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บทคัดย่อ 

 สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ได้ถูกศึกษามาก่อนว่ามีความสามารถในการผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนที่สูง อย่างไรก็ตาม การผลิตก๊าซยังสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพได้โดยอาศัยเทคนิคการตรึงเซลล์ 
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาการเลือกวัสดุตรึงเซลล์สาหร่าย เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนที่สูงขึ้น วัสดุตรึงที่เลือกมี 4 ชนิด 
ได้แก่ อัลจิเนต อะการ์ ไคโตซาน และเจลาติน โดยน าวัสดุตรึงมาขึ้นรูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม 
จากการท าการทดลองพบว่า วัสดุตรึงอัลจิเนตสามารถข้ึนรูปได้ทั้งสามแบบ ในขณะที่วัสดุตรึงอะการ์สามารถขึ้น
รูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์มได้ ส่วนวัสดุตรึงไคโตซานสามารถข้ึนรูปได้เฉพาะทรงกลม อย่างไรก็ตาม วัสดุตรึงเจ
ลาตินไม่สามารถขึ้นรูปได้เลย ผลการผลิตไฮโดรเจนพบว่า วัสดุตรึงอัลจิเนตขึ้นรูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม และ
แผ่นฟิล์ม จะผลิตไฮโดรเจนได้ 1.96, 0.86 และ 1.02 µmol H2/mg DW/hr ตามล าดับ ส่วนวัสดุตรึงอะการ์ขึ้น
รูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม จะผลิตไฮโดรเจนได้ 1.21 และ 1.27 µmol H2/mg DW/hr ตามล าดับ ส าหรับ
วัสดุตรึง ไคโตซานนั้นไม่พบการผลิตไฮโดรเจน จากนั้นได้ทดสอบการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องเป็นเวลา 4, 8, 
12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง พบว่า เซลล์จะผลิตไฮโดรเจนได้อย่างต่อเนื่องภายใน 36 ชั่วโมง และยังพบว่าการ
ตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตรูปทรงกลมจะเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าระบบเซลล์อิสระ เป็น 2 
เท่า การศึกษาครัง้นี้ได้เปิดโอกาสที่จะเพ่ิมผลผลิตก๊าซไฮโดรเจนในระดับสเกลที่ใหญ่ข้ึนต่อไป 
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ABSTRACT 

 The green alga Tetraspora sp. CU2551 was previously identified as the hydrogen-
producing organism. However, the immobilization technique could be applied to enhance the 
capability in gas production. This study aims to select the immobilization materials that suitable 
for Tetraspora sp. immobilization. The four materials chosen were alginate, agar, chitosan and 
gelatin modeling in 3 shapes: sphere, block and thin film. The results showed that alginate could 
be molded into those types whereas agar could be molded into block and thin film. While 
chitosan could be molded into only sphere, gelatin could not be successfully molded. The 
production results revealed that alginate in sphere, block and thin film showed the production 
rate of 1.96, 0.86 and 1.02 µmol H2/mg DW/hr, respectively. For the agar matrix, the block and 
thin film showed the rate of 1.21 and 1.27 µmol H2/mg DW/hr, respectively, whereas chitosan 
showed no production. The time-course analysis over the period of 4, 8, 12, 24, 36 and 48 hr 
showed the continuous production over 36 hr. Moreover, the alginate bead showed above 2 
times increased in hydrogen production rate when compared to that in free-cell system. This 
study enables the opportunities for the up-scale production. 
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บทท่ี 1  

บทน า  

 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  
 พลังงานเป็นปัจจัยพ้ืนฐานที่ใช้ในการด ารงชีวิตของมนุษย์ ในปัจจุบันมีจ านวนประชากรเพ่ิม
มากขึ้นส่งผลให้พลังงานลดน้อยลง พลังงานสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ พลังงานสิ้นเปลือง
และพลังงานทดแทน ซึ่งในอนาคตพลังงานสิ้นเปลืองอาจจะมีไม่เพียงพอต่อความต้องการของมนุษย์ 
เนื่องจากพลังงานเหล่านี้มีอยู่อย่างจ ากัด จึงมีการหันมาใช้พลังงานทดแทน ได้แก่ พลังงานธรรมชาติ 
(แสงอาทิตย์ ลม) พลังงานชีวมวล และพลังงานไฮโดรเจน   

 ไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) ถือได้ว่าเป็นพลังงานสะอาดสามารถน ามาใช้เป็นพลังงาน
ทดแทนได้ เมื่อใช้กับเซลล์เชื้อเพลิง (Fuel cell) จะไม่ปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ออกมาสู่
บรรยากาศ จึงไม่ก่อให้เกิดปรากฏการณ์เรือนกระจก (Greenhouse effect) ซึ่งเป็นสาเหตุส าคัญของ
สภาวะโลกร้อน  

 ในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนสามารถผลิตได้จากกระบวนการทางชีวภาพโดยใช้สิ่งมีชีวิต ได้แก่ 
แบคทีเรีย (Bacteria) และสาหร่ายสีเขียว (Green algae) ซึ่งสาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้
อย่างรวดเร็วและมีความว่องไวต่อการสังเคราะห์แสง เมื่อแสงไปกระตุ้นโมเลกุลของน้ าท าให้แตกตัว
ออกเป็นไฮโดรเจนไอออน (H+) ก๊าซออกซิเจน (O2) และอิเล็กตรอน (Electron, e-) จากนั้นเอนไซม์
ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) จะรวมไฮโดรเจนไอออนและอิเล็กตรอนได้เป็นก๊าซไฮโดรเจน (H2) ซึ่ง
ถือว่าเป็นการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรงต่างจากแบคทีเรีย จากการศึกษาค้นคว้าพบว่า สาหร่าย    
สีเขียวที่พบในประเทศไทยที่ชื่อว่า Tetraspora sp. CU2551 เป็นสายพันธุ์ที่น่าสนใจต่อการน ามา             
ศึกษาการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากมีล าดับดี เ อ็นเอของยีนส์ที่มีความใกล้ เคียงกับสาหร่าย 
Chlamydomonas reinhardtii (Maneeruttanarungroj, 2010) อย่างไรก็ตาม การผลิตไฮโดรเจน
ด้วยระบบเซลล์อิสระนั้นอาจจะมีก๊าซออกซิเจนออกมาจากการแตกตัวของน้ าเป็นจ านวนมาก ซึ่งจะ
ท าให้เกิดการยับยั้งกระบวนการผลิตไฮโดรเจน จึงท าการศึกษาเทคนิคที่เหมาะสมโดยวิธีการตรึงเซลล์
สาหร่ายสีเขียว ซึ่งเป็นการท าให้เซลล์อยู่กับที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้จะช่วยให้แสงสามารถส่องผ่าน
เซลล์ได้อย่างทั่วถึงและเป็นการป้องกันไม่ให้ก๊าซออกซิเจน (O2) เข้าถึงภายในเซลล์ ซึ่งก๊าซออกซิเจน
จะไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ท าให้กระบวนการผลิตไฮโดรเจนท างานได้ช้าลง 
(Kosourov and Seibert, 2008) ดังนั้นการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวจึงสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ผลิตไฮโดรเจนให้มีปริมาณเพ่ิมมากข้ึน 
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 โครงการวิจัยนี้จึงมีความสนใจในการศึกษาการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. 
CU2551 เพ่ือเป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนจากวัสดุตรึง 4 ชนิด ได้แก่ อัลจิเนต      อะ
การ์ ไคโตซาน และเจลาติน โดยท าการขึ้นรูปทรงของวัสดุตรึงแต่ละชนิด ดังนี้ รูปทรงกลม รูปทรง
สี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม อีกท้ังยังมีการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องโดยวิธีการตรึงเซลล์เทียบ
กับระบบเซลล์อิสระ 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  

1. เพ่ือเปรียบเทียบชนิดของวัสดุตรึงที่มีผลต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. CU2551 

2. เพ่ือเปรียบเทียบรูปทรงของการตรึงที่มีผลต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. CU2551 

3. เพ่ือเปรียบเทียบผลผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากระบบเซลล์ตรึงและจากระบบเซลล์อิสระ 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย  

1. เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 เพ่ือท าการวัดก๊าซไฮโดรเจน  

2. ขึ้นรูปทรงของวัสดุตรึงแต่ละชนิด ดังนี้ รูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม 

3. ท าการตรึงสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 ในวัสดุตรึงทั้ง 4 ชนิด ได้แก ่
อัลจิเนต อะการ ์ไคโตซาน และเจลาติน 

4.  วัดไฮโดรเจนที่ผลิตได้จากการตรึงเซลล์ในรูปแบบต่างๆ  

5. ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องโดยวิธีการตรึงเซลล์เทียบกับระบบเซลล์อิสระ 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ 
Tetraspora sp. CU2551  

2. องค์ความรู้พื้นฐานเพ่ือการต่อยอดในการเพิ่มผลผลิตไฮโดรเจน
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
  
 พลังงานไฮโดรเจน 

 ไฮโดรเจนเป็นธาตุที่ เบาที่สุดและเป็นองค์ประกอบของน้ า (H2O) ที่มีมากที่สุดบนโลก 
นอกจากนี้ยังเป็นธาตุที่รวมอยู่ในโมเลกุลของสารประกอบอื่นๆ เช่น สารประกอบจ าพวกไฮโดรคาร์บอน 
(HC) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของปิโตรเลียมที่มีความส าคัญส าหรับการพัฒนาทางเศรษฐกิจของประเทศ 
คุณสมบัติทั่วไปของไฮโดรเจน คือไม่มีสี ไม่มีกลิ่น ติดไฟง่าย มีความสะอาดสูง ไม่เป็นพิษและเป็นมิตร
กับสิ่งแวดล้อม ประโยชน์ของการน าก๊าซไฮโดรเจนมาใช้งานคือใช้เป็นเชื้ อเพลิงในการเผาไหม้และให้
ความร้อนออกมา หรือใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงโดยปฏิกิริยาทางเคมีแล้วเกิดกระแสไฟฟ้าซึ่งสามารถน าไปใช้
ได้ทั้งในการขับเคลื่อนรถ ผลิตกระแสไฟฟ้า อุปกรณ์อิเล็คทรอนิคส์ขนาดเล็กและอ่ืนๆ 

 ปัจจุบันการผลิตไฮโดรเจนเมื่อพิจารณาจากวัตถุดิบเป็นหลักแบ่งออกเป็น 3 แหล่งหลัก คือ 
จากเชื้อเพลิงฟอสซิล เช่น แก็สธรรมชาติ ถ่านหิน น้ ามันปิโตรเลียม จากแหล่งพลังงานหมุนเวียน เช่น 
ชีวมวล และน้ า ฯลฯ และจากพลังงานนิวเคลียร์ (รูปที่ 2.1) 

 

 

รูปที ่2.1 แหล่งพลังงานไฮโดรเจน 

(ที่มา : กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน กระทรวงพลังงาน ) 
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http://www2.dede.go.th/kmmf/download/%E0%B8%99%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1/%E0%B8%AA%E0%B8%A7%E0%B8%84/%E0%B8%84%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%B7%E0%B8%AD%E0%B8%9E%E0%B8%A5%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%87%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B9%84%E0%B8%AE%E0%B9%82%E0%B8%94%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%88%E0%B8%99.pdf
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2.1 การผลิตไฮโดรเจน  

     2.1.1 การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ (Biohydrogen Production)  
การผลิตแก๊สไฮโดรเจนที่มีความบริสุทธิ์สูงด้วยกระบวนการทางชีวภาพผ่านสิ่งมีชีวิตจ าพวกจุลินทรีย์
(microorganism) สารตั้งต้นหลักของกระบวนการ ได้แก่ น ้า ของเสียอินทรีย์ (Organic Waste) หรือ
ชีวมวล จุลินทรีย์ที่มีการใช้งานในกระบวนการ ได้แก่ สาหร่าย (Algae) แบคทีเรีย (Bacteria)  หรืออาร์
เคีย (Archaea) โดยอาจต้องใช้เอนไซม์ (Enzyme) หรือสารประกอบจ าพวกโปรตีนช่วยเร่งปฏิกิริยา
จ าแนกการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได้ 2 แบบ  ได้แก่ การจ าแนกตามการใช้แสงภายในกระบวนการ คือ 
กลุ่มที่ใช้และไม่ใช้แสงภายในกระบวนการและการจ าแนกตามลักษณะของกระบวนการ การผลิต
ไฮโดรเจนทางตรงและทางอ้อม ปัจจุบันยังไม่มีเทคโนโลยีหลักที่ใช้ผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเชิงพาณิชย์
เนื่องจากข้อจ ากดัด้านความรู้ความเข้าใจ และประสิทธิภาพของกระบวนการต ่า (รูปที่ 2.2) 
 

 
รูปที่ 2.2 การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ  

(ที่มา :  http://incolors.club/collectionpdwn-photosystem-1.htm) 

 
     2.1.2 การสังเคราะห์ด้วยแสง (Photosynthesis) 

กระบวนการทางชีวเคมีที่สิ่งมีชีวิตสีเขียวเปลี่ยนรูปพลังงานแสงไปเป็นพลังงานเคมี โดยแสงถูกดูดจับไว้ 
และท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาระหว่างน ้า และคาร์บอนไดออกไซด์ ได้คาร์โบไฮเดรต การสังเคราะห์ ด้วยแสง
เพ่ือผลิตไฮโดรเจนจ าแนกได้เป็น 2 วิธีการ ได้แก่ การแยกสลายด้วยแสงทางตรง                    และ
การแยกสลายด้วยแสงทางอ้อม (รูปที่ 2.3) การแยกสลายด้วยแสงทางตรงพบมากในสาหร่าย             

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สี เขียว (Green Algae) ที่แสงกระตุ้นโมเลกุลของน ้ าให้แยกออกเป็นไฮโดรเจนไอออน  (H+)                    
แก๊สออกซิเจน (O2) และอิเล็กตรอน (Electron, e-) จากนั้น เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase)  จะ
รวมไฮโดรเจนไอออนและอิเล็กตรอนได้แก๊สไฮโดรเจน ส่วนการแยกสลายด้วยแสงทางอ้อมพบมากใน
สาหร่ายสีเขียวแกมน ้าเงิน (Blue Green Algae) หรือไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) ที่ ใช้
ปฏิกิริยาสังเคราะห์ด้วยแสงร่วมกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือผลิตคาร์โบไฮเดรตซึ่งจะถูกน าไป
ผลิตแก๊สไฮโดรเจนต่อไป ข้อจ ากัดหลักของการผลิตไฮโดรเจนผ่านการสังเคราะห์ด้วยแสงในการใช้งาน
เชิงอุตสาหกรรมคือค่าใช้จ่ายในการผลิตสูง 

 

 

รูปที่ 2.3 การผลิตไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรงและทางอ้อม 

(ที่มา: Hallenbeck and Benemann, 2002) 

 

2.2 สาหร่าย (Algae) 

 สาหร่ายเป็นกลุ่มของสิ่ งมีชีวิตที่มีคลอโรฟิลล์เอ (Chlorophyll A) ไว้ส าหรับใช้ในการ
สังเคราะห์แสง มีหลากหลายทางด้านสัณฐานวิทยา (Morphology) สูง ประกอบด้วยเซลล์เพียงเซลล์
เดยีวหรือหลายเซลล์ มีขนาดตั้งแต่เล็กมากจนมองไม่เห็นด้วยตาเปล่าไปจนถึงมีขนาดใหญ่ ไม่มีราก และ
ใบที่แท้จริง ส่วนใหญ่มีลักษณะคล้ายพืช (อาภารัตน์, 2553) 

 
สาหร่ายเป็นพืชชั้นต ่าที่มีคลอโรฟิลล์แต่ไม่มีส่วนที่เป็นราก ล าต้น และใบที่แท้จริง มีตั้งแต่ขนาดเล็กมาก 
ประกอบด้วยเซลล์เพียงเซลล์เดียวซึ่งมองไม่เห็นด้วยตาเปล่า ต้องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ ไปจนถึงขนาด
ใหญ่ประกอบด้วยเซลล์จ านวนมาก อาจเป็นเส้นสาย (filament) หรือมีลักษณะคล้ายพืชชั้นสูงโดยมี
ส่วนที่คล้ายราก ล าต้น และใบ รวมเรียกว่า ทัลลัส ( thallus) อย่างไรก็ตาม สาหร่ายก็สามารถ
เจริญเติบโตได้ในลักษณะเดียวกับพืช เนื่องจากมีเม็ดคลอโรฟิลล์ซึ่งท าให้สามารถสังเคราะห์แสงได้ และ
จะเจริญเติบโตได้ดีในสถานที่ที่มีแสงแดดจัด ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ในน ้าสูง แร่ธาตุอาหารพอเพียง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสูงมากเมื่อเทียบกับพืชทั่วไป ด้วยเหตุนี้จึงท าให้สาหร่าย
เจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว  
(ที่มา: ส่วนวิจัยเกษตรกรรม ฝ่ายวิชาการ กสิกรไทย) 
 

 2.2.1   สาหร่ายสีเขียว (green algae) ปริมาณสาหร่ายสีเขียวมีมากพอๆ กับสาหร่ายสีน ้าเงิน
แกมเขียว เจริญเติบโตได้ดีทั้งในน ้าจืดและน ้าเค็ม แต่จะไม่มีความต้านทานต่อสภาพแวดล้อมที่ผิดปกติ
ได้เช่นสาหร่ายสีน ้าเงินแกมเขียว รูปร่างและขนาดของสีเขียวต่างกันตามชนิด บางชนิดที่ขึ้นในน ้าทะเล
และมีสารพวกหินปูนมาเกาะ ท าให้มีลักษณะเป็นแผ่นแข็งสีขาว บางชนิดมีลักษณะเป็นเส้นเกาะลอย
เป็นแพตามบ่อหรือตามชายฝั่งที่มีน ้าใส ซึ่งชนิดนี้ชาวบ้านแถบภาคตะวันออกเฉียงเหนือเรียกว่าเทา 
สามารถน ามาประกอบอาหารบริโภคได้ สาหร่ายสีเขียวน ้าจืดที่รู้จักกันดีอีกอย่างหนึ่ง คือ สาหร่ายไฟ 
พบมากตามท้องนาที่มีน้ าขัง อย่างไรก็ตามในต่างประเทศสาหร่ายสีเขียวที่ได้รับความสนใจอย่าง 
กว้างขวางมีอยู่ 2 สายพันธุ์ คือ 
 1. Chlorella ได้แก่ C. pyrenoidosa, C. ellipsoidea และ C. sorok-niana ซึ่งประเทศที่
ก าลังท าการค้นคว้าวิจัยถึงประโยชน์ คือ สหรัฐอเมริกา และญี่ปุ่น (รูปที่ 2.4) 
 2. Scenedesmus ได้แก่ S. acutus ก าลังอยู่ในระหว่างการค้นคว้าทดลองในประเทศเยอรมัน
ตะวันตก อินเดีย เปรู และไทย และ S. obliqus ก็ก าลังอยู่ในระหว่างความสนใจค้นคว้าทดลองของ
นักวิทยาศาสตร์ไนประเทศเชโกสโลวะเกีย  
 (ที่มา: ส่วนวิจัยเกษตรกรรม ฝ่ายวิชาการ กสิกรไทย) 
 

 
รูปที่ 2.4 สาหร่ายสีเขียว Chlorella 

(ที่มา: http://www.thaigoodview.com/node/85974) 

  
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.5 สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus 
(ที่มา : http://protist.i.hosei.ac.jp/PDB/Images/Protista/ChlorophytaE.html) 

 

2.3 เทคโนโลยีและกระบวนการตรึง 

2.3.1   ประวัติของเซลล์จุลินทรีย์ที่ถูกตรึง 

 การใช้จุลินทรีย์ที่ถูกตรึ ง เริ่ มมีมาตั้ งแต่ปี  ค .ศ.1823 Schuetzenbach ได้ท าการผลิต
น้ าส้มสายชูแบบเร็วโดยใช้ฟิล์มจุลินทรีย์ที่ติดบนเศษไม้ หลังจากนั้นมาไม่มีผู้สนใจจนกระทั้งเริ่มมีการ
พัฒนาเกี่ยวกับการใช้เอนไซม์เพ่ือเป็นตัวเร่งในอุตสาหกรรม และมีการศึกษาเกี่ยวกับการตรึงเอ็นไซม์
เพ่ือใช้ได้นานและสะดวกยิ่งข้ึนและท าให้เหมาะสมกับการน าไปใช้เป็นตัวเร่งในอุตสาหกรรมมากข้ึน 

 ในปี ค.ศ.1953 Nelson และ Griffin ได้ใช้ active carbon และ alumina ดูดซับเอนไซม์ไว้
แล้วน ามาใช้ปรากฏว่าเอนไซม์ยังคงท างานได้บ้างต่อมาในปี ค.ศ.1921 Hitchcock ได้รับรายงานผลการ
ทดลองในท านองเดียวกัน หลังจากนั้นในปี ค.ศ.1951 Campbell และคณะได้น าแอนติเจนไปตรึงไว้บน
เซลลูโลสโดยวิธี covalent binding แล้วใช้แยกแอนติบอดี้ออกมาได้ส าเร็จท าให้มีผู้สนใจจ านวนมาก 
ต่อมาไม่นานก็มีการน าเทคนิคอิมมูโนโลยีมาใช้กับเอนไซม์ 

 ในปี ค.ศ.1953 Grubhofer และ Schlerth นักวิทยาศาสตร์ชาวเยอรมันตะวันตกได้ตรึง
เอนไซม์อะไมเลส, เปปซิน, ไรโบนิวคลิเอส และคาร์บอซีเปปไทเดสไว้บนตัวน า (carrier) ด้วยวิธี diazo 
coupling ปรากฏว่าเอนไซม์เหล่านี้ยังคงท างานได้บ้าง หลังจากนั้นจงมีการศึกษาเกี่ยวกับเอนไซม์ที่ถูก
ตรึงอย่างขว้างขวาง และมีการน าเอนไซม์ที่ถูกตรึงไปใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆมากขึ้น 

 ในปี ค.ศ.1960 Hattori และ Furusaka ได้ตรึงเซลล์ที่มีชีวิตของ Escherichia coli และ 
Azotobacter agile โดยยึดไว้บนโดเว็กซ์-1 พบว่าเซลล์ที่ถูกตรึงสามารถออกซิไดส์กลูโคสและ กรดซัค
ซินิกได้ ต่อมาในปี ค.ศ.1966 Mosbach ได้ตรึงเซลล์ Umbilicarriapustulata ด้วยโพลีอะคริราไมด์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(polyacrylamide) พบว่าความสามารถของเอนไซม์ orsellenic aciddecarboxylase ยังคงมีอยู่ใน
ระหว่างการทดลองเป็นเวลานาน 3 เดือน หลังจากนั้นก็มีรายงานเกี่ยวกับเซลล์ที่ถูกตรึงเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ 
จนกระทั่งในปีค.ศ.1973 Chibata ได้ประสบความส าเร็จในการใช้เซลล์ที่ถูกตรึงในอุตสาหกรรมการ
ผลิตกรดแอล-แอสพาร์ติก ซึ่งนับว่าเป็นอุตสาหกรรมแห่งแรกของโลกท่ีใช้ระบบเซลล์ถูกตรึง 

ในปัจจุบันมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการใช้จุลินทรีย์ที่ถูกตรึงในการผลิตสารชนิดต่างๆกัน
อย่างขว้างขวางและที่ประสบความส าเร็จในระดับอุตสาหกรรมแล้ว เช่น การผลิตกรดแอล-แอสพาร์ติก                
กรดแอล-มาลิกและฟรุกโตสเป็นต้น 

2.3.2 การตรึงเซลล์จุลินทรีย์ (Immobilization) 

 เป็นการน าเซลล์มายึดติดกับวัสดุใดๆ เพ่ือเพ่ิมความทนทานของเซลล์ในการใช้งาน อีกทั้ง
สามารถน ากลับมาใช้งานใหม่ได้เหมือนกับเซลล์ที่กระบวนการผลิตยุ่งยากและมีราคาแพง ช่วยให้
สามารถลดต้นทุนการผลิตของกระบวนการใดๆก็ตามที่ต้องอาศัยการท างานของเซลล์ที่มีราคาแพงได้ 
นอกจากนี้แล้วผลผลิตที่ได้ยังมีการปนเปื้อนน้อยลงเนื่องจากไม่มีโปรตีนของเซลล์ละลายอยู่ใน
สารละลายนั้นด้วย ท าให้กระบวนการผลิตแยกผลผลิตหรือ product recovery ท าได้ง่ายขึ้น การใช้ 
immobilization system ยังสามารถควบคุมกระบวนการได้อย่างมีประสิทธิภาพ สามารถเพ่ิมหรือลด
อัตราเร็วของการผลิต หรือการด าเนินกระบวนการได้ง่าย หรือแม้การหยุดกระบวนการก็ท าได้ง่าย โดย
แยกเอาเซลล์ซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาออกได้ทันที ยิ่งไปกว่านั้นการใช้ immobilization system ยังช่วย
ท าให้การท าปฏิกิริยาต่อเนื่องหลายๆขั้นตอน (multiple reactions) ท าได้ง่ายๆ โดยการปล่อยให้
สารละลายผ่านเข้าสู่ระบบของ immobilization cells ต่างๆ ไปทีละขั้นตอนได้ (ศศิธร และเบญจมา
ภรณ์, 2550) 

2.3.3 วิธีการตรึงเซลล์ 

วิธีการตรึงเซลล์แบ่งได้เป็น 3 วิธีใหญ่ๆ คือ การยึดด้วยตัวน า (carrier-binding method) การเชื่อม
แบบไขว้ (cross-linking method) และการห่อหุ้ม (entrapping method) 

 1. การยึดด้วยตัวน า (carrier-binding method) หมายถึง การเชื่อมจุลินทรีย์โดยตรงกับตัวน า
ที่ ไม่ละลายน้ า (water-insoluble carrier) ซึ่ งอาจแบ่งย่อยได้ เป็น 2 วิธี  คือ Adsorption และ 
covalent binding method 

 1.1 Adsorption method เป็นวิธีการตรึงเซลล์โดยใช้เซลล์ดูดซับอยู่กับสารที่เป็นตัวน าด้วย
พันธะไอออนิค พันธะไฮโดรโฟบิค หรือพันธะไฮโดรเจน โดยอาศัยหลักธรรมชาติทางเคมีเนื่องจากผนัง
เซลล์ของแบคทีเรียหรือยีสต์ประกอบด้วย diaminopimelic acid และ hexosamines ซึ่งสามารถเกิด 
ionic interaction กับตัวน าที่ใช้ได้โดยแรงดูดซับนี้จะขึ้นอยู่กับขนาดละอายุของเซลล์รวมทั้งปัจจัยอ่ืนที่
เกี่ยวข้องด้วยการตรึงเซลล์ วิธีนี้เป็นวิธีที่ง่ายแต่ดูดซับค่อนข้างอ่อนและมีการสูญเสียเซลล์ได้ง่ายเมื่อมี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การเปลี่ยนแปลง pH, ionic strength, การไหลของน้ า, การเกิดฟองอากาศ และเมื่อมีการแบ่งเซลล์ 
ดังนั้นวิธีนี้จึงไม่เหมาะกับการตรึงเซลล์ในกรณีที่ต้องการผลผลิตที่ปราศจากการปนเปื้อนของเซลล์แต่ก็
อาจปรับปรุงแรงดูดซับให้สูงขึ้นโดยท า cross-linking หลักการดูดซับและในทางปฏิบัติอาจน าข้อเสียนี้
มาใช้ประโยชน์โดย desorption เซลล์ที่หมดความสามารถออกไป แล้วดูดซับเซลล์ใหม่เข้ามาแทนที่ 
นอกจากนี้การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้ยังมีข้อเสียอีกประการหนึ่งคืออัตราการดูดซับเซลล์ต่อหน่วยของตัวน า
ค่อนข้างต่ าแต่ก็อาจแก้ไขโดยการใช้สารที่มีรูพรุนเป็นตัวดูดซับ ตัวอย่างสารที่ใช้เป็นตัวดูดซับด้วยวิธีนี้
ได้แก่ โพลีแซคคาไรด์ที่ไม่ละลายน้ า (อนุพันธ์ของเซลลูโลส, เด็กซ์เตรนและอะกาโรส) โปรตีน (เจลาติน
และอัลบูมิน) โพลิเมอร์สังเคราะห์ (โพลีไวนิลคลอไรด์ และ ion-exchange resin) เช่น DEAE-
sephadex, DEAE cellulose และสารอนินทรีย์ (อิฐ ทราย และ porous glass) เป็นต้น 

1.2 Covalent Binding Method เป็นวิธีที่นิยมในการตรึงเอนไซม์เนื่องจากได้ผลดีแต่ไม่นิยม
ในการตรึงเซลล์ เนื่องจากจ าเป็นต้องใช้สารเคมีซึ่งมักเป็นพิษต่อเซลล์จึงอาจท าให้เซลล์ตายและเอนไซม์
ถูกท าลายได้การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้เป็นการเชื่อมเซลล์โดยตรงกับ activated support โดยสารที่ใช้เป็น
ตัวยึดจับนั้นสามารถเชื่อมกับหมู่อะตอมซึ่งเป็นส่วนประกอบที่ผิวเซลล์ เช่น หมู่อะมิโน 

หมู่คาร์บอกซิล หมู่ซัลฟาไฮดริล หมู่อิมมิดาโซล หรือหมู่ฟีนอลของโปรตีน วิธีนี้มีข้อดีคือเซลล์เชื่อมอยู่
กับผิวหน้าของตัวน าอย่างสม่ าเสมอ มีความคงตัวดี และมีการรั่วไหลของเซลล์ได้น้อยแต่มีข้อเสีย         
คือการตรึงด้วยวิธีนี้ค่อนข้างรุนแรงเนื่องจากสร้างพันธะโควาเลนท์ตามปกติจ าเป็นต้องใช้สารตัวน าที่มี
การดัดแปลงโดยใช้สารเคมี ซึ่งมักจะมีความเป็นพิษ และอาจท าให้เซลล์สูญเสียความสามารถได้               
ดังนั้นวิธีนี้จึงเหมาะส าหรับการตรึงเซลล์ในกรณีที่ต้องการเอนไซม์เพียงชนิดเดียวและเป็นเอนไซม์
ภายในเซลล์ซึ่งไม่ต้องสัมผัสกับสารเคมีท่ีใช้ในระหว่างการเตรียมสารที่ใช้เป็นตัวยึดเซลล์ด้วยวิธีนี้ เช่น 
activated porous silica bead, borosilicate glass, zirconia ceramic, agarose bead และ
สารเคมีที่ต้องใช้ในการท าพันธะโควาเลนท์ เช่น carbodiimide, aminopropyltriethoxysilane                     
และglutaraldehyde 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6  การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการยึดด้วยตัวน า (carrier-binding method) 

(ที่มา: http://leavingbio.net/enzymes.htm) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. การเชื่อมแบบไขว้ (Cross - linking method) หมายถึงการเชื่อมจุลินทรีย์เข้าด้วยกันโดยใช้
สารพวก Bi หรือ multifunctional reagent เช่น glutaradehyde และtoluene diisocyanate เป็น
ต้น การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้ต่างจากการตรึงเซลล์ด้วยวิธีอ่ืนๆ คือ เซลล์ไม่ได้ถูกตรึงอยู่กับสารที่เป็นตัวดูด
ซับหรือห่อหุ้มอยู่ในเจลหรือใน Semi-permeable membrane แต่เป็นการเชื่อมเข้าด้วยกันโดยใช้
สารเคมีภายใต้สภาวะที่ค่อนข้างรุนแรงท าให้เซลล์ตายได้ ดังนั้นการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จึงเหมาะส าหรับ
กรณีท่ีต้องการใช้ปฏิกิริยาเชิงเดี่ยว (single reaction) เท่านั้น 

 3. การห่อหุ้ม (Entrapping method) การตรึงเซลล์ด้วยวิธีด้วยวิธีนี้แบ่งได้เป็น 2 แบบ 

3.1 Semi-permeable membrane เช่น คอลโดเดียน (collodian) หรือซิลิโคน (silicone) 
ซึ่งป้องกันการซึมผ่านของเซลล์ได้ แต่ยอมให้สับสเตรทหรือผลผลิตซึมผ่านได้อย่างอิสระ การตรึงเซลล์
ด้วยวิธีนี้เป็นวิธีที่ง่าย แต่ไม่แข็งแรงพอที่จะใช้ในอุตสาหกรรม และอาจมีปัญหาของการตกตะกอนของ
เซลล์ที่เกิดขึ้นด้วย ดังนั้นการน าไปใช้ประโยชน์จึงมีจ ากัด นิยมใช้ในด้านยาและการวิเคราะห์เท่านั้น 

 3.2 Lattices Type หมายถึง การตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ไว้ภายในช่องสามมิติในเจลสาร
พวกโพลิเมอร์ การตรึงด้วยวิธีการห่อหุ้มโดยทั่วไปจะหมายถึงแบบ lattices Type ซึ่งเป็นวิธี               
ที่ได้รับความนิยมและประสบความส าเร็จมากที่สุด เนื่องจากใช้ได้กับเซลล์ทุกชนิดในขณะที่วิธีอ่ื นมี
ข้อเสียมากกว่า สารที่นิยมใช้ในการตรึงเซลล์ด้วยวิธีการห่อหุ้มได้แก่ สารพวก Biochemical inert 
hydrogel โดยใช้หลักการเกิดเจล ซึ่งท าให้เกิดโครงร่างสามมิติที่มีลักษณะเป็นรูพรุนและกลไกในการ
เกิดเจลมีหลายแบบ คือ 

 Covalent Binding เช่น การโพลิเมอรไรซ์ของโพลีอะคริราไมด์ 

 Ionic Forces เช่น แคลเซียมอัลจิเนต (Calcium alginate) 

 Precipitation โดย pH อุณหภูมิ หรือโดยการเปลี่ยนแปลงตัวท าละลาย (solvent change) 
เช่น คอลลาเจน (collagen) คาร์ราจีแนน (carragenan) และโพลีสไตรีน (polystyrene) 

(ที่มา: http://www.sc.chula.ac.th/clubs/FoodClub/Page_16.htm) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.7 การตรึงเซลล์ด้วยวิธีต่างๆ 

(ที่มา : http://enzymetechnology.blogspot.com/2009/10/enzyme-technology.html) 
 
 

2.4 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
2.4.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียว 

 Maneeruttanarungroj (2010) ค้นพบบ่อน้ าจืดในจังหวัดปทุมธานีของประเทศไทยพบสาหร่าย
สีเขียวสายพันธุ์ใหม่จัดอยู่ในตระกูล Tetraspora และเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ภายใต้ความเข้ม
ของแสง 48-92 µE/m2/s และ อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้นเป็นสอง
เท่า เมื่อมีค่า pH อยู่ในช่วง 5.75-9.30 แต่เมื่อค่า pH อยู่ที่ 5.25 พบว่าเริ่มไม่มีการผลิตไฮโดรเจน
เกิดขึ้น นอกจากนี้ถ้าเพ่ิม ß-mercaptoethanol 0.5 mM ในอาหาร TAP จะมีกระตุ้นให้การผลิต
ไฮโดรเจนเพ่ิมเป็นสองเท่า ถ้าใช้อาหาร TAP ที่ปราศจากไนโตรเจนและซัลเฟอร์ มีผลท าให้การผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้น 50% ในทางตรงกันข้ามกันการผลิตก๊าซไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กน้อยในอาหาร 
TAP+ß-mercaptoethanol 0.5 mM แต่ปราศจากไนโตรเจนและซัลเฟอร์เซลล์เติบโตที่ความเข้มแสง
ต่ ากว่า 5 uE/m2/s ซึ่งจะไม่มีผลเมื่อความเข้มแสงสูงขึ้น จากการค านวณการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด
เท่ากับ 17.3-61.7 µmol/mg Chl a/h เป็นอัตราการผลิตสูงมากเมื่อเทียบกับสาหร่ายสีเขียวชนิดอ่ืนๆ 
ดังนั้น Tetraspora sp. CU2551 จึงเป็นสาหร่ายที่น่าสนใจในการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนแบบใช้แสง 

 Antal และคณะ (2014) ค้นพบว่าสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii จะสามารถ
ผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้ในอัตราที่สูงในสภาวะการบ่มที่ ไร้ออกซิเจนและถูกตรึงโดยใช้อัลจิเนตแบบฟิล์ม 
จากนั้นเลี้ยงสาหร่ายที่ผ่านการตรึงนี้โดยใช้อาหาร TAP ที่ปราศจากซัลเฟอร์และฟอสฟอรัส โดยศึกษา
กลไกพ้ืนฐานของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากการตรึงแบบใช้ระบบแสง (PSII) งานวิจัยนี้สรุปได้ว่า การ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ผลิตก๊าซไฮโดรเจนนั้นไม่ได้ขึ้นอยู่กับระบบแสง แต่ขึ้นอยู่กับต าแหน่งที่ถูกตรึงและสารอาหารที่ใช้
เพาะเลี้ยงเซลล์ 

2.4.2 การตรึงสาหร่ายสีเขียวและ cyanobacteria เพ่ือการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 Laurinavichene และคณะ (2006) เป็นการตรึงสาหร่ายเพ่ือผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยเพาะเลี้ยง
สาหร่ายในอาหารเลี้ยงเชื้อที่ปราศจากซัลเฟอร์ โดยจะท าการเลี้ยงเชื้อจากอาหารเหลวและความเข้ม
แสงที่มีความเหมาะสม โดยสรุปคือ  (1) อาหารเลี้ยงเชื้อมีความจ าเป็นต่อการตรึงเซลล์สาหร่ายโดยที่
ต้องผสมอาหารเลี้ยงเชื้อให้เป็นเนื้อเดียวกันกับสาหร่ายและวัสดุตรึง  เพ่ือที่สาหร่ายจะได้สามารถน า
อาหารนั้นไปใช้ในกระบวนการเจริญเติบโตและกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน (2) อาหารเลี้ยงเชื้อที่
ปราศจากแหล่งซัลเฟอร์มีความส าคัญต่อการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยการตรึงเซลล์สาหร่าย 
Chlamydomonas reinhardtii (3) ความเข้มแสงที่สูงเกินไปจะท าให้ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนลดลง 
ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนโดยรวมที่ผลิตได้อยู่ที่ 380 mL ใน 23 วัน และอัตราการผลิตสูงสุดใน 1 วัน คือ 
45 mL และการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยการตรึงเซลล์นั้นสามารถอยู่ได้ไม่เกิน 4 สัปดาห์ ซึ่งแสงมี
ความส าคัญต่อกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนถ้าในสภาวะไร้แสง 50 นาที จะท าให้อัตราการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนชะลอตัวลงและความเข้มข้นที่ผลิตออกมานั้นก็จะลดลงตามไปด้วย แต่แสงก็ จะไปกระตุ้น
อิเล็กตรอน (Electrons) ด้วยโฟตอน (Photons) ท าให้โมเลกุลของน ้าแตกตัวได้เป็นก๊าซไฮโดรเจนและ
ก๊าซออกซิเจน ดังนั้นเมื่อความเข้มแสงเพ่ิมขึ้นก็จะท าให้เกิดก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซออกซิเจนมากขึ้น
ด้วย เมื่อก๊าซออกซิเจนมากขึ้นก็ท าให้กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนลดลง ดังนั้นจึงท าการพ่นก๊าซ
อาร์กอนเพื่อไปลดความเข้มข้นของก๊าซออกซิเจนและเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจน  

 Anjana (2014) ในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจาก cyanobacteria ในเซลล์อิสระและในเซลล์ที่ถูก
ตรึงภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนโดยบ่มในที่มีแสงสว่าง 21 ชั่วโมง และที่มืด 3 ชั่วโมง ท าการตรึงโดย
ใช้อะการ์และอัลจิเนต โดยอะการ์ขึ้นรูปเป็นทรงสี่เหลี่ยมลูกเต๋าและอัลจิเนตขึ้นรูปเป็นเม็ดบีดส์ ซึ่งจะ
เปรียบเทียบก๊าซไฮโดรเจนที่ผลิตได้ในเซลล์ที่ตรึงด้วยอะการ์ (สี่เหลี่ยมลูกเต๋า), อัลจิเนต (เม็ดบีดส์ ) 
และเซลล์อิสระความหนาแน่นของเซลล์และขนาดของเซลล์เป็นตัวแปรส าคัญที่มีผลต่อการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจน ในงานวิจัยนี้ได้เลือกการตรึงที่มีขนาดของเม็ดบีดส์และสี่เหลี่ยมลูกเต๋าเท่ากับ 0.5, 1.0  และ 
2.0 mm ผลสรุปได้ว่ามีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้ดีที่สุดที่ขนาด 1.0 mm ทั้งอะการ์และอัลจิเนต 
และอัลจิเนตมีประสิทธิภาพในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้มากกว่าอะการ์ 

 Kosourov  และ Seibert (2008) ได้มีการพัฒนาโดยใช้เทคนิคใหม่ในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดย
ใช้สาหร่ายสีเขียวน ามาขึ้นรูปอัลจิเนตแบบฟิล์ม โดยใช้สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii สาย
พันธุ์ cc 124 ผลของการตรึงเซลล์แสดงให้เห็นดังนี้ (1) เซลล์มีความหนาแน่นสูงถึง 2,000      µg Chl 
mL-1of matrix (2) การเกิดไฮโดรเจนจะอยู่ในสภาวะขาดซัลเฟอร์และฟอสฟอรัส (3) อัตราการเกิด
ไฮโดรเจนเพ่ิมสูงถึง 12.5 µmol mg-1Chl h-1 (4) การเปลี่ยนแปลงของแสงมีผลต่อประสิทธิภาพการ
ผลิตไฮโดรเจน และ (5) ออกซิเจนในบรรยากาศเป็นตัวยับยั้งท าให้การท างานของกระบวนการผลิต

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไฮโดรเจนท างานได้ช้าลงโดยที่เซลล์สาหร่ายถูกตรึงด้วยอัลจิเนต จากนั้นน าใส่ในขวดไวแอลจะพบว่ามี
ออกซิเจนประมาณ21% อยู่ภายในพ้ืนที่ส่วนบนของขวดไวแอลและจะค่อยๆกลายเป็นไฮโดรเจนสูงถึง 
67% ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจน เมื่อมีการพ่นอาร์กอนเข้าไปในขวดไวแอลที่บรรจุเซลล์อยู่ สรุปได้ว่า 
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นช้าลงเมื่อมีออกซิเจนมาเจือปน และยังขึ้นอยู่กับ 2 ปัจจัยดังนี้ (1) 
อาหารเลี้ยงเชื้อมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และ (2) อัลจิเนตสามารถแยกเซลล์ออกจากออกซิเจน
ในของเหลวและอากาศส่วนบนภายในขวดไวแอล อีกทั้งยังป้องกันไม่ให้ออกซิเจนแพร่เข้าไปภายใน
เซลล์ด้วยจะเห็นว่ากลยุทธ์ในการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตจะท าให้กระบวนการผลิตไฮโดรเจนมีศักยภาพ
เพ่ิมมากข้ึนและยังใช้เป็นการประยุกต์ในอนาคตต่อไป 

2.4.3 การตรึงด้วยไคโตซาน 

 วราภรณ์ และคณะ (2550) ไคโตซานเจลในรูปเม็ดบีดส์ถูกเตรียมจากไคโตซานชนิดเกล็ดและ
ชนิดผงที่มีขนาด 60 mesh ด้วยวิธีการท าให้เป็นกลางและวิธีการเชื่อมขวาง การเตรียมเม็ดบีดส์ด้วย
วิธีการท าให้เป็นกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดจะได้เม็ดบีดส์ที่มีลักษณะเป็นเม็ดกลมและมีความยืดหยุ่น 
ส่วนเม็ดบีดส์ที่เตรียมด้วยวิธีการท าให้เป็นกลางจากไคโตซานชนิดผงจะมีลักษณะแบนและเปราะบาง 
ส าหรับการเตรียมด้วยวิธีการเชื่อมขวาง พบว่าอัตราส่วนของสารเชื่อมขวาง glyoxal hydrate ต่อ 
tetrasodium pyrophosphate ที่แตกต่างกันจะส่งผลต่อลักษณะของเม็ดบีดส์ที่เตรียมจากไคโตซาน
ชนิดเกล็ด แต่จะไม่มีผลต่อเม็ดบีดส์ที่เตรียมจากไคโตซานชนิดผง อย่างไรก็ตาม เม็ดบีดส์ที่เตรียมโดย
วิธีการเชื่อมขวางจากไคโตซานทั้ง 2 ชนิดจะเปราะบางและไม่มีความยืดหยุ่น ดังนั้น     ไคโตซานเจลใน
รูปของเม็ดบีดส์ที่เตรียมด้วยวิธีการท าให้เป็นกลางจากไคโตซานชนิดเกล็ดจึงเหมาะส าหรับใช้ เป็นตัว
พยุงในการตรึงรูปเอนไซม์อัลคาเลส โดยเอนไซม์อัลคาเลสที่ตรึงรูปด้วยวิธีเชื่อมด้วยพันธะโคเวเลนต์จะมี
กิจกรรมสูงกว่าเอนไซม์ที่ตรึงรูปด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพโดยระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรึงรูป
ด้วยพันธะโคเวเลนต์คือ 3 ชั่วโมง 

สุนทรี และพัฒน (2556) การศึกษาการตรึงเซลล์สาหร่าย Chlorella vulgaris แห้ง โดยใช้
เทคนิค Hybrid Immobilization ทดสอบหาสัดส่วนที่เหมาะสมของสารที่ใช้ในการตรึงเซลล์สาหร่าย
ความเข้มข้นร้อยละ 1 ซึ่งได้แก่ โซเดียมอัลจิเนตที่ความเข้มข้นร้อยละ 1.0 1.5 และ 2.0 สารละลายไค
โตซานที่ความเข้มข้นร้อยละ 0.5 1.0 และ 2.0 โดยใช้สารละลาย CaCl2  ที่ความเข้มข้น 0.1 0.3 และ 
0.5 โมลาร์ ในการขึ้นรูปเม็ดบีดส์ท าการคัดเลือกเม็ดบีดส์ที่มีคุณสมบัติเหมาะสม คือ มีลักษณะเป็นเม็ด
กลมและสามารถคงสภาพอยู่ในน้ าเสียสังเคราะห์ปนเปื้อนสีรีแอคทีฟบลู 171 ที่ระดับความเข้มข้น 40 
มิลลิกรัม/ ลิตร ภายใน 24 ชั่วโมง โดยไม่แสดงถึงการบวมน้ าและน าเม็ดบีดส์ที่ ได้ไปทดสอบ
ความสามารถในการดูดซับสีย้อม โดยใช้เม็ดบีดส์ปริมาณ 5 กรัม ต่อน้ าเสียสังเคราะห์ปนเปื้อนสีรีแอค
ทีฟบลู 171 30 มิลลิลิตร สามารถดูดซับสีในช่วงระยะสัมผัส 8 ชั่วโมง จากการแปรค่าอัตราส่วนวั สดุ
ตรึงเซลล์สามารถผลิตเม็ดบีดส์ที่มีลักษณะเป็นเม็ดกลมได้ทั้งหมดจ านวน 27 แบบ โดยมีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลางระหว่าง  3.5 - 4.8 มิลลิเมตร โดยเม็ดบีดส์ที่มีคุณสมบัติตามเกณฑ์ที่ตั้งไว้สามารถ
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เตรียมได้จากวัสดุตรึงเซลล์สารละลายโซเดียมอัลจิเนต: สารละลายไคโตแซน: CaCl2 ทีอั่ตราส่วนร้อยละ 
1.5: 1.0: 0.3 โมลาร์ และเม็ดบีดส์แบบที่คัดเลือกมีความสามารถในการดูดซับสีรีแอคทีฟบลู 171 ได้
ร้อยละ 78 
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บทท่ี 3  

วิธีการด าเนินงานวิจัย  
 

3.1 สาหร่ายสีเขียว  
Tetraspora sp. CU2551 
 

3.2  สารเคมี 
3.2.1 อาหารเลี้ยงเชื้อสาหร่าย 
 1. อาหาร TAP (Tris Acetate Phosphate medium) เหลว (ภาคผนวก ข) 
3.2.2 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์การผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
 1. ก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4% ในอาร์กอน (TIG, Thailand) 
 2. ก๊าซอาร์กอน (ความบริสุทธิ์ 99.999%) (TIG, Thailand) 
3.2.3 สารเคมีที่ใช้ส าหรับกระบวนการตรึงเซลล์ 
 1. อัลจิเนต ชนิด Analytical reagent grade 
 2. อะการ์ (Agar agar Bacto for Becteriology) จาก s d fine-chem limited ชนิด 
Industrial grade 
 3. เจลาติน (Gelatine power Bacto bloom 240) จาก s d fine-chem limited ชนิด 
Industrial grade 
 4. ไคโตซาน (Chitosan low molecular weight) จาก ALDRICH Chemistry ชนิด 
Analytical reagent grade 
 5. แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2) จาก CARLO ERBA REAGENTS ชนิด Analytical 
reagent grade 
 6. แอมพิซิลิน (AMPICILLIN SODIUM SALT) จาก VWR ชนิด Analytical reagent 
grade 
 7. โพแทสเซียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.2 (Potassium phosphate buffer pH 7.2) 
(ภาคผนวก ค) 
 8. กรดอะซิติก (acetic acid) ชนิด Analytical reagent grade 
 9. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ชนิด Analytical reagent grade 
 

3.3  อุปกรณ์ 
3.3.1   เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares) 
3.3.2   เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 
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3.3.3   เครื่องชั่งละเอียด 4 ต าแหน่ง (Balance) 
3.3.4   เครื่องชั่งละเอียด 2 ต าแหน่ง (Balance) 
3.3.5   เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Autoclave) 
3.3.6   เครื่องปั่นเหวี่ยง (Centrifuge) 
3.3.7   เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer) 
3.3.8   เครื่องวิเคราะห์องค์ประกอบของสาร (Gas Chromatrograph) 
3.3.9   ตู้ปลอดเชื้อ (Biological Safety Cabinet) 
3.3.10 หลอดฉีดยา (Syringe) 
3.3.11 เข็มฉีดยา ยี่ห้อ Needle nippro No.18 ขนาด 1.2 x 25 มิลลิเมตร 
3.3.12 ถาดสี่เหลี่ยม   
3.3.13 ไมโครปิเปต (Micropipette) 
3.3.14 ตาข่าย 
3.3.15 สติกเกอร์ใส 
3.3.16 กรรไกร 
3.3.17 มีด 
3.3.18 เขียง 
 

3.4  วิธีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551                
และวิธีการวัดปริมาณเซลล์ 
  ในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 เพ่ือท าเป็น starter เริ่มจาก
การเตรียมอาหาร TAP แล้วน าอาหาร TAP ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ใส่ฟลาสก์ขนาด          100 
มิลลิลิตร จากนั้นใส่สาหร่ายประมาณ 1 loop และปิดจุก น าฟลาสก์ที่มีสาหร่ายและอาหารไปบ่มที่ตู้
เขย่าที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 5 วัน ต่อมาน าสารละลายใส่
หลอดเซ็นติฟิวส์ขนาด 50 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น
น าหลอดที่ปั่นเหวี่ยงแล้วเทส่วนที่ใสทิ้ง 45 มิลลิลิตร และเก็บส่วนที่เหลือไว้ น าเซลล์จากส่วนที่เหลือไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยมีปริมาณน้ า 990 ไมโครลิตร และเซลล์      10 ไมโครลิตร น าไปวัดค่าดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโต-มิเตอร์ เพ่ือบันทึกค่าความขุ่นส าหรับ
การใช้งานต่อไป 

 

3.5  วิธีการเตรียมเซลล์สาหร่ายสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 ในอาหาร TAP 
เพ่ือวิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน (ระบบเซลล์อิสระ) 
 3.5.1 ขั้นตอนการเลี้ยงเซลล์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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 น าเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงไว้ (starter) มาใส่อาหาร TAP ปริมาตร 600 มิลลิลิตร โดยค านวณให้มี
ปริมาณความขุ่นเริ่มต้นที่ 0.01 ผสมจนเป็นเนื้อเดียวกันแบ่งใส่ฟลาสก์ 12 ฟลาสก์ ฟลาสก์ละ 50 
มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีตู้เขย่าทีอุ่ณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
ต่อมาน าสารละลายใส่หลอดเซ็นติฟิวส์ขนาด 50 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าหลอดที่ปั่นเหวี่ยงแล้วเทส่วนที่ใสทิ้ง  45 มิลลิลิตร และเก็บส่วนที่เหลือไว้ 
น าเซลล์จากส่วนที่เหลือไปวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยมีปริมาณน้ า 990 ไมโครลิตร และเซลล์  10 
ไมโครลิตร น าไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  

  

3.5.2 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ 

 น าเซลล์ที่ผ่านการเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมงจากข้อ 3.5.1 มาใส่ลงในอาหาร TAP ปริมาตร                    
20 มิลลิลิตร โดยแต่ละขวดไวแอลจะมีเซลล์แห้งเท่ากับ 1 มิลลิกรัม การหาปริมาณเซลล์แห้งจะใช้
สมการ  y = 1.791521x (เชิดศักดิ์, 2554) โดยที่ y คือ ค่าการดูดกลืนแสง และ x คือ น้ าหนักเซลล์
แห้ง (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 

3.6 วิธีการตรึงเซลล์สาหร่ายสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 ในอัลจิเนตเพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน 

 3.6.1 ขั้นตอนการตรึงเซลล์ 

  3.6.1.1 ขั้นตอนการเตรียมแคลเซียมคลอไรด์ 

  เตรียมแคลเซียมคลอไรด์ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งแคลเซียมคลอไรด์ 2 กรัม 
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน   15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  

  3.6.1.2 ขั้นตอนการเตรียมวัสดุตรึง 

  ในการตรึงเซลล์ใช้อัลจิเนตที่ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ โดยเริ่มต้นจากการเตรียม อัลจิ
เนตความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งอัลจิเนต 12 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร         240 มิลลิลิตร 
จากนั้นท าการอุ่นเพ่ือให้อัลจิเนตละลายจนหมดที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อใน
หม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
เพ่ือน าไปใช้ในขั้นตอนต่อไป (การเติมน้ าสาหร่ายจะท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของอัลจิเนตเป็น 4 
เปอร์เซ็นต)์ 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  3.6.1.3 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ 

  น าเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงไว้มาใส่อาหาร TAP จนปริมาตรถึง 60 มิลลิลิตร ผสมกับ          
อัลจิเนตที่เตรียมไว้จนเป็นเนื้อเดียวกันให้มีสัดส่วน 1:4 ตามล าดับ โดยค านวณให้มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 
16.749 มิลลิกรัม หลังจากนั้นแบ่งเป็น 3 ส่วน ส่วนละ 100 มิลลิลิตร 

  3.6.1.4 ขั้นตอนการหยดเจล (รูปทรงกลม) 

  ดูดเจลที่ผสมไว้ในส่วนที่ 1 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร หยดลงในสารละลาย
แคลเซียมคลอไรด์  2 เปอร์เซ็นต์ ด้วยเข็มฉีดยาเบอร์ 18  ซึ่งหนึ่งหยดเจลเท่ากับ      1 เม็ดเจลของ
เซลล์ที่ถูกตรึง แช่ทั้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง แล้วน าไปล้างด้วยอาหาร TAP อีกครั้ง หลังจากนั้นท าการคัด
แยกขนาดโดยใช้ตะแกรงคัดขนาดในช่วง 2.80-3.35 มิลลิเมตร และชั่งเม็ดเจลหนัก 14.30 กรัม (เพ่ือให้
มีปริมาณเซลล์แห้ง 1 มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มอีาหาร TAP ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.1) 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.1 การข้ึนรูปทรงกลมของอัลจิเนต 

 

  3.6.1.5 ขั้นตอนการเทเจล (รูปทรงสี่เหลี่ยม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของทรงสี่เหลี่ยมเท่ากับ 3.1x3.1x3.1 มิลลิเมตร ดูดเจลที่
ผสมไว้ในส่วนที่ 2 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้
จากพ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) แล้วเทสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 2 
เปอร์เซ็นต์ตามลงไป ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการตัดด้วยมีดและน าไปล้างด้วยอาหาร TAP 
อีกครั้ง แล้วชั่งเซลล์หนัก 13.68 กรัม (เพ่ือให้มีปริมาณเซลล์แห้ง      1 มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มี
อาหาร TAP ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.2) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 3.2 การข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยมของอัลจิเนต 

3.6.1.6 ขั้นตอนการเตรียมแผ่นฟิล์ม  

  น าตาข่ ายมาติดกับสติก เกอร์ ใสแล้ วตัด ให้ เป็นขนาดสี่ เหลี่ ยมตามที่ ต้ องการ                   
เพ่ือน าไปใช้ในการเทเจลขั้นตอนต่อไป 

  3.6.1.7 ขั้นตอนการเทเจล (แผ่นฟิล์ม) 

  ดูดเจลที่ผสมไว้ในส่วนที่ 3 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงในแผ่นฟิล์มที่เตรียมไว้ 
แล้วใช้มีดเกลี่ยให้พอดีกับแผ่นฟิล์ม จากนั้นสเปรย์สารละลายแคลเซียมคลอไรด์           2 เปอร์เซ็นต์
ลงบนแผ่นฟิล์ม ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลังจากนั้นท าการตัดด้วยกรรไกรและน าไปล้างด้วยอาหาร 
TAP อีกครั้ง แล้วชั่งเซลล์หนัก 9.89 กรัม (เพ่ือให้มีปริมาณเซลล์แห้ง 1 มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มี
อาหาร TAP ปริมาตร 35 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.3) 

 

 

รูปที่ 3.3 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มของอัลจิเนต 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



20 
 

3.7 วิธีการตรึงเซลล์สาหร่ายสายพันธุ์  Tetraspora sp. CU2551 ในอะการ์ เพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน 

 3.7.1 ขั้นตอนการตรึงเซลล์   

  3.7.1.1 ขั้นตอนขั้นตอนการเตรียมวัสดุตรึง 

  ในการตรึงเซลล์ใช้อะการ์ที่ความเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยเริ่มต้นจากการเตรียม     อะ
การ์ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งอะการ์ 3.2 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร            160 
มิลลิลิตร จากนั้นท าการอุ่นเพ่ือให้อะการ์ละลายจนหมดที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปฆ่า
เชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที (การเติมน้ าสาหร่ายจะท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของอะการ์เป็น     1 เปอร์เซ็นต์) 

3.7.1.2 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ 

  น าเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงไว้มาใส่อาหาร TAP จนปริมาตรถึง 40 มิลลิลิตร ผสมกับ          
อะการ์ที่เตรียมไว้จนเป็นเนื้อเดียวกันให้มีสัดส่วน 1:4 ตามล าดับ โดยค านวณให้มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 
11.166 มิลลิกรัม หลังจากนั้นแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 100 มิลลิลิตร 

  3.7.1.3 ขั้นตอนการเทเจล (รูปทรงสี่เหลี่ยม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของทรงสี่เหลี่ยมเท่ากับ 3.1x3.1x3.1 มิลลิเมตร ดูดเจลที่
ผสมไว้ในส่วนที่ 1 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้
จากพ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการตัด
ด้วยมีดและน าไปล้างด้วยอาหาร TAP อีกครั้ง แล้วชั่งวุ้นหนัก 10.55 กรัม (เพ่ือให้มีปริมาณเซลล์แห้ง 1 
มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มีอาหาร TAP ปริมาตร 25 มิลลิลิตร   (รูปที่ 3.4) 

 

 

รูปที่ 3.4 การข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยมของอะการ์ 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  3.7.1.4 ขั้นตอนการเทเจล (แผ่นฟิล์ม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของแผ่นฟิล์มเท่ากับ 1.5x1.5x1.5 มิลลิเมตร ดูดเจลที่ผสม
ไว้ในส่วนที่ 2 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้จาก
พ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นท าการตัดด้วย
มีดและน าไปล้างด้วยอาหาร TAP อีกครั้ง แล้วชั่งวุ้นหนัก 14.58 กรัม (เพ่ือให้มีปริมาณเซลล์แห้ง 1 
มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มีอาหาร TAP ปริมาตร 25 มิลลิลิตร   (รูปที่ 3.5) 

 

 

รูปที่ 3.5 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มของอะการ์ 

 

3.8 วิธีการตรึงเซลล์สาหร่ายสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 ในไคโตซานเพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน 

 3.8.1 ขั้นตอนการตรึงเซลล์ 

  3.8.1.1 ขั้นตอนการเตรียมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

  เตรียมโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต ์โดยชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์   2 กรัม 
ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาท ี

  3.8.1.2 ขั้นตอนการเตรียมวัสดุตรึง 

  ในการตรึงเซลล์ใช้ไคโตซานที่ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ โดยเริ่มต้นจากการเตรียมไคโต
ซานความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งไคโตซาน 7.2 กรัม ละลายในกรดอะซิติกความเข้มข้น 1 
เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 240 มิลลิลิตร จากนั้นท าการอุ่นเพ่ือให้ไคโตซานละลายจนหมดที่อุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที (การเติมน้ าสาหร่ายจะท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของไคโตซาน
เป็น 2 เปอร์เซ็นต)์ 

  3.8.1.3 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ 

  น าเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงไว้มาใส่อาหาร TAP จนปริมาตรถึง 60 มิลลิลิตร ผสมกับ          
ไคโตซานที่เตรียมไว้จนเป็นเนื้อเดียวกันให้มีสัดส่วน 1:4 ตามล าดับ โดยค านวณให้มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 
16.749 มิลลิกรัม หลังจากนั้นแบ่งเป็น 3 ส่วน ส่วนละ 100 มิลลิลิตร 

  3.8.1.4 ขั้นตอนการหยดเจล (รูปทรงกลม) 

  ดูดเจลที่ผสมไว้ในส่วนที่ 1 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร หยดลงในสาร ละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 เปอร์เซ็นต์ ด้วยเข็มฉีดยาเบอร์ 18 ซึ่งหนึ่งหยดเจลเท่ากับ 1 เม็ด เจลของเซลล์
ที่ถูกตรึง แช่ทั้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นน าไปล้างด้วยบัฟเฟอร์ pH 7.2 และน้ ากลั่น ตามล าดับ 
แล้วชั่งเม็ดเจลหนัก 11.88 กรัม (เพ่ือให้มีปริมาณเซลล์แห้ง 1 มิลลิกรัม) ใส่ขวดไวแอลที่มีอาหาร TAP 
ปริมาตร 25 มิลลิลิตร (รูปที่ 3.6)    

 

รูปที่ 3.6 การข้ึนรูปทรงกลมของไคโตซาน 

 

  3.8.1.5 ขั้นตอนการเทเจล (รูปทรงสี่เหลี่ยม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของทรงสี่เหลี่ยมเท่ากับ 3.1x3.1x3.1 มิลลิเมตร ดูดเจลที่
ผสมไว้ในส่วนที่ 2 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้
จากพ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) แล้วเทสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 
เปอร์เซ็นต์ตามลงไป ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

  3.8.1.6 ขั้นตอนการเทเจล (แผ่นฟิล์ม) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของแผ่นฟิล์มเท่ากับ 1.5x1.5x1.5 มิลลิเมตร ดูดเจลที่ผสม
ไว้ในส่วนที่ 3 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้จาก
พ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) แล้วเทสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 2 
เปอร์เซ็นต์ตามลงไป ทิ้งไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง 

 

3.9 วิธีการตรึงเซลล์สาหร่ายสายพันธุ์ Tetraspora sp. CU2551 ในเจลาตินเพื่อ
วิเคราะห์หาปริมาณไฮโดรเจน 

 3.9.1 ขั้นตอนการตรึงเซลล์ 

  3.9.1.1 ขั้นตอนการเตรียมวัสดุตรึง 

  ในการตรึงเซลล์ใช้เจลาตินที่ความเข้มข้น 3 เปอร์เซ็นต์ โดยเริ่มต้นจากการเตรียม  เจ
ลาตินความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ โดยชั่งเจลาติน 9.6 กรัม ละลายในน้ ากลั่นปริมาตร         240 
มิลลิลิตร จากนั้นท าการอุ่นเพ่ือให้เจลาตินละลายจนหมดที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส จากนั้นน าไปฆ่า
เชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที (การเติมน้ าสาหร่ายจะท าให้ความเข้มข้นสุดท้ายของเจลาตินเป็น    3 เปอร์เซ็นต์) 

  3.9.1.2 ขั้นตอนการเตรียมเซลล์ 

  น าเซลล์ที่ท าการเพาะเลี้ยงไว้มาใส่อาหาร TAP จนปริมาตรถึง 60 มิลลิลิตร ผสมกับ               
เจลาตินที่เตรียมไว้จนเป็นเนื้อเดียวกันให้มีสัดส่วน 1:4 ตามล าดับ โดยค านวณให้มีปริมาณเซลล์เท่ากับ 
16.749 มิลลิกรัม หลังจากนั้นแบ่งเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 150 มิลลิลิตร 

  3.9.1.3 ขั้นตอนการเทเจล (รูปทรงสี่เหลี่ยม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของทรงสี่เหลี่ยมเท่ากับ 3.1x3.1x3.1 มิลลิเมตร ดูดเจลที่
ผสมไว้ในส่วนที่ 1 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตรลงไปในถาดสี่เหลี่ยม (โดยค านวณปริมาตรได้
จากพ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) จากนั้นทิ้งไว้เป็นเวลา     2 ชั่วโมง ใน
กะละมังที่ใส่น้ าแข็งเพ่ือช่วยในการแข็งตัว (รูปที่ 3.7) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 3.7 การข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยมของเจลาติน 

 

  3.9.1.4 ขั้นตอนการเทเจล (แผ่นฟิล์ม) 

  ในการเทเจลต้องการให้มีขนาดของแผ่นฟิล์มเท่ากับ 1.5x1.5x1.5 มิลลิเมตร ดูดเจลที่ผสม
ไว้ในส่วนที่ 2 ด้วยหลอดฉีดยาขนาด 25 มิลลิลิตร ลงไปในถาดสี่เหลี่ยม 

(โดยค านวณปริมาตรได้จากพ้ืนที่ของถาดสี่เหลี่ยมเพ่ือที่จะให้ได้ความสูงที่ต้องการ) จากนั้นทิ้งไว้เป็น
เวลา 2 ชั่วโมงในกะละมังที่ใส่น้ าแข็งเพ่ือช่วยในการแข็งตัว (รูปที่ 3.8) 

 

 

รูปที ่3.8 การข้ึนรูปแผ่นฟิล์มของเจลาติน 

 

3.10 วิธีการวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสายพันธุ์ Tetraspora sp. 
CU2551 

น าสาหร่ายจากข้อ 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.9 ที่ผ่านการพ่นก๊าซอาร์กอน จากนั้นเพาะเลี้ยงไว้ใน
อาหาร TAP และบ่มที่ตู้ เขย่าที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา          
24 ชั่วโมง น าก๊าซบริเวณส่วนบนของขวดไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ 
(GC) การทดลองนี้จะใช้ก๊าซไฮโดรเจนมาตรฐาน 4 เปอร์เซ็นต์ในก๊าซอาร์กอนเป็นก๊าซมาตรฐาน ซึ่ง
สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ก๊าซแสดงในตารางที่ 3.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.1 สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ 

พารามิเตอร์ สภาวะในการเดินระบบ 

Column Pack column 2 m; Molecular sieve 13x 

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

Temperature Program • Injector temperature 100 ˚C 

• Column temperature 50 ˚C 

• Detector temperatur 120˚C 

Carrier gas Argon 99.999% purity (flow rate 70-80 ml/min) 

Standard gas 4% H2 in Argon 

    

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

  
การศึกษาครั้งนี้ต้องการต่อยอดในการผลิตไฮโดรเจน จากสาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 โดย

ที่ ผ ล ก า ร ศึ ก ษ า ก่ อ น ห น้ า นี้ พ บ ว่ า  Tetraspora sp. CU2551 ส า ม า ร ถ ผ ลิ ต ไ ฮ โ ด ร เ จ น ไ ด้  
(Maneeruttanarungroj, 2010) การศึกษาในครั้งนี้จึงต้องการเพ่ิมผลผลิตให้สูงขึ้นโดยอาศัยเทคนิคการ
ตรึงเซลล์ โดยจะดูชนิดและรูปทรงของวัสดุที่จะสามารถเพ่ิมปริมาณไฮโดรเจนได้เป็นหลัก 
 

4.1 ผลการสรุปความสามารถของการขึ้นรูปทรงในวัสดุตรึง 

จากการท าการทดลองตรึงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในวัสดุตรึงทั้งหมด 4 ชนิด 
ได้แก่ อัลจิเนต อะการ์ ไคโตซาน และเจลาติน ซึ่งน ามาขึ้นรูปทรงต่างๆ ดังนี้ รูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม 
และแผ่นฟิล์ม จากการศึกษาพบว่า อัลจิเนตสามารถข้ึนรูปทรงได้ทั้งหมด 3 รูปแบบ คือ รูปทรงกลม รูปทรง
สี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม อะการ์สามารถขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์มได้ ไคโตซานสามารถขึ้นรูปได้
เฉพาะทรงกลม และเจลาตินไม่สามารถข้ึนรูปทรงลักษณะใดได้เลย ดังสรุปในตารางที่ 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 ความสามารถของการขึ้นรูปทรงในแต่ละวัสดุตรึง 

                รูปทรง 
  วัสดุตรึง 

รูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม แผ่นฟิล์ม 

อัลจิเนต √ √ √ 
อะการ์ × √ √ 

ไคโตซาน √ × × 
เจลาติน × × × 

 

หมายเหตุ        √        สามารถขึ้นรูปได ้

                           ×        ขึ้นรูปไม่ส าเร็จ               

 

     

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4.2 ผลของการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุตรึงอัลจิเนต 

จากการท าการทดลองน าสาหร่ายมาผสมในวัสดุตรึงอัลจิเนตและน าไปขึ้นรูปทรงกลม รูปทรง
สี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม จากนั้นท าการบ่มที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 
24 ชั่วโมง จะให้ผลผลิตไฮโดรเจนดังรูปที่ 4.1  

 

รูปที่ 4.1 ผลผลิตไฮโดรเจนของอัลจิเนตในแต่ละรูปทรง 

 

จากรูปที่ 4.1 ผลผลิตไฮโดรเจนในวัสดุตรึงอัลจิเนตของการขึ้นรูปทรงกลมให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สูงสุด รองลงมาเป็นแผ่นฟิล์มและรูปทรงสี่เหลี่ยม ตามล าดับ เนื่องจากอัลจิเนตขึ้นรูปทรงกลมมีความคงตัว
และข้ึนรูปทรงได้ดีกว่ารูปแบบอ่ืน และในระหว่างท าการทดลอง การข้ึนรูปทรงกลมมีขั้นตอนไม่ซับซ้อนเท่า
การขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม จึงท าให้การขึ้นรูปทรงกลมมีผลผลิตที่ดีกว่า ซึ่งจากการวัดค่า
ไฮโดรเจนนั้นสามารถท าได้จากการใช้เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ จากนั้นน าค่า peak area มาค านวณเพ่ือ
หาปริมาณไฮโดรเจนตามสูตรการค านวณ (ภาคผนวก ง) 
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4.3 ผลของการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุตรึงอะการ ์

จากการท าการทดลองน าสาหร่ายมาผสมในวัสดุตรึงอะการ์และน าไปขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยม และ
แผ่นฟิล์ม จากนั้นท าการบ่มที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 24ชั่วโมง จะ
ให้ผลผลิตไฮโดรเจนดังรูปที่ 4.2  

 

 

รูปที่ 4.2 ผลผลิตไฮโดรเจนของอะการ์ในแต่ละรูปทรง 

 

จากรูปที่ 4.2 ผลผลิตไฮโดรเจนในวัสดุตรึงอะการ์ของการขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม ให้
ผลผลิตไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ  เนื่องจากอะการ์มีการเกิดเจลแบบ  Physical gels (แข็งตัวได้ด้วย
ตัวเอง) ไม่ต้องใช้สารเคมีช่วยในการคงตัว ซึ่งท าให้ขึ้นรูปได้ง่ายและเกิดการผิดพลาดได้น้อย อีกทั้งยังมีการ
ขึ้นรูปในลักษณะคล้ายคลึงกันอีกด้วย จึงท าให้มีการผลิตไฮโดรเจนที่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งจาก
การวัดค่าไฮโดรเจนนั้นสามารถท าได้จากการใช้เครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ จากนั้นน าค่า peak area มา
ค านวณเพ่ือหาปริมาณไฮโดรเจนตามสูตรการค านวณ (ภาคผนวก ง) ส่วนการน ามาขึ้นรูปทรงกลมนั้น 
พบว่าไม่สามารถท าได้ เนื่องจากอะการ์สามารถแข็งตัวเป็นวุ้นได้อย่างรวดเร็ว ดังนั้นการน าหลอดฉีดยา
ขนาด 25 มิลลิลิตรมาดูดเจลและใช้เข็มเบอร์ 18 มาหยดเจลใช้ระยะเวลานาน ท าให้อะการ์แข็งตัวภายใน
หลอดฉีดยาและเมื่อหยดเจลลงมาอะการ์จึงกลายเป็นวุ้นไม่สามารถแข็งตัวเป็นเม็ดได้ ดังนั้นอะการ์จึงไม่
เหมาะสมจะน ามาตรึงเซลล์สาหร่ายเพ่ือขึ้นรูปทรงกลม 
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4.4 ผลของการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุตรึงไคโตซาน 

จากการท าการทดลองน าสาหร่ายมาผสมในวัสดุตรึงไคโตซาน สามารถขึ้นรูปทรงกลมได้แต่ไม่
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ เนื่องจากในการท าการทดลองได้น าไคโตซานไปละลายในกรดอะซิติก (acetic 
acid) ก่อนแล้วจึงน ามาผสมกับเซลล์สาหร่ายในอัตราส่วน 4:1 แล้วจึงหยดเจลเป็นรูปทรงกลมลงใน
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ในขั้นตอนการท าการทดลองเซลล์สาหร่ายได้ถูกผสมและอยู่ใน
หลายสภาวะทั้งสภาวะกรดและเบส จึงอาจท าให้เซลล์สาหร่ายเสื่อมสภาพไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 

 

4.5 ผลของการผลิตไฮโดรเจนของวัสดุตรึงเจลาติน 

จากการท าการทดลองน าสาหร่ายมาผสมในวัสดุตรึงเจลาตินไม่สามารถขึ้นรูปทรงใดๆได้ส าเร็จ 
เนื่องจากเจลาตินจะสามารถแข็งตัวที่ 15 องศาเซลเซียส และแข็งตัวได้ดีที่ 1 องศาเซลเซียส อีกทั้งยัง
สามารถหลอมละลายได้ที่ 25-40 องศาเซลเซียส และจะละลายเป็นน้ าเมื่อได้รับความร้อน (ที่มา: 
http://www.molecularrecipes.com/hydrocolloid-guide/gelatin/) เมื่อท าการทดลองผสมกับเซลล์
สาหร่ายและได้เทเจลลงถาดสี่เหลี่ยมและน าไปแช่ในกระบะที่มีน้ าแข็งบรรจุอยู่ท าให้    เจลแข็งตัวแต่ เมื่อ
น าถาดออกมาจากกระบะพบว่า เจลที่บรรจุอยู่ในถาดสี่เหลี่ยมค่อยๆละลายจนกลายเป็นน้ า ท าให้ไม่
สามารถน าออกมาตัดได้ วัสดุตรึงเจลาตินนี้จึงไม่เหมาะที่จะน ามาใช้ในการตรึงเซลล์เพ่ือขึ้นรูปทรงต่างๆ 
วิธีแก้ไขปัญหานี้คือ ต้องมีสารที่ช่วยให้การท าให้โมเลกุลของเจลาตินใหญ่ ขึ้นเรียกว่า ตัวเชื่อมข้าม 
(crosslinked) คือการใส่สารที่มีพันธะโควาเลนต์ 2 พันธะลงไป เพ่ือเป็นการเชื่อมกันของโมเลกุลให้โมเลกุล
ของเจลาตินใหญ่ขึ้นโดยที่จับกันเป็นก้อนหรือเป็นแผ่นที่มีขนาดใหญ่กว่าเป็นสายเดี่ยวๆ อย่างไรก็ตาม 
การศึกษาครั้งนี้ยังไม่ได้ขยายเรื่องไปถึงการใช้ตัวเชื่อมข้ามจึงท าให้วัสดุตรึงเจลาตินไม่สามารถขึ้นรูปมาเพ่ือ
ใช้ผลิตไฮโดรเจนได้ 

 

4.6 การเปรียบเทียบผลของปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตจากวัสดุตรึงในรูปทรงต่างๆ 
เพ่ือเป็นการเปรียบเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนในแต่ละวัสดุหลากหลายรูปทรง ได้แก่     อัลจิ

เนต ทรงกลม ทรงสี่เหลี่ยม แผ่นฟิล์มบาง และอะการ์ ทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์มบาง จึงได้ท าการวาดกราฟ
บนแกนเดียวกันอีกครั้ง ดังแสดงในรูปที่ 4.3 
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รปูท่ี 4.3 การเปรียบเทียบผลผลิตไฮโดรเจนระหว่างอัลจิเนตและอะการ์ 
 

 จากรูปที่ 4.3 จะเห็นว่าในวัสดุตรึงอัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมให้ผลผลิตได้ดีกว่าทุกรูปแบบ แต่ใน
วัสดุตรึงอะการ์ในการขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์มจะได้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าการตรึง
เซลล์สาหร่ายในวัสดุตรึงอัลจิเนตแบบรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม และในการเลือกวัสดุตรึงเพ่ือน าไป
ประยุกต์ใช้ในอนาคตจะกล่าวได้ว่า การตรึงเซลล์ในวัสดุตรึงอัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมให้ปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนได้มากที่สุดที่ 24 ชั่วโมง 

 
4.7 ผลการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องเมื่อเทียบกับระบบเซลล์อิสระ 

จากการท าการทดลองตรึงเซลล์สาหร่ายในวัสดุตรึงทั้ง 4 ชนิดที่สามารถตรึงและขึ้นรูปได้ โดยท า
การเลี้ยงเซลล์สาหร่ายก่อนเป็นเวลา 24 ชั่วโมง ได้มีการน ามาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องโดยจะ
ท าการวัดปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ และท าการบ่มที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส 
ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ และวัดทุก 4, 8, 12, 24, 36 และ 48 ชั่วโมง และน าปริมาณไฮโดรเจนที่ได้มา
เปรียบเทียบกับระบบเซลล์อิสระจะได้ผลดังรูปที่ 4.4 
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รูปที่ 4.4 ผลการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องเมื่อเทียบกับระบบเซลล์อิสระ 

 

จากรูปที่ 4.4 จะแสดงให้เห็นว่า อัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลม (      ) เริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่
ชั่วโมงท่ี 4 ผลิตสูงสุดชั่วโมงท่ี 36 และเริ่มผลิตคงที่ชั่วโมงที่ 48 อัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยม (- - - - -) เริ่ม
ให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงที่ 4 และค่อยๆเพ่ิมขึ้นสูงสุดชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโน้มว่าจะสามารถ
ผลิตเพ่ิมขึ้นได้อีก อัลจิเนตที่ขึ้นรูปแผ่นฟิล์ม (- - - - -) เริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงที่ 8 และ
ค่อยๆ เพ่ิมข้ึนสูงสุดชั่วโมงท่ี 48 และมีแนวโน้มว่าจะสามารถผลิตเพ่ิมข้ึนได้อีก อะการ์ที่ข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยม (   
x   ) และแผ่นฟิล์ม (   x   ) เริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนชั่วโมงที่ 8 แล้วค่อยๆ เพ่ิมขึ้นสูงสุดชั่วโมงที่ 48 
และมีแนวโน้มว่าจะสามารถผลิตเพ่ิมขึ้นได้อีกเช่นกัน ส่วนระบบเซลล์อิสระ (       ) เริ่มให้ผลการผลิต
ไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 4 ผลิตสูงสุดชั่วโมงท่ี 36 และเริ่มผลิตคงที่ชั่วโมงท่ี 48  

จากผลการทดลองข้างต้น แสดงให้เห็นว่า อัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมให้ผลการผลิตไฮโดรเจนมากท่ีสุดในทุก
วัสดุและทุกรูปทรง และมีการให้ผลการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าเท่าตัวเมื่อเทียบกับระบบเซลล์อิสระ เหตุ
เพราะว่า การตรึงเซลล์เป็นการกีดกันไม่ให้ออกซิเจนเข้าไปภายในเซลล์ ซึ่งออกซิเจนเป็นตัวที่ยับยั้งการ
ท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ซึ่งส่งผลท าให้การท างานของกระบวนการผลิตไฮโดรเจนท างานได้ช้าลง 

(Kosourov and Seibert, 2008) และอะการ์ที่ข้ึนรูปแผ่นฟิล์มและรูปทรงสี่เหลี่ยมให้ผลการผลิตไฮโดรเจน
รองลงมา ตามล าดับ เนื่องจากเจลที่เกิดจากอะการ์มีคุณสมบัติเป็น thermoreversible gels คือ เจลที่

เปลี่ยนกลับเป็นของเหลวได้ เมื่อมีความร้อน ถึงแม้ว่าเซลล์ที่ถูกตรึงด้วยอะการ์จะไม่ได้เปลี่ยนเป็นของเหลว
ก็ตาม แต่ก็อาจจะเสื่อมสภาพได้ เพราะอะการ์เกิดเจลแบบ Physical gels (แข็งตัวได้ด้วยตัวเอง) แต่ถึง
อย่างไรกถ็ือได้ว่าอะการ์เป็นวัสดุที่น่าสนใจเพราะมีแนวโน้มในการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ ส่วนอัลจิ
เนตที่ขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม จะให้ผลผลิตมากกว่าระบบเซลล์อิสระหลังจากชั่วโมงท่ี 48 จึงสรุป
ได้ว่าในการตรึงเซลล์สาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 จะให้ผลผลิตไฮโดรเจนมากกว่าระบบเซลล์อิสระ 

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



32 
 

บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ  

 

5.1 สรปุผลการวิจัย 

        5.1.1 ผลของการเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรเจนในวัสดุตรึง   

 จากการท าการทดลองเรื่องการเลือกวัสดุตรึงสาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 เพ่ือการผลิต
ไฮโดรเจน จากการน าเซลล์สาหร่ายมาเพาะเลี้ยงและท าการบ่มเป็นเวลา 5 วัน ที่อุณหภูมิ 36 องศา
เซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ แล้วน าไปท าเป็น starter และวัดค่า OD730 จะได้ค่าความขุ่นเท่ากับ 
0.16 จากนั้นน าเซลล์สาหร่ายมาท าการตรึงในวัสดุตรึงทั้งหมด 4 ชนิดที่น ามาศึกษา ได้แก่ อัลจิเนต อะการ์ 
ไคโตซาน และเจลาติน น ามาขึ้นรูปทรงต่างๆ ดังนี้ รูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม สรุปได้ว่า 
วัสดุตรึงอัลจิเนตสามารถข้ึนรูปทรงได้ทั้ง 3 แบบ คือ รูปทรงกลม รูปทรงสี่เหลี่ยม และแผ่นฟิล์ม วัสดุตรึงอะ
การ์สามารถขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์มได้ วัสดุตรึง  ไคโตซานสามารถขึ้นรูปได้เฉพาะทรงกลม และ
วัสดุตรึงเจลาตินไม่สามารถขึ้นรูปทรงใดๆได้เลย  

 ต่อมาได้ท าการวัดปริมาณไฮโดรเจนที่ผลิตได้ โดยเริ่มจากการพ่นก๊าซอาร์กอนเพ่ือไล่ก๊าซออกซิเจน
ที่อยู่ภายในขวดไวแอลก่อน จากนั้นท าการบ่มสาหร่ายเป็นเวลา 24 ชั่วโมง และน าไปวัดปริมาณไฮโดรเจน
ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโทรกราฟ จะได้ปริมาณไฮโดรเจนของเซลล์อิสระเท่ากับ 1.24 µmol H2/mg DW/hr 
วัสดุตรึงอัลจิเนตเท่ากับ 1.96, 0.86 และ 1.02  µmol H2/mg DW/hr ของการขึ้นรูปทรงกลม รูปทรง
สี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม  ตามล าดับ ปริมาณไฮโดรเจนของวัสดุตรึงอะการ์เท่ากับ 1.21 และ 1.27 µmol 
H2/mg DW/hr ของการขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและแผ่นฟิล์ม ตามล าดับ และวัสดุตรึงไคโตซานสามารถขึ้น
รูปทรงกลมได้ แต่ไม่ให้ผลผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากขั้นตอนในการท าการทดลองเซลล์สาหร่ายอยู่ในหลาย
สภาวะ (สภาวะกรดและเบส) ท าให้เซลล์สาหร่ายอาจจะตายจึงไม่สามารถให้ผลผลิตไฮโดรเจนได้ จากการ
ท าวิจัยนี้จึงสรุปได้ว่า วัสดุตรึงอัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมสามารถให้ผลผลิตไฮโดรเจนได้มากที่สุด โดยให้
ผลผลิตดีขึ้นกว่า 2 เท่า จึงเหมาะแก่การน าไปศึกษาและใช้ประโยชน์เป็นล าดับต่อไป ส่วนวัสดุตรึงอัลจิเนต
ที่ขึ้นรูปทรงสี่ เหลี่ยมให้ผลผลิตไฮโดรเจนน้อยที่สุดจึงเหมาะแก่การน าไปพัฒนาและปรับปรุงให้มี
ประสิทธิภาพทีด่ีขึ้นเป็นล าดับต่อไป  

 

 5.1.2 ผลการผลิตไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องเมื่อเทียบกับระบบเซลล์อิสระ 

จากการท าการทดลองและได้ผลสรุปข้างต้น งานวิจัยนี้ยังได้มีการศึกษาผลของการผลิตไฮโดรเจน
อย่างต่อเนื่องเมื่อเทียบกับระบบเซลล์อิสระ โดยเริ่มต้นเลี้ยงสาหร่ายที่ค่า OD730 เท่ากับ 0.01 บ่มเซลล์
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สาหร่ายที่อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นท าการตรึง
เซลล์สาหร่ายและเตรียมเซลล์ของระแบบอิสระดังวิธีการที่ได้กล่าวไปในบทที่ 3 จากนั้นท าการวัดปริมาณ
ไฮโดรเจนทุก 4, 8, 12, 24 ,36 และ 48 ชั่วโมง น า peak area มาค านวณปริมาณไฮโดรเจนในหน่วย 
(µmol/mg DW) พบว่า วัสดุตรึงอัลจิเนตขึ้นรูปทรงกลมสามารถเริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงท่ี  
4 ผลิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 36 และเริ่มผลิตคงที่ชั่วโมงที่ 48 ส่วนวัสดุตรึงอัลจิเนตขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและ
แผ่นฟิล์ม เริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงที่  4 และชั่วโมงที่ 8 และผลิตสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 
ตามล าดับ และมีแนวโน้มว่าจะสามารถผลิตได้เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ วัสดุตรึงอะการ์ขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมและ
แผ่นฟิล์ม เริ่มให้ผลการผลิตไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 8 ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดในชั่วโมงที่ 48 และมีแนวโน้มว่า
จะสามารถผลิตได้เพ่ิมขึ้นเรื่อยๆ หลังจากชั่วโมงที่ 48 เช่นกัน ส่วนระบบเซลล์อิสระเริ่มให้ผลการผลิต
ไฮโดรเจนตั้งแต่ชั่วโมงที่ 4 ผลิตสูงสุดชั่วโมงที่ 36 และเริ่มผลิตคงที่ชั่วโมงที่ 48 อย่างไรก็ตาม เมื่อเทียบกับ
ระบบเซลล์อิสระพบว่า อัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมผลิตไฮโดรเจนได้ดีกว่าทุกวัสดุตรึงและทุกรูปแบบ และอะ
การ์ที่ข้ึนรูปแผ่นฟิล์มและรูปทรงสี่เหลี่ยมให้ผลการผลิตไฮโดรเจนรองลงมา ตามล าดับ ส่วนอัลจิเนตที่ขึ้นรูป
แผ่นฟิล์มและรูปทรงสี่เหลี่ยมจะให้ผลการผลิตไฮโดรเจนที่ต่ ากว่าทุกวัสดุตรึงและทุกรูปแบบ แต่เมื่อ
พิจารณาจากการทดลองวัสดุตรึงอัลจิเนตที่ขึ้นรูปแผ่นฟิล์มและขึ้นรูปทรงสี่เหลี่ยมหลังจากชั่วโมงที่ 24 จะมี
แนวโน้มของการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมมากขึ้น ในทางกลับกันระบบเซลล์อิสระเริ่มมีแนวโน้มคงที่ จึงสรุปได้ว่า
การผลิตไฮโดรเจนด้วยวิธีการตรึงเซลล์ดีกว่าระบบเซลล์อิสระและการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตรูปทรงกลมจะ
เพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 2 เท่า 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ   

 จากงานวิจัยเป็นการศึกษาการเลือกวัสดุตรึงเซลล์สาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 เพ่ือการ
ผลิตไฮโดรเจน สามารถสรุปข้อเสนอแนะเพ่ือเป็นแนวทางการศึกษาวิจัยต่อไป ดังนี้ 

1. ควรปรับความเข้มข้นของวัสดุตรึงอัลจิเนตและสัดส่วนในการผสมระหว่างวัสดุตรึงกับเซลล์
สาหร่ายให้มีความหลากหลาย 

2. ควรเพ่ิมการทดลองในการเลี้ยงสาหร่ายภายใต้สภาวะที่ขาดซัลเฟอร์ จากงานวิจัยของ 
(Laurinavichene และคณะ, 2006) พบว่าการขาดซัลเฟอร์จะสามารรถเพ่ิมการผลิต
ไฮโดรเจนได้ 

3. ควรเพิ่มเวลาในการบ่มวัสดุตรึงอัลจิเนตที่ขึ้นรูปทรงกลมให้มากกว่า 48 ชั่วโมง 

ในการพัฒนาวัสดุตรึงอัลจิเนตที่ข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยม ควรลดความเข้มข้นสุดท้ายในการเตรียมอัลจิเนตให้
ลดลง เพื่อที่จะสามารถข้ึนรูปทรงสี่เหลี่ยมได้ง่ายและมีขนาดตามต้องการ 
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ภาคผนวก ก 

 
สรุปการใช้จ่ายเงิน 
 

  งบบุคลากร ค่าใช้สอย ค่าวัสดุ 

ครั้งที่ 1 - - 23,851.16 

ครั้งที่ 2 - - 26,629.75 

 รวม - - 50,480.91 

    

 รวมรายจ่าย   
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อสาหร่ายอาหาร TAP (Tris Acetate 
Phosphape medium) เหลว 

 

1. เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1. เครื่องชั่ง (balance analytical) ละเอียด 4 ต าแหน่ง 

2. เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares) 

3. ปิเปต (pipette) ขนาด 1, 10 และ 25 มิลลิลิตร 

4. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Autoclave) 

 

2. สารเคมี 

1. กรดบอริก (H3BO3) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie  

2. เกลเซียลอะซิติกแอซิด (Glacial Acetic Acid) GR Grade บริษัท Duksan Pure Chemical 

3. คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 

4. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie  

5. โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 

6. ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie  

7. โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Carlo ERBA Reagents SAS  

8. ทริส-ไฮดรอกซีเมทิล-อะมิโนมีเทน (Tris(hydroxymethyl-aminomethane)) เกรด 

วิเคราะห์ บริษัท Carlo ERBA Reagents SAS  

9. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie  

10. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 
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11. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 

12. แมงกานีสคลอไรด์ไดไฮเดรต (MnCl2.2H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie  

13. วุ้น (Agar-Agar Bacto) เกรดวิเคราะห ์บริษัท S.D. Fine-Chem Limited  

14. เอทิลีนไดเอมีนเททระอะซิติกแอซิด (EDTA) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 

15. แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เกรดวิเคราะห ์บริษัท Loba Chemie  

16. ไอร์ออนซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) เกรดวิเคราะห์ บริษัท Loba Chemie 

 

3. ขั้นตอนการเตรียมอาหาร TAP (Tris Acetate Phosphape medium) เหลว 

ตารางท่ี ก.1 อัตราส่วนในเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ (อาหาร TAP) ดังนี้ 

 

 

    2. ปิเปตสารละลายข้อที่1-5 เป็นปริมาตร10, 25, 1, 1 และ 1 มิลลิลิตรตามล าดับ จากนั้น              ปรับ
ปริมาตรด้วยน้ ากลั่นจนถึง 1,000 มิลลิลิตร 
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    3.น าไปฆ่าเชื้อในหม้อนึ่งความดันไอที่ความดัน15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 นาที  

    4. เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ค 
 

การเตรียม potassium phosphate buffer 0.1 M pH 7.2 

 

1. เครื่องมือและอุปกรณ์ 

1. เครื่องชั่ง (balance analytical) ละเอียด 4 ต าแหน่ง 

2. เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares) 

3. ปิเปต (pipette) ขนาด 1, 10 และ 25 มิลลิลิตร 

4. เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Autoclave) 

 

2. สารเคมี 

1. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 1M 

2. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1M 

 

3. ข้ันตอนการเตรียม 0.1 M potassium phosphate buffer pH 7.2 

      ละลายไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4) 1M  87.09 กรัม ลงในน้ ากลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร และ
ละลายสารละลายโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1M มา 68.045 กรัม ลงในน้ ากลั่นปริมาตร 
500 มิลลิลิตร จากนั้นปิเปตสารละลายมา 71.7 และ 28.3 มิลลิลิตร ตามล าดับ ผสมใส่ขวดโหลเก็บไว้ที่
อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ง 

วิธีการค านวณปริมาณก๊าซไฮโดรเจน 

1.การหาว่าในบริเวณส่วนบนของขวดมีก๊าซไฮโดรเจนกี่โมล 

 

  

 

 

 

                                                                      C  umol                                  

     

* 22.4 L คือ ปริมาตรของแก๊สไฮโดรเจน 1 mol 

     1,000 คือ การเปลี่ยนหน่วยจาก mmol เป็น µmol 

 

2. การหาว่าเซลล์มีน้ าหนักเซลล์แห้งเท่าไหร่ 

*แต่เนื่องจากได้ค านวณให้มีเซลล์แห้งเท่ากับ 1 มิลลิกรัม (mg) 

3. เวลาในการบ่มเพื่อฉีด GC (hr) 

4. การค านวณอัตราการผลิตในหน่วย µmol H2/mg DW/hr  

จะได้ว่าค่าจาก C/1 mg/hr 
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 รูปที่ ค.1 โครมาโทรแกรมของ peak standard และ peak hydrogen 

 

 

 

 

 รูปที่ ค.2 แสดงค่า peak area ของ peak standard และ peak hydrogen 
 จากโครมาโทรแกรม (รูปที่ ค.1) จะแสดงค่า peak area (รูปที่ ค.2)  จากนั้น น า

ค่า peak area ไปค านวณหาปริมาณก๊าซไฮโดรเจนตามสมการที่กล่าวมาข้างต้น 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 




