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บทคัดย่อ 
 

โครงงานวิจัยครั้งนี้ท าการสร้างชุดเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ประกอบไปด้วย ชุดวัดและบันทึกข้อมูล 
pH อุณหภูมิ และปริมาณแก๊ส (bubble counter) โดยข้อมูลจะถูกบันทึกด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ โดย
ถังหมักใช้วัสดุอะคริลิก ขนาด 5 และ 30 ลิตร น าถังที่สร้างขึ้นมา ขนาด 5 ลิตร ท าการหมักแก๊สชีวภาพ
จากตะกอนเลนของเสียบ่อกุ้งจากจังหวัดชลบุรีด้วยระบบกะแบบไร้ออกซิเจน ระยะเวลาในการหมัก 15 วัน 
ศึกษา pH เริ่มต้น และอุณหภูมิ ที่เหมาสม โดยท าการตรวจวัดปริมาณแก็สที่เกิดขึ้น การเปลี่ยนแปลง pH 
และอุณหภูมิ ระหว่างการหมัก พร้อมตรวจวัดองค์ประกอบของแก๊สที่ถูกผลิต นอกจากนี้ยังท าการตรวจวัด
คุณสมบัติทางเคมีของตะกอนเลนก่อนและหลังการหมัก จากผลการวิจัยพบว่า  pH และอุณหภูมิ ที่
เหมาะสม คือ pH 7 และอุณหภูมิ 40 ºC โดยผลิตแก๊สได้สูงสุดคือ 928 มิลลิลิตร เมื่อน าแก๊สที่ได้ไป
วิเคราะห์องค์ประกอบพบแก๊สไฮโดรเจนปริมาณสูงที่สุดคิดเป็นร้อยละ 98 เมื่อท าการวัดองค์ประกอบทาง
เคมีของตะกอนเลนของเสียบ่อกุ้งพบว่า ก่อนการหมักมีค่า TS เท่ากับ 805,080 mg/l คิดเป็นของแข็ง
ระเหยได้ (VS) 54,480 mg/l ซึ่งคิดเป็นปริมาณสารอินทรีย์ในตะกอนเลยซึ่งถือว่ามีน้อยเมื่อเทียบกับของ
เสียชนิดอ่ืน แต่ ณ สภาวะที่เหมาสมที่ได้จากการทดลองพบว่าได้ปริมาณแก๊สค่อนข้างสูง ซึ่งถือว่ามีความ
เป็นไปได้ที่จะน าสภาวะดังกล่าวไปใช้จริงในฟาร์มกุ้งเพ่ือเปลี่ยนของเสียให้เป็นพลังงานมาใช้ในการจัดการ
ฟาร์ม นอกจากนี้คณะวิจัยยังจ าแนกและศึกษาชนิดของแบคทีเรียในกระบวนการผลิตมีเทนจากกระบวร
การหมักดังกล่าว โดยอาศัยเทคนิคทางพันธุศาสตร์เชิงโมเลกุลโดยการวิเคราะห์เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอ
ไทด์ของยีน 16S rRNA ในการจ าแนกสายพันธุ์ของแบคทีเรีย พบแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจน 4 ชนิด ได้แก่ 
Exiguobacterium, Bacillus,Staphyloccus epidermidis, และ Staphylococcus aureus นอกจากนี้
สามารถแยกแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนได้ คือ Clostridium cochlearium ซึ้งทั้งหมดเป็นแบคทีเรียที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ 
 
ค ำส ำคัญ :  เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ, ตะกอนเลนบ่อกุ้ง, แก๊สชีวภาพ, 16SrRNA, จุลินทรีย์ 
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ABSTRACT 
 

This research is to set up the bioreactor with the pH, temperature and bubble 
counter probes system. Probes were connected with the computer program to record the 
data real-time. The reactor was decided in 2 different size including 5 and 30 liter. These 
reactors were used for biogas production in batch anaerobic system by using shrimp pond 
sediment waste collected from Chonburi province, Thailand. The digestion period was set 
up for 15 days. The starting pH and temperature were the parameters of this project. The 
gas amount, pH and temperature were measured during fermentation period. Gas 
composition was also analyzed as well as the chemical properties of sediment before and 
after fermentation. The result show that the suitable pH and temperature were pH 7 and 
40 º C with gave the maximum gas amount of 928 ml. The gas composition showed the 
highest gas amount which was hydrogen gas with the 98 percentage.  For the chemical 
properties of sediment, it found that TS and VS of sediment before digestion were 805,080 
mg/l and 54,480 mg/l. This result showed that the sediment had low amount of organic 
matter compare to other organic waste. However at the best condition in this study, we 
can produce the biogas particularly high amount which is possible to use this condition 
apply in the shrimp farm for waste management. Also the biogas can use as the energy 
source in the farm. Additionally, the researcher team investigated the types of bacteria 
involving in biogas production using molecular genetic technique base on 16S rRNA 
sequence. Four abundance aerobic species were identified including Exiguobacterium, 
Bacillus,Staphyloccus epidermidis and Staphylococcus aureus and one anaerobic bacterial 
had been isolate which is Clostridium cochlearium. All isolated bacterial has been reported 
as biogas producing bacteria.  

 
Keywords :  bioreactor, shrimp pond sediment, biogas, 16SrRNA, microorganism 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
  
1.1 ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

การแปรรูปนับว่าเป็นสินค้าส่งออกท่ีส าคัญที่สุดในกลุ่มสินค้าประมงของไทย สามารถสร้างรายได้จากการ
ส่งออกกว่า 3 พันล้านเหรียญสหรัฐฯ ต่อปี [1] จึงท าให้มีการขยายพื้นที่ในการเพาะเลี้ยงมากขึ้น โดยเฉพาะจังหวัดที่
มีพ้ืนที่ติดทะเลซึ่งสะดวกในการน าน้ าทะเลมาใช้ในการเลี้ยงกุ้ง  ปัญหาที่ตามมาคือมีการใช้ยาละสารเคมีหลายชนิด
ส าหรับควบคุมการติดเชื้อในกระบวนการเลี้ยงกุ้ง แต่เนื่องจากความรู้ความเข้าใจในเรื่องการใช้ยาและสารเคมียัง
ส่งเสริมไม่ทั่วถึง ท าให้เกิดปัญหาสารเคมีตกค้างในธรรมชาติ [2] นอกจากปัญหามลภาวะจากสารเคมีตกค้างการ
เลี้ยงกุ้งยังเกิดจากอาหารเลี้ยงกุ้งที่สะสมบ่อเลี้ยงกุ้งและของเสียที่กุ้งปล่อยออกมาหรือมูลกุ้ง พบว่าภาวะมลพิษจาก
บ่อเลี้ยงกุ้งถูกถ่ายเทไปยังสภาพแวดล้อมชายฝั่งเนื่องมาจากเกษตรกรมักปล่อยตะกอนเลนออกจากบ่อออกสู่ทะเล
ระหว่างการเลี้ยงหรือดูดตะกอนเลนออกจากบ่อเมื่อต้องการจะเตรียมบ่อใหม่ เป็นสาเหตุท าให้ระบบนิเวศป่าชาย
เลนเกิดมลภาวะและตื้นเขิน [3, 4]  

กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจากการหมักมูลกุ้งนั้น เป็นกระบวนการที่มีความซับซ้อนและเก่ียวข้องกับ
ตัวแปรหลายตัวแปรที่มีผลกระทบซึ่งกันและกัน จึงมีผลกระทบต่อเนื่องกับปริมาณแก๊สชีวภาพที่ผลิตได้ การหา
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของกระบวนการนี้โดยใช้กฎการอนุรักษ์ (Conservation law) จึงยากที่จะเป็นไป
ได้ เนื่องจากเหตุผลที่กล่าวมาข้างต้นและยิ่งไปกว่านั้นค่าพารามิเตอร์ที่ถูกต้องของกระบวนการไม่สามารถหาได้ 
หรือหากสามารถหาแบบจ าลองของกระบวนการได้ แบบจ าลองของกระบวนการที่ได้จากหลักการนี้อาจจะไม่
สามารถเป็นตัวแทนของกระบวนการได้เนื่องจากอยู่ภายใต้สมมติฐานต่างๆ ดังนั้นจึงมีวิธีการหนึ่งที่น่าสนใจและ
มีประสิทธิภาพที่ดีในการจ าลองกระบวนการที่ซับซ้อน การประมาณค่าพารามิเตอร์ต่างๆของกระบวนการและ
ยังสามารถเป็นตัวควบคุมกระบวนการทางเคมีได้อย่างน่าพอใจ ซึ่งวิธีการที่กล่าวถึงนี้คือ ข่ายงานนิวรัล (Neural 
network) 

ข่ายงานนิวรัลเป็นการจ าลองกระบวนการโดยที่ไม่จ าเป็นต้องอาศัยแบบจ าลองเชิงคณิตศาสตร์ [ 5] 
กล่าวคือข่ายงานนิวรัลจะได้รับการฝึกฝนโดยป้อนค่าอินพุท ( Input) ที่สอดคล้องกับเอาท์พุท (Output) และ
เรียนรู้ชุดข้อมูลกลับไปกลับมาเพ่ือให้ท านายค่าเอาท์พุทที่ใกล้เคียงกับค่าเป้าหมายที่ได้ป้อนเข้าไป ระหว่างนั้น
ข่ายงานจะท าการสร้างแบบจ าลองภายในแทนแบบจ าลองจริงของกระบวนการ จนกระทั่งข่ายงานได้รับการ
ฝึกฝนจนได้ค่าเอาท์พุทเป็นที่ยอมรับแล้ว ก็จะน าข่ายงานนั้นไปใช้เป็นแบบจ าลองเพ่ือท านายเอาท์พุทที่จะ
เกิดขึ้นตามเงื่อนไขของข้อมูลใหม่ที่ป้อนเขาให้ข่ายงาน [6] โดยข้อดีของการสร้างแบบจ าลองโครงข่ายนิวรัลคือ 
สามารถอธิบายกระบวนการที่มีความซับซ้อนและไม่เป็นเชิงเส้นสูงโดยอาศัยข้อมูลตัวแปรขาเข้าและขาออกของ
กระบวนการที่สามารถวัดค่าได้โดยตรงจากกระบวนการเท่านั้น [7] ในการสร้างแบบจ าลองของกระบวนการ
ด้วยข่ายงานนิวรัลนั้นอันดับแรกต้องท าความรู้จักกับโครงสร้างและองค์ประกอบของข่ายงาน รูปแบบต่างๆ ของ
ข่ายงานก่อน ซึ่งจะได้กล่าวถึงในรายละเอียดต่อไป 

ในงานวิจัยครั้งนี้จึงมีความสนใจในการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตแก๊สชีวภาพ หรือแก๊สไฮโดรเจน
ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งของแก๊สชีวภาพให้ได้ประสิทธิภาพมากข้ึน เพ่ือเป็นแนวทางหนึ่งในการผลิตพลังงาน
ทางเลือก หรือต่อยอดส าหรับการผลิตกระแสไฟฟ้า รวมถึงการจ าแนก และศึกษาชนิดจุลชีพจากตะกอนมูลกุ้ง
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หลังผ่านกระบวนการหมักแบบไม่ใช้ออกซิเจนด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล และจุลชีววิทยา เพ่ือน าเชื้อที่น่าสนใจที่
เกี่ยวข้องกับการผลิตไฮโดรเจน มาเป็นหัวเชื้อเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแก๊สชีวภาพต่อไป อีกท้ังยังส่งเสริม
ให้เกษตรกรหันมาบ าบัดมูลกุ้งเพ่ือดูแลสิ่งแวดล้อมและเพ่ิมมูลค่าให้กับของเสีย เพ่ือพัฒนาไปเป็นการจัดการ
การเลี้ยงกุ้งแบบครบวงจรและยั่งยืนต่อไปในอนาคต 
1.2  วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 1.จ าแนกชนิดของจุลชีพที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนหรือแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนจาก
บ่อกุ้งทะเลหลังกระบวนการหมักแบบไม่ใช้ออกซิเจนด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล และจุลชีววิทยา 
 2.เพ่ือสร้างแบบจ าลองของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนจากบ่อกุ้งทะเลหลังกระบวน
แบบไม่ใช้ออกซิเจนด้วยข่ายงานนิวรัลและน าแบบจ าลองดังกล่าวไปใช้ในกระบวนการผลิต 
1.3 ขอบเขตของกำรวิจัย 

ตะกอนเลนบ่อกุ้งจากฟาร์มกุ้งในภาคตะวันออกถูกเลือกมาเป็นวัตถุดิบที่ใช้ในการหมักแบ บไร้
ออกซิเจนในที่มืดเป็นระยะเวลา 30 วัน ส าหรับถังหมักจะออกแบบโดยมีขนาด ประมาณ 50 ลิตร ติดตั้งหัวโพ
รบวัดค่าความเป็นกรดเป็นด่าง วัดอุณหภูมิภายใน ภายนอกเครื่องปฏิกรณ์  และมีระบบติดตามอัตราการเกิด
ก๊าซชีวภาพโดยเชื่อมต่อกับคอมพิวเตอร์ ส าหรับปัจจัยที่ศึกษาคือ ผลของระดับน้ าซึ่งเป็นปัจจัยก าหนดการแพร่
ของออกซิเจนที่หลงเหลืออยู่ในถังหมัก สัดส่วนของหัวเชื้อที่แยกได้หลังการหมักซึ่งเลือกสายพันธุ์ที่ส าคัญใน
กระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพ และสัดส่วนปริมาณตะกอนเลนและกากน้ าตาล ที่มีผลประสิทธิภาพการผลิตแก๊ส
ชีวภาพหรือแก๊สไฮโดรเจน จากนั้นน าผลการทดลองที่ได้ไปศึกษาแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของกระบวนการ
ผลิตแก๊สชีวภาพด้วยข่ายงานนิวรัลและหาสภาวะเหมาะสมเพื่อท าการผลิตจริงในระดับครัวเรือน 
1.4 วิธีด ำเนินกำรวิจัย  

1. เก็บตัวอย่างตะกอนเลน 
2. ออกแบบและสร้างถังปฏิกรชีวภาพรวมถึงชุดควบคุมในการวัดพารามิเตอร์ต่างๆ 
3. ท าการหมักตะกอนเลนผสมกากน้ าตาลในระบบไร้ออกซิเจนที่ระดับน้ าต่างๆ และวัดค่าที่สนใจ 
4. แยกจุลชีพที่ได้จากหมัก 
5. วิเคราะห์ชนิดของเชื้อด้วยวิธีทางชีวโมเลกุล 
6. ท าการหมัก ณ อุณหภูมิ และ pH ต่างๆ และตรวจวัดค่าพารามิเตอร์ที่ก าหนด (แก้ไขจากแบบเสนอ

โครงการวิจัย เนื่องจากตัวแปรดังกล่าวมีผลต่อปริมาณการผลิตแก๊ส และเนื่องจากเชื้อที่แยกได้เป็นชนิดที่ไม่มี
ผลการผลิตแก๊สมากนัก)   
1.5 ค ำส ำคัญของกำรวิจัย  
        แก๊สชีวภาพ (Biogas) ตะกอนเลนบ่อกุ้ง (Shrimp pond sediment) กากน้ าตาล (Molasses) โมเดล
ทางคณิตศาสตร์ (Modeling) ข่ายงานนิวรัล (Neural network) 
 
1.6 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
กำรเผยแพร่ในวำรสำร:    
 ข้อมูลการทดลองที่ได้จากโครงการวิจัยคาดว่าจะตีพิมพ์เผยแพร่ในวารสารวิชาการท่ีปรากฎใน
ฐานข้อมูลการจัดอันดับวารสาร SJR (SCImago Journal Rank)      
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ผลงานวิจัยดังกล่าวสามารถน ามาใช้เป็นแนวทางในการผลิตพลังงานทางเลือกให้กับชุมชน หรือแม้
โรงงานอุตสาหกรรมในการที่จะน าเอาของเสียทางชีวภาพ หรือสารอินทรีย์มาใช้ให้เกิดประโยชน์ โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งกลุ่มเกษตรกรเลี้ยงกุ้งรวมถึงอุตสาหกรรมการเลี้ยงส่งออกใหญ่ๆ อย่างเช่น เคลือบริษัท CP ที่ผลิตกุ้ง
จ านวนมาก ก็สามารถประยุกต์งานวิจัยดังกล่าวเพ่ือการพัฒนาอย่างยั่งยื่นของโรงงานได้ 
หน่วยงำนที่น ำผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์:       
 งานวิจัยนี้ จะเกิดประโยชน์อย่ างยิ่ งทั้ งต่อผู้ ป ระกอบการและเกษตรกรผู้ เลี้ ยงกุ้ ง  รวมถึง
สถาบันการศึกษา อีกท้ังยังเป็นฐานข้อมูลส าหรับการพัฒนากระบนการผลิตแก๊สชีวภาพและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
ต่อไป 
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บทที่ 2 
แนวคิด ทฤษฎีและงำนวจัิยที่เกี่ยวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
2.1  แนวคิด ทฤษฎีหลักตำมประเด็นให้ครอบคลุมเรื่องที่วิจัย 
1. ก๊ำซชีวภำพ 

ก๊าซชีวภาพ คือ ก๊าซที่เกิดจากการย่อยสลายสารอินทรีย์โดยแบคทีเรียภายใต้สภาวะที่ไม่มีออกซิเจน
(Anaerobic digestion)โดยทั่วไปก๊าซชีวภาพจะประกอบด้วย ก๊าซมีเทน ( 4CH ) ประมาณร้อยละ 50-70 ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ( 2CO ) ประมาณร้อยละ 30-40 ส่วนที่เหลือจะเป็นก๊าซชนิดอ่ืนๆ เช่น แอมโมเนีย ( 4NH )
ไฮโดรเจน ( 2H ) และไฮโดรเจนซัลไฟด์ ( SH 2 ) แต่จะมีอยู่ในปริมาณที่น้อย ก๊าซมีเทนเป็นก๊าซที่ให้ค่าพลังงาน
ความร้อนสูง โดยสามารถให้พลังงานความร้อนได้ประมาณ 9,000 กิโลแคลอรีต่อลูกบาศก์เมตร หรือ 21,000 
กิโลจูนต่อลูกบาศก์เมตร ดังนั้นจึงสามารถน าก๊าซชีวภาพไปใช้ประโยชน์ได้หลายทาง เช่น เผาเพ่ือใช้ประโยชน์
จากความร้อนโดยตรง ใช้เป็นเชื้อเพลิงในเครื่องยนต์ หรือใช้ในการผลิตกระแสไฟฟ้า เป็นต้น [8]  
2. กระบวนกำรเกิดก๊ำซชีวภำพ 

ก๊าซชีวภาพ (Biogas) คือ ก๊าซที่เกิดจากกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนด้วย
แบคทีเรีย 2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) และแบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทน 
(Methane producing bacteria) โดยแบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด จะท าการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้าง
โมเลกุลใหญ่ ให้กลายเป็นสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเล็กลง จากนั้นแบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทนจะใช้
สารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลเล็กเป็นสารอาหารและย่อยสลายให้เกิดเป็นก๊าซมีเทน ( 4CH ) ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ( 2CO ) โดยมีก๊าซอ่ืนๆ เกิดข้ึนในปริมาณเล็กน้อย เช่น ก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์ ( SH 2 ) และ
ก๊าซแอมโมเนีย ( 3NH ) เป็นต้น กระบวนการเกิดชีวภาพต้องระวังไม่ให้อากาศเข้าไปสัมผัสกับแบคที เรียกลุ่ม
ผลิตมีเทน เพราะจะท าให้ประสิทธิภาพการผลิตก๊าซมีเทนลดลง ก๊าซชีวภาพสามารถเกิดข้ึนได้เองตามธรรมชาติ 
เมื่อมีแบคทีเรีย สารอินทรีย์ และอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่เหมาะสมในสภาวะไร้อากาศ ในธรรมชาตินั้น ก๊าซชีวภาพ
มักจะเกิดขึ้นบริเวณท่ีมีการหมัก เช่น ก้นบ่อ ก้นแม่น้ า ก้นทะเลสาบ หนองน้ า บึง และนาข้าวที่มีน้ าท่วมขัง เป็น
ต้น [9]  
2.1 กระบวนกำรย่อยสลำยในสภำวะไม่ใช้ออกซิเจน 

ในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนแบ่งเป็น 4 ขั้นตอน คือ 
ขั้นตอนที่ 1 กระบวนกำรไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) 
เป็นการกระบวนการที่เกิดขึ้นภายนอกเซลล์เซลล์แบคทีเรีย โดยสารอินทรีย์โมเลกุลขนาดใหญ่จะถูก
แบคทีเรียย่อยสลายโดยใช้เอมไซม์ปล่อยออกมาภายนอนเซลล์ (Extracellular enzyme) ให้กลาย
สภาพเป็นสารประกอบเชิงเดี่ยว (Monomer) ส าหรับใช้ในกระบวนการสร้างกรด แบคทีเรียที่หน้าที่ใน
การย่อยสลาย คือ แบคทีเรียจ าพวกแฟคคัลเททีฟแอนโรบิคแบคทีเรีย (Facultative anaerobic 
bacteria) โดยกลุ่มของแบคทีเรียในขั้นตอนนี้จะแบ่งได้ตามขนิดของเอมไซม์ที่ในการย่อยสลาย
สารอินทรีย์ คือ Cellulytic, Lipolytic และ Proeolytic [8] 
ขั้นตอนที่ 2 กระบวนกำรสร้ำงกรด (Acidogenesis)  
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เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นภายในเซลล์แบคทีเรีย การย่อยสลายในขั้นตอนนี้จะใช้สารที่ได้จากการย่อยใน
ขั้นตอนแรกเป็นสารตั้งต้นส าหรับแบคทีเรียประเภทสร้างกรด โดยแบคทีเรียกลุ่มนี้จะเปลี่ยนสารอาหาร
ดังกล่าวให้เป็นกรดอินทรีย์โมเลกุลขนอดเล็ก เช่น กรดอะซิติก  (Acetic acid) กรดโพรไพโอนิก 
(Propionic acid) กรดวาเลอริก (Valeric acid) และกรดแลคติก (Lactic acid) เป็นต้น โดยกรดที่
เกิดขึ้นทั้งหมดจะมีสัดส่วนของกรดซิกสูงสุด นอกจากนี้ยังมีการเกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ขึ้นใน
ขั้นตอนนี้ด้วย [8] 
ขั้นตอนที่ 3 กระบวนกำรสร้ำงกรดอะซิติก (Acetogenesis) 
เป็นขั้นตอนที่แบคทีเรียสร้างสารอะซิติกจ าพวกอะซิโตน (Acettone) จะเปลี่ยนสารจ าพวก กรดไขมัน
ระเหยง่าย ให้เป็นสารอะซิเตต ,ฟอร์เมต ,ไฮโดรเจน และคาร์บอนไดออกไซด์ ซึ่งเป็นสารอาหารตั้งต้น
ของแบคทีเรียขั้นต่อไป [10]  
ขั้นตอนที่ 4 กระบวนกำรสร้ำงมีเทน (Methanogenesis)  
กรดอินทรีย์โมเลกุลขนาดเล็ก ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ( 2CO ) และก๊าซไฮโดรเจน ( 2H ) ที่เกิดจาก
ขั้นตอนการสร้างกรดจะถูกเปลี่ยนเป็นก๊าซมีเทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยแบคทีเรียสร้างมีเทน 
(Methane forming bacteria) การเกิดก๊าซมีเทนเกิดได้ 2 แบบ แบบแรก คือ เกิดจากการเปลี่ยนกรด
อินทรีย์ไปเป็นก๊าซมีเทน และอีกส่วนหนึ่งจะเกิดจากการรีดิวซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซ
ไฮโดรเจนให้กลายเป็นก๊าซมีเทน โดยแบคทีเรียประเภท Hydrogen-Utilizing Methane Bacteria  ดัง
สมการที่ 1 และ 2 [8] 

  243 COCHCOOHCH         (1) 
OHCHCOH 2422 24       (2) 

2.2 แบคทีเรียในกระบวนกำรย่อยสลำยในสภำวะไม่ใช้ออกซิเจน  
ในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบไม่ใช้ออกซิเจน ต้องอาศัยการท างานของแบคทีเรียหลาย

ชนิดรวมกัน ซึ่งแบคทีเรียที่มีบทบาทต่อกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์ในสภาวะไม่ใช้ออกซิเจนแบ่งเป็น 2 
กลุ่มใหญ่ๆ คือ แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) และแบคทีเรียกลุ่มผลิตก๊าซมีเทน 
(Methane producing bacteria) 
 2.2.1 แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรด (Acid forming bacteria) 

แบคทีเรียกลุ่มที่ผลิตกรดเป็นแบคทีเรียกลุ่ม Facultative anaerobic bacteria ซึ่งสามารถด ารงชีวิต
อยู่ได้ทั้งในสภาวะที่มีและไม่มีออกซิเจน โดยรับพลังงานจากการย่อยสลายของสารอินทรีย์โมเลกุล
ขนาดใหญ่ให้เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก เช่น กรดไขมัน กรดอินทรีย์ระเหยง่าย ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
ก๊าซไฮโดรเจน และก๊าซแอมโมเนีย เป็นต้น แบคทีเรียกลุ่มผลิตกรดจะแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
1) อะซิโดเจนนิคแบคทีเรีย เป็นแบคทีเรียกลุ่มที่ใหญ่ที่สุดในกระบวนการย่อยสลายสารอินทรีย์แบบ
ไม่ใช้ออกซิเจน เนื่องจากสามารถใช้สารอินทรีย์เป็นอาหารได้หลายชนิดและมีอัตราการเจริญเติบโตที่
สูง แบคทีเรียกลุ่มนี้ท าหน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโครงสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่ให้เป็นโมเลกุลเดียว
ที่ละลายน้ าได้ เช่น กรดอะซิติก กรดไพรพิออนิก กรดบิวทีริก เป็นต้น  
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2) อะซิโตเจนิคแบคทีเรีย  
แบคทีเรียกลุ่มนี้เป็นพวกที่ย่อยสลายสารอินทรีย์ที่ได้จากการย่อยสลายของแบคทีเรียกลุ่มอะ

ซิโดเจนนิคแบคทีเรีย แล้วเปลี่ยนเป็นกรดอะซิติก สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่ม คือ 
Hydrogen producing acetogenic bacteria แบคทีเรียในกลุ่มนี้ท าหน้าที่ย่อยสลายสารอินทรีย์
ที่ได้จากการย่อยสลายสารอินทรีย์ในขั้นตอนไฮโดรไลซีส ซึ่งได้แก่ แอลกอฮอล์ และกรดอินทรีย์ ได้เป็น
กรดอะซิติก ก๊าซไฮโดรเจน และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์  ดังสมการที่ 3, 4 และ 5 (กรมโรงงาน
อุสาหกรรม, 2553) 

  23252 2HCHOHOHHC        (3) 
  223252 32 HCOCOOHCHOHCOOHHC      (4) 
  23273 222 HCOOHCHOHCOOHHC       (5) 
 Homoacetogenic bacteria แบ่งออกได้เป็น 2 กลุ่ม ได้แก่ 

1) Autotroph ได้แก่ แบคทีเรียที่ใช้สารประกอบที่มีคาร์บอน 1 อะตอม เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
และก๊าซไฮโดรเจนในการเจริญเติบโต และได้ผลสุดท้ายเป็นกรดอะซิเตต ดังสมการที่ 6 

  OHCOOHCHCOH 2322 224       (6) 
2) Heterotroph ได้แก่ แบคทีเรียที่ใช้สารประกอบที่มีคาร์บอนหลายอะตอมในการเจริญเติบโต 
ผลผลิตที่ได้มี ทั้งอะซิเตต และโพรพิออเนต ซึ่งเป็นสารตัวกลางที่ส าคัญในการผลิตก๊าซมีเทน ดังสมการ
ที่ 7 

  OHCOCOOHHCOHC 22526126 2243      (7) 
 2.2.2 แบคทีเรียกลุ่มผลิตมีเทน (Methane producing bacteria) 

แบคทีเรียที่สร้างผลิตมีเทนจะเจริญเติบโตได้ช้า และยังความไวต่อการเปลี่ยนแปลงมาก โดยแบคทีเรีย
กลุ่มท่ีผลิตมีเทนแบ่งออกได้ 2 ชนิด คือ 
1) Hydrogenotrophic methanogen ซึ่งเปลี่ยนก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไป
เป็นก๊าซมีเทน ดังสมการที่ 8 

  OHCHHCO 2422 24          (8) 
แบคทีเรียกลุ่มนี้มีบทบาทส าคัญคือจะใช้ก๊าซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นในขั้นตอนการย่อยสลายสารอินทรีย์ใน
สภาวะไม่ใช้อากาศในกระบวนการสร้างกรด โดยช่วยคงสภาวะให้มีปริมาณก๊าซไฮโดรเจนต่ าลง ซึ่งมีผล
ต่อการเกิดอะซิเตตอย่างต่อเนื่อง 
2) Acetotrophlc methanogens จะเปลี่ยนอะซิเตตไปเป็นก๊าซมีเทนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
ดังสมการที่ 9 

  243 COCHCOOHCH         (9) 
ปริมาณก๊าซมีเทนที่เกิดขึ้นประมาณ 2 ใน 3 เกิดจากการเปลี่ยนอะซิเตตไปเป็นก๊าซมีเทนโดยแบคทีเรีย
กลุ่ม Acetotrophic methanogens และที่เหลือเป็นผลของปฏิกิริยาระหว่างก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
และก๊าซไฮโดรเจนโดยแบคทีเรียกลุ่ม Hydrogenotrophic methanogens [9] 
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จากกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพดังกล่าวเราจะเห็นว่ามีหลายกระบวนการที่ให้แก๊สไฮโดรเจนออกมา 
เช่น ในกระบวนการอะซิโตเจเนซิส ด้วยแบคทีเรียกลุ่ ม Hydrogen producing acetogenic bacteria 
นอกจากนี้ยังมีแบคทีเรียกลุ่มที่เปลี่ยนสารประกอบคาร์บอน 1 อะตอม เช่น เมทานอล และมีเทน ให้เป็นแก๊สโฮ
โดรเจนได้อีกด้วย [11]  
 
3. กำรจ ำแนกชนิดของจุลินทรีย์ [12] 

ปัจจุบันการเปรียบเทียบด้วยการอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) เป็นวิธีที่นิยมน ามาใช้
จ าแนกชนิดของจุลินทรีย์ เนื่องจากให้ข้อมูลความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการในการวัดการสืบทอดทางพันธุกรรม
ร่วมกัน โดย Ribosomal RNA gene ถูกเลือกมาศึกษาความสัมพันธ์ของสิ่งมีชีวิตกันอย่างแพร่หลาย 

ไรโบโซมของโพรคาริโอตมีขนาด 70S ซึ่งประกอบด้วยหน่วยย่อย 2 หน่วย คือหน่วยขนาดใหญ่ 50S 
(Large subunit) และหน่วยขนาดเล็กขนาด 30S (Small subunit) โดยหน่วยใหญ่ประกอบด้วย 23S rRNA 
ขนาดประมาณ 2,904 นิวคลีโอไทด์ 5S rRNA ขนาดประมาณ 120 นิวคลีโอไทด์ และโปรตีน 34 ชนิด ส่วน
หน่วยเล็กประกอบด้วย 16S rRNA ขนาดประมาณ 1,541 นิวคลีโอไทด์ และโปรตีน 21 ชนิด ดังรูปที่ 2.1 [13] 

 
รูปที่ 2.1 ส่วนประกอบของไรโบโซมโพรคาริโอต [13] 

 
ส าหรับการจ าแนกชนิดของแบคทีเรียนั้น นิยมตรวจสอบที่ยีน 16S rRNA ซึ่งเป็น mRNA ที่มีเพียงชุด

เดียวในจีโนมของแบคทีเรีย พบในแบคทีเรียทุกชนิดมีขนาดประมาณ 1500 เบสหรือมากกว่า [14, 15]  
 
4. โครงสร้ำงของนิวรอน 

นิวรอนเป็นองค์ประกอบที่ส าคัญองค์ประกอบหนึ่งของข่ายงาน แสดงดังรูปที่ 2.2  โดยแบบจ าลองส่วน
ใหญ่ของนิวรอนในปัจจุบัน ประกอบด้วย โหนด (processing element , node) กับส่วน เชื่อมโยง (synaptic 
connection) ระหว่างอินพุทกับ เอาท์พุท ซึ่งเรียกว่า น้ าหนัก (weights) โดยสัญญาณ ที่ออกจากเอาท์พุทของ
นิวรอน  จะถูกแปลงค่าด้วย ฟังก์ชันกระตุ้น (activation function) ดังแสดงสัมพันธ์ต่อไปนี้ [16] 
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โดยที่ค่าฟังก์ชันกระตุ้น  นั้นนิยมใช้ฟังก์ชันซิกมอยด์ (sigmoid) มีค่าอยู่ระหว่าง 0 – 1 หรือฟังก์ชัน ไบโพลาร์ 
(bipolar) มีค่าอยู่ระหว่าง -1 ถึง 1 และฟังก์ชันเกาส์เซียน (guassian function) โดยรูปที่ 2.3 แสดงรูปร่างของ
ฟังก์ชันกระตุ้น  ส าหรับรูปที่ 4 แสดงการท างานของนิวรอน  หน้าที่ของนิวรอนแต่ละหน่วยมีดังนี้ 

1. รับสัญญาณจากนิวรอนหน่วยอื่นๆ 
2. รวมสัญญาณจากนิวรอนหน่วยอื่นเข้าด้วยกัน 
3. แปลงสัญญาณโดยใช้ฟังก์ชันกระตุ้น ดังแสดงในรูปที่ 2.4 
4. ส่งผลลัพธ์ไปยังนิวรอนหน่วยอื่นๆ 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 แบบจ าลองการท างานของนิวรอนโดย McCulloch-Pitts 
 

 
 

รูปที่ 2.3 ฟังก์ชันกระตุ้นที่ใช้เป็นฟังก์ชันการแปลง (transfer function) 
(a) ฟังก์ชันซิกมอยด์  (b) ฟังก์ชันไบโพลาร์  (c) ฟังก์ชันเกาส์เสียน 
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รูปที่ 2.4  หน้าที่และการท างานของนิวรอน 

 
สัญญาณที่เชื่อมโยงระหว่างนิวรอน คือ ค่าน้ าหนัก  ซึ่งจะถูกปรับเปลี่ยนค่า strength ตลอดเวลา  ในระหว่าง
การเรียนรู้  เพ่ือสร้างแบบจ าลองภายใน  ขึ้นมาให้ใกล้เคียงกับระบบ เมื่อค่าผลลัพธ์ที่ออกจากระบบ  มีค่า
ใกล้เคียงกับ ค่าผลลัพธ์จากข่ายงาน ถือว่าแบบจ าลองที่ได้สามารถใช้แทนแบบจ าลองของกระบวนการได้   
 
5. โครงสร้ำงข่ำยงำนนิวรัล 

โครงสร้างข่ายงานนิวรัล ดังรูปที่ 2.5 ประกอบด้วย  หน่วยย่อยๆ ที่เรียกว่า นิวรอน (neuron) โครงสร้าง
ของข่ายงานนิวรัลจะเป็นชั้น (layer) 3 ชั้น  เพื่อใช้ในการรับและส่งสัญญาณ คือ 

1. ชั้นอินพุท (input layer) : รับข้อมูลที่ใช้ในการฝึกข่ายงานนิวรัล 
2. ชั้นภายใน (hidden layer) : รวมสัญญาณจาก ชั้นรับข้อมูลไปแปลงค่า (transform) โดยใช้ฟังก์ชัน

กระตุ้น  เพื่อใช้สร้างแบบจ าลองภายในของระบบ  ชั้นภายในสามารถ มีได้มากกว่า 1 ชั้น 
3. ชั้นเอาท์พุท (output layer) : รวมสัญญาณจากชั้นภายในไปแปลงค่าเป็นผลลัพธ์ออกจากข่ายงานนิวรัล 
 

 
 

รูปที่ 2.5  โครงสร้างของข่ายงานนิวรัล 
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ข่ายงานนิวรัลตามทิศทางของการส่งถ่ายข้อมูลสามารถแบ่งออกเป็นประเภทใหญ่ๆได้ 2 ประเภทคือ 
1. ข่ายงานนิวรอลแบบป้อนไปข้างหน้า (feedforward neural network) ข่ายงานชนิดนี้ประกอบด้วย

ชั้นต่างๆของโหนดโดยชั้นแรกจะเป็นชั้นข้อมูลป้อนเข้าและชั้นสุดท้ายจะเป็นชั้นข้อมูลส่งออก ส่วนระหว่างชั้น
ข้อมูลป้อนเข้ากับข้อมูลส่งออกอาจจะมีหรือไม่มีชั้นแอบแฝงก็ได้ การเชื่อมต่อระหว่างชั้นของข่ายงานนิวรัลแบบ
ป้อนไปข้างหน้าจะมีค่าน้ าหนักเป็นตัวเชื่อมและสัญญาณของข้อมูลป้อนเข้าที่เข้ามาจะถูกส่งไปข้างหน้าจนถึงชั้น
ของข้อมูลส่งออกเท่านั้นโดยไม่มีการป้อนกลับ 

2. ข่ายงานนิวรัลแบบป้อนกลับ (Feedback neural network) จะมีโครงสร้างเหมือนข่ายงานนิวรอล
แบบป้อนไปข้างหน้า แต่จะมีส่วนที่เพ่ิมเข้ามาคือส่วนของการป้อนกลับของข้อมูล และการป้อนกลับจะมีการ
หน่วงเวลาไปจากเวลาเดิม  
 
5. ข่ำยงำนนิวรัลหลำยชั้นไม่เชิงเส้น (nonlinear multilayer neural networks) 

 เนื่องจากข่ายงานชั้นเดียวกันที่มีฟังก์ชันเชิงเส้น  มีข้อจ ากัดมากในการจ าแนกและประมาณค่าของ
ระบบ  ต่อมาจึงได้มีการพัฒนาข่ายงานเป็นแบบหลายชั้น  โดยชั้นในข่ายงานนิวรัลนั้นหมายถึง  ชั้นของน้ าหนัก 
(weight layers) ดังรูปที่ 2.6  นั้นถือว่าเป็นข่ายงานนิวรัล 3 ชั้น  เนื่องจากมีชั้นน้ าหนัก 3 ชั้น อันจะเป็น
ตัวแทนของการแปลงเชิงเส้น (linear transformations) ส่วนชั้นของนิวรอนนั้น  จะให้ค่าการแปลงแบบไม่เชิง
เส้น ดูเหมือนว่าถ้าใช้ข่ายงานนิวรัลที่มีชั้นมากกว่าน่าจะให้ผลที่จะท าให้ข่ายงานมีศักยภาพมากกว่า อย่างไรก็
ตามในทางปฏิบัติพบว่าจ านวนชั้นที่มากเกินไปมักท าให้สมรรถนะของข่ายงานลดลง  เนื่องจากต้องใช้เวลานาน
ในการเข้าสู่จุดต่ าสุด  นอกจากนี้สัญญาณความผิดพลาดอาจยุ่งเหยิง  เมื่อการกระจาย (propagation) ของการ
ปรับน้ าหนักข้ามจ านวนชั้นมากเกินไป  อาจท าให้เกิดจุดต่ าสุดในบริเวณ (local minima) เพ่ิมขึ้นได้  ดังนั้นจึง
มักนิยมใช้ ข่ายงานนิวรัล เพียง 2 ชั้น  ในการน ามาใช้เป็นตัวประมาณค่าให้กับฟังก์ชันไม่เชิงเส้น [17]  และ
ข่ายงาน 3 ชั้น  นั้นมีความสามารถเพียงพอที่จะจ าแนกขอบเขตของโพลีฮีดรัล (polyhedral) ว่าเป็นโค้งเว้า 
(convex) หรือไม่  ชั้นของน้ าหนักจะท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเชิงเส้น (linear transformations) ส่วนชั้นของ
นิวรอนจะเกิดการเปลี่ยนแปลงแบบไม่เชิงเส้น (nonlinear) ที่นิวรอน  ในทางปฏิบัติโดยทั่วไปแล้วพบว่าชั้นของ
ฮิดเดนเพียง 2 ชั้น  ก็ถือว่าเพียงพอต่อการแก้ปัญหาระบบต่างๆ ได้สมบูรณ์ทุกระบบแล้ว [18] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                 รูปที่ 2.6  ข่ายงานนิวรัลที่มีชั้นน้ าหนัก 3 ชั้น 
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ขั้นตอนในกำรสร้ำงข่ำยงำน 
ขั้นตอนของการฝึกข่ายงาน และการทดสอบข่ายงานสามารถแบ่งเป็นขั้นตอนที่ส าคัญดังนี้ 

1. เตรียมชุดข้อมูลอินพุท และ เอาท์พุท เพื่อใช้ส าหรับ ฝึกข่ายงาน และทดสอบข่ายงาน  
2. ออกแบบโครงสร้างข่ายงาน ตั้งแต่จ านวนชั้นซ่อน จ านวนนิวรอนในแต่ละชั้นซ่อน เป็นต้น 
3. ก าหนดค่าเริ่มต้นของค่าถ่วงน้ าหนัก ส่วนใหญ่ใช้ค่าถ่วงน้ าหนักแบบสุ่ม 
4. ท าการฝึกข่ายงานโดยใช้ โปรแกรมช่วยจ าลอง ใช้อัลกอริธึมแบบเวนเบอกร์ – มาร์ควอร์ และท าการ

ออพติไมซ์ฟังก์ชันค่าความผิดพลาดแบบก าลังสองเฉลี่ย (MSE) น้อยสุด  
5. น าข่ายงานที่ได้มาทดสอบ ว่าสามารถท าให้ค่าความผิดพลาดแบบก าลังสองเฉลี่ย (MSE) ตามท่ีก าหนด

ได้ หรือ ไม่ 
6. ถ้าไม่ได้ โปรแกรมจะท าการก าหนดปรับค่าถ่วงน้ าหนักใหม่ แล้วเริ่มฝึกข่ายงานอีกรอบ ท าจนกว่า การ

ทดสอบข่ายงานได้ค่าความผิดพลาดแบบก าลังสองเฉลี่ย ตามท่ีก าหนด 
7. สุดท้ายท าการทดสอบข่ายงานนิวรัลที่ท าการฝึกแล้วในแต่ละโครงสร้างข่ายงาน เพ่ือดูว่าข่ายงานใดให้ 

ค่าความผิดพลาดแบบก าลังสองเฉลี่ยน้อยสุดในชุดข้อมูลทดสอบ จึงน าข่ายงานนั้นไปใช้ท านาย หรือ
เป็นตัวแทนของระบบ (Identification of Models) 
 
ดังนั้นในการจ าลองจึงมีการออกแบบข่ายงานจ านวนมากโดยใช้การลองผิดลองถูก (Trial and Error) เพ่ือ

หาข่ายงานที่สามารถใช้เป็นแบบจ าลองที่เป็นตัวแทนของระบบที่ดีที่สุด ขั้นตอนในการหาแบบจ าลองข่ายงานนิวรัล
แสดงดังรูปที่ 2.7 
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รูปที่ 2.7 แสดงขั้นตอนในการหาแบบจ าลองข่ายงานนิวรัล 
 
กำรคัดเลือกข่ำยงำนนิวรัล 

ส าหรับการพิจารณาคัดเลือกข่ายงานที่เหมาะสมส าหรับใช้เป็นแบบจ าลอง ในงานวิจัยนี้ได้น าดัชนีมา
เปรียบเทียบเพ่ือเป็นตัวตัดสินใจว่าจะเลือกใช้ข่ายงานใด คือ ค่า Mean Square Error (MSE) ซึ่งพิจารณาจากความ
แตกต่างระหว่าง ผลจากการท านาย และ ผลจากกระบวนการจริง โดยเลือกข่ายงานที่สามารถให้ ค่า MSE ต่ าสุด 
ดังสมการที่ (11) 

 
2

1

1
( )

n

i i

i

MSE y p
n 

                                    (11) 

 
 

2.2 งำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง/กำรทบทวนวรรณกรรม 
ตะกอนเลนก้นบ่อหรือที่เรียกกันทั่วไปว่า “มูลกุ้ง” เป็นของเสียที่เกิดขึ้นจากการเลี้ยงกุ้งทะเล

ประกอบด้วย ซากแพลงก์ตอนพืช ซากแพลงก์ตอนสัตว์ สิ่งขับถ่ายจากตัวกุ้ง มูลกุ้งและตะกอนดิน ทั้งหมด
รวมกันเป็นของเสียที่อยู่ภายในบ่อเลี้ยงกุ้งซึ่งจะกองรวมกันอยู่ตรงกลางบริเวณพ้ืนบ่อ มีลักษณะเป็นโคลนเหลว
และเหนียว สีด าเข้มมีกลิ่นเหม็นเล็กน้อย ตะกอนเลนที่เกิดข้ึนจากการเลี้ยงกุ้งทะเลประมาณ 3,000-6,000 ลิตร
ต่อไร่ ต่อระยะเวลาของการเลี้ยงกุ้งทะเลประมาณ 3-4 เดือน [19] ซึ่งมูลกุ้งดังกล่าวอุดมไปด้วยสารอินทรีย์และ
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สารอนินทรีย์ซึ่งเป็นสารอาหารที่ส าคัญของการเจริญเติบโตของจุลชีพ เมื่อปล่อยลงสู่แหล่งน้ าหรือทะเลจึงมัก
ก่อให้เกิดปรากฎการ algae bloom ท าให้ออกซิเจนในน้ าทะเลลดลงส่งผลให้สิ่งมีชีวิตอ่ืนๆ ที่อยู่ในน้ าไม่
สามารถด ารงชีวิตอยู่ได้  ได้มีนักวิจัยบางกลุ่มเล็งเห็นถึงประโยชน์จากความอุดมสมบูรณ์ของแหล่งอาหาร
ส าหรับจุลชีพที่มีอยู่ในมูลกุ้งดังกล่าว น ามาใช้ในการผลิตพลังงานทดแทนในรูปของก๊าซชีวภาพพร้อมกับการ
บ าบัดตะกอนเลนดังกล่าว โดยนายประสิทธิ์และคณะ [20] ได้ท าการจ าแนกและตรวจสอบตะกอนจากบ่อเลี้ยง
กุ้งทะเล และศึกษาการบ าบัดตะกอนเลนจากบ่อเลี้ยงกุ้งดังกล่าวโดยกระบวนการย่อยสลายแบบไร้ออกซิเจน
เพ่ือการผลิตก๊าซชีวภาพโดยการไม่เติมและเติมจุลินทรย์หัวเชื้อ พบว่าสภาวะทั้งสองสามารถลด BOD และ 
COD ได้ถึง 85-95 % นอกจากนี้ผลจากการบ าบัดตะกอนเลนยังสามารถผลิตก๊าซชีวภาพสะสมทั้งหมดได้  
0.025 ลิตร/กรัม.ซีโอดีที่ถูกก าจัด ในการหมักตะกอนเลนจากการเลี้ยงกุ้งทะเลแบบไม่ใช้จุลินทรีย์  โดยมี
องค์ประกอบของ CH4 CO2 และ N2 ปริมาณเท่ากับ 44.34% 4.91 %และ 17.23% ตามล าดับ ซึ่งสามารถ
น ามาใช้เป็นพลังงานทดแทนได้อีกด้วย ซึ่งต่อมาประสิทธิ์ [21] ได้พบว่าหากมีการน าตะกอนเลนของบ่อกุ้ง
ดังกล่าวผสมกากน้ าตาลที่ 4, 8 และ 12% พบว่าสามารถผลิตแก๊สชีวภาพที่มีไฮโดรเจนเป็นองค์ประกอบ 4.5, 
46.3 และ 48.96% ซึ่งพบว่ามีแนวโน้มเพ่ิมขึ้น ในทางตรงข้ามปริมาณมีเทนกลับลดน้อยลงจาก 61.57, 7.73 
และ 4.04% ตามล าดับ จากงานวิจัยดังกล่าวจึงมีแนวโน้มที่เป็นไปได้ว่าหากมีการศึกษาสภาวะ และการ
เปลี่ยนแปลงระหว่างกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพดังกล่าวประกอบกับการท าโมเดลจะท าให้สามารถเข้าใจและ
ท านายกระบวนการดังกล่าวส าหรับการผลิตแก๊สชีวภาพในครัวเรือนหรืออุตสาหกรรมต่อไปโดยเฉพาะ
เกษตรกรเลี้ยงกุ้ง     
 
แบคทีเรียผลิตไฮโดรเจน 

มีรายงานเกี่ยวกับการผลิตไฮโดรเจนในระบบปิดโดยใช้จุลชีพที่มืดว่ากลูโคส 1 โมล จากสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรต สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 12 โมล ดังสมการที่ 12 [22, 23, 24] 

C6H10O5 + 7 H2O → 12 H2 + 6 CO2      (12) 
            

ในปี 2009 ได้มีรายงานถึงความส าเร็จในการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูงจากสารตั้งต้นพวกเซลลูโลส 
[25] นอกจากนี้นักวิจัยยังน าแนวคิดดังกล่าวมาศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาไปเป็นพลังงานส าหรับยานยนต์ในอนาคต 
[26] แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยทางด้านจ าแนกเชื้อท่ีเกี่ยวข้องในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนก็ยังมีอยู่ในวงจ ากัด
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในประเทศไทย ซึ่งมีสารตั้งต้นชีวมวลอยู่อย่างมาก 

จากงานวิจัยและแนวคิดดังกล่าวทางกลุ่มผู้วิจัยจึงเล็งเห็นถึงความเป็นไปได้ในการที่จะศึกษาและจ าแนก
ชนิดของกลุ่มแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน หรือแก๊สชีวภาพดังกล่าว เพื่อน ามาทดสอบ
เป็นเชื้อเริ่มต้นส าหรับพัฒนาการผลิตพลังงานจากชีวมวล 
 
กำรผลิตและใชก้๊ำซชีวภำพในประเทศไทย 

ประเทศไทยมีการส่งเสริมเทคโนโลยีก๊าซชีวภาพมานานกว่า 20 ปีแล้ว แต่ในระยะแรกจ ากัดอยู่ใน
ระดับครัวเรือนหรือเกษตรกรรายย่อยเท่านั้นปี พ .ศ . 2534 ได้มีการจัดตั้งหน่วยบริการก๊าซชีวภาพ สังกัด
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สถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ เพ่ือด าเนินการศึกษาวิจัยและพัฒนา
เทคโนโลยีให้สามารถประยุกต์ใช้ในฟาร์ม เลี้ยงสัตว์ได้อย่างกว้างขวางมากยิ่งขึ้น จนกระทั่งในปี พ .ศ . 2551 
หน่วยบริการก๊าซชีวภาพได้รับการจัดตั้งเป็น "สถาบันวิจัยและพัฒนาพลังงาน มหาวิทยาลัยเชียงใหม่  "และ
ต่อมา ในปี พ .ศ . 2553 สมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ สยามบรมราชกุมารีได้พระราชทานชื่อหน่วยงานใหม่ 
เป็น "สถาบันวิจัยและพัฒนาพลังงานนครพิงค์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ " ซึ่งได้ด าเนินโครงการส่งเสริมการผลิต
ก๊าซชีวภาพต่อเนื่องมาจวบจนปัจจุบัน [27]  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.erdi.or.th/index.php?r=content/view&id=83&category=18
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บทที่ 3  
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
3.1 วัตถุดิบ  

    1) ตะกอนเลนจากบ่อกุ้ง (จากฟาร์มกุ้งในภาคตะวันออก) 
         
3.2 เครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ  

มีขนาดปริมาตรการใช้งานประมาณ 5 และ 30 ลิตร ติดตั้งหัวโพรบวัดค่าความเป็นกรดเป็นด่าง วัด
อุณหภูมิภายใน ภายนอกเครื่องปฏิกรณ์ และมีระบบตรวจวัดอัตราการเกิดก๊าซชีวภาพ คือ มีเทนและไฮโดรเจน 
ดังแบบจ าลองภาพที่ 3.1 อ้างอิงจาก [7] 
 สภำวะท่ีใช้ในกำรหมัก คือ อุณหภูมิห้อง โดยท าการวัดค่าความเป็นกรด ด่าง อุณหภูมิ และปริมาณ

แก๊สมีเทนและไฮโดรเจน ทุกวัน 
 เวลำที่ใช้ในกำรหมัก คือ 1 เดือนต่อ ชุดการทดลอง 
 กำรหมักในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ การหมักจะใช้ระบบการย่อยสลัดจ์ (Sludge) แบบไร้ออกซิเจน โดย

จะใส่ตะกอนเลนผสมไปครั้งเดียวตลอดการทดลอง (Batch)  
 

 
รูปที ่3.1 ตัวอย่างแบบจ าลองถังหมัก อ้างอิงจาก [7] 

 
3.3 ศึกษำอิทธิพลของ pH เริ่มต้น และ อุณหภูมิ ต่ออัตรำกำรผลิตแก๊สชีวภำพหรือแก๊สไฮโดรเจน 

1. กำรหมักแบบไม่ใช้ออกซิเจน 
 น าตะกอนเลนบ่อกุ้งทะเลมาท าการหมักในถังหมักที่ออกแบบไว้เป็นเวลา 15-30 วัน โดยท าการ vary 
pH เริ่มต้น และ อุณหภูมิ แล้วท าการวัดติดตามค่าความเป็นกรดเป็นด่าง และวัดอุณหภูมิภายในถังปฏิกรณ์ 
และมีระบบตรวจวัดอัตราการเกิดก๊าซชีวภาพ 

2. วิเครำะห์คุณสมบัติของตะกอนเลนก่อนและหลังหมักดังนี้  
- วิเคราะห์ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง  
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- ปริมาณของแข็งทั้งหมด (Total Solids, TS) 
- ปริมาณของแข็งระเหยทั้งหมด (Total Volatile Solids, TVS) 
- ค่าความต้องการออกซิเจนวัดโดยวิธีชีวภาพ (Biological Oxygen Demand, BOD) หรือ ค่าความ

ต้องการออกซิเจนในการย่อยสลายสารอินทรีย์ (Chemical Oxygen Demand, COD)  
3. วิเครำะห์องค์ประกอบของก๊ำซชีวภำพ ภายหลังการหมักด้วยเครื่อง Gas  Chromatography 

(GC) เพ่ือหาปริมาณของก๊าซชีวภาพดังนี้ 
- ก๊าซไฮโดรเจน (H2) 
 -ก๊าซมีเทน (CH4) 
- ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 
- ก๊าซไนโตรเจน (N2) 
4. วิเครำะห์ปริมำณธำตุอำหำรของตะกอนเลน เช่น ไนโตรเจน (N), ฟอสฟอรัส (P),  โปตัสเซียม 

(K), คาร์บอน (C)  
5. วิเครำะห์ปริมำณอินทรีย์วัตถุ (Organic Matter) และกำรน ำไฟฟ้ำของเกลือในตะกอนเลนผสม

กำกน้ ำตำล 
หมำยเหตุ 4 และ 5 ยังไม่ได้ท าเนื่องจากยังหาสถานที่วิเคราะห์ยังไม่ได้ 
3.4 ศึกษำและจ ำแนกชนิดของจุลชีพที่ส ำคัญในกำระบวนกำรผลิตแก๊สชีวภำพ 

1. กำรจ ำแนกเชื้อแบคทีเรีย  
น าตะกอนตัวอย่างมาเจือจางในน้ าเกลือ 0.85% (normal saline) ส าหรับเชื้อที่ใช้ออกซิเจนและแฟค

คัลเททีฟ น ามาเลี้ยงในอาหาร Nutrient Agar ส่วนเชื้อที่ไม่ใช้ออกซิเจนเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ SPS Agar 
และ Anaerobic Agar จากนั้นท าการย้ายโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เกิดมาเลี้ยงในอาหารเหลว 
Thioglycollate Broth (TGB) จากนั้นน าเชื้อแบคทีเรียมาเลี้ยงในอาหารแข็ง Cooked Meat Medium 
(CMM) ทุกขั้นตอนการบ่มเชื้อท าในถังบ่มเพาะเชื้อชนิดไร้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิเหมาะสม  แล้วเก็บเชื้อท่ีโตไว้ที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ในสารละลายกรีเซอรอล 

2. กำรวิเครำะห์หำล ำดับดีเอ็นเอ  
2.1 กำรสกัดโครโมโซมอลดีเอ็นเอ (Chromosomal DNA) ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอส าเร็จรูป น า

สารละลายที่ได้มาตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็นเอด้วยอากะโรสเจลภายใต้กระแสไฟฟ้า (Agarose Gel 
electrophoresis) ที่มีความเข้มข้นของ Agarose ร้อยละ 1 จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสง (OD) ที่ความยาว
คลื่น 260 นาโนเมตร ด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 

2.2 กำรสังเครำะห์ยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) น าสารละลายดีเอ็นเอ
สกัดได้มาท าการเพิ่มจ านวนยีน 16S rRNA ด้วยเทคนิค PCR ด้วยเครื่องเพ่ิมจ านวนสารพันธุกรรม 
(thermocycler) ซึ่งมีสภาวะการขยายสารพันธุกรรม ดังภาพที่ 3.2 
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รูปที่ 3.2 สภาวะการท า PCR (Polymerase chain reaction) 

 
2.3 กำรท ำบริสุทธิ์ PCR product โดยใช้ QIAGEN PCR Purification Kit หรือ QIAGEN Gel 

Purification Kit และท าการวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Agarose Gel 
Electrophoresis บน agarose gel ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 

3. กำรวิเครำะห์ผลล ำดับดีเอ็นเอ 
น าดีเอ็นเอ ยีน 16S rRNA ที่บริสุทธิ์ ส่งไปวิเคราะห์หาล าดับดีเอ็นเอด้วยเทคนิค DNA sequencing 

บริษัทไบโอจีโนเมด จากนั้นน าผลล าดับดีเอ็นเอที่สนใจมาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม BLASTโดยน าผลล าดับ
ดีเอ็นเอที่ได้มาท าการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) เพ่ือ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ (nucleotide sequence) ของดีเอ็นเอเลือกใช้ blastn ซึ่งใช้ส าหรับค้นหา
ข้อมูลของนิวคลีโอไทด์ (nucleotide) จากฐานข้อมูล  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

55 °C 

35 Cycles 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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บทที ่4    
ผลกำรวิจัย 

 
4.1 กำรออกแบบเครื่องปฏิกรณ์ชีวภำพ 
 ชุดเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ประกอบไปด้วย ชุดวัดและบันทึกข้อมูล pH อุณหภูมิ และปริมาณแก๊ส 
(bubble counter) โดยข้อมูลจะถูกบันทึกด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ การควบคุมอุณหภูมิจะใช้อ่างน้ าปรับ
อุณหภูมิ (ไม่ได้ซื้อด้วยงบประมาณจากทุนวิจัย) โดยถังหมักใช้วัสดุอะคริลิก ขนาด 5 และ 30 ลิตร โดยมีชุดการ
ทดลองขนาด 1 ลิตร ซึ่งใช้ขวดรูปชมพู่ เป็นชุดทดสอบเบื้องต้น และแก๊สจะเก็บในถุงเก็บแก๊ส  ดังภาพที่ 4.1 
เพ่ือน าไปวิเคราะห์หาองค์ประกอบด้วยเครื่อง Gas Chromatography  
 

 
 

รูปที่ 4.1 ภาพแสดงชุดเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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4.2 คุณสมบัตทิำงเคมีของตะกอนเลนก่อนและหลังหมัก 
จากการวิเคราะห์คุณสมบัติทางเคมีของตะกอนเลนบ่อกุ้ง ก่อนและหลังการหมัก โดยได้ท าการวัดว่า 

วิเคราะห์ค่าความเป็นกรดเป็นด่าง, ปริมาณของแข็งท้ังหมด (Total Solids, TS), ปริมาณของแข็งระเหย 
(Volatile Solids, VS) และ ค่าความต้องการออกซิเจนในการย่อยสลายสารอินทรีย์ (Chemical Oxygen 
Demand, COD) พบว่าตะกอนเลยก่อนการหมัก (sediment) มีลักษณะทางกายภาพเป็นสีด า ตะกอนละเอียด 
มีค่าความเป็นกรดเป็นด่างอยู่ที่ 7.44 ซึ่งเหมาะกับการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ที่ผลิตมีเทน ซึ่งก็คือ จุลินทรีย์
ตระกูล methanogens และอุณหภูมิจากบ่อ คือ 33.05 ºC   

นอกจากนี้พบว่าปริมาณของแข็งท้ังหมด (TS) ของตะกอนเลนบ่อกุ้งก่อนการหมักมีค่อนข้างสูง คือ 
805,080 mg/l คิดเป็นของแข็งระเหยได้ (VS) 54,480 mg/l คิดเป็น 6.8 % ของตะกอน (sediment ดัง
ตารางที่ 4.1) ซึ่งถือว่ามีปริมาณท่ีน้อยเมื่อเทียบกับของแข็งที่ไม่ระเหย ซึ่งนั่นหมายถึงปริมาณสารอินทรีย์ที่เป็น
ของแข็งในตะกอนเลนมีอยู่น้อย ซึ่งอาจท าให้ได้ปริมาณแก๊สมีเทนออกมาน้อยตามไปด้วย โดยเมื่อหลังการหมัก
(S) ค่าท้ังสองก็ลดลง ดังตารางที่ 4.1 แสดงให้เห็นว่าสารอินทรีย์ รวมถึงสารอนินทรีย์บางส่วนถูกย่อยสลาย 
นอกจากนี้ผลการวัดปริมาณ COD พบว่า ตะกอนแห้ง 1 กรัม ก่อนหมักมีปริมาณ COD เท่ากับ 960 mg/L 
โดยหลังหมักเพ่ิมขึ้นเป็น 1,400 mg/L อาจเนื่องมาจากการเจริญของจุลินทรีย์ที่เพ่ิมข้ึนในถังหมัก เพราะเซลล์
รวมอยู่กับตะกอนเลยท าให้ COD เพ่ิมข้ึน ด้วยเหตุนี้การวัดปริมาณ COD อาจไม่เหมาะกับการติดตามผลการ
สลายสารอินทรีย์ที่อยู่ในรูปตะกอนลักษณะนี้ อาจจ าเป็นต้องวัดค่า BOD แทน 
 

ตารางที่ 4.1 แสดงปริมาณ ปริมาณของแข็งท้ังหมด (TS) และปริมาณของแข็งระเหย (VS) 

 
 
4.3 อิทธิพลของ pH เริ่มต้น และ อุณหภูมิ ต่ออัตรำกำรผลิตแก๊สชีวภำพหรือแก๊สไฮโดรเจน 

น าตะกอนเลนบ่อกุ้งทะเลมาท าการหมักในถังหมักที่ออกแบบไว้ คือ ปริมาตร 5 ลิตร เป็นเวลา 15 วัน 
โดยท าการเปลี่ยนแปลง pH เริ่มต้น และ อุณหภูมิ แล้วท าการวัดติดตามค่าความเป็นกรดเป็นด่าง และวัด
อุณหภูมิภายในถังปฏิกรณ ์และมีระบบตรวจวัดอัตราการเกิดก๊าซชีวภาพ 

ผลของ pH เริ่มต้น คือ 6, 7 และ 8 ต่อการเปลี่ยนแปลง pH ในระบบระหว่างกระบวนการหมักแบบ
ไม่ใช้ออกซิเจน ที่อุณหภูมิ 38ºC พบว่า การเปลี่ยนแปลง pH อยู่ในช่วง 5.36-6.13, 6.28-7.19 และ 7.49-8.21 
ตามล าดับ ดังภาพที่ 4.2 จะสังเกตเห็นว่า ที่ pH เริ่มต้น 7 และ 8 ณ เวลาชั่วโมงที่ 150-250 (วันที่ 6-10) pH 
ในระบบค่อยๆ เพ่ิมขึ้น ซึ่งต่างจาก pH เริ่มต้น 6 ที่แนวโน้มของ pH ค่อยๆ ลดลงอย่างต่อเนื่อง ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงของ pH ในระบบนี้จะมีผลต่อการท างานของจุลินทรีย์ในกลุ่มผลิตมีเทน โดยถ้า pH ต่ ามาก 
จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้จะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ เมื่อพิจารณาปริมาณแก๊สที่ผลิตพบว่า ที่ pH เริ่มต้น 7 สามารถ
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ผลิตแก๊สได้สูงที่สุด คือ เมื่อสินสุดการทดลอง ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญเมื่อใช้ pH เริ่มต้นเป็น 6 และ 8 
ซึ่งสามารถผลิตแก๊สได้แค่ 248 ml เท่ากันทั้งสองสภาวะ ดังภาพที่ 4.3 

 

 
รูปที่ 4.2 กราฟความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงค่า pH เทียบกับเวลา ณ pH เริ่มต้น 6, 7 และ 8 

 

 
รทูี่ 4.3 กราฟความสัมพันธ์ของปริมาณแก๊สสะสมเทียบกับเวลา ณ pH เริ่มต้น 6, 7 และ 8 

 
จากผลการปรับอุณหภูมิของการหมักที่ 38, 40 และ 42 ºC พบว่าที่อุณหภูมิ 40 ºC สามารถผลิตแก๊ส

ได้สูงที่สุดอย่างมีนัยส าคัญ คือ ปริมาณแก็สสะสมอยู่ที่ 928 ml รองลงมา คือ ที่อุณหภูมิ 42 ºC มีปริมาณแก็ส
สะสมอยู่ที่ 248 ml และท่ีอุณหภูมิ 38 ºC เกิดแก๊สปริมาณน้อยที่สุด คือ 126 ml (ดังรูปที่ 4.4)  
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เวลา (ชั่วโมง) 

รูปที่ 4.4 แสดงปริมาณแก๊สสะสมจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ ที่ 38, 40 และ 42 ºC 
 
4.4 วิเครำะห์องค์ประกอบของก๊ำซชีวภำพ 
 หลังจากการน าตะกอนเลนบ่อกุ้งไปหมักภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนเป็นระยะเวลา 15 วัน ได้ท าการ
วิเคราะห์องค์ประกอบของแก๊สแล้วเฉพาะการหมักที่อุณหภูมิ 40 ºC ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่มีปริมาณแก๊สสูงที่สุด 
พบว่า ปริมาณแก๊สที่มากที่สุด คือ แก๊สไฮโดรเจน คิดเป็นร้อยละ 89 รองลงมา คือคาร์บอนไดออกไซน์ คิดเป็น
ร้อยละ 10.9 และมีเทนร้อยละ 0.02 ซึ่งน้อยที่สุด แสดงว่าที่สภาวะดังกล่าวในตะกอนเลนอาจจะเหมาะกับการ
เจริญของจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณสูง ซึ่งนั่นก็อาจจะเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่ม hydrolytic 
bacteria ซึ่งจะท าการตรวจสอบต่อไปในหัวข้อ 4.5 นอกจากนี้ก าลังรอผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของแก๊ส
ทั้งในสภาวะเปลี่ยนแปลง pH เริ่มต้น และอุณหภูมิ อ่ืนๆ ต่อไป ซึ่งจะรายงานผลในงานวิจัยปี 2559 (ซึ่งเป็น
งานวิจัยต่อเนื่อง)  
 

ตารางที่ 4.2 องค์ประกอบของแก๊สจากการหมักตะกอนเลนบ่อกุ้งที่อุณหภูมิ 40 ºC 
 

Biogas Composition  Selectivity (mol) 

Carbon Dioxide 10.93655895 
89.04543299 
0.018008056 

Hydrogen 
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4.5 ชนิดของจุลชีพท่ีส ำคัญในกำระบวนกำรผลิตแก๊สชีวภำพจำกตะกอนเลนบ่อกุ้ง 
 จากการแยกและวิเคราะห์ชนิดของจุลชีพที่ใช้ และไม่ใช้ออกซิเจน หลังกระบวนการหมักแก๊สชีวภาพ
แบบไร้ออกซิเจนจากตะกอนเลนบ่อกุ้ง พบว่าในแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนของตัวอย่างตะกอนเลนปกติพบ
แบคทีเรีย 4 ชนิด ได้แก่ Exiguobacterium, Bacillus,Staphyloccus epidermidis, และ Staphylococcus 
aureus ดังตารางที่ 4.3 โดยน ามาจัดกลุ่มจัดกลุ่มแบคทีเรียตามกระบวนการการผลิตก๊าซชีวภาพ พบว่าเชื้อ
แบคทีเรียชนิด Exiguobacterium, Bacillus และ Staphyloccus epidermidis ท าหน้าที่ในกระบวนการ
ไฮโดรไลซีส ในการย่อยสลายสารอินทรีย์ที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ เช่นแป้ง โปรตีน และไขมัน ให้เป็นสารอินทรีย์
โมเลกุล เดี่ ยว  หรือกรดอินทรีย์ต่ างๆ [28] ส่ วนเชื้ อ  Staphylococcus aureus และ  Staphyloccus 
epidermidis ท าหน้าที่ในกระบวนอะซิโดเจนนีซีส เป็นแบคทีเรียที่เปลี่ยนกรดอินทรีย์ที่ได้จากกระบวนการ
ไฮโดรไลซิสให้เป็นกรดระเหยง่าย เช่น กรดโพรไพโอนิก กรดวาเลอริด และกรดแลกติก และยังได้สารประกอบ
อ่ืนๆ เช่น แอลกอฮอล์ คีโตน ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และก๊าซไฮโดรเจน [29] เป็นต้น แต่ไม่พบชนิดของ
แบคทีเรียที่ท างานในกระบวนการอะซิโตเจนนีซีส ที่ท าหน้าที่ เปลียนกรดอินทรีย์ให้เป็นอะซีเตต [10]  อาจ
เป็นไปได้ที่ผลิตภัณฑ์ที่ได้จากกระบวนการอะซิโดเจนีซีส เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซไนโตรเจน และ
กรดอะซิติก จะข้ามกระบวนการอะซิโตเจนนีซีสไปยังกระบวนการเมทาโนเจนนีซีสได้เลย [8] จึงท าให้มีโอกาส
เจอเชื้อในกลุ่มอะซิโตเจนนีซีสนี้ได้น้อย ซึ่งสอดคล้องกับผลการผลิตก๊าซชีวภาพจากตัวอย่างดังกล่าว จากการ
ทดลองของประสิทธิ์ และคณะ (2554) ที่พบว่ามีปริมาณของก๊าซมีเทนมากที่สุด รองลงมาคือ ก๊าซไนโตรเจน 
และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ จะเห็นว่าพบก๊าซไนโตรเจน และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์หลงเหลืออยู่แสดงว่า
แบคทีเรียในกลุ่มกระบวนการอะซิโตเจนนีซีสอาจจะมีอยู่น้อยจึงไม่ได้น าก๊าซดังกล่าวไปใช้ซึ่งยังคง เหลืออยู่ใน
ระบบ นอกจากนี้แบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนที่แยกได้พบแค่ชนิดเดียว คือ Clostridium cochlearium ซึ่งคาด
ว่าจะท างานในกระบวนการไฮโดรไลซิส และอะซิโดเจนีซีส [28, 29] ในงานวิจัยครั้งนี้ไม่พบจุลินทรีย์กลุ่มเมทา
โนเจนอาจจะเป็นเพราะแบคทีเรียกลุ่มนี้มีความไวต่อออกซิเจนมากอาจจะตายในกระบวนการ เก็บรักษาและ
การเลี้ยงบางขั้นตอน จึงอาจจ าเป็นต้องเลือกวิธีในการแยกเชื้อหรือวิเคราะห์ชนิดชองเชื้อกลุ่มนี้ด้วยเทคนิคอ่ืน 
เช่น การท า nextgen sequencing หรือ metagenomics  
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ตารางที่ 4.3 กลุ่มชนิดของแบคทีเรียในกระบวนการผลิตก๊าซชีวภาพที่พบในตะกอนเลนบ่อกุ้งหลังการผลิตแก๊ส
ชีวภาพ  

กระบวนกำรผลิตก๊ำซชีวภำพ ชนิดแบคทีเรียท่ีใช้ออกซิเจน ชนิดของแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจน 

ไฮโดรไลซิส 

Exiguobacterium 
Bacillus 
Staphylococcus epidermidis 
Staphylococcus aureus 

Clostridium cochlearium  

อะซิโดเจนนีซีส Staphylococcus aureus Clostridium cochlearium  
อะซิโตเจนนีซีส - - 
เมทาโนเจนนีซีส - - 

 unidentified unidentified 
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บทที่ 5  
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 ในกระบวนการหมักแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนบ่อกุ้งโดยใช้ชุดถังหมักชีวภาพที่สร้างขึ้น พร้อมระบบ
ตรวจติดตาม pH และอุณหภูมิ โดยศึกษา pH เริ่มต้นของการหมักที่ 6, 7 และ 8 พบว่า ณ pH เริ่มต้น 7 เป็น 
pH ที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตแก๊สชีวภาพ  และเมื่อศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการผลิตแก๊สชีวภาพ ที่ 38, 
40 และ 42 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิที่สามารถผลิตแก๊สได้มากที่สุด คือ 40 องศาเซลเซียส 
 นอกจากนีพ้บแบคทีเรียที่ใช้ออกซิเจนในตะกอนเลนบ่อกุ้งหลังกระบวนการหมักแก๊สชีวภาพ ทั้งหมด 4 
สายพันธุ์ ได้แก่ Exiguobacterium, Bacillus, Staphylococcus epidermidis และ Staphylococcus 
aureus และพบแบคทีเรียที่ไม่ใช้ออกซิเจนในตะกอนเลนปกติอยู่ทั้งหมด 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Clostridium 
cochlearium ซึ่งแบคทีเรียเหล่านี้พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับการผลิตแก๊สชีวภาพทั้งสิ้น โดยจากข้อมูลที่ได้ใน
ครั้งนี้จะน าไปสร้างแบบจ าลองของกระบวนการผลิตแก๊สชีวภาพจากตะกอนเลนจากบ่อกุ้งทะเลหลังกระบวน
แบบไม่ใช้ออกซิเจนด้วยข่ายงานนิวรัลและน าแบบจ าลองดังกล่าวไปใช้ในกระบวนการผลิตในถึงขนาด 30 ลิตร 
ต่อไป 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 - การวิเคราะห์การย่อยสลายของสารอินทรีย์ควรเปลี่ยนไปดูค่า BOD มากกว่า COD 
 - การวิเคราะห์ชนิดของจุลินทรีย์เพื่อความแม่นย าควรใช้ nextgen sequencing หรือ 
metagenomics ในงานวิจัยถัดไป 
5.3 ผลผลิต 
ผลงานตีพิมพ์ที่เกิดจากโครงการวิจัย  
ชื่อเรื่อง : Enhancing Biogas Production from Shrimp Pond Sediment with additive  
วารสารงานประชุม : International conference on chemical and Biochemical , Paris, France, July 
20-22, 2015 
Impact Factor : - 
สถานะการตีพิมพ์ : Published   
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รำยงำนกำรเงิน 
เลขที่โครงกำรระบบบริหำรงำนวิจัย 2558A10802258 สัญญำเลขที ่123/2558 

โครงกำรวิจัยประเภทงบประมำณเงินรำยได้จำกเงินอุดหนุนรัฐบำล (งบประมำณแผ่นดิน) 
ประจ ำปีงบประมำณ พ.ศ. 2558 

มหำวิทยำลัยบูรพำ 
 

ชื่อโครงการ  
ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผู้รับทุน ผศ.ดร.ญาณิศา ละอองอุทัย 
รายงานในช่วงตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2557 ถึงวันที่ 30 มีนาคม พ.ศ. 2559 
ระยะเวลาด าเนินการ 1 ปี 6 เดือน ตั้งแต่วันที่ 1 ตุลาคม พ.ศ. 2557 ถึงวันที่ 30 มีนาคม พ.ศ. 2559 

รายรับ 
จ านวนเงินที่ได้รับ 
งวดที่ 1 (50%)  488,500 บาท  เมื่อ  พฤศจิกายน พ.ศ. 2557 
งวดที่ 2 (40%)  390,800 บาท  เมื่อ  กรกฎาคม   พ.ศ. 2558 
งวดที่ 3 (10%)    97,700 บาท  เมื่อ  เมษายน     พ.ศ. 2559 
  รวม      977,000 บาท 
 

รายจ่าย 
รำยกำร งบประมำณที่ตั้งไว้ งบประมำณที่ใช้จริง จ ำนวนเงินคงเหลือ/เกิน 

1. ค่าตอบแทน 15,000 15,000 - 
2. ค่าจ้าง 144,000 144,000 0 
3. ค่าวัสดุ 566,000 566,085 0 
4. ค่าใช้สอย 150,000 150,120 0 
5. ค่าครุภัณฑ์ - - - 
6. ค่าใช้จ่ายอื่น ๆ (โปรด
ระบุเป็นข้อย่อย)  
- ค่าสาธารณูปโภค 
- ค่าธรรมเนียมอุดหนุน
สถาบัน 

 
 

4,300 
97,700 

 
 

4,335 
97,700 

 
 
0 
0 

รวม 977,000 977,240 0 
 
                                                              

(………………………………………………………………….) 
                                                                        ผศ.ดร.ญาณิศา ละอองอุทัย 

 

http://www.nrms.go.th/ViewProjectDetail.aspx?ProjectID=176100
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1. Introduction – Shrimp farming is the leading branch of aquaculture in Thailand. Consequently, waste from 

shrimp ponds causes serious pollution in coastal areas due to its high concentration of organic compounds [1]. 

Much research has been done on improving the biodegradation of organic pollutants, and there are many 

examples in the scientific literature for digester of organic waste that also enhance biogas production yield [2, 3, 

4]. Of these, anaerobic digesters are the most promising systems [5 6, 7]. In our previous work, anaerobic 

digesters were successfully applied to improve the quality of shrimp waste as well as biogas production [8]. Four 

processes constitute biogas production: hydrolysis, acidogenesis, acetogenesis, and methanogenesis. Each process 

has its own characteristic microorganisms, metabolic pathways, and products [9]. Many microbial species 

participating in these processes have been previously identified from difference sources of organic waste [2, 4, 9, 

10] but have never been reported from shrimp pond sediment. In this research, we focused on increasing the 

quantity and quality of biogas by mixing different additives (molasses and swine feces) to boost the 

microorganism community in the raw waste. Additionally, the main microorganisms involved in biogas 

production were also identified.         
 
2. Experimental  
Anaerobic digestion of shrimp pond sediment – The experimental designs for anaerobic fermentation and data 

collection of shrimp pond sediment were set in the batch process for 30 days. The seven reactors contained the 

total volume of 15 liter of sediment mixed with 4, 8 and 12% molasses (named SM4%, SM8% and SM12%) and 

5, 10 and 20% pig dung (named SP5%, SP10% and SP20%) compared with sediment itself (S) which had been 

published in 2010 [8]. For data collection, computer was used to create a program LabVIEW for the 

measurement and collected data of temperature, pH and biogas flow rate. The experimental data were occurred in 

analog signal and convert to digital signal via conversion unit with model NI- USB6008 [8]. 
Parameter and Gas content analysis –Shrimp pond sediment was analyzed for pH and temperature daily for 30 

days of the fermentation. Biogas flow rate was also measured and accumulated gas content including CH4, CO2, 

N2, H2 and H2S were analyzed using gas chromatography (GC). 
Collection of sample – Bacterial strains were isolated from three types of fermentation samples of shrimp pond 

sediment which was collected from Ban Changlang, Sikoa, Trung province, Thailand after anaerobic digestion 

process including normal sediment (S), sediment mixing molasses of 8% (SM8%) and sediment mixing pig dung 

of 20% (SP20%). The fermented samples were collected in sterile containers and stored at 4 ºC until screening 

process begin. 
Isolation of bacteria – Both aerobic and anaerobic bacteria (including facultative bacteria) were isolated and 

plated on selective mediums following standard methods for aerobic bacteria and method of Sengupta et al. 

(2011) [8] for anaerobic bacterial isolation. Briefly, 1 g of fermented sediments were eluted with 9 ml of 0.85 % 

(w/v) normal saline. For aerobic bacteria isolation, 0.1 ml of samples were plate on nutrient agar (NA) and 

incubated at 37 ºC O/N. For anaerobic bacteria isolation, 0.1 ml of the samples were pour-plated on the SPS agar 

(Difco, France) and anaerobic agar (AA) (Difco, France). The inoculation was carried out in anaerobic jar 

(Biomerieux, France) with anaerogen (Oxoid Ltd., England) and aerotest anaerobic indicator (Oxoid Ltd., 

England) operating at 37 ºC for 48 hrs. Colonies from SPS and anaerobic agar agar plates were anaerobically 

transferred to 3 ml of thioglycollate broth (TGB) (Oxoid Ltd., England) and inoculated at 37 ºC for further 

growth. The cultures were maintained and stored at 4 ºC in cooked meat medium (CMM) (Difco, France) for 

further experiments. 



 

 

Chromosomal DNA Isolation and 16S rRNA gene amplification –Chromosomal DNA was extracted using 

GF-1 Bacterial DNA Extraction (Vivantis, Malaysia) according to manufacturer procedure.  16s rRNA gene was 

amplified using the two primers 357 (5´-CTCCTACGGGAGGCAGCAG-3´) and U1492 (5´-

GGTTACCTTGTTACGACTT-3´) for aerobic bacterial gene amplification [11]. Other two primers 16S1 (5´-

GAGTTTGATCCTGGCTCA-3´) and 16S2 (5´-CGGCTACCTTGTTACGACTT-3´) for anaerobic bacterial gene 

synthesis [12]. PCR reactions were conducted for 35 cycles with denature at 94 ºC for 30 sec, annealing at 55 ºC 

for 30 sec, and extension at 72 ºC for 60 sec in a reaction buffer according to i-TagTM Polymerase (iNtRON, 

South Korea) protocol provided by company.  
16S rRNA sequencing and analysis –PCR product, approximately 1.1 - 1.5 Kb, was purified using PCR 

Purification (QIAGEN, USA) and sequencing. The searches for nucleotide sequence similarities were conducted 

with BLAST algorithm at the National Center for Biotechnology Information (NCBI).  
 
3. Result and Discussion 
Gas production of Shrimp Sediment digesters –The fermentation of shrimp pond sediment itself for biogas 

production was done by Srisertpol et al. in 2010 [8]. In this research, we aim to improve the biogas production by 

mixing shrimp sediment with other organic sources consisting of molasses and pig dung which are known to have 

a rich microbial community of biogas producing bacteria and archaea [13, 14]. In our previous work [8] the 

biogas production of shrimp sediment (S) batch yielded 12.84 L with 44% v/v of CH4. Comparing that result with 

our current work, the data showed that all mixed sediments could improve the biogas production (Table 1). The 

highest CH4 production was achieved by the batch of shrimp sediment mixed with 20% pig dung (SP20%) and 

the highest H2 production by the batch of shrimp sediment mixed with 8% molasses (SM8%). Interestingly, 

increasing molasses in the shrimp digesters caused the methane production to drop, while the hydrogen 

production increased. Conversely, swine feces had the opposite effect.  
 

Many researchers have discussed that pH and temperature significantly affect biogas production [15, 16, 17]. 

Here, we operated the digester at mesophilic temperature (25-31 ºC) while the pH profiles were observed during 

the fermentation process. There are reports of pH level effecting the biogas production. Specifically, the cause of 

low pH level is the high concentration of volatile fatty acids which are produced during the fermentation process 

from the carbohydrate substrate [18, 19]. Volatile fatty acids also inhibit the methanogen growth causing low 

methane production [20, 21]. Here, we observed the pH profiles during fermentation process for better 

understanding the influence of additives. The results revealed that pH of SM digesters (SM4%, SM8% and 

SM12%) showed the lowest pH both before and after the digestion process (6.5 to 4.7) and pH decreased rapidly 

while adding more molasses  (Fig.1). On the other hand, SP digesters (SP5%, SP10%, and SP20%), gave the 

stable pH at 7 from the beginning until the end of the fermentation while the S digester showed the decrease of 

pH from 7.8 to around 6. Many papers report that the optimal pH for methane production is between 6.5 and 7.5 

[22, 23, 24, 25], and between 5.0 and 6.0 for hydrogen production [26, 27, 28]. It suggests that molasses caused 

pH of the digesters to drop and the hydrogen yield to increase, while pig dung stabilized the pH at neutral level 

and encouraged the methane production.        
 

Table I Biogas production of shrimp sediment mixed with additives and their gas composition   
Biogas Composition 

(%v/v) 
S [8] 
 

SM 4% (w/w) SM 8% (w/w) SM12% (w/w) SP 5% (w/w) SP10% (w/w) SP20% (w/w) 

Methane (CH4) 44.34 61.57 7.73 4.06 81.57 81.59 68.89 
Carbon dioxide (CO2) 4.91 6.72 41.74 41.15 27.68 24.73 42.62 
Nitrogen (N2) 17.23 41.74 41.15 2.6 0.95 1.35 0.92 
Hydrogen (H2) N/A 4.5 46.34 48.96 N/A N/A N/A 
Hydrogen Sulfide (H2S) N/A N/A 7.38 N/A 0.4 1.48 0.14 
  Total Gas amount (L) 12.8

4 
48.94 183.12 125.55 14.03 65.42 82.92 

  Total Methane (CH4) 

(L) 
5.65 30.34 14.1 5.02 11.51 53.64 57.22 

  Total Hydrogen (H2) 

(L) 
N/A 2.20 84.23 61.52 N/A N/A N/A 

 

Bacteria Identification of Shrimp Sediment digesters –Here, we investigated the major microorganisms 

especially bacteria involved in the biogas production. The S, SM8 and SP20 samples were collected after the 

digestion process. The microorganisms of all three samples were screened for aerobic, facultative and anaerobic 

species. We found that the common species of all three were Bacillus sp. and Clostridium cochlearium (Table 2) 



 

 

which were likely to have come from the shrimp pond sediment. There are not many reports of microorganisms 

in shrimp pond sediment in the last two decades. Burford et al. [29] reported total bacterial counts in shrimp pond 

sediment in Australia showing 8 x109 - 15x109 cfu/g without bacterial identification. The dominant bacterial 

species, Bacillus sp., in shrimp pond has been reported previously [30, 31], which is the same result as ours. 

These microorganism have been reported to play a role in mineralizing nutrients and bioremediation to reduce 

waste products in the shrimp pond. Bacillus sp. and Clostridium sp. have been identified as being involved in 

biogas production especially in hydrolysis and acidogenesis [32, 33, 34].   
 
There were also particular species that were isolated in only one of the samples.  Exiguobacterium sp. was found 

in S sample. It has been reported in shrimp ponds in many papers [35, 36, 37]. This species has been confirmed 

as an amylase and protease producing bacterium [38, 39] which are important enzymes in hydrolytic process of 

biogas production.  
 
In SM8 sample, Bacillus methylotrophicus and  
Anaerosalibacter bizertensis were isolated.  
Anaerosalibacter bizertensis has been found in  
methanogenic communities in systems for  
anaerobic treatment of organic waste and  
characterized as an anaerobic, halotolerant and  
thermotolerant strain [40, 41]. This microbe is 
able to grow in high salt environment, e.g. in shrimp  
pond sediment, at salinity levels between 10-30 ppt  
[42] to acquire biogas production. While  
Bacillus methylotrophicus is a Gram-positive  
bacterium as a facultative Methylotroph [43]. 
It is classified as an obligate methane user [44, 45].  
This microbe may have caused the methane drop                                Image 1 pH profile during fermentation proceeds     
and the higher hydrogen yield in SM sample.                           of shrimp sediment and their mixtures 
                                                                                                                             
Lactic acid bacteria (Enterococcus durans, Lactobacillus sp.) and Clostridium sporogenes were screened in the 

SP20 sample. These lactic acid bacteria especially Enterococcus durans and Lactobacillus sp. have been reported 

to reduce the hydrogen production and increase the biogas production in term of methane [46, 47]. Clostridium 

sporogenes isolated from mixed shrimp sediment with pig manure in this study, has also been reported to be 

found in animal rumen, including pig rumen, and manure [48, 49]. As a Clostridium sp., this microbe may also be 

involved in biogas production as mentioned earlier.        
 
However, this research is the first report of Clostridium cochlearium in shrimp pond which may lead to any 

application in shrimp farming or biogas production from shrimp farming waste. By modifying the microbial 

ecosystem as this study suggests, it will be possible to enhance biogas production from shrimp pond sediment to 

reduce the organic waste while producing renewable energy. To combine this knowledge, we hope to introduce 

the sustainable management of shrimp farming in Thailand in the near future.  
 
Table II 

Digester Bacteria Species 
S Exiguobacterium sp., Bacillus sp., Staphylococcus epidermidis, Clostridium cochlearium 

SM12 Bacillus methylotrophicus, Enterococcus sp., Clostridium cochlearium, Anaerosalibacter bizertensis 
SP5 Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus vallismortis, Bacillus licheniformis, Enterococcus faecium, Enterococcus 

faecalis, Enterococcus durans, Lactobacillus helveticus, Clostridium cochlearium, Clostridium sporogenes 

 

4. Conclusions –Sediment waste from shrimp farming can be used efficiently as the raw material for biogas 

production according to our result. With small amounts of additives the gas output can be substantially increased. 

Further work can be done to identify the microbial species during the fermentation itself. A study of the dynamics 

of the microbial communities is underway.   
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