับกระบวนการย่อยสลาย
สารอินทรีย ์ได้แก่ แบคทีเรียที่ไม่ย่อยใหเ้กิดมีเทน (non-methanegicbacteria) และแบคทีเรียที่
ย่อยใหเ้กิดมีเทน (methanegic bacteria) (Tippayawong, Promwungkwa และRerkkriangkrai, 
2007) แบคทีเรียชนิดแรกเป็นจุลินทรีย์ ซึ่งย่อยสลายโมเลกุลสารประกอบอินทรียข์นาดใหญ่เป็น
สารมธัยนัตก์่อนเขา้สู่กระบวนการแอซิโดจีเนซิส แต่ไม่สามารถย่อยสลายสารมธัยนัตข์องกรดคาร์
บอกซิล กรดคีโตน   กรดไฮดรอซิล กรดอะมิโน คีโตน แอลกอฮอล ์และน า้ตาล เพื่อเกิด CH4 และ 
CO2  ตาราง 3 แสดงแบคทีเรียหลายชนิดที่มีความจ าเพาะต่อการย่อยสลายโมเลกุลสารอินทรีย์
ขนาดใหญ่ที่ใชเ้ป็นสารปอ้นส าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพ 
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ตาราง 3  แสดงแบคทีเรียที่ไม่ย่อยสลายให้เกิดมีเทนซึ่งใช้ส าหรับกระบวนการไฮโดรไลซิสสาร
ป้อนอินทรียโ์มเลกุลขนาดใหญ่ 

 

แบคทเีรีย 
โมเลกุลอินทรีย ์

เซลลูโลส แป้ง เปปโตน เคซีน ไลปิด 
Alcaigenesbookerii            
A. faecalis           
B. cereus var. mycoides           
B. cereus           
B. circulans           
B. megaterium           
B. pumilis           
B.sphericus           
B.subtilis           
Clostriduimcarnofoetidum           
Escherichia coli           
Microcoocuscandidus           
M. luteus           
M. varians           
M. Ureae           
Paracolobacteriumintermedium           
P. coliforme           
Proteus vulgaris           
Pseudomonusaeruginosa           
P. oleovorans           
P. perolens           
P. reptivora           
P. riboflavina           
P. spp.           
Streptomyces bikiniensis           
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 จุลินทรียช์นิดที่ 2 คือ แบคทีเรียที่ย่อยใหเ้กิดมีเทน (Methanogenic bacteria) สามารถ
ย่อยสลายสารมัธยนัตรจ์ากกระบวนการอะซิโดเจนเนซิส และอะซิโตเจนเนซิส เพื่อเกิดก๊าซมีเทน  
หรือสารอินทรียท์ี่มีขนาดโมเลกุลเล็กลง ดังแสดงในตาราง 4 เพื่อให้ไดก๊้าซชีวภาพที่มีพลังงาน    
เพียงพอที่จะท าใหเ้กิดเป็นพลงังาน โดยอาศยัการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมาท าใหเ้กิดปฏิกิริยา    
ทางกระบวนการย่อยสลาย และท าให้เกิดก๊าซชีวภาพ กล่าวคือเป็นกระบวนการย่อยสลาย
สารอินทรีย ์โดยใชแ้บคทีเรียภายใตส้ภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน  
 
ตาราง 4  แสดงแบคทีเรียที่ ย่อยสลายให้เกิดมีเทนส าหรับสารมัธยันตร์ที่ เกิดจาก

กระบวนการ อะซิโดเจนเนซิส และกระบวนการอะซิโตเจนเนซิส 
 

แบคทเีรีย สารป้อน ผลผลิต 

Methanobacteriumformicum CO 
H2 + CO2 
Formate 

CH4 

M. mobilis H2 + CO2 
Formate 

CH4 

M. propionicum Propionate CO2 + Acetate 
M. ruminantium H2 + CO2 

Formate 
CH4 

M. sohngenil Acetate Butyrate        CH4 + CO2 
Methanococcusmazei Acetate Butyrate CH4 + CO2 

M. suboxydans Caproate Butyrate Propionate Acetate 
M. vannielii H2 + CO2 

Formate 
CH4 

Methanosarcinabarkeri H2 + CO2 
Methanol Acetate 

CH4 

CH4 

CH4 + CO2 
M. methanica Acetate Butyrate CH4 
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 กระบวนการท างานของแบคทีเรียทัง้ 2 ชนิด มีการเจริญเติบโต 6 ช่วง ไดแ้ก่ ช่วงปรบัตัว
เขา้กับสิ่งแวดลอ้ม (lag phase) ช่วงการเพิ่มจ านวนประชากรอย่างชา้ๆ (Positive acceleration 
phase) ช่วงการเพิ่มปริมาณอย่างรวดเร็วในสภาวะที่พร้อมไปด้วยอาหาร และไม่มีคู่แข่ง 
(exponential phase) ช่วงการลดลงของจ านวนประชากร เนื่องจากมีการต่อตา้นจากสิ่งแวดลอ้ม
เพิ่มขึน้ (Negative declining growth phase) และช่วงที่ประชากรแบคทีเรียคงที่ เนื่องจากอัตรา
การเกิดและตายเท่ากัน (stationary and negative growth phase) ช่วงเวลาการคงอยู่ของ
กระบวนการท างานของแบคทีเรียขึน้อยู่กับคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพของสารอินทรีย์ที่
ป้อนเขา้สู่กระบวนการหมักก๊าซชีวภาพ อตัราส่วนโดยมวลของของเหลวต่อของแข็งควรมีค่าเกิน
กว่า 25 เปอรเ์ซ็นต์ (Sreekrishnan, Kohli และRana, 2004; Yadvika, Santosh, Sreekrishnan, 
Kohli และRana, 2004) การย่อยสลายเชิงชีวภาพ หรือที่เรียกว่า Biological degradation ควร
ไดร้บัการเพิ่มประสิทธิภาพดว้ยการลดขนาดสารป้อนป้อนเป็นองคป์ระกอบในสารป้อน (Yadvika, 
Santosh, Sreekrishnan, Kohli และRana, 2004) ความปนเป้ือนของสารประกอบที่เป็นพิษของ
สารป้อน เช่น กรดไขมนัระเหยง่าย แอมโมเนียไอออน อลัคาไล อลัคาไลนเ์อิรท์ ไอออนของซลัเฟอร ์
และโลหะหนัก เป็นต้น มีอิทธิพลต่อช่วงเวลาการคงอยู่ของแบคทีเรีย คุณสมบัติทางเคมีและ
กายภาพยิ่งจะมีความแตกต่างมากขึน้แมว้่าองคป์ระกอบส่วนใหญ่ของสารป้อนดังกล่าวจะเป็น
สารประกอบอินทรีย ์และสามารถย่อยสลายเป็นก๊าซชีวภาพได้ แต่องคป์ระกอบบางส่วนอาจมี
สารเคมีที่มีความเป็นพิษซึ่งอาจจะลดประสิทธิภาพการท างานหรือสามารถท าลายจุลินทรียไ์ด้
เช่นกัน ดังนัน้สมบติัทางเคมีของสารป้อนควรคลา้ยคลึงกัน หากจะกล่าวถึงสารป้อนที่มีปริมาณ
มากพอส าหรบัสงัคมไทย ฟางขา้วควรไดร้บัการพิจารณา เนื่องจากเราสามารถผลิตขา้วเพียงพอ
ต่อการบรโิภคและสามารถส่งออก มีขอ้มลูรายงานว่าประเทศไทยสารมารถผลิตขา้วไดถ้ึง 21 – 26 
ลา้นตนั (Ueda, Kunimitsu และShinogi, 2007) และสว่นที่เหลือจากการแปรรูปขา้ว เช่น ฟางขา้ว 
(Rice straw) แกลบขา้ว (Rice husk) เป็นตน้ เหลือทิง้จ านวนมากและไม่ถูกใชป้ระโยชนใ์หคุ้ม้ค่า
เท่าที่ควร ในงานวิจยันีจ้ึงมองถึงการน าใชป้ระโยชนข์องฟางขา้วส าหรบัการหมกัก๊าซชีวภาพโดยมี
ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคี ้ยวเอื ้อง เพื่อลดระยะเวลาการหมัก  
ก๊าซชีวภาพ 
 กระบวนการท างานของจุลินทรีย์จากกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้งแบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอน 
ไดแ้ก่ ขัน้ตอนที่ 1 แบคทีเรียจากกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งย่อยสลายลิกโนเซลลโูลสเกิดสารมธัยนัตร ์
C2 - C5 ของกรดไขมันระเหยง่าย ขั้นตอนที่ 2 ของเหลวจากขัน้ตอนที่ 1 เกิดการย่อยสลายอย่าง
ต่อเนื่องสู่   ก๊าซคารบ์อนไดออกไชด์ และก๊าซมีเทน (Barnes และKeller, 2003) แบคทีเรียที่มี 
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ส่วนร่วมในกระบวนการทั้ง 2 มีความจ าเพาะต่อสารป้อน (สามารถจ าแนกได้ตามตาราง  
3.2 – 3.3) (Hu and Yu, 2005) การทดลองหมักสารป้อนลิกโนเซลลูโลสจากแก่นขา้วโพดแบบ 
ไม่ใช้ออกซิเจนที่อุณหภูมิ 25 – 40 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราส่วนสารป้อนระหว่างของแข็งต่อ
ของเหลว 5 - 15 กรัม ของแข็งระเหย/ลิตร (g.VS/L) และใช้จุลินทรีย์ที่สกัดจากของเหลวใน
กระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้งเร่งปฏิกิริยา ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสภาวะที่เหมาะสมต่อการ
ทดลองเกิดขึน้ เมื่ออัตราส่วนสารป้อน 10 g.VS/L อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เวลาหมัก 96 
ชั่วโมง อย่างไรก็ตามสดัส่วนของก๊าซมีเทน ในผลิตผที่เกิดจากการหมกัมีค่าต ่ากว่า 19 เปอรเ์ซ็นต ์
ซึ่งคาดการณไ์ดว้่าผลผลิตที่เหลือทัง้หมด คือก๊าซคารบ์อนไดออกไซดแ์ละกรดไขมนัระเหยง่าย  มี
ปรมิาณสงูกว่า 81 เปอรเ์ซ็นต ์ผลิตผลก๊าซชีวภาพที่เกิดขึน้ปรมิาณนีถื้อว่าใหผ้ลิตผลต ่าไม่สามารถ
น าไปใชไ้ดจ้ริง เนื่องจากไม่สามารถจุดติดไฟ (ก๊าซคารบ์อนไดออกไซดแ์ละ  กรดไขมันระเหยง่าย 
เป็นสารหน่วงไม่ให้จุดติดไฟ) เป็นที่น่าสังเกตว่าแม้ปริมาณก๊าซชีวภาพที่เกิดขึน้  มีปริมาณต ่า  
แต่ปฏิกิริยาดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าเวลาส าหรับการย่อยสลายสารป้อนลิกโนเซลลูโลสลดลง  
5 - 10 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกบักระบวนการหมกัก๊าซชีวภาพแบบดัง้เดิม 
 การทดลองหมกัก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพที่ไม่
ใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง ใช้เวลาในการหมัก 20 วัน 
ใช้ระยะเวลายาวนานในการผลิตก๊าซชีวภาพ  ส าหรับงานวิจัยนี ้จึงมุ่งเน้นที่จะลดระยะเวลา 
การหมกัก๊าซชีวภาพ ใหใ้ชร้ะยะเวลาสัน้ที่สดุในกระบวนการหมกัก๊าซชีวภาพ การหมกัก๊าซชีวภาพ
จ าเป็นจะตอ้งรูเ้ก่ียวกับปฏิกิริยาและกลไกการผลิตก๊าซชีวภาพ ส าหรบัการศึกษาประสิทธิภาพ 
การผลิตก๊าซชีวภาพ  งานวิจัยนี ้จึงสนใจใช้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะ 
สตัวเ์คีย้วเอือ้ง ในกระบวนการหมกัก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว 
 
2.10  การก าจัดกรดไขมันระเหยง่ายด้วยตัวดูดซับปุ๋ ยแอมโมเนียมซัลเฟต 
 สภาพความเป็นกรด ด่าง เป็นปัจจัยส าคัญต่อการท างานของแบคทีเรียในกระบวนการ
หมกัแบบไม่ใชอ้อกซิเจน ซึ่งตอ้งอาศยัแบคทีเรียสองจ าพวกท างานรว่มกนัอย่างต่อเนื่อง ถา้ระบบมี
ปริมาณกรดอินทรียร์ะเหยง่าย 8000 – 10000 มิลลิกรมั/ลิตร ในรูปของกรดอะซิติกจะเป็นพิษต่อ
ระบบบ่อหมกัโดยตรง ดงันัน้ในการรกัษาสมดลุปริมาณการสรา้งกรดจะตอ้งเท่ากนักบัอตัราการใช้
ไปเพื่อสรา้งก๊าซมีเทน แต่ถา้มีการสรา้งกรดไขมันระเหยง่ายมากเกินไป จะส่งผลให้ค่า pH ของ
ระบบต่างๆ เกิดการยับยัง้การท างานของแบคทีเรียที่สรา้งก๊าซมีเทน ดังนัน้ปัญหาที่มักเกิดขึน้ใน
กระบวนการหมักแบบไม่ใชอ้อกซิเจน คือการสะสมของกรดไขมันระเหยง่าย ซึ่งจะท าใหค่้า pH 
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ลดลง ถา้ระบบไม่มีสภาพบฟัเฟอรเ์พียงพอ ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงไดใ้ชต้วัดดูซบัที่มีคณุสมบติัทางเคมี
ที่ค่อนข้างเสถียรที่อุณหภูมิปกติ และไม่ท าปฏิกิริยาต่อสารเคมีหลายชนิด แต่สามารถเปลี่ยน
รูปแบบได ้โดยตัวดูดซับชนิดอสัณฐานจะไวต่อปฏิกิริยา เพราะตัวดูดซับอสัณฐานมีพืน้ผิวมาก 
สามารถดูดความชื ้นหรือสารที่มีขั้วได้ ส่วนสารละลายกรดจะไม่มีผลต่อตัวดูดซับ ยกเว้น  
กรดไฮโดรฟลอูอริก ส าหรบัตวัดดูซบัที่มีความหนาแน่นสงูจะเกิดปฏิกิรยิาไดน้อ้ยกว่าตวัดดูซบั ที่มี
ความหนาแนน่ต ่า (แกว้บดุดี, 2557) 
 การศึกษาในครัง้นีจ้ึงเลือกใชฟ้างข้าวที่ย่อยสลายด้วยจุลินทรีย์ที่แยกไดจ้ากดิน ให้ได้
น า้ตาลก่อนการน าไปหมกัก๊าซชีวภาพ โดยใช้ตวัเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัว์
เคีย้วเอือ้งเป็นการเรง่ปฏิกิริยาในกระบวนการหมกัก๊าซชีวภาพ ในกระบวนการเกิดก๊าซชีวภาพจะมี
การเกิดสารพิษ และสารยับยั้งปฏิกิริยาหรือที่ เรียกว่า กรดไขมันระเหยง่าย (VFAs) ซึ่งท าให้
ระหว่างกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพมี ความเป็นกรด ผู้วิจัยจึงเลือกใช้วิ ธี เติมตัวดูดซับ 
ปุ๋ ยแอมโมเนียมซลัเฟต ((NH4)2SO4) เพื่อดดูซบัและปรบัสภาวะความเป็นกรดในกระบวนการหมกั
ก๊าซชีวภาพใหอ้ยู่ในสภาวะที่เหมาะสม โดยจะช่วยใหก้ระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพด าเนินต่อไปได้
เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพในงานวิจยั 
 
 
 
 
 
 



บทที ่3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
 การด าเนินงานวิจัยนีเ้พื่อศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว    
โดยการย่อยสลายฟางข้าวด้วยจุลินทรีย์ที่แยกได้จากดิน ให้ได้น ้าตาลก่อนการน าไปหมัก 
ก๊าซชีวภาพ ใชต้ัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งเป็นตวัเร่งปฏิกิริยา
ในการผลิตก๊าซชีวภาพใหเ้กิดเร็วขึน้ ช่วยลดระยะเวลาการผลิตก๊าซชีวภาพ และใชต้ัวดูดซบัปุ๋ ย
แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4)] ในการก าจดักรดไขมนัระเหยง่ายช่วยปรบัอตัราสว่นค่าคารบ์อน
ต่อไนโตรเจนใหอ้ยู่ในสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตก๊าซชีวภาพ ในการด าเนินการวิจัยเริ่มจาก
ทดลองในระดบัหอ้งปฏิบติัการ แลว้จึงขยายผลไปหมกัในบ่อหมกัขนาด 1.2 ลกูบาศกเ์มตร ที่ไดร้บั
การสนบัสนุนจาก บริษัท เซโต (ประเทศไทย) จ ากดั ซึ่งเป็นผูร้่วมทุน โครงการพัฒนานกัวิจยั และ
งานวิจยัเพื่ออตุสาหกรรม (พวอ.) มีรายละเอียดวิธีด าเนินงานวิจยัดงันี ้
 
3.1  การคัดแยกจุลินทรียจ์ากดินส าหรับใช้ย่อยสลายฟางข้าว 
 3.1.1  การเก็บตวัอย่างดิน 
     การสุ่มเก็บตัวอย่างดินจากพืน้ที่ในป่าดงฮันและป่าสงวนแห่งชาติกกสูง บริเวณ
โดยรอบมหาวิทยาลยัราชภัฏรอ้ยเอ็ด จังหวัดรอ้ยเอ็ด สุ่มเก็บตัวอย่างดินโดยใชพ้ลั่วขุดหลุมเป็น  
รูปตวั V ที่ระดบัความลกึจากผิวดิน 15 เซนติเมตร แลว้แซะเอาดินดา้นหนึ่งเป็นแผ่นหนาประมาณ 
2 – 3 เซนติเมตร จากปากหลุมถึงกน้หลุมเก็บตวัอย่างดินใส่ในขวดปลอดเชือ้ ปิดผนึกฝาขวด ติด
ฉลากบอกวัน เดือน ปี และสถานที่ เก็บตัวอย่างไว้ให้ชัดเจน จากนั้นน าตัวอย่างไปเก็บไว้ที่
หอ้งปฏิบัติการปลอดเชือ้ และเก็บไวท้ี่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อท าการวิเคราะหใ์นขัน้ตอน
ต่อไป 
 3.1.2  การแยกแบคทีเรียที่ชอบความรอ้น 
     น าตวัอย่างดินที่เก็บมาชั่งน า้หนกั 1 กรมั เติมลงในบทัเทอรฟิ์ลค ์ฟอสเฟต บฟัเฟอร ์
(Butterfield's phosphate-buffered) 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและปล่อยให้ดินตกตะกอน 
จากนัน้น าสว่นของสารละลายตวัอย่างดินที่เตรียมไวม้า 1 มิลลิลิตร ท าการเจือจางแบบล าดบัสว่น

ดว้ยวิธี Serial tenfold dilution ที่ 10-1 จนถึง 10-6 ตามล าดับ จากนั้นน าไปเพาะเชือ้บนวุน้เลีย้ง

เชือ้ และบ่มที่อณุหภูมิ 50 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 วนั จากนัน้เก็บแบคทีเรียท่ีท าใหบ้ริสทุธิ์

เพาะลงในจานวุน้เลีย้งเชือ้ ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
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 3.1.3 การเตรียมหัวเชือ้ส  าหรบัตรวจกิจกรรมการท างานของเอนไซม์เซลลูโลไลติกและ  
ลิกนิโนไลติก 
     การเตรียมหวัเชือ้ส  าหรบัตรวจกิจกรรมในการท างานของเอนไซมเ์ซลลโูลไลติกและ 
ลิกนิโนไลติก โดยการเพาะเลี ้ยงแบคทีเรียท่ีแยกได้บริสุทธิ์ ในข้อ 3.1.2 ด้วยอาหารเลีย้งเชื ้อ 
Lactose Broth (LB) ซึ่งประกอบดว้ย บีฟเอกซแ์ทรกซ  ์3.0 กรมั เพปโทน 5.0 กรมั และแลคโตส 
5.0 กรัมต่ออาหารเลีย้งเชื ้อ 1 ลิตร น าไปเข้าเครื่องนึ่งฆ่าเชื ้อ (Autoclave) ที่อุณหภูมิ 50 ± 2   
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชั่วโมง หลงัจากนัน้จะไดห้วัเชือ้ที่ตอ้งการ 
 3.1.4  การคดัเลือกและแยกกิจกรรมการท างานของเอนไซมเ์ซลลโูลไลติก 
     เตรียมหัวเชือ้ที่ไดจ้ากขอ้ 3.1.3 ปิเปตปริมาตร 5 ไมโครลิตร โดยท าการเพาะเลีย้ง
บนวุน้คารบ์อกซีเมทิลเซลลูโลส (CMC) ที่ประกอบดว้ยเพปโทน 0.2 กรมั/ลิตร, โซเดียมไนเตรต 
(NaNO3) 2.0 กรมัต่อลิตร, แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4.7H2O) 1.0 กรมัต่อลิตร, ไดโพแทสเซียม
ฟอสเฟต (K2HPO4) 1.0 กรัมต่อลิตร, โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.5 กรัมต่อลิตร, คารบ์อกซี
เมทิล เซลลูโลส 2.0 กรมัต่อลิตร และวุน้ 1.7 กรมัต่อลิตร ใหค่้า pH เท่ากับ 7.0 บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 
50±2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง เมื่อเตรียมวุน้อาหารเพาะเชือ้ CMC เรียบรอ้ยแลว้ ให้
เติมสารละลายไอโอดีนทิง้ไวเ้ป็นเวลา 15 นาที  ลงบนจานเพาะเชือ้ที่มีวุน้อาหารเพราะเชือ้ CMC 
จากนั้นเติมโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 1 โมลาร ์เป็นเวลา 15 นาที และตรวจสอบการท างานของ
เอนไซมเ์ซลลูโลไลติก ดว้ยโคโลนีของแบคทีเรียโดยใชว้ิธีทดสอบค่า Hydrolysis capacity (HC)  
ดงัสมการที่ 1 

 

𝐻𝐶 =  
𝐷𝑖𝑎𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝐶𝑙𝑒𝑎𝑟𝑖𝑛𝑔 (𝑐𝑚)

𝐷𝑖𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟 𝑜𝑓 𝐶𝑜𝑙𝑜𝑛𝑦 (𝑐𝑚)
               (1) 

 
 3.1.5  การคดัเลือกและแยกกิจกรรมการท างานของเอนไซมล์ิกนิโนไลติก 
     เตรียมหัวเชือ้ที่ไดจ้ากขอ้ 3.1.3 ปิเปตปริมาตร 5 ไมโครลิตร โดยท าการเพาะเลีย้ง
บนอาหารเลีย้งเชือ้ azure-B ที่ประกอบดว้ยลิกนิน 10.0 กรมั, แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4) 
4.3 กรัม , แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4·7H2O) 0.3 กรัม , โปแตสเซียมไดไอโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) 4.3 กรมั, แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 0.3 กรมั, อาหารเลีย้งเชือ้ azure B 0.1 กรมั และ
วุน้ 20.0 กรมัต่อลิตร ค่า pH เท่ากับ 7.0 การสลายตัวของลิกนินสามารถตรวจสอบได้จากการ
สงัเกตการเกิดวงใสรอบโคโลนีของแบคทีเรีย บนัทึกผลโดยใชอ้ตัราสว่นของเสน้ผ่านศนูยก์ลางของ
วงใสต่อเส้นผ่านศูนย์กลางของโคโลนี เพื่อก าหนดความสามารถในการย่อยสลาย (DC) ของ
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แบคทีเรียที่แยกได้ ดังนั้นแบคทีเรียแยกได้จากการคัดเลือกและแยกกิจกรรมการท างานของ
เอนไซมเ์ซลลูโลไลติก และลิกนิโนไลติกที่มีค่าสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญจะถูกวิเคราะหเ์ชิงปริมาณ
ต่อไป 
 3.1.6  การสกดัเอนไซมอ์ย่างหยาบ 
     การสกัดเอนไซม์อย่างหยาบ หรือ Crude enzyme extraction เป็นการคัดแยก
แบคทีเรีย โดยเติมอาหารเลีย้งเชือ้ LB (Luria-Bertani) 50 มิลลิลิตร เพาะเลีย้งเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 50±2 องศาเซลเซียส ในตูบ้่มเพราะเชือ้พรอ้มเขย่าที่ 220 รอบต่อนาที หมุนเหวี่ยงที่ 
10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จะไดส้ารแขวนลอย จากนัน้น าส่วนของเหลวเหนือตะกอน
ที่ปราศจากเซลลไ์ปใชส้  าหรบัวิเคราะหเ์อนไซมต่์อไป 
 3.1.7  การวิเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลเูลส 
     การวิเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลเูลส ท าไดโ้ดยน าส่วนของเหลวเหนือตะกอนที่ปราศจาก
เซลล์ในข้อ (3.1.6) ปิเปตมาปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และวุ้นอาหารเพาะเชื ้อ 1 % CMC 0.5 
มิ ลลิลิตร  ในบัฟ เฟอร์ซิ เตรต  0.05 โมลาร์ ที่ ค่ า  pH เท่ ากับ  4.8 ถูกบ่มที่ อุณ หภูมิ  50±2  
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เติมตัวท าปฏิกิริยาไดนิโตรซาลิไซลิก (DNS) 2 มิลลิลิตร และ 
ต้มเป็นเวลา 5 นาที  พักไว้ให้ปฏิกิริยาเย็นลง จากนั้นน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่  
540 นาโนเมตร และค านวณกราฟมาตรฐานน ้าตาล โดยที่กิจกรรมการท างานของเซลลูเลส 
หนึ่งหน่วยถกูก าหนดใหม้ีปรมิาณเอนไซมท์ี่ปล่อยน า้ตาลเท่ากบั 1 ไมโครโมลของน า้ตาลต่อนาที 
 3.1.8  การวิเคราะหเ์อนไซมล์ิกนิโนไลติก 
     การวิเคราะห์เอนไซม์ลิกนิโนไลติก ท าได้โดยน าส่วนของเหลวเหนือตะกอนที่
ปราศจากเซลลม์าวิเคราะหผ์ลกิจกรรมของลิกนินเปอรอ์อกซิเดส (LiP) ใชว้ิธีการออกซิเดชนัของเว
ราทริลแอลกอฮอล์ (veratryl alcohol) แมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (MnP) วิเคราะห์โดยใช้วิ ธี
ออกซิเดชัน 2, 6 ไดเมทอกซีฟีนอล (2, 6-DMP) และกิจกรรมของแลคเคสวิเคราะหโ์ดยใชว้ิธีการ
ออกซิเดชัน 2, 6-DMP เช่นเดียวกัน ตัวอย่างของเอนไซมอ์ย่างหยาบที่ยังไม่ผ่านกระบวนการใดๆ 
น าไปหยดุปฏิกิรยิาดว้ยความรอ้นและใชเ้ป็นตวัควบคมุในการวิเคราะหต่์อไป 

 
3.2  การหมักก๊าซชีวภาพ 
 3.2.1  การย่อยสลายฟางขา้วดว้ยแบคทีเรียที่แยกไดจ้ากดิน 
     หลงัจากเตรียมหวัเชือ้ส  าหรบัการย่อยสลายฟางขา้วจากแบคทีเรียท่ีแยกไดบ้ริสทุธิ์

แลว้ในอาหารเหลวเลีย้งเชือ้ Luria-Bertani (LB) 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มในตูเ้พาะเชือ้ที่
อณุหภมูิ 50±2 องศาเซลเซียส เขย่า 160 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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     การเตรียมตัวอย่างฟางข้าวน าฟางข้าวไปอบที่อุณหภูมิ  121 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง น าไปป่ัน และร่อนดว้ยตะแกรงเบอร ์60 จากนัน้เตรียมตวัอย่างฟางขา้วที่ความ
เขม้ขน้ 0.5 ถึง 3.5% w/v ตามล าดบั เติมสารเพิ่มการปลอดเชือ้ที่เตรียมไดจ้ากแอมโมเนียมซลัเฟต 
((NH4)2SO4 ) 0.5 กรมัต่อลิตร, โปแตสเซียมไดไอโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4 ) 10 กรัมต่อลิตร, 
ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 5.0 กรมัต่อลิตร, แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) 0.1 กรมัต่อลิตร
, โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 0.2 กรมัต่อลิตร และยีสต ์10.0 กรมัต่อลิตร ค่า pH 7.0 เติมสารเพิ่มการ
ปลอดเชือ้ 50 มิลลิลิตร ลงในขวดรูปชมพู่ 250 มิลลิลิตร ที่มีตวัอย่างฟางขา้วที่ความเขม้ขน้ 0.5 ถึง 
3.5% w/v ตามล าดับ เติมหัวเชือ้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตวเ์คีย้วเอือ้ง 
5% (v/v) บ่มไวท้ี่อณุหภูมิ 50 ± 2 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ในตูบ้่มเพราะเชือ้แบบเขย่า
160 รอบต่อนาที จากนั้นจึงน าส่วนเหนือตะกอนไปวิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาล โดยวิธีการ
วิเคราะห์น ้าตาลรีดิวซ ์(reducing sugar as glucose, DNS-method) และน าไปเปรียบเทียบหา
ความเขม้ขน้ของน า้ตาลรีดิวซใ์นสารตวัอย่างกบัสารละลายน า้ตาลน า้ตาลมาตรฐาน 
     ตัวอย่างฟางขา้วที่ความเขม้ขน้ 0.5 ถึง 3.5% w/v ที่เตรียมไวข้า้งตน้เติมสารเพิ่ม
การ  ปลอดเชือ้ 100 มิลลิลิตร เติมหัวเชือ้ตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพชนิดเมือกในกระเพาะสัตว์
เคี ้ยวเอื ้อง 5% v/v และบ่มในตู้เพาะเชื ้อพร้อมเขย่าที่อุณหภูมิ 50±2 องศาเซลเซียส  เขย่าที่  
160 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5, 10, 15 และ 20 วัน ตามล าดับ และมีตัวอย่างฟางข้าวที่ไม่ผ่าน
กระบวนการข้างต้น  เป็นตัวควบคุม หลังจากเสร็จสิน้กระบวนการหมักก๊าซชีวภาพท าก าร
วิเคราะหก์รดไขมนัระเหยง่ายทัง้หมด โดยวิธีการไทเทรต และวดัค่า pH ดว้ยเครื่องวดัค่า pH แบบ
ดิจิตอล 
 3.2.2 การพฒันาหวัเชือ้ส  าหรบัย่อยสลายแบบไม่ใชอ้อกซิเจน 
     การเก็บตวัเรง่ปฏิกิรยิาเชิงชีวภาพในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้ง ตอ้งเตรียมสารละลาย
ที่ใช้ผสมกับของเหลวในกระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง เพื่อเลีย้งจุลินทรีย์ในการน าไปใช้เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิรยิาส าหรบัผลิตก๊าซชีวภาพ โดยมีขัน้ตอนการเตรียมสารละลาย ดงันี ้
     1.  สารละลายบฟัเฟอร ์(Buffer solution)  
        เตรียมจาก 
         - โซเดียมไฮโดรเจนคารบ์อเนต (NaHCO2) 35.0 กรมั 
         - แอมโมเนียไฮโดรเจนคารบ์อเนต (NH4HCO3) 4.0 กรมั  
         - ปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลิตร ดว้ยน า้กลั่น 
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     2.  สารละลายแรธ่าตอุาการหลกั (Macro mineral solution) 
        เตรียมจาก 
        - โปตสัเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 6.2 กรมั 
        - ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 5.7 กรมั 
        - โซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 2.22 กรมั 
        - แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSo4 .7H2O) 0.6 กรมั 
        - ปรบัปรมิาตรเป็น 1 ลิตร ดว้ยน า้กลั่น 
     3.  สารละลายแรธ่าตอุาหารรอง (Micro mineral solution) 
        เตรียมจาก 
        - แมงกานีสไดคลอไรด ์(MnCl2 .4H2O) 10.0 กรมั 
        - แคลเซียมไดคลอไรด ์(CaCl22H2O) 13.2 กรมั 
        - โคบอลดไ์ดคลอไรด ์(CoCl2.6H2O) 1.0 กรมั 
        - เฟอรร์สัไตรคลอไรด ์(FeCl3.6H2O) 8.0 กรมั 
        - ปรบัปรมิาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ดว้ยน า้กลัน้ 
     หลงัจากการเตรียมสารละลายน าสารละลายบัฟเฟอร ์และแร่ธาตุอาหารมาผสม  
เติมลงในขวดรูปชมพู่ 560 มิลลิลิตร ที่ปล่อยก๊าซคารบ์อนไดออกไซดผ์่านสารละลาย (Flushing) 
เพื่อไล่ออกซิเจนตลอดเวลา พรอ้มทั้งรักษาอุณหภูมิที่  39 ± 0.5 องศาเซลเซียส ท าการเก็บ
ของเหลวจากกระเพาะสัตวเ์คีย้วเอือ้งโดยถ่ายเทของเหลวที่ได้ลงในกระติกน า้รอ้น เพื่อรกัษา
อุณหภูมิน าของเหลวที่ได้ไปยังห้องปฏิบัติการของมหาวิทยาลัยราชภัฏร้อยเอ็ดทันที กรอง
ของเหลวในกระเพาะสัตว์เคี ้ยวเอือ้งผ่านผ้าตาข่าย เทลงในขวดรูปชมพู่ที่ เตรียมสารละลาย
บัฟเฟอรแ์ละแร่ธาตุอาหารไวล้่วงหน้าแล้ว 440 มิลลิลิตร ก่อนถูกน าไปใช้เป็นตัวเร่งปฏิกิริยา 
เชิงชีวภาพในกระเพาะสัตว์เคี ้ยวเอื ้อง ส าหรับใช้ย่อยสลายแบบไม่ใช้ออกซิเจนในการผลิต 
ก๊าซชีวภาพต่อไป 
 3.2.3  การผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว 
     การผลิตก๊าซชีวภาพ โดยใชฟ้างขา้วที่ย่อยสลายใหเ้ป็นของเหลวแลว้จะไดส้ารตัง้
ตน้ในการหมกัก๊าซชีวภาพ ซึ่งท าการหมกัก๊าซชีวภาพในบ่อหมกัขนาด 1.2 ลกูบาศกเ์มตร ดงัแสดง
ในภาพ 8 ขัน้ตอนแรกเติมสารตัง้ตน้ของเหลวฟางขา้ว 50 ลิตร เติมตัวเร่งปฏิกิริยาเชิงชีวภาพใน
กระเพาะสัตว์เคีย้วเอือ้ง 15 ลิตร และปุ๋ ยแอมโมเนียมซัลเฟต [(NH4)2SO4)] 100 กรมั เป็นการ
ควบคมุค่า pH และกรดไขมนัระเหยง่ายใหเ้หมาะสมต่อการหมกัก๊าซชีวภาพ ตีกวนผสมใหเ้ขา้กนั 
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ท าการไล่ก๊าซออกซิเจนดว้ยก๊าซไนโตรเจน หมักก๊าซชีวภาพที่อุณหภูมิ 39 ± 0.5 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 30 วนั และส าหรบัตวัอย่างฟางขา้วที่ไม่ผ่านกระบวนการย่อยสลายจะเป็นตวัควบคมุ ท า
การเก็บตวัอย่างก๊าซชีวภาพทุก 24 ชั่วโมง น าไปวิเคราะหโ์ดยใชแ้ก๊สโครมาโทกราฟี (GC, Agilent 
Technologies 7820A) ที่ติดตั้งคอลัมน ์Porapak Q ตะแกรงโมเลกุลเป็นสารประเภทซีโอไลต์ที่
สังเคราะห์ขึน้ โดยใช้การตรวจจับเปลวไฟไอออไนซ ์(FID) และการตรวจจับการน าความรอ้น 
(TCD) ใชก๊้าซมาตรฐานส าหรบัวัดปริมาณ และใชฮ้ีเลียมเป็นก๊าซพาหะ น าตัวอย่างก๊าซชีวภาพ 
10 ไมโครลิตร ฉีดวิเคราะหโ์ดยใชแ้ก๊สโครมาโทกราฟีที่ 270 องศเซลเซียส อณุหภูมิตรวจจบัที่ 300 
องศาเซลเซียส อัตราการไหลของฮีเลียมที่ใช้เป็นก๊าซพาหะอยู่ที่ 26 มิลลิลิตรต่อนาที ค่า psi 
เท่ากับ 80 ก๊าซไฮโดรเจนมีอัตราการไหลอยู่ที่  30 มิลลิลิตรต่อนาที ค่า psi เท่ากับ 40 และ 
อตัราการไหลของก๊าซออกซิเจนอยู่ที่ 300 มิลลิลิตรต่อนาที ค่า psi เท่ากบั 60 

 

 
 

ภาพ 8  แสดงบ่อหมักก๊าซชีวภาพขนาด 1.2 ลูกบาศกเ์มตร 
 

3.3  การวิเคราะหผ์ล 
 3.3.1  การวิเคราะหอ์งคป์ระกอบทางเคมี 
     การวิเคราะห์ปริมาณเซลลูโลส เฮมิเซลลูโลส และลิกนินของฟางข้าว  สามารถ
วิเคราะหโ์ดยใชข้ัน้ตอนมาตรฐาน  



 41 

 3.3.2  การวิเคราะหข์อ้มลู 
     การวิเคราะหข์อ้มลูโดยใชโ้ปรแกรมซอฟตแ์วรท์างสถิติ SPSS เวอรช์ั่น 17.0 (SPSS 
Inc., Chicago, IL, USA) ส าหรบัวิเคราะหค่์าเบี่ยงเบนมาตรฐาน และความแตกต่างทางสถิติใช้
การทดสอบของ Tukey Test ในการเปรียบเทียบวิธีการท่ีระดบันยัส าคญั 95% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



บทที ่4 
ผลการวิจัย 

 
4.1  การแยกตัวของแบคทเีรียลิกโนเซลลูโลไลติกทีช่อบอุณหภูมิสูง 
 การย่อยสลายฟางขา้วเป็นการย่อยสลายชีวมวลประเภทลิกโนเซลลูโลส ให้ได้น า้ตาล
ส าหรบัเป็นสารตัง้ตน้ผลิตก๊าซชีวภาพโดยใชจ้ลุินทรียใ์นการย่อยสลาย ซึ่งไดร้บัความสนใจมากขึน้
ในปัจจุบนั เนื่องจากมีราคาที่ไม่แพง เป็นมิตรกบัสิ่งแวดลอ้ม และใชพ้ลงังานในการผลิตนอ้ยกว่า
เมื่อเทียบกับกระบวนการอ่ืนๆ (Forson Akua Obeng, et al., 2018) ซึ่งจุลินทรีย์เหล่านี ้ผลิต
เอนไซมท์ี่ช่วยในการย่อยสลายชีวมวลประเภทลิกโนเซลลโูลสได ้(Warish Ahmed, et al., 2018) 
 ในการศึกษาครัง้นี ้ท าการแยกแบคทีเรียลิกโนเซลลโูลไลติกที่ชอบอณุหภมูิสงูจากตวัอย่าง
ดิน และศึกษาศักยภาพในการย่อยสลายฟางข้าว เพื่อผลิตน ้าตาลที่จะน าไปใช้ส  าหรับเป็น  
สารตัง้ตน้ผลิตก๊าซชีวภาพ โดยเก็บตวัอย่างแบคทีเรียลิกโนเซลลโูลไลติกที่ชอบอณุหภูมิสงูทัง้หมด 
106 ตัวอย่าง จากดินในป่าสงวนแห่งชาติดงฮันและกกสูง บริเวณมหาวิทยาลัยราชภัฏรอ้ยเอ็ด 
จงัหวดัรอ้ยเอ็ด ไอโซเลทที่ 96 คิดเป็น 90 % และ ไอโซเลทที่ 16 คิดเป็น 15.1 % ไดร้บัการทดสอบ
ในเชิงบวกส าหรับกิจกรรมเซลลูโลไลติกและลิกโนไลติก ตามล าดับ อย่างไรก็ตามมีเพียง 9  
ไอโซเลท เท่านั้น  ที่ มี เส้นผ่านศูนย์กลางของ โซนใสชัดเจนมากกว่า 10 มิลลิ เมตร ด้วย
ความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสสูง (HC) ดังแสดงในตาราง 5 ในขณะที่อีก 4 ไอโซเลท 
สามารถผลิตเอนไซมล์ิกนิโนไลติกไดม้ากกว่าหนึ่งตัว ดังแสดงในตาราง 6 และความสามารถใน
การย่อยสลายลิกนินสูง (DC) ในตาราง 4 พบว่าความสามารถในการย่อยสลายเซลลูโลสสูงสุด  
มีค่า เท่ากบั 6.8 และ ความสามารถในการย่อยสลายลิกนินสงูสดุ มีค่า เท่ากบั 4.0 โดยไอโซเลทที่
แยกไดคื้อ RUFR60 และ RUFR49 ตามล าดบั และไอโซเลท RUFR60 สามารถสรา้งกิจกรรมของ
เอนไซม์เซลลูเลสที่สูงขึ ้นอย่างมีนัยส าคัญที่  p < 0.05  มีค่า เท่ากับ 1.1±0.05a U/mL และ 
เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทตัวอ่ืนๆ ดังแสดงในตาราง 6 จะเห็นไดว้่าไม่มีความแตกต่างอย่างมี
นยัส าคญั ที่ค่า p > 0.05 ในการผลิตแลคเคสในกลุ่มไอโซเลท และไอโซเลท RUFR60 เป็นหนึ่งใน
ไอโซเลทที่ดีที่สุดในการผลิตแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส (MnP) และไม่พบกิจกรรมของลิกนินเปอร์
ออกซิเดส (LiP)   ในไอโซเลทใดๆ ดังแสดงในตาราง 6 ผลลัพธ์ที่สอดคล้องกับผลการศึกษา 
ครั้งก่ อนของ (Phakamas Rachamontree, et al., 2017) ซึ่ ง รายงานว่ าได้แยก  RMU30_2  
จากนาขา้วในพืน้ที่จังหวัดมหาสารคาม ซึ่งอยู่ติดกับจังหวัดรอ้ยเอ็ดได้บันทึกค่าการย่อยสลาย
เซลลโูลสสงูสุดไว ้มีค่า เท่ากบั 6.6 ซึ่งบ่งชีว้่ามีการรวมตวัของแบคทีเรียเซลลูโลไลติกจ านวนมาก
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ในพืน้ที่นี ้อย่างไรก็ตามในการศึกษาครัง้นีพ้บเซลลโูลสที่มีค่าการย่อยสลายสูงกว่า เมื่อเทียบกับ
ผลการรายงานของนักวิจัยคนอ่ืนๆ (Lugani Y, et al., 2015) (Mohammed Rawway, et al., 
2018) ซึ่งเป็นตัวบ่งชีว้่าเซลลูโลไลติกแบคทีเรียที่พบในพืน้ที่ที่ท าการศึกษามีค่าการย่อยสลาย
เซลลโูลสสูง แมว้่าแบคทีเรียที่แยกไดบ้างตวัในการศึกษาครัง้นีจ้ะมีกิจกรรมในการผลิตแมงกานีส
เปอรอ์อกซิเดสที่สูงกว่า เมื่อท าการเปรียบเทียบกัน แต่ถึงอย่างไรไอโซเลท RUFR60 ที่แยกได ้
ก็ถูกเลือกน าไปใชใ้นการย่อยสลายฟ้างขา้ว เพราะมีทัง้กิจกรรมของเซลลูไลติก และลิกนิโนไลติก 
ที่อุณหภูมิสูง 50 ± 2 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นความสามารถของไอโซเลท RUFR60 ในการผลิต 
เอนไซฒเ์หลา่นี ้
 ความสามารถของในการแยกไอโซเลท RUFR60 ในการผลิตเอนไซมท์ี่อณุหภมูิเทอรโ์มฟิล
ลิก มีความส าคัญมากส าหรับการใช้งานในการย่อยสลายทางชีวภาพของฟางข้าว  (Arash 
Hemati, et al., 2018) โดยนกัวิจยั (Luaine Bandounas, et al., 2011) ท าการวิจยัและรายงานว่า
เอนไซมจ์ากแบคทีเรียดีกว่าเมื่อเทียบกบัเชือ้ราในเรื่องการทนต่ออณุหภูมิสูง และมีความจ าเพาะ
ส าหรบักิจกรรมของเอนไซมใ์นการศึกษาครัง้นีไ้ดร้บัการวิเคราะหโ์ดยใชข้องเหลวที่ลอยอยู่เหนือ
ตะกอน ซึ่งปราศจากสิ่งเจือปน และนอกจากนีย้ังพบว่าแบคทีเรียที่แยกไดบ้างชนิดเหมาะส าหรบั
การย่อยสลายชีวมวลของลิกโนเซลลูโลสอีกด้วย (Shiqi Ji, et al.,2012) (Gyeongtaek Gong,  
et al., 2017) 
 
ตาราง 5  แสดงการแยกแบททีเรียด้วยกิจกรรมของเอนไซม์เซลลูโลไลติก และ 

ลิกนิโนไลติก 
 
ไอโซเลท พืน้ที่ใส 

(มม.) 
เสน้ผ่าน
ศนูยก์ลาง
โคโลนี (มม.) 

ค่า HC พืน้ที่ใส 
(มม.) 

เสน้ผ่าน
ศนูยก์ลาง
โคโลนี (มม.) 

ค่า DC 

RUFR31 28.3 9.0 3.1 Nil 5.9 Nil 
RUFR45 88.1 18.0 4.9 48.1 14.2 3.4 
RUFR49 54.4 15.3 3.5 49.4 12.4 4.0 
RUFR50 54.3 11.0 4.9 14.3 7.3 2.0 
RUFR60 102.2 15.0 6.8 48.2 13.2 3.7 
RUFR66 52.0 12.0 4.4 21.0 8.6 2.5 
RUFR77 51.4 10.3 5.0 Nil 6.5 Nil 
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ตาราง 6  (ต่อ) 
 
ไอโซเลท พืน้ที่ใส 

(มม.) 
เสน้ผ่าน
ศนูยก์ลาง
โคโลนี (มม.) 

ค่า HC พืน้ที่ใส 
(มม.) 

เสน้ผ่าน
ศนูยก์ลาง
โคโลนี (มม.) 

ค่า DC 

RUFR81 49.2 10.0 4.9 29.2 8.9 3.3 
RUFR93 30.1 16.3 1.9 19.1 8.2 2.3 

 
หมายเหตุ : Nil หมายถึง ไม่มีอยู่จรงิ 
 
ตาราง 7  แสดงการท างานของเอนไซม์เซลลูโลไลติก และลิกนิโนไลติกของแบคทีเรีย 

ไอโซเลท 
 

ไอโซเลท การท างานของเอนไซม ์(U/mL) 
เซลลเูลส LiP MnP แลคเคส 

RUFR31 0.6 ± 0.05c ND ND ND 
RUFR45 0.9 ± 0.06b ND 1.3734 ± 0.08b 0.0497 ± 0.01a 

RUFR49 0.6 ± 0.04c ND 1.3734 ± 0.08b 0.0635 ± 0.01a 

RUFR50 0.6 ± 0.04c ND ND 0.0598 ± 0.01a 

RUFR60 1.1 ± 0.05a ND 1.4624 ± 0.09ab 0.0674 ± 0.01a 

RUFR66 0.6 ± 0.04c ND 1.6389 ± 0.11a ND 
RUFR77 0.9 ± 0.06b ND ND ND 
RUFR81 0.6 ± 0.05c ND 1.4536 ± 0.07ab 0.0573 ± 0.01a 

RUFR93 0.4 ± 0.04d ND 1.5253 ± 0.06a ND 
 

หมายเหตุ 
ขอ้มลู ค่าเฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n มีค่าเท่ากบั 3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตวัอกัษรยกก าลงั (a,b,c,d) ไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัที่ระดบัความเชื่อมั่น 95%  
LiP หมายถึง แทนลิกนินเปอรอ์อกซิเดส  
MnP หมายถึง แทนแมงกานีสเปอรอ์อกซิเดส  
ND หมายถึง แทนการตรวจไม่พบ 
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4.2  การย่อยสลายฟางข้าวด้วยแบคทเีรียไอโซเลท 
 การท างานของเอนไซม์เซลลูโลไลติกและลิกนิโนไลติก ส าหรบักิจกรรมของไอโซเลท 
RUFR60 ถูกน าไปวิเคราะหห์าปริมาตรน า้ตาล หลังจากน าไปย่อยสลายฟางขา้วที่ความเขม้ขน้ 
0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 และ 3.5 %w/v ตามล าดบั ดงัแสดงในภาพ 9 พบว่าปริมาตรน า้ตาลที่
วัดได้จากการย่อยสลายฟางข้าวทางชีวภาพ มีปริมาตรน ้าตาลสูงขึน้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่างควบคุม โดยเพิ่มขึน้อย่างมีนัยส าคัญ ค่า p < 0.05 ที่ความเขม้ขน้  
3.5 %w/v มีปรมิาตรน า้ตาลสงูสดุ เท่ากบั 4.38±0.13 mg/mL และไม่แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ ค่า p > 0.05 จากปริมาตรน ้าตาลที่วัดได้เท่ากับ 4.16±0.15 และ 4.01±0.18 mg/mL 
ตามล าดับ ที่ความเขม้ขน้ของฟางขา้ว 3.0 และ 2.5 %w/v ตามล าดับ การย่อยสลายลิกนิน และ
การไฮโดรไลซิสเซลลโูลสมีความส าคญัมากกบัการผลิตก๊าซชีวภาพ เพื่อใหไ้ดป้รมิาตรก๊าซชีวภาพ
ที่สงูขึน้ในงานวิจยั (Jin. W., et al., 2014) แนะน าใหเ้ติมแบคทีเรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
เพื่อเพิ่มการย่อยสลายของชีวมวลลิกโนเซลลูโลส ในการผลิตน ้าตาลให้ได้ปริมาตรที่สูงขึน้ 
(Weizhang Zhong, et al., 2011) อย่างไรก็ตามในการแยกกิจกรรมของแบคทีเรีย RUFR60 
ส  าหรบัการศึกษาในครัง้นีส้ามารถท าใหเ้กิดเอนไซมเ์ซลลูโลไลติกและลิกนิโนไลติก ส าหรบัการ
ย่อยสลายฟางขา้วโดยแบคทีเรียนีม้ีผลต่อการย่อยสลายของชีวมวลลิกโนเซลลโูลส ท าใหป้รมิาตร
น า้ตาลเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญั ดงันัน้ในการวิจยัครัง้นีจ้ึงเลือกความเขม้ขน้ของปริมาตรน า้ตาลที่
ความเขม้ขน้ของฟางขา้ว เท่ากับ 2.5 %w/v ในการศึกษาและผลิตก๊าซชีวภาพต่อไป ส าหรบัการ
เลือกใชแ้บคทีเรียในการย่อยสลายฟางขา้ว มีความส าคัญในดา้นอุตสาหกรรมพลงังานชีวภาพ 
และสามารถลดระยะเวลาในการย่อยสลายฟางข้าวได้  ซึ่งเป็นการลดระยะเวลาการผลิต 
ก๊าซชีวภาพ และเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพอีกดว้ย 
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ภาพ 9  แสดงผลทีเ่กิดขึน้ของความเข้มข้นฟางข้าวต่อกิจกรรมการแยกสาร RUFR60 
 
 การเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด เบส และกรดไขมันระเหยง่ายจากการย่อยสลายฟาง
ขา้วด้วยแบคทีเรีย พบว่าค่า pH ลดลงอย่างรวดเร็วจากค่าเริ่มต้นที่  7.0 เป็น 6.36 ในวันที่  10 
หลังจากนั้นค่า pH ลดลงอย่างต่อเนื่องจนถึงวันที่ 20 ค่า pH เท่ากับ 6.16 ดังแสดงในภาพ 10  
ซึ่งแตกต่างจากค่า TVFA ที่เพิ่มขึน้อย่างรวดเร็วจนถึงวันที่ 15 ค่า TVFA เท่ากับ 1968.06 mg/L 
หลังจากนั้นค่า TVFA เพิ่มขึ ้นอย่างต่อเนื่องจนถึงวันที่  20 ค่า TVFA เท่ากับ 2148.34 mg/L  
ดงัแสดงในภาพ 11 อย่างไรก็ตามจากผลการทดลองมีการเปลี่ยนแปลงเล็กนอ้ยของค่า pH และ 
ค่า TVFA ดังแสดงในภาพ 10 และ 11 สามารถสังเกตได้จากกราฟแสดงผลการทดลอง โดยที่ 
ค่า TVFA มีค่าเพิ่มสงูขึน้อย่างต่อเนื่อง และค่า pH มีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง ขอ้สงัเกตนีส้อดคลอ้ง
กบัรายงานการวิจัยของ (Weizhang Zhong, et al., 2011) และงานวิจัยของ (Irene Siegert and 
Charles Banks, 2005) พบว่าค่า TVFA ที่สูงกว่า 2000 mg/L ยับยัง้การท างานของเซลลูโลไลติก 
และดว้ยเหตนุีร้ะยะเวลาการย่อยสลายที่เหมาะสมที่สดุคือไม่เกิน 15 วนั ดงันัน้การศึกษาในครัง้นี ้
นอกจากจะช่วยลดระยะเวลาการหมักก๊าซชีวภาพ ยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการ  
ย่อยสลายทางชีวภาพอีกดว้ย 
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ภาพ 10 แสดงการเปล่ียนแปลงค่า pH ต่อเวลาในการหมักก๊าซชีวภาพ 
 

 
 

ภาพ 11  แสดงการเปล่ียนแปลงค่า TVFA ต่อเวลาในการหมักก๊าซชีวภาพ 
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4.3  การผลิตก๊าซชีวภาพ 
 จากการทดลองปริมาตรของก๊าซชีวภาพ และปริมาตรของก๊าซมีเทน ดังแสดงในภาพ 12     
การหมักก๊าซชีวภาพจากการย่อยสลายฟางขา้วเป็นระยะเวลา 30 วนั โดยมีการเปรียบเทียบผลที่
ได้กับกลุ่มควบคุม โดยกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพจากการย่อยสลายฟางข้าวทางชีวภาพ
สามารถผลิตก๊าซชีวภาพเพิ่มสงูขึน้อย่างต่อเนื่อง ซึ่งบ่งชีถ้ึงผลกระทบท่ีส าคญัของการใชแ้บคทีเรีย
ในการย่อยสลายฟางขา้วก่อนการหมักก๊าซชีวภาพ เป็นการเสื่อมสภาพของโครงสรา้งคอมโพสิต
ของคารโ์บไฮเดรดที่มีความส าคัญมากในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพ (Weizhang 
Zhong, et al., 2011) ซึ่งในการหมักก๊าซชีวภาพครัง้นีไ้ดใ้ชต้ัวเร่งปฏิกิริยาจากสตัวเ์คีย้วเอือ้งอีก
ดว้ย จากกราฟดงัแสดงใน   ภาพ 12 พบว่าในวนัที่ 1 และวันที่ 10 – 12 สามารถผลิตก๊าซชีวภาพ
ไดใ้นปริมาตรที่สูงขึน้อย่างต่อเนื่อง และฟางขา้วที่น ามาย่อยสลายโดยกระบวนการทางชีวภาพ
แล้วน าไปหมักก๊าซชีวภาพสามารถลดระยะเวลาการผลิตก๊าซชีวภาพได้ใน 15 วัน อย่างมี
นยัส าคญั p เท่ากบั 0.05 โดยปริมาตรก๊าซชีวภาพสงูสดุวนัที่ 1 มีค่าเท่ากบั 4,633.84 mL/วนั และ
ในวันที่ 2 กลุ่มควบคุมสามารถผลิตก๊าซได้ในปริมาตร 2,404.13 mL/วัน ซึ่งเมื่อเทียบกันแล้วมี
ปรมิาตรสงูกว่ากลุ่มควบคมุถึง 48 % ตามที่ไดร้ายงานผลไปก่อนหนา้นีก้ารย่อยสลายทางชีวภาพ
เป็นเวลานานกว่า 15 วัน ท าให้เกิดค่า TVFA สูง ซึ่งอาจมีผลยับยั้งกิจกรรมของเซลลูโลไลติก 
ที่อาจมีส่วนท าใหค่้า p < 0.05 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญในการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วเป็น
เวลา 20 วนั เมื่อเทียบกบัเวลา 15 วนั จึงเป็นระยะเวลาที่สามารถผลิตก๊าซชีวภาพไดอ้ย่างรวดเร็ว 
และลดระยะเวลาการผลิตก๊าซชีวภาพ เป็นการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพอีกดว้ย 
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ภาพ 12 แสดงการผลิตก๊าซชีวภาพจากการย่อยสลายฟางข้าว และกลุ่มควบคุม 
เป็นเวลา 30 วัน 

 
 การผลิตก๊าซมีเทนของฟางข้าวที่ย่อยสลายทางชีวภาพ และกลุ่มควบคุม ดังแสดง  
ในภาพ 13 ตัวอย่างฟางข้าวที่ผ่านการย่อยสลายทางชีวภาพแล้ว มีปริมาตรก๊าซมีเทนในช่วง 
1,286.13 – 1,779.30 mL ซึ่งสูงกว่าปริมาตรก๊าซชีวภาพของกลุ่มควบคุม 21.10 – 42.97 %  
มีปรมิาตร 1,014.72 mL การทดลองมีปรมิาตรก๊าซมีเทนสงูสดุที่ 1,779.30 mL ใชเ้วลาในการหมกั
ก๊าซชีวภาพ 20 วนั อย่างไรก็ตามค่าไม่แตกต่างอย่างมีนยัส าคญั ที่ค่า p > 0.05 จากการบนัทึกผล 
15 วัน ที่ปริมาตรก๊าซมีเทน 1,717.21 mL ดังนั้นช่วงเวลา 15 วัน จึงเป็นช่วงการปรับสภาพที่
เหมาะสมที่สุด เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว  (Jin. W., et al., 2014) 
ในการศกึษาครัง้นีช้ีใ้หเ้ห็นว่าการย่อยสลายฟางขา้วดว้ยแบคทีเรียที่ชอบความรอ้นยงัสามารถช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟางขา้วใหไ้ดน้ า้ตาลน า้ตาลในการน าไปผลิตก๊าซชีวภาพ และ
การใชต้วัเร่งปฏิกิริยาของเหลวในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งยงัสามารถช่วยเพิ่มปริมาตรก๊าซชีวภาพ
ได้ (Weizhang Zhong, et al., 2011) นอกจากนีย้ังสามารถผลิตก๊าซมีเทนได้อย่างมีนัยส าคัญ 
โดยการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วที่ย่อยสลายทางชีวภาพ และช่วยลดระยะเวลาในการผลิต
ก๊าซชีวภาพจากปกติใช้เวลานานถึง 30 วัน ลดเหลือ 15 วัน ซึ่งเป็นประโยชน์ในเชิงเศรษฐกิจ 
อีกดว้ย 
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ภาพ 13  แสดงผลผลิตก๊าซมีเทนจากฟางข้าวทีผ่่านกระบวนการย่อยสลายทางชีวภาพ
และกลุ่มควบคุม 

 
4.4  การเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบหลักของฟางข้าว 
 การย่อยสลายฟางขา้วทางชีวภาพก่อนน าไปผลิตก๊าซชีวภาพ องคป์ระกอบหลกัของฟาง
ขา้วมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส าคัญ หลังจากกระบวนการย่อยสลายฟางข้าวทางชีวภาพ 
พบว่าองค์ประกอบทางเคมีหลักของสารที่ตกค้างจากการย่อยสลายแบบ ไม่ใช้ออกซิเจน 
ในกระบวนการหมักก๊าซชีวภาพจากฟางข้าวที่ย่อยสลายด้วยชีวภาพลดลงอย่างมีนัยส าคัญ  
p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ดังแสดงในตาราง 7 การเปลี่ยนแปลงเป็นผลมาจาก
การท างานร่วมกนัของแบคทีเรียลิกโนเซลลูโลไลติกที่มีอณุหภูมิสูง และจุลินทรียใ์นกระเพาะสตัว์
เคีย้วเอือ้งมีความซบัซอ้นในระหว่างการย่อยสลายทางชีวภาพ และกระบวนการหมักก๊าซชีวภาพ
แบบไม่ใชอ้อกซิเจนตามล าดับ การเปลี่ยนแปลงเหล่านีม้ีส่วนช่วยเพิ่มความสามารถในการย่อย
สลายทางชีวภาพและการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว (Regina J. Patinvoh, et al., 2016) 
 การผลิตก๊าซชีวภาพจากชีวมวลลิกโนเซลลโูลสจ าเป็นตอ้งมีกระบวนการปรบัสภาพก่อน 

เพื่อสลายโครงสรา้งที่ซบัซอ้น อย่างไรก็ตามเทคนิคการปรบัสภาพชีวมวลในปริมาณที่เยอะมาก ๆ 

เพื่อให้ไดพ้ลังงานที่สูง ลดต้นทุนการผลิต สามารถน าไปใชใ้นระดับอุตสาหกรรมได้นั้น (Chen 
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Sun, et al., 2016) การใชแ้บคทีเรียลิกโนเซลลโูลไลติก ที่อุณหภูมิเทอรโ์มฟิลลิกในการย่อยสลาย

ชีวมวลของลิกโนเซลลูโลสนัน้ใชพ้ลงังานนอ้ย ท าใหเ้กิดเป็นเทคนิคทางเลือกส าหรบักระบวนการ

ปรบัสภาพชีวมวลก่อนการน าไปผลิตก๊าซชีวภาพ การศึกษาในครัง้นีจ้ึงน าเสนอขอ้มูลที่ส  าคัญ

ส าหรบัการประยุกตใ์ชใ้นอตุสาหกรรม ในการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วโดยใชแ้บคทีเรียลิกโน

เซลลโูลไลติก และจุลินทรียใ์นกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งส าหรบัย่อยสลาย และหมกัก๊าซชีวภาพแบบ

ไม่ใชอ้อกซิเจน ตามล าดบั นอกจากนีก้ารผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้วที่ย่อยสลายทางชีวภาพยงั

สามารถน าไปประยกุตใ์ชใ้นระดบัอตุสาหกรรมดว้ยการเพิ่มประสิทธิภาพของระบบการย่อยสลาย

ทางชีวภาพ และกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพอีกดว้ย 

 
ตาราง 8  แสดงการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบหลักของฟ้างข้าวในกระบวนการย่อยสลาย

ทางชีวภาพ 
 

องคป์ระกอบ 
(% dw) 

ของแข็งทัง้หมด 
(%) 

ลิกนิน 
(%) 

เซลลโูลส 
(%) 

เฮมิเซลลโูลส 
(%) 

ชีวมวล 100.00 ± 0.00a 16.89 ± 0.18a 37.88 ± 0.32a 11.03 ± 0.38f 
กลุม่ควบคมุ 87.55 ± 0.44b 15.15 ± 0.09b 32.20 ± 0.27b 18.40 ± 0.26b 
5 วนั 75.55 ± 0.59c 13.12 ± 0.10c 26.30 ± 0.43c 16.80 ± 0.32c 
10 วนั 65.36 ± 0.67d 10.58 ± 0.13d 20.29 ± 0.24d 13.21 ± 0.24d 
15 วนั 49.05 ± 1.03e 9.17 ± 0.11e 12.06 ± 0.41e 11.19 ± 0.31e 
20 วนั 47.47 ± 0.50e 8.79 ± 0.11f 11.03 ± 0.38f 10.12 ± 0.45f 

 
ขอ้มลูเป็นค่าเฉลี่ย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n = 3) 
ค่าเฉลี่ยที่มีตัวยกก าลัง (a,b,c,d,e,f) ในคอลัมน์เดียวกันไม่มีนัยส าคัญ ต่างกันที่ระดับความมั่นใจ 
95%; dw แทนน า้หนกัแหง้ 

 
 



บทที ่5 
บทสรุป 

 
 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตก๊าซชีวภาพเพื่อใชใ้นโรงงานอุตสาหกรรมและชุมชน 
โดยใชช้ีวมวลฟางขา้วในการน ามาผลิตก๊าซชีวภาพเป็นการลดการเผาฟางขา้ว อนัเป็นสาเหตหุลกั
ในการปล่อยก๊าซคารบ์อนไดออกไซดข์ึน้สู่ชัน้บรรยากาศ ท าใหเ้กิดฝุ่ น pm 2.5 ที่ส่งผลต่อระบบ
ทางเดินหายใจท าใหสุ้ขภาพอ่อนแอ เจ็บป่วย และมีผลกระทบต่อสิ่งแวดลอ้ม เกิดภาวะโลกรอ้น 
ในงานวิจยันีไ้ดน้ าฟางขา้วมาผลิตก๊าซชีวภาพ โดยเริ่มจากการคัดแยกจุลินทรียจ์ากดินท าไดโ้ดย
การเก็บตัวอย่างดิน บริเวณป่าดงฮัน และป่าสงวนแห่งชาติกกสูง มหาวิทยาลัยราชภัฏรอ้ยเอ็ด    
คดัแยกแบคทีเรียที่ชอบความรอ้น และทดสอบการท างานของเอนไซมเ์ซลลโูลไลติก จากนัน้น ามา
สกดัอย่างหยาบวิเคราะหเ์อนไซมเ์ซลลเูลส และเอนไซมล์ิกนิโนไลติก จากการทดลองพบว่าการคดั
แยกแบคทีเรียท าใหไ้ดไ้อโซเลท RUFR 60 ที่มีประสิทธิภาพในการย่อยสลายฟางขา้ว เป็นการย่อย
สลายเซลลูโลสใหไ้ดน้ า้ตาลในปริมาณที่สูง มีค่าเท่ากับ 6.8 และ ความสามารถในการย่อยสลาย
ลิกนินสงูสดุ มีค่าเท่ากบั 4.0 สามารถสรา้งกิจกรรมของเอนไซมเ์ซลลเูลสที่สงูขึน้อย่างมีนยัส าคัญ
ที่ p < 0.05  มีค่าเท่ากับ 1.1±0.05a U/mL เมื่อเปรียบเทียบกับไอโซเลทตัวอ่ืนๆ ที่ความเข้มข้น 
ฟางขา้ว 3.5 %w/v มีปริมาตรน า้ตาลสงูสดุ เท่ากบั 4.38±0.13 mg/mL และไม่แตกต่างกนัอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ค่า p > 0.05 จากปริมาตรน า้ตาลที่วัดไดเ้ท่ากับ 4.16±0.15 และ 4.01±0.18 
mg/mL ตามล าดับ ที่ความเขม้ขน้ของฟางขา้ว 3.0 และ 2.5 %w/v ตามล าดับ ดังนั้นในการวิจัย
ครัง้นีจ้ึงเลือกความเขม้ขน้ของฟางขา้ว เท่ากบั 2.5 %w/v ในการศึกษาและผลิตก๊าซชีวภาพต่อไป 
โดยกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพใชร้ะยะเวลา 30 วนั เปรียบเทียบกบักลุ่มควบคมุ พบว่าในวนัที่ 1 
และวันที่ 10 – 12 สามารถผลิตก๊าซชีวภาพไดใ้นปริมาตรที่สูงขึน้อย่างต่อเนื่อง และฟางขา้วที่
น ามาย่อยสลายใหไ้ดน้ า้ตาลก่อนการน าไปหมักก๊าซชีวภาพพบว่าสามารถลดระยะเวลาการผลิต
ก๊าซชีวภาพไดใ้น 15 วนั อย่างมีนยัส าคญั p เท่ากบั 0.05 โดยปริมาตรก๊าซชีวภาพสงูสดุวนัที่ 1 มี
ค่าเท่ากับ 4,633.84 mL/วัน และในวันที่ 2 กลุ่มควบคุมสามารถผลิตก๊าซชีวภาพไดใ้นปริมาตร 
2,404.13 mL/วัน ซึ่งเมื่อเทียบกันแลว้มีปริมาตรสูงกว่ากลุ่มควบคุมถึง 48 % และการทดลองมี
ปริมาตรก๊าซมีเทนสูงสุดที่ 1,779.30 mL ใช้เวลาในการหมักก๊าซชีวภาพ 20 วัน อย่างไรก็ตาม 
ค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ที่ค่า p > 0.05 จากการบันทึกผล 15 วัน ที่ปริมาตรก๊าซมีเทน 
1,717.21 mL ดังนั้นช่วงเวลา 15 วัน จึงเป็นช่วงการปรับสภาพที่ เหมาะสมที่สุด  เพื่ อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซชีวภาพจากฟางขา้ว ในการศกึษาครัง้นีช้ีใ้หเ้ห็นว่าการย่อยสลายฟาง
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ข้าวด้วยจุลินทรีย์ที่แยกได้จากดินให้ได้น ้าตาลก่อนน าไปผลิตก๊าซชีวภาพ และการใช้ตัวเร่ง
ปฏิกิรยิาของเหลวในกระเพาะสตัวเ์คีย้วเอือ้งยงัสามารถช่วยเพิ่มปรมิาตรก๊าซชีวภาพได ้นอกจากนี ้
ยงัสามารถผลิตก๊าซมีเทนไดอ้ย่างมีนัยส าคัญ และช่วยลดระยะเวลาในการผลิตก๊าซชีวภาพจาก
ปกติใชเ้วลานานถึง 30 วนั ลดเหลือ 15 วนั ซึ่งเป็นประโยชนต่์อชมุชน และอตุสาหกรรมต่อไป 
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 การคัดแยกจุลินทรียจ์ากดินส าหรับใช้ย่อยสลายฟางข้าว 
 

 

ภาพ 14  แสดงการเตรียมตัวอย่างดินเพื่อคัดแยกแบคทีเรีย 
 

 
 

ภาพ 15  แสดงการการคัดแยกแบคทีเรียจากดิน 
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ภาพ 16  แสดงการเก็บตัวอย่างเพื่อทำการวิเคระห์ตัวอย่าง 
 

 
 

ภาพ 17  แสดงการย่อยสลายฟางข้าวจากแบคทีเรียท่ีแยกได้จากดิน 
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ภาพ 18  แสดงการเก็บตัวอย่างของเหลวจากการย่อยสลายฟางข้าวเพื่อนำไปวิเคราะห์ 
 

 
 

ภาพ 19  แสดงการวิเคราะห์หาปริมาณน้ำตาลจากการย่อยสลายฟางข้าวจากแบคที่เรีย 
ที่แยกได้จากดิน 
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ภาพ 20 แสดงการเตรียมตัวอย่างเพื่อวิเคราะห์หาปริมาณน้ำตาลน้ำตาลจากการย่อยสลาย 
ฟางข้าว 

 

 
 

ภาพ 21  แสดงการเก็บแบคทีเรียที่แยกได้จากดินโดยเลี้ยงในอาหารเหลว LB 
สำหรับเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
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 การหมักก๊าซชีวภาพ 
 

 
 

ภาพ 22  แสดงบ่อหมักก๊าซชีวภาพที่ได้รับการสนับสนุนจากบริษัท เซโต ประเทศไทย จำกัด 
 

 
 

ภาพ 23  แสดงการลงพื้นที่หมักก๊าซชีวภาพ 
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ภาพ 24  แสดงการย่อยสลายฟางข้าวเพื่อผลิตก๊าซชีวภาพ 
 

 
 

ภาพ 25  แสดงการเก็บตัวอย่างของเหลวจากการย่อยสลายฟางข้าวในแต่ละวัน 
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ภาพ 26  อาจารย์ลงพ้ืนที่ดูกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพ 
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 การวิเคราะห์ผล 
 

 
 

ภาพ 27  แสดงการวัดปริมาณก๊าซมีเทนที่เก็บจากบ่อหมักก๊าซชีวภาพ 
 

 
 

ภาพ 28  อาจารย์ร่วมเสนอแนะแนวทางในการทำการวิจัย 
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อักษรย่อ 
 
PM 2.5 = Particulate matter with diameter of less than 2.5 micron 
CH4 = Methane 
CO2 = Carbon dioxide 
N2 = Nitrogen 
H2 = Hydrogen 
H2S = Hydrogen sulfide 
O2 = Oxygen 
HRT = Hydraulic Retention Time 
VFAs = Volatile Fatty acids 
mg/L = Milligram per liter 
pH = Positive potential of the Hydrogen ions 
C/N = Carbon/Nitrogen Ratio 
CH2OH = Methanol 
CMC = Carboxy Methyl Cellulose 
HEC = Hydroxyl-Ethyl Cellulose 
mRNA = messenger Ribonucleic Acid 
cAMP = Cyclic adenosine 3',5' monophosphate 
DNS = dinitro salicylic acid reagent 
pNPG = p-nirophenyl-ß-D-glucoside 
LB = Lactose Broth 
NaNO3 = Nitrate 
MgSO4.7H2O = Magnesium Sulphate Heptahydrate 
K2HPO4 = Dipotassium phosphate 
KCl = Potassium chloride 
NaCl = Sodium chloridr 
HC = Hydrolysis capacity 
(NH4)2SO4 = Ammonium Sulfate 
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KH2PO4 = Potassium dihydrogen phosphate 
CaCl2 = Calcium chloride 
DC = Degradation capacity 
OD = Optical density 
LiP = Lignin peroxidases 
MnP = Manganese peroxidase 
2, 6-DMP = Dimethoxyphenol 
%w/v = %weight per volume 
%v/v = % volume/volume 
NaHCO2 = Sodium bicarbonate 
NH4HCO3 = Ammonium Hydrogen Carbonate 
Na2HPO4 = Disodium hydrogen phosphate 
MgSo4 .7H2O = Magnesium Sulphate Heptahydrate 
MnCl2 .4H2O = Manganese (II) Chloride 
CaCl22H2O = Calcium Chloride Dihydrate 
CoCl2.6H2O = Cobalt (ll) chloride hexahydrate 
FeCl3.6H2O = Iron (III) chloride Iron trichloride 
GC = Gas Chromatograph 
FID = Flame Ionization Detector 
TCD = Thermal Conductivity Detector 
Psi = Pound per square inch 
HC = Hydrocarbon 
MnP = Manganese peroxidase 
TVFA = Total Volatile Fatty Acid 
mg/L = Milligram per liter 
mL = Milliliter 
% dw = Dry weight 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ค 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



อภธิานศัพท ์
อภธิานศัพท ์

 
จลุินทรีย ์ : สิ่งที่มีชีวิตขนาดเล็กมาก มองดว้ยตาเปล่าไม่เห็นตอ้งใช้

กล้องจุลทรรศน์เป็นเครื่องมือช่วยในการมองเห็น เช่น 
ยีสต ์โปรโตซวั แบคทีเรีย ไวรสั รา เป็นตน้ 

แบคทีเรีย  สิ่งมีชีวิตชั้นต ่าเซลลเ์ดียว ไม่มีเยื่อหุ้มนิวเคลียส ขนาด
เล็กมาก ไม่สามารถมองเห็นไดด้ว้ยตาเปลา่ มีรูปร่างกลม 
เป็นแท่ง หรือเกลียว 

เซลลโูลส  สารประกอบคารโ์บไฮเดรตประเภทโพลีแซ็กคาไรดช์นิดที่
ซบัซอ้น มีสูตร (C6H10 O5)n ประกอบดว้ยโมเลกุลของ
น า้ตาลมากมายเชื่อมโยงกัน ลกัษณะเป็นของแข็ง ไม่มีสี
ไม่มี  กลิ่น ไม่มีรส ไม่ละลายในน ้า เป็นองค์ประกอบ
ส าคญัในผนงัเซลลข์องพืช 

เซลลเูลส  เอนไซมท์ี่เร่งปฏิกิริยาการไฮโดรไลซโ์มเลกลุของเซลลโูลส
ที่พันธะบีตา-1, 4-ไกลโคไซดไ์ดเ้ป็นเซลโลไบโอส ซึ่งเป็น
ไดแซ็กคาไรดท์ี่ประกอบดว้ยน า้ตาลน า้ตาล 2 หน่วย 

เอนไซม ์  น า้ย่อย, สารอินทรียป์ระเภทโปรตีน มีอยู่ทั้งในพืช และ
สัตว์ เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเคมีของกรรมวิธีต่าง ๆ ทาง
ชีววิทยา เช่น การย่อยอาหาร กระบวนการเมแทบอลิซมึ 

Biogas : ก๊าซชีวภาพ หรือที่เรียกกนัว่า ไบโอแก๊ส (Biogas) หรือไบ
โอ มี เท น  (Biomethane) เ ป็ น ก๊ า ซ ที่ ผ ลิ ต ไ ด้ จ า ก
กระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย ์เช่น น้้าเสีย ชีวมวล 
และมูลสัตว์ ด้วยจุลินทรีย์ในสภาวะ ไร้ออกซิ เจน 
(Anaerobic Digestion) 

Biomass : ชีวมวล (Biomass) เป็นแหล่งกักเก็บพลังงานของพืชที่
ต้องอาศัยแสงอาทิตย์ในการสัง เคราะห์แสงและ
เจริญเติบโต จากนั้นแปรเปลี่ยนสภาพเป็นของแข็งหรือ
แปรสภาพเป็นของเหลวที่สามารถน ามาใชเ้ป็นพลังงาน
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ทดแทนพลงังานจากฟอสซิลไดจ้ดัเป็นพลงังานหมนุเวียน 
(Renewable Energy) 

PM 2.5 : ฝุ่ น PM2.5 คือ ฝุ่ นละอองที่มีขนาดเล็กกว่า 2.5 ไมครอน 
หรือมีขนาดประมาณ 1 ใน 25 ของเส้นผ่านศูนย์กลาง
ของเสน้ผมมนุษย ์ฝุ่ นขนาดเล็กจิ๋วนี ้เกิดขึน้จากกิจกรรม
หลายชนิด อาทิเช่น การเผาไหมข้องเครื่องยนต ์และการ
ก่อสรา้ง 

Anaerobic digestion : ก๊าซชีวภาพเกิดจากการหมักของสารอินทรีย์โดยมี
จุลินทรียจ์  าพวกแบคทีเรียเช่นจุลินทรีย์กลุ่มสรา้งมีเทน 
(methane-producing bacteria)หรือเมทาโนเจน และ
จุลินทรียก์ลุ่มสรา้งกรด (acid-producing bacteria) มา
ช่วยย่อยในสภาวะไม่ใชอ้อกซิเจน ในกระบวนการย่อยใน
สภาวะไม่ใช้ออกซิเจน เป็นการที่จุลินทรีย์ต่างๆ ท า
ปฏิกิริยาย่อยสลายสารอินทรีย์ ลงจากสิ่งมีชีวิตซึ่งมี
โครงสรา้งที่ซบัซอ้นลงเป็นโครงสรา้งที่ซบัซอ้นนอ้ยลงเป็น
ขัน้ๆ ไป 

Hydraulic Retention Time, 
HRT 

: ะยะเวลากักเก็บน า้เสียในถังปฏิกิริยาต่างๆ ส่วนมากจะ
ใชบ้อกว่าเวลาน า้เสียเขา้ระบบแต่ละส่วนมี HRT เท่าไหร 
เช่น  HRT ของถังเติมอากาศ 6 ชั่ วโมง , HRT ของถัง
ตกตะกอน 2 ชั่วโมง เป็นตน้ 

Volatile Fatty acids, VFAs : Volatile fatty acids (VFA) หรือกรดไขมันระเหย เช่น 
กรดอะซิติก กรดโพรพิโอนิก กรดบิวทิริก และกรดวาเลริก 
เป็นตน้ เป็นกลุม่ของสารประกอบที่ใชก้นัอย่างแพรห่ลาย
ในอตุสาหกรรมเคมี ที่ผลิตไดจ้ากสารตัง้ตน้ในรูปของขยะ
อุตสาหกรรม ถูกใช้เป็นสารตั้ งต้นส าหรับการผลิต
พลงังานชีวภาพ (Bioenergy) เป็นตน้ 

Rumen fluid : ของเหลวจากกระเพาะรูเมนของสตัวเ์คีย้วเอือ้ง 
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