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บทคัดย่อ 
 

ในปัจจุบัน การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายกำลังเป็นที่ได้รับความสนใจอย่างมาก เนื่องจาก
สาหร่ายสีเขียวมีความสามารถในการดูดซับพลังงานแสงซึ่งมีอยู่อย่างไม่จำกัดมาใช้เป็นแหล่งพลังงาน
สำหรับกระบวนการสังเคราะห์แสง  การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวอาศัยการเร่งปฏิกิริยาการ
ทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสชนิดท่ีมีเหล็กเป็นองค์ประกอบ  อิเล็กตรอนซึ่งเป็นซับสเตรตชนิดหนึ่ง
สำหรับการผลิตไฮโดรเจนสามารถผลิตมาจากปฏิกิริยาแสงของกระบวนการสังเคราะห์แสงหรือจาก
การสลายแป้ง  อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายมีความไวต่อออกซิเจนท่ีเป็นผลิตภัณฑ์
หลักของกระบวนการสังเคราะห์แสง  ในงานวิจัยนี้ เริ่มต้นจากการคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวเบ้ืองต้น
จากจำนวน 24 สายพันธุ์ เพื่อหาสาหร่ายท่ีมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงภายใต้สภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของออกซิเจนในระดับต่างๆ  ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสีเขียว 5 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Chlamydomonas reinhardtii CC-125, Chlorella 
sp. 2SinS4, Scenedesmus obliquus TISTR 8546 และ Tetraspora sp. CU2551 สามารถผลิต
ไฮโดรเจนได้ในปริมาณสูงภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนสูง  ในบรรดา 5 สายพันธุ์นี้ 
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 และ C. reinhardtii CC-125 มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูง
และมีค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีทนต่อออกซิเจนสูง โดยมีค่า O2I50 เท่ากับ 15.93 ± 0.24 
และ 15.09 ± 0.33 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  นอกจากนี้ ยังพบว่า อายุเซลล์ ความหนาแน่นของเซลล์ 
และการขาดธาตุอาหารในอาหารเพาะเล้ียง มีบทบาทสำคัญต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายท้ัง 2 
สายพันธุ์ภายใต้การบ่มเซลล์ในอากาศปกติ  สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 และ C. reinhardtii 
CC-125 ท่ีอายุเซลล์ 36 ช่ัวโมงและมีความหนาแน่นของเซลล์จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 
นาโนเมตรเท่ากับ 0.8 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด  การขาดซัลเฟอร์ในอาหารจะส่งเสริมอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ส่วนการ
ขาดโพแทสเซียมในอาหารจะส่งเสริมอัตราการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546  การขาดโพแทสเซียมจะลดปริมาณของออกซิเจนในสาหร่าย S. 
obliquus TISTR 8546 โดยการลดอัตราการสังเคราะห์แสงและเพิ่มอัตราการหายใจในท่ีมืด  
นอกจากนี้ การขาดโพแทสเซียมยังเหนี่ยวนำให้สาหร่ายสลายแป้งท่ีสะสมภายในเซลล์ ทำให้ได้รับ
ปริมาณอิเล็กตรอนสูงสำหรับนำไปใช้ผลิตไฮโดรเจน  ภายใต้สภาวะการบ่มเซลล์ในอากาศปกติ 
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ให้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP 
(พีเอช 7.2) ท่ีขาดโพแทสเซียมและมีกรดอะซิติกความเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ ภายใต้การให้แสง
แบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส  นอกจากนี้ การเติมสารให้อิเล็กตรอน ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก ซิสเทอีน โซเดียมไดไธโอไนต์ 
และกรดออกซาลิก สามารถกระตุ้นการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 โดย
พบว่าสาหร่ายมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 1,153.783 ± 52.651 ไมโครโมลไฮโดรเจน
ต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP ท่ีขาดโพแทสเซียมท่ีเติมซิสเทอีนท่ีความเข้มข้น 
0.1 มิลลิโมลาร์ ภายใต้การบ่มแบบมีออกซิเจนในบรรยากาศในช่ัวโมงท่ี 144   
 
คำสำคัญ : การผลิตไฮโดรเจน  สาหร่ายสีเขียว  Scenedesmus sp.  สภาวะท่ีมีอากาศ  
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Abstract 
 

Nowadays, much attention has been paid to investigate H2 production by 
green algae due to the ability of absorbing the unlimited solar energy as an energy 
source for photosynthesis. H2 production by green algae is catalyzed by an activity of 
iron hydrogenase. The electrons, one of substrate for H2 production, can be obtained 
either from a light reaction of photosynthetic pathway or from a starch degradation. 
However, hydrogenase of green algae is sensitive to O2 which is a main 
photosynthetic product. In this study, the primary screening of high H2 producing 
green algae under various O2 concentrations was investigated from twenty-four 
unicellular green algal strains. Five strains of green algae, Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124, Chlamydomonas reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 2SinS4, Scenedesmus 
obliquus TISTR 8546 and Tetraspora sp. CU2551 showed high potential for H2 
production under high O2 concentrations. Among them, S. obliquus TISTR 8546 and 
C. reinhardtii CC-125 showed the high H2 production and high O2-tolerant 
hydrogenase activity with an O2I50 of 15.93 ± 0.24 % and 15.09 ± 0.33 %, respectively. 
It was found that the cell age, cell density and nutrient deprivation in media played 
important roles in H2 production by both algal strains under atmospheric air 
condition. S. obliquus TISTR 8546 and C. reinhardtii CC-125 at a cell age of 36 h with 
an optical density at 750 nm of 0.8 showed the highest H2 production rate. Sulfur 
deprivation increased H2 production rate and hydrogenase activity in C. reinhardtii 
CC-125 whereas potassium deprivation increased H2 production rate and 
hydrogenase activity in S. obliquus TISTR 8546. Potassium deprivation reduced O2 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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concentrations in S. obliquus TISTR 8546 by decreasing a photosynthetic rate and 
increasing a dark respiration rate. Moreover, potassium deprivation could induce an 
intracellular starch degradation resulting in receiving a lot of electrons for H2 
production. Under atmospheric air, S. obliquus TISTR 8546 gave the highest H2 
production when incubated in potassium-deprived TAP (pH 7.2) medium containing 
17.4 mM acetic acid under a continuous light with 30 µmol photon m-2 s-1 at 30 oC. 
The reducing agents, ascorbic acid, cysteine, sodium dithionite and oxalic acid, were 
found to promote H2 production in S. obliquus TISTR 8546. The maximum H2 

production of 1,153.783 ± 52.651 µmolH2 mg chl-1 was found in S. obliquus TISTR 
8546 in cells incubated in potassium-deprived TAP with an addition of 0.1 mM 
cysteine at 144 h of aerobic incubation. 

 
Keywords : H2 production, Green algae, Scenedesmus sp., Aerobic condition 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ประสบความสำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี เนื่องจากข้าพเจ้าได้รับการอนุเคราห์
ความช่วยเหลือ คำแนะนำ แรงกำลังใจ และการถ่ายทอดความรู้จากบุคคลผู้มีพระคุณต่างๆ ดังนี้  
 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.สรัญญา พันธุ์พฤกษ์ อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์ที่
ให้กำลังใจ ความช่วยเหลือ คำแนะนำ คำปรึกษา การถ่ายทอดองค์ความรู้ต่างๆ ตลอดการดำเนิน
งานวิจัย และมอบแนวทางการแก้ไขข้อบกพร่องเพื่อให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีความถูกต้องสมบูรณ์ 
ข้าพเจ้ารู้สึกซาบซึ้งในความกรุณาและกราบขอบพระคุณไว้ ณ ท่ีนี้ 
 ขอขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ เสาวรัตน์ จันทะโร ประธานกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
และรองศาสตราจารย์ ดวงใจ โอชัยกุล กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ ท่ีให้ความกรุณาสละเวลาทำการ
สอบวิทยานิพนธ์นี้ และให้คำแนะนำท่ีเป็นประโยชน์ต่อการดำเนินงานวิจัย พร้อมกับมอบแนวทาง 
แก้ไขวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ให้เป็นไปอย่างถูกต้องสมบูรณ์ยิ่งขึ้น ข้าพเจ้าขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 
 ขอขอบพระคุณ นางสาวปรียานุช ศรีไพบูรณ์ นักวิทยาศาตร์ และนางสาวพัชริรินทร์ ขาว
สวย เจ้าหน้าท่ีธุรการประจำภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้า
คุณทหารลาดกระบัง ท่ีมอบคำแนะนำ เอื้อเฟื้ออุปกรณ์สารเคมี เครื่องมือวิทยาศาตร์ และอำนวย
ความสะดวกในการใช้สถานท่ีตลอดการดำเนินงานวิจัย และขอขอบคุณ นางสาวอังคนางค์ โสวจัต 
สตากุล นางสาวสุนิสา ปั้นสุข นางสาวณิชนันท์ ทินปรานี นางสาวอมรรัตน์ พ่วงพลับ นางสาวยุวดี 
คำแหง นายณัฐนนท์ ชินชูศักดิ์ นายรชานนท์ มั่นกิจ และนายกิตติพัฒน์ วาริชนันท์ นักศึกษาประจำ
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4.3.2  ผลการศึกษาความเข้มแสงและรูปแบบการให้แสงต่อการผลิตไฮโดรเจน 
ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ   93 
4.3.2.1  ผลการศึกษาความเข้มแสง       93 
4.3.2.2  ผลการศึกษารูปแบบการให้แสง       95 

4.3.3  ผลการศึกษาอุณหภูมิต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ     97 

4.3.4  ผลการศึกษาพีเอชของอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ     99 
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ฎ 

สารบัญ (ต่อ) 
 
 หน้า 

4.3.5  ผลการศึกษาอิทธิพลของสารท่ีให้อิเล็กตรอนในอาหารต่อการผลิตไฮโดร 
เจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีออกซิเจน 
ในบรรยากาศ        102 

4.3.6  การเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 ในสภาวะท่ีเหมาะสมและสภาวะปกติ  109 

บทที่ 5  สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
5.1 สรุปผลการวิจัย                 117 

5.1.1  การคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวท่ีมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 
ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนต่างๆ    117 

5.1.2  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของ 
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546    117 

5.1.3 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus  
TISTR 8546 ภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศ     119 

5.2 ข้อเสนอแนะ                 119 
เอกสารอ้างอิง          120 
ภาคผนวก ก สาหร่ายสีเขียวที่ใช้ในการทดลอง      135 
ภาคผนวก ข อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Tris acetate phosphate medium (TAP)   141 
ภาคผนวก ค วิธีการคำนวณการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณออกซิเจน    144 
ภาคผนวก ง วิธีการนับเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์      145 
ภาคผนวก จ ปริมาณไฮโดรเจน        146 
ภาคผนวก ฉ ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA 147 
ประวัติผู้เขียน          176 
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ฏ 

สารบัญตาราง 
 
ตารางที่   หน้า 
2.1  การเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรเจนอะตอมในโมเลกุลและค่าพลังงานความร้อน 
      จากการเผาไหม้ของเช้ือเพลิงชนิดต่างๆ                                                                 6 
2.2  เอนไซม์ท่ีใช้, แหล่งพลังงานและตัวให้อิเล็กตรอนของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ                  16 
3.1  สาหร่ายสีเขียวท่ีคัดแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติในประเทศไทย                  33 
3.2  สาหร่ายสีเขียวท่ีซื้อจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย                34 
3.3  สาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii ท่ีใช้ในการศึกษาท่ีซื้อมาจาก 

Chlamydomonas resource center                  35 
3.4  สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่อง 

 แก๊สโครมาโตกราฟเทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์  
 (Gas Chromatograph Thermal Conductivity Detector (GC-TCD))                  41 

4.1  ความกว้างและความยาวโดยประมาณของสาหร่ายสีเขียว 
ท้ังหมด 24 สายพันธุ์ที่ถูกแบ่งตามลักษณะทางสัญฐานวิทยา      49 

4.2  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและเปอร์เซ็นต์การลดลงของปริมาณ 
การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ที่บ่มในอาหาร TAP  
ภายใต้สภาวะท่ีมืดมีความเข้มข้นของออกซิเจนเริ่มต้น 0, 10, 20 และ 50 เปอร์เซ็นต์  
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง          51 

4.3  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและเปอร์เซ็นต์การลดลงของปริมาณ 
การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจำนวน 5 สายพันธุ์ที่บ่มในอาหาร TAP  
ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาทีท่ี 
มีความเข้มข้นของออกซิเจนเริ่มต้น 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์  
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง        54 

4.4  กิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียวจำนวน 5 สายพันธุ์ 
ท่ีบ่มในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อ 
ตารางเมตรต่อวินาทีท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนเริ่มต้น 0, 1, 2.5, 5, 10  
และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง      56 

4.5  อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดและปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
จำนวน 5 สายพันธุ์ที่บ่มในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 30 ไมโครโมล 
โฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาทีท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ  
(ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง       60 
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ฐ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่   หน้า 
4.6  อัตราการเจริญจำเพาะ (µ) และระยะเวลาท่ีเซลล์ใช้ในการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า (Dt)  

 ของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546    63 
4.7  ความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ท้ังหมดเทียบกับความหนาแน่นของเซลล์จากการวัด 

การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  
ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง              72 

4.8  อัตราการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร  
TAP ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที  
ท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   74 

4.9  อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่ม 
ในอาหาร TAP-K, TAP-KN, TAP-KP, TAP-KS, TAP-KNP, TAP-KNS และ TAP-KPS  
ภายใต้แสงท่ีมีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีมีความเข้มข้น 
ของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) บ่มเป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง    81 

4.10 ปริมาณของแป้งสะสมในเซลล์จากสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K    86 
4.11 อัตราการผลิตและปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  

บ่มท่ีในอาหาร TAP-K ท่ีแปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอนต่างๆท่ีมีความเข้มข้นสุดท้าย  
34.8 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร ภายใต้แสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนใน 
บรรยากาศเป็นเวลา 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง       88 

4.12 อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดและค่าพีเอชท่ีควบคุมฟอสเฟตบัฟเฟอร์     100 
4.13 ค่าพีเอชของอาหารท่ีมีสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ซึ่งบ่มในอาหาร  

TAP-K และอาหาร TAP-K ท่ีเติมสารรีดิวซ์ 4 ชนิด ได้แก่ กรดออกซาลิก กรดแอสคอร์บิก  
ซิสเทอีน และโซเดียมไดไธโอไนต์ ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจน 
ในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 12, 48, 96 และ 144 ช่ัวโมง  108 

4.14 การเปรียบเทียบองค์ประกอบของอาหาร TAP, TAP (Air), TAP-K และ  
Optimized TAP-K และสภาวะของการบ่มเซลล์     110 

4.15 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 เปรียบเทียบกับสาหร่าย Scenedesmus sp. สายพันธุ์อื่นๆ ภายใต้สภาวะ 
การบ่มท่ีต่างกัน         114 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่   หน้า 
ข 1  อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ท่ีขาดแหล่งอาหารต่างๆ     142 
ข 2  อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ขาดซัลเฟอร์ (TAP-S) ร่วมกับขาดแหล่งอาหารอื่น  142 
ข 3  อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ขาดโพแทสเซียม (TAP-K) ร่วมกับขาดแหล่งอาหารอื่น  143 
จ 1  ปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจำนวน 5 สายพันธุ์ที่บ่มในอาหาร TAP  

ภายใต้สภาวะความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 
ท่ีความเข้มข้นของออกซิเจนเริ่มต้น 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์  
(ปริมาตรต่อปริมาตร) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง      146 

ฉ 1  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์   147 

ฉ 2  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์   148 

ฉ 3  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์   149 

ฉ 4  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์   150 

ฉ 5  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   151 

ฉ 6  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   151 

ฉ 7  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   152 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่   หน้า 
ฉ 8  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 

ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   152 

ฉ 9  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   153 

ฉ 10  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)) ต่อ 
ปริมาณไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์   153 

ฉ 11  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาค่า O2I50 จากกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ ท่ีมี 
ความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0-20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)  154 

ฉ 12  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม 
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์      154 

ฉ 13  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์     155 

ฉ 14  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์     155 

ฉ 15  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์     156 

ฉ 16  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์     156 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่   หน้า 
ฉ 17  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 

ศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อ 
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์     157 

ฉ 18  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่ออัตราการผลิต 
ไฮโดรเจนของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์      157 

ฉ 19  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจน 
ของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 24 ช่ัวโมง     158 

ฉ 20  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจน 
ของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 48 ช่ัวโมง     158 

ฉ 21  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจน 
ของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 72 ช่ัวโมง     159 

ฉ 22  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจน 
ของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 96 ช่ัวโมง     159 

ฉ 23  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาอายุเซลล์ต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 160 

ฉ 24  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาอายุเซลล์ต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 160 

ฉ 25  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125        161 

ฉ 26  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผลการ 
ศึกษาความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546        161 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่   หน้า 
ฉ 27  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล

การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 (ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง)  162 

ฉ 28  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง)  162 

ฉ 29  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 (มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง)     163 

ฉ 30  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง)     163 

ฉ 31  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 (ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที)  164 

ฉ 32  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที)  164 

ฉ 33  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 (มิลลิลิตรต่อลิตรต่อนาที)     165 

ฉ 34  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (มิลลิลิตรต่อลิตรต่อนาที)     165 

ฉ 35  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารร่วมต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง)  166 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ฉ 36  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล

การศึกษาการขาดแหล่งอาหารร่วมต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 (มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง)     166 

ฉ 37  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP ต่อกระบวน  
การสังเคราะห์แสง         167 

ฉ 38  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ต่อกระบวน 
การสังเคราะห์แสง         167 

ฉ 39  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP ต่อกระบวน  
การหายใจ          168 

ฉ 40  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ต่อกระบวน  
การหายใจ          168 

ฉ 41  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 24 ช่ัวโมง     169 

ฉ 42  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 48 ช่ัวโมง     169 

ฉ 43  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 72 ช่ัวโมง     170 

ฉ 44  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 96 ช่ัวโมง     170 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ถ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่   หน้า 
ฉ 45  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 

การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 24 ช่ัวโมง       171 

ฉ 46  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 48 ช่ัวโมง       171 

ฉ 47  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 72 ช่ัวโมง       172 

ฉ 48  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 96 ช่ัวโมง       172 

ฉ 49  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาความเข้มข้นของกรดอะซีติกต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546        173 

ฉ 50  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาความเข้มแสงต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546         173 

ฉ 51  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาอุณหภูมิต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546         174 

ฉ 52  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546        174 

ฉ 53  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาชนิดของสารให้อิเล็กตรอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546        175 

ฉ 54  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล 
การศึกษาสภาวะการบ่มเซลล์ท่ีเหมาะสมของสาหร่ายต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน  175 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ท 

สารบัญรูป 
 
รูปที่ หน้า 
2.1  การปลดปล่อยของคาร์บอนของการเผาไหม้เซลล์เช้ือเพลิงชนิดต่างๆ  

(หน่วยต่อกิโลเมตร) 7 
2.2  กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำออกเป็นออกซิเจนและไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า 9 
2.3  การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางตรง                                10 
2.4  การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายด้วยแสงแบบทางอ้อม                                11 
2.5  การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมกัแบบใช้แสง                                           12 
2.6  กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจากกระบวนการสังเคราะห์แสง 
 ท่ีขึ้นกับระบบแสงท่ีสอง   18 
2.7  กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจากกระบวนการสังเคราะห์แสง 
 ท่ีไม่ข้ึนกับระบบแสงท่ีสอง  19 
2.8  บริเวณกระตุ้นปฏิกิริยาของเอนไซม์ Fe-hydrogenase และ NiFe-hydrogenase   21 
2.9  โครงสร้าง H-cluster ของเอนไซม์ Fe-hydrogenase   23 
2.10  การทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียวในสภาวะท่ีมีและไม่มีก๊าซออกซิเจน   24 
2.11 การขัดขวางการทำงานของ Fe-hydrogenase เมื่อมีก๊าซออกซิเจน    24 

4.1  การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว 2 สายพันธุ์ ได้แก่ C. reinhardtii CC-125 (□)  
และ S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP จากการวัดค่าการ 
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร(A) จากความเข้มข้นคลอโรฟิลล์(B)  
และจากการนับความหนาแน่นของเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์(C)  62 

4.2  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 2 สายพันธุ์ ได้แก่ C. reinhardtii  
CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP  
ท่ีมีอายุเซลล์ 12, 24, 36, 48 และ 60 ช่ัวโมง ท่ีบ่มภายใต้สภาวะมีออกซิเจน 
ในบรรยากาศ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 67 

4.3  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus  
TISTR 8546 ท่ีมีการปรับค่าความหนาแน่นของเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นท่ี 
ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ท่ีแตกต่างกันและบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีความ 
เข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 70 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ธ 

สารบัญรูป (ต่อ) 
 
รูปที่ หน้า 
4.4  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (A)  

และหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตร (B) ของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125  
ท่ีบ่มในอาหาร TAP และอาหาร TAP ท่ีขาดซัลเฟอร์ร่วมกับขาดธาตุอาหารชนิดอื่นๆ  
ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน)  
เป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง           78 

4.5  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (A)  
และหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตร (B) ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  
ท่ีบ่มในอาหาร TAP และอาหาร TAP ท่ีขาดโพแทสเซียมร่วมกับขาดธาตุอาหารชนิดอื่นๆ  
ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน)  
เป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง           79 

4.6  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณของออกซิเจนใน headspace (A)  
และกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส (B) ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  
ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจน 
ในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน)          83 

4.7  อัตราของกระบวนการสังเคราะห์แสงและหายใจจากสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K ภายใต้แสงท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจน 
ในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-96 ช่ัวโมง      85 

4.8  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร  
TAP-K ท่ีแปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติก ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและท่ีมีความ 
เข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง  91 

4.9  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  
ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ภายใต้ความเข้มแสงต่างๆ และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ  
(ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง  94 

4.10 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มใน 
อาหาร TAP-K ภายใต้แสงท่ีแปรผันรูปแบบการให้แสงต่างๆ โดยพื้นหลังสีขาวแสดง 
การบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงท่ีความเข้ม 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที  
และพื้นหลังสีเทาแสดงการบ่มเซลล์ในท่ีมืด เซลล์สาหร่ายถูกบ่มภายใต้สภาวะมี 
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-100 ช่ัวโมง 96 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



น 

สารบัญรูป (ต่อ) 
 
รูปที่ หน้า 
4.11 อัตราการการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มใน 

อาหาร TAP-K ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้ม 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อ 
ตารางเมตรต่อวินาที โดยมีการแปรผันอุณหภูมิของการบ่มท่ี 25, 30, 35, 40, 45 และ 50  
องศาเซลเซียส และให้ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 98 

4.12 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร  
TAP-K ท่ีแปรผันพีเอชเริ่มต้นท่ี 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.2, 7.5, 8, 8.5 และ 9 ภายใต้การให้ 
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งสารรีดิวซ์เป็น 0.1, 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้ม  
30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีออกซิเจน 
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บทที่ 1 

บทนำ 
  

1.1  ความเป็นมาและความสำคัญของงานวิจัย 

       ในปัจจุบัน จากการท่ีโลกมีประชากรเพิ่มข้ึน มีการขยายตัวทางเศรษฐกิจและมีความ
เจริญก้าวหน้าทางวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีมากขึ้น พลังงานจึงจัดเป็นส่ิงจำเป็นต่อการดำรงชีวิต
ของมนุษย์และยังทวีความสำคัญเพิ่มมากขึ้น   แหล่งพลังงานท่ีมนุษย์ใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่มาจาก
เช้ือเพลิงฟอสซิลหรือเช้ือเพลิงจากซากดึกดำบรรพ์ ซึ่งเช้ือเพลิงฟอสซิลเหล่านี้สามารถแบ่งออกเป็น 3 
ชนิดตามสถานะของเช้ือเพลิง คือ (1) ถ่านหินซึ่งมีสถานะเป็นของแข็ง (2) น้ำมันดิบซึ่งมีสถานะเป็น
ของเหลว และ (3) ก๊าซธรรมชาติซึ่งมีสถานะเป็นก๊าซ เช้ือเพลิงฟอสซิลท่ีกล่าวมาข้างต้นมีอยู่ใน
ปริมาณท่ีจำกัดและไม่สามารถหมุนเวียนนำกลับมาใช้ใหม่ หากมนุษย์ยังคงใช้เช้ือเพลิงเหล่านี้อย่าง 
ฟุ่มเฟือยและไม่แสวงหาพลังงานทางเลือกมาทดแทน เช้ือเพลิงเหล่านี้จะหมดลงในระยะเวลาอันใกล้นี้ 
นอกจากนี้ การเผาไหม้ของเช้ือเพลิงฟอสซิลยังก่อให้เกิดปัญหาส่ิงแวดล้อมจากการปลดปล่อยก๊าซพิษ
ต่างๆ ซึ่งได้แก่ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และ ก๊าซซัลเฟอร์ไดออกไซด์ เป็นต้น    การสะสมของก๊าซ
เหล่านี้ในบรรยากาศโลกทำให้เกิดปรากฏการณ์เรือนกระจก (Greenhouse effect) และนำไปสู่
ภาวะโลกร้อน (Global warming)    ประเทศไทยประสบปัญหาท่ีสำคัญ คือ ปัญหาการขาดแคลน
แหล่งพลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิล ถึงแม้ว่าประเทศไทยจะมีแหล่งพลังงานเหล่านี้อยู่บ้าง แต่ยังมีปริมาณ
ไม่เพียงพอต่อการอุปโภคในประเทศ  ดังนั้น จึงจำเป็นต้องนำเข้าพลังงานเช้ือเพลิงจากต่างประเทศ 
ทำให้น้ำมันเช้ือเพลิงมีราคาสูงขึ้น  ด้วยเหตุนี้ นักวิจัยท่ีเกี่ยวข้องจึงมีความพยายามแสวงหาแหล่ง
พลังงานทางเลือกแหล่งใหม่เพื่อมาทดแทนแหล่งพลังงานเดิม โดยพลังงานทางเลือกนี้ควรเป็นพลัง 
งานหมุนเวียนและไมก่่อให้เกิดปัญหามลพิษจากการเผาไหม้ของเช้ือเพลิง   พลังงานทางเลือกท่ีได้รับ
ความสนใจในปัจจุบัน ได้แก่ พลังงานแสงอาทิตย์ พลังงานน้ำ พลังงานลม พลังงานจากมวลชีวภาพ 
และพลังงานไฮโดรเจน เป็นต้น 

       พลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen: H2) จัดเป็นพลังงานทางเลือกหนึ่งท่ีได้รับความสนใจเป็นอย่าง
มากเนื่องจากการเผาไหม้ไฮโดรเจนจะให้ค่าพลังงานสูง โดยให้ค่าความร้อนมากกว่าเช้ือเพลิงอื่นๆ 2-3 
เท่า  นอกจากนี้ ไฮโดรเจนยังเป็นเช้ือเพลิงท่ีสะอาด ไม่ก่อให้เกิดมลพิษใดๆ จากการเผาไหม้  เมื่อเผา
ไหม้ด้วยออกซิเจนจะได้น้ำเป็นผลิตภัณฑ์ และไม่ปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งเป็นต้นเหตุ
สำคัญของภาวะโลกร้อน  พลังงานไฮโดรเจนสามารถผลิตได้จากหลายกระบวนการ เช่น กระบวนการ
ทางความร้อนเคมี กระบวนการเคมีไฟฟ้า และ กระบวนการทางชีวภาพ เป็นต้น   กระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพเป็นการผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยการใช้ประโยชน์จากจุลินทรีย์
หรือส่ิงมีชีวิตขนาดเล็ก จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้มีหลายชนิด ได้แก่ แบคทีเรีย เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แบคทีเรียสังเคราะห์แสง ไซยาโนแบคทีเรีย และ สาหร่ายสีเขียว เป็นต้น    สาหร่ายสีเขียวมีข้อ
ได้เปรียบในการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเปรียบเทียบกับส่ิงมีชีวิตชนิดอื่น เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยพลังงานจากแสงอาทิตย์ผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสงและใช้เพียงน้ำเป็น
แหล่งอิเล็กตรอน นอกจากนี้ สาหร่ายสีเขียวยังสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว โดยใช้สารอินทรีย์
คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนได้เช่นเดียวกับแบคทีเรีย  

       สาหร่ายสีเขียวเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีจัดอยู่ในกลุ่มยูคาริโอต (Eukaryote) ซึ่งสามารถสร้างอาหารเองได้
จากกระบวนการการสังเคราะห์ด้วยแสง สาหร่ายสีเขียวจัดอยู่ในดิวิชันคลอโรไฟตา (Chlorophyta) 
ซึ่งเป็นกลุ่มสาหร่ายท่ีพบมากท่ีสุดคือมีประมาณ 8,000 สปีชีส์  สาหร่ายสีเขียวสามารถพบได้ท่ัวไปใน
แหล่งน้ำ มีท้ังเป็นเซลล์เด่ียวและกลุ่มเซลล์ และสามารถใช้อินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อ
การเจริญเติบโต  สาหร่ายสีเขียวมีกลไกการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากอิเล็กตรอนท่ีได้จากกระบวนการ
สังเคราะห์แสงและกระบวนการสลายคาร์โบไฮเดรตท่ีสะสมภายในเซลล์ในกระบวนการสังเคราะห์แสง 
เมื่อศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาระบบแสงท่ีสอง (Photosystem II: PSII) ได้รับพลังงานแสง โมเลกุล
ของน้ำจะแตกตัวได้ผลิตภัณฑ์เป็น ออกซิเจน โปรตอน และ อิเล็กตรอน ซึ่งอิเล็กตรอนจะถูกส่งต่อไป
ยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไปและส่งต่อกันเป็นลำดับถัดๆ ไป โดยส่งอิเล็กตรอนผ่านพลาสโทควิโนน 
(Plastoquinone) ไซโทโครมคอมเพล็กซ์ (Cytochrome complex) ระบบแสงท่ีหนึ่ง (Photo 
system I: PSI) จนกระท่ังถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย คือ เฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin)     เฟอร์รี
ดอกซินจะส่งอิเล็กตรอนให้กับโปรตอนเพื่อผลิตเป็นไฮโดรเจนโดยอาศัยการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดร
จีเนส (Hydrogenase)  สำหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการสลายคาร์โบไฮเดรตท่ีสะสม
ภายในเซลล์    สามารถแบ่งได้เป็น 2 กระบวนการย่อย ดังนี้ (1) กระบวนการสลายแป้งไปเป็น 
ไพรูเวท โดยจะมีการสร้าง ATP และ NAD(P)H เกิดข้ึน   จากนั้น เอนไซม์เอ็นเอดีพี/พลาสโทควิโนน 
ออกซิโดรีดักเทส (NADPH plastoquinone oxidoreductase: NPQR) นำอิเล็กตรอนออกจาก 
NADPH ไปให้พลาสโทควิโนน และส่งต่ออิเล็กตรอนไปยังระบบแสงท่ีหนึ่งเพื่อผลิตไฮโดรเจนจากการ
ทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส (2) กระบวนการสลายไพรูเวทให้ได้อะซิติลโคเอ (Acetyl-CoA) และ
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นผลิตภัณฑ์ โดยอาศัยการทำงานของเอนไซมไ์พรูเวท:เฟอร์รีดอกซนิออกซิโด 
รีดักเทส (Pyruvate:ferredoxin oxidoreductase : PFOR)  จากนั้น ส่งอิเล็กตรอนจะถูกส่งไปยัง
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

       เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) ทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรเจนจากปฏิกิริยา
รีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนและเร่งปฏิกิริยาย้อนกลับ โดยเกิด 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนได้ผลิตภัณฑ์เป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน เอนไซมไ์ฮโดรจีเนส 
สามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิด ตามชนิดของไอออนของโลหะท่ีอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น 
(Active site) ของเอนไซม์ คือ (1) เอนไซมไ์ฮโดรจีเนสท่ีมีนิกเกิลและเหล็กอยู่ในบริเวณกระตุ้น 
(NiFe-hydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีพบในแบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรีย (2) เอนไซม์ไฮโดรจีเนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สท่ีมีเหล็กอยู่ในบริเวณกระตุ้น (FeFe-hydrogenase) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีพบในสาหร่ายสีเขียว และ (3) 
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีปราศจากไอออนของโลหะในบริเวณกระตุ้น (Metal-free hydrogenase) ซึ่ง
เป็นเอนไซม์ท่ีพบในส่ิงมีชีวิตอาร์เคียกลุ่มเมทาโนเจน (Methanogenic archea) 

       เอนไซม์ FeFe-hydrogenase ประกอบด้วยโมเลกุลของเหล็กไอออน (Fe2+) 2 อะตอมอยู่ท่ี
ศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น โดยเหล็กไอออนจะจับกับอะตอมของซัลเฟอร์ของกรดอะมิโนซีสเทอีน 
ของเอนไซม์     เอนไซม์ FeFe-hydrogenase ประกอบด้วยคลัสเตอร์ของ 2Fe-2S และ 4Fe-4S 
โดยซัลเฟอร์เปรียบเสมือนเป็นสะพานในการเช่ือมระหว่างโลหะ   นอกจากอะตอมของเหล็กไอออนท่ี
อยู่บริเวณศูนย์กลางของเอนไซม์ท่ีจับกับกรดอะมิโนซีสเทอีนแล้ว เหล็กไอออนยังจับกับอะตอมของ
คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) และไซยาไนด์ (CN) อีกด้วย     เมื่ออิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอกซินถูกส่งมา
บริเวณเร่งของเอนไซม์   อิเล็กตรอนจะส่งผ่านไปยังเหล็กไอออน และในท่ีสุดจะไปรวมกับโปรตอนได้
เป็นไฮโดรเจนเกิดขึ้น   อย่างไรก็ตาม หากมีก๊าซออกซิเจนซึ่งเป็นตัวยับยั้งการทำงานแบบแข่งขัน 
(Competitive Inhibitor) ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเกิดขึ้น   ออกซิเจนจะเข้าไปจับกับเหล็กไอออน
แทนโปรตอน ทำให้เอนไซม์ไม่สามารถเร่งปฏิกิริยาได้     เอนไซมไ์ฮโดรจีเนสมีความไวต่อก๊าซ
ออกซิเจนสูง โดยออกซิเจนจะไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม์และมีผลต่อการแสดงออกของยีนไฮโดร
จีเนส   ถ้าความเข้มข้นของออกซิเจนในระบบต่ำ จะส่งผลให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณสูง  
ในทางตรงกันข้าม หากมีความเข้มข้นของออกซิเจนในระบบสูง จะส่งผลให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้
ในปริมาณต่ำ   ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวจึงมักเกิดภายใต้สภาวะท่ีไร้อากาศ 
(Anaerobic condition)   งานวิจัยนี้ จึงสนใจศึกษาการคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการ
ผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในอากาศ ซึ่งเป็นการลดต้นทุนในการพ่นอาร์กอนท่ีทำให้
ระบบอยู่ในสภาวะปราศจากอากาศ โดยทำการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวท่ีมีอยู่ใน
ห้องปฏิบัติการจำนวน 24 ไอโซเลทภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนความเข้มข้นต่างๆและสภาวะ ดังนี้ (1) 
ปัจจัยทางกายภาพ เช่น อายุเซลล์ ความเข้มข้นของเซลล์ พีเอช ความเข้มแสง อุณหภูมิ เป็นต้น (2) 
ปัจจัยทางเคมี ได้แก่ การขาดแร่ธาตุชนิดต่างๆ เช่น ไนโตรเจน ซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม 
ฯลฯ ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และชนิดและความเข้มข้นของสารรีดิวซ์ท่ีให้
อิเล็กตรอน เป็นต้น 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

    1) คัดเลือกสาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจน  
    2) ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 
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1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 

1) คัดเลือกสาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจน โดย
ทำการเพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวในอาหารเหลว Tris-Acetate-Phosphate (TAP) นำสาหร่ายสีเขียว
ท่ีเพาะเล้ียงไปบ่มในอาหาร TAP ท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนเท่ากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 20 และ 50 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่น
อาร์กอน)   จากนั้น วัดการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสผ่านสาร
เมธิลไวโอโลเจน (Methylviologen) และไดไทโอไนท์ (Dithionite) ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ 

2) ศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก โดยทำการแปร
ผัน ระดับความเข้มข้นของออกซิเจน อายุเซลล์ ความเข้มข้นของเซลล์ พีเอช ความเข้มแสง อุณหภูมิ 
การขาดแร่ธาตุชนิดต่างๆ เช่น ไนโตรเจน ซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส โพแทสเซียม ชนิดและความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอน และชนิดและความเข้มข้นของสารรีดิวซ์ท่ีให้อิเล็กตรอน 

1.4  ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 

    1)  ทำให้ทราบสายพันธุ์ของสาหร่ายสีเขียวที่ศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมี
ออกซิเจน 
    2)  ทำให้ทราบปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ที่คัดเลือกภายใต้
สภาวะท่ีมีออกซิเจน  
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1  พลังงานไฮโดรเจน 

       พลังงานเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมีความสำคัญต่อการดำรงชีวิตของมนุษย์และมีความสำคัญต่อการ
พัฒนาประเทศ   ในปัจจุบัน ประชากรโลกมีปริมาณเพิ่มมากขึ้น ทำให้ต้องมีการขยายตัวทาง
เกษตรกรรมและอุตสาหกรรม รวมทั้งมีความต้องการในการใช้พลังงานสูงขึ้น   แหล่งพลังงานท่ีใช้ใน
ปัจจุบันส่วนใหญ่ได้มาจากเช้ือเพลิงฟอสซิลหรือเช้ือเพลิงจากซากดึกดำบรรพ์   ซึ่งเช้ือเพลิงฟอสซิล
สามารถแบ่งออกเป็น 3 ชนิดตามสถานะของเช้ือเพลิง คือ (1) ถ่านหินซึ่งมีสถานะเป็นของแข็ง  
(2) น้ำมันดิบซึ่งมีสถานะเป็นของเหลว และ (3) ก๊าซธรรมชาติซึ่งมีสถานะเป็นก๊าซ     การใช้เช้ือเพลิง
ฟอสซิลเป็นแหล่งเช้ือเพลิงหลักมีข้อจำกัดท่ีสำคัญคือ ปริมาณของเช้ือเพลิงมีจำกัด ซึ่งคาดว่าพลังงาน
ฟอสซิลเหล่านี้จะหมดลงในระยะเวลาอันใกล้นี้    นอกจากนี้ เช้ือเพลิงฟอสซิลยังไม่สามารถหมุนเวียน
นำกลับมาใช้ได้อีก รวมทั้งการเผาไหม้เช้ือเพลิงฟอสซิลท่ีมีองค์ประกอบของโฮโดรคาร์บอนจะปลด 
ปล่อยก๊าซเสียต่างๆ เช่น ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ ก๊าซซัลเฟอร์ไดออกไซด์ ก๊าซมีเทน เป็นต้น   
การสะสมของก๊าซเหล่านั้นในช้ันบรรยากาศโลกก่อให้เกิดปรากฏการณ์เรือนกระจกและนำไปสู่สภาวะ
โลกร้อน 

ประเทศไทยมีแหล่งพลังงานเช้ือเพลิงฟอสซิลท่ีสำคัญ คือ น้ำมันดิบและก๊าซธรรมชาติ    
มีรายงานพบว่าประเทศไทยมีศักยภาพในการผลิตน้ำมันดิบประมาณ 151 พันบาร์เรลต่อวัน หรือคิด
เป็น 15 เปอร์เซ็นต์ของความต้องการอุปโภคภายในประเทศ   ด้วยเหตุนี้   ประเทศไทยจึงต้องนำเข้า
น้ำมันดิบจากต่างประเทศสูงถึง 866 พันบาร์เรลต่อวัน หรือคิดเป็น 85 เปอร์เซ็นต์ของความต้องการ 
(สำนักงานนโยบายและแผนพลังงาน, 2560)    นอกจากนี้ การเผาไหม้เช้ือเพลิงฟอสซิลยังปลดปล่อย
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 emission) โดยจากงานวิจัยปี ค.ศ. 2004 พบว่าการเผาไหม้เช้ือเพลิง
ฟอสซิลปลดปล่อยก๊าซคาร์ไดออกไซด์ประมาณ 7 กิกะตันของคาร์บอนต่อปี (GtC/year) และนักวิจัย
คาดว่าในปี ค.ศ. 2050 จะมีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์สูงถึง 14 กิกะตันของคาร์บอนต่อ
ปี (Pacala and Socolow, 2004)   ดังนั้น นักวิจัยจึงต้องคิดค้นแสวงหาแหล่งพลังงานทางเลือก
แหล่งใหม่มาทดแทนแหล่งพลังงานเดิมท่ีกำลังจะหมดลง โดยปัจจัยต่างๆ ท่ีนักวิจัยควรคำนึงถึงในการ
แสวงหาแหล่งพลังงานทางเลือก ได้แก่ ค่าพลังงาน ผลกระทบต่อส่ิงแวดล้อม ความยั่งยืนของพลังงาน
หรือสามารถหมุนเวียนได้ ความปลอดภัย วัตถุดิบท่ีใช้ การใช้ทรัพยากรอย่างคุ้มค่า และราคาต้นทุน
การผลิต เป็นต้น   พลังงานทางเลือกแหล่งใหม่ท่ีได้รับความสนใจในปัจจุบัน ได้แก่ พลังงาน
แสงอาทิตย์ พลังงานน้ำ พลังงานลม มวลชีวภาพ และพลังงานไฮโดรเจน เป็นต้น 
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ไฮโดรเจนอะตอม (Hydrogen atom, H) ถูกค้นพบโดยเฮนรี คาเวนดิช (Henry Cavendish) 
ในปี ค.ศ. 1766   ไฮโดรเจนเป็นธาตุเคมีท่ีมีเลขอะตอมเท่ากับ 1 มีสัญลักษณ์ธาตุคือ H  (1H)   
ไฮโดรเจนมีน้ำหนักอะตอมเฉล่ีย 1.00794 กรัมต่อโมล   ไฮโดรเจนอะตอมถือว่าเป็นธาตุท่ีเบาท่ีสุด
และพบมากท่ีสุดในเอกภพ   เมื่อไฮโดรเจนอะตอม 2 ตัวเช่ือมกันด้วยพันธะโควาเลนต์จะได้เป็นสสาร
สถานะใหม่คือ ก๊าซไฮโดรเจน (H2)    ก๊าซไฮโดรเจนถูกต้ังช่ือในปี ค.ศ. 1783 โดยอองตวน ลาวัวซิเอ 
(Antoine-Laurent de Lavoisier)  ก๊าซไฮโดรเจนมีจุดเดือด -252.87 องศาเซลเซียส มีจุด
หลอมเหลว -259.16 องศาเซลเซียส (Wilt and Collier, 2001)     คุณสมบัติโดยท่ัวไปของก๊าซ
ไฮโดรเจน คือ ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน ไม่มีรส ไม่มีความเป็นพิษ และเป็นก๊าซท่ีไวไฟสูง    ก๊าซไฮโดรเจนมีค่า
พลังงานความร้อนจากการเผาไหม้สูงถึง 141.41 เมกะจูลต่อกิโลกรัม (Ali and Basit, 1993) โดยมี
ค่าพลังงานเช้ือเพลิงจากการเผาไหม้สูงกว่าพลังงานชนิดอื่นถึง 2-3 เท่า (ตารางท่ี 2.1)       

ตารางที่ 2.1 การเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรเจนอะตอมในโมเลกุลและค่าพลังงานความร้อนจากการ
เผาไหม้ของเช้ือเพลิงชนิดต่างๆ (Ali and Basit, 1993) 

การเผาไหม้ของไฮโดรเจนจะปลดปล่อยสารประกอบคาร์บอนท่ีน้อยกว่าการเผาไหม้ของ
เช้ือเพลิงชนิดอื่น (รูปท่ี 2.1)   ไฮโดรเจนสามารถนำไปใช้เป็นเช้ือเพลิงสำหรับครัวเรือน สำหรับ
อุตสาหกรรมยา อุตสาหกรรมอากาศยานและยานยนต์ อุตสาหกรรมกล่ันน้ำมันเช้ือเพลิง และนำไป
ผลิตไฟฟ้า เป็นต้น    ข้อได้เปรียบของก๊าซไฮโดรเจนคือสามารถผลิตจากแหล่งพลังงานแสงอาทิตย์ 
ลม น้ำ และความร้อนใต้พิภพ เป็นต้น     

 
 

เช้ือเพลิง 
 

ปริมาณไฮโดรเจน                          
(เปอร์เซ็นต์) 

พลังงานความร้อน                                 
(เมกะจูลต่อกิโลกรัม) 

ไฮโดรเจน (Hydrogen) 100.00 141.41 
มีเทน (Methane) 25.00 51.61 
อีเทน (Ethane) 20.00 51.80 
โปรเปน (Propane) 18.18 50.17 
น้ำมันก๊าด (Kerosene) ~ 10.00 ~ 44.10 
ไม้ (Wood) ~ 6.00 ~ 16.25 
ขี้เล่ือย (Sawdust) ~ 6.00 ~ 15.75 
ลิกไนต์ (Lignite) < 6.00 16.00–22.00 
แอนทราไซต์ (Anthracite) < 3.00 34.49–35.00 
ถ่านโค้ก (Coke) < 1.00 29.00–31.00 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.1 การปลดปล่อยของคาร์บอนของการเผาไหม้เซลล์เช้ือเพลิงชนิดต่างๆ (หน่วยต่อกิโลเมตร) 
ที่มา: Bak et al., 2002 
 

2.2  กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

       ในปัจจุบัน ไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) สามารถผลิตได้จาก 3 กระบวนการหลัก คือ 
กระบวนการทางความร้อนเคมี กระบวนการทางเคมีไฟฟ้าหรือการแยกโมเลกุลน้ำด้วยไฟฟ้า และ 
กระบวนการทางชีวภาพจากส่ิงมีชีวิต   

2.2.1  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางความร้อนเคมี 

       กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยวิธีการทางความร้อนเคมี (Thermo-chemical process) เป็น
การผลิตไฮโดรเจนจากการใช้ความร้อนในการเปล่ียนสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น ก๊าซธรรมชาติ 
ชีวมวล หรือถ่านหิน ให้เป็นก๊าซไฮโดรเจน ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น้ำ และ
ก๊าซมีเทน    จากนั้น ก๊าซผสมจะผ่านกระบวนการอื่นเพิ่มเติมเพื่อทำให้ได้ก๊าซไฮโดรเจนท่ีบริสุทธิ์มาก
ขึน้ กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางความร้อนเคมีสามารถแบ่งได้เป็นหลายกระบวน 
การ เช่น กระบวนการรีฟอร์มมงิด้วยไอน้ำ (Steam reforming) กระบวนการแก๊สซิฟิเคชัน 
(Gasification) เป็นต้น (Saxena et al., 2008)  

       กระบวนการรีฟอร์มมงิด้วยไอน้ำเป็นกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการนำวัตถุดิบคือก๊าซ
ธรรมชาติ ชีวมวล และเอทานอล มาทำปฏิกิริยากับไอน้ำท่ีมีความร้อนสูง   ในอุตสาหกรรม ก๊าซมีเทน 
(CH4) ท่ีเป็นผลิตผลพลอยได้จากการกล่ันน้ำมันปิโตรเลียมจะทำปฏิกิริยากับไอน้ำท่ีมีอุณหภูมิสูงถึง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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700-1,000 องศาเซลเซียส ท่ีความดัน 3-25 บาร์ โดยปริมาณของไอน้ำจะมีผลต่อชนิดของผลิตภัณฑ์
ท่ีได้จากกระบวนการ    เมื่อมีน้ำ 1 โมเลกุลมาทำปฏิกิริยากับมีเทนจะได้คาร์บอนมอนอกไซด์และ
ไฮโดรเจน (สมการท่ี 2.1) ถ้ามีน้ำ 2 โมเลกุลจะได้คาร์บอนไดออกไซด์และไฮโดรเจนเป็นผลิตภัณฑ์  
(สมการท่ี 2.2) เรียกกระบวนการนี้ว่า (Steam methane reforming) 

CH4   +    H2O                      CO    +     3H2          สมการท่ี 2.1 
CH4   +  2H2O           CO2    +    4H2          สมการท่ี 2.2 

       กระบวนการแก๊สซิฟิเคชันเป็นการนำก๊าซธรรมชาติ ชีวมวล และเอทานอลมาทำปฏิกิริยากับ
ออกซิเจนภายใต้อุณหภูมิสูงถึง 800-900 องศาเซลเซียสและปลดปล่อยก๊าซผสม เช่น 
คาร์บอนมอนอกไซด์ คาร์บอนไดออกไซด์ ไฮโดรเจน น้ำ และสารประกอบไฮโดรคาร์บอน เป็นต้น    
ปริมาณของออกซิเจนจะมีผลต่อชนิดของผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากกระบวนการแก๊สซิฟิเคชัน  เมื่อก๊าซมีเทน
ทำปฏิกิริยาออกซิเดชันอย่างสมบูรณ์จะได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และน้ำ (สมการท่ี 
2.3) ในบางกรณี ก๊าซมีเทนอาจทำปฏิกิริยาออกซิเดชันเพียงบางส่วน ทำให้ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซ
คาร์บอนมอนอกไซด์และน้ำ (สมการท่ี 2.4) 

CH4   +    2O2                        CO2   +     2H2O       สมการท่ี 2.3 
CH4   +    1/2O                       CO    +    2H2O       สมการท่ี 2.4 

       2.2.2 กระบวนการทางเคมีไฟฟ้าหรือการแยกโมเลกุลน้ำด้วยไฟฟ้า 

       กระบวนการทางเคมีไฟฟ้า (Electro-chemical process) หรือการแยกโมเลกุลของน้ำด้วย
กระแสไฟฟ้า (Electrolysis of water) เป็นกระบวนการแยกองค์ประกอบของน้ำออกเป็นกา๊ซ
ออกซิเจนและก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า   ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นในส่วนท่ีเรียกว่าอิเล็กโทร- 
ไลเซอร์ (Electrolyzer) ท่ีทำหน้าท่ีเกิดปฏิกิริยาอิเล็กโทรไลซิสโดยการเติมสารอิเล็กโทรไลต์ 
(Electrolyte) เช่น กรดซัลฟิวริก (H2SO4)    ปฏิกิริยาการแยกโมเลกุลของน้ำด้วยไฟฟ้าเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของน้ำและรีดักชันของโปรตอนที่ข้ัวไฟฟ้าท่ีแตกต่างกัน ดังนี้ 

(1)  ท่ีขั้วแอโนด ในพีเอชท่ีเป็นกรด น้ำจะเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซ
ออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน โดยมีค่าศักย์ไฟฟ้าจากปฏิกิริยารีดักชัน (Eo) ท่ีขั้วอิเล็กโทรด
เท่ากับ 1.229 โวลต์ (สมการท่ี 2.5)   ในพีเอชท่ีเป็นเบส ไฮดรอกไซด์ไอออนเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซออกซิเจน น้ำ และอิเล็กตรอน โดยมีค่า Eo เท่ากับ 0.401 โวลต์ (สมการท่ี 2.6) 

(2)  ท่ีขั้วแคโทด ในพีเอชท่ีเป็นกรด โปรตอนจะเกิดปฏิกิริยารีดักชัน ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซ
ไฮโดรเจน (สมการท่ี 2.7) โดยมีค่า Eo เท่ากับ 0.0 โวลต์   ในพีเอชท่ีเป็นเบส น้ำจะเกิดปฏิกิริยา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รีดักชัน ได้ผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นก๊าซไฮโดรเจนและไฮดรอกไซด์ไอออน (OH-) โดยมีค่า Eo เท่ากับ 0.828
โวลต์ (สมการท่ี 2.8) (Chaplin 2017) (รูปท่ี 2.2)  
 
ท่ีขั้วแอโนด (Anode) 

pH 0        2H2O                     O2  +  4H+  +  4e-     E°=   +1.229 โวลต์   สมการท่ี 2.5 
pH 14      4OH-                      O2  +  H2O  +  4e-    E°=   +0.401 โวลต์   สมการท่ี 2.6 

ท่ีขั้วแคโทด (Cathode) 
pH 0        4H+   +   4e-                     2H2              E°=       0.0  โวลต์   สมการท่ี 2.7 
pH 14      4H2O  +   4e-                    2H2  +  4OH-   E°=   -0.828  โวลต์   สมการท่ี 2.8 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.2 กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำออกเป็นออกซิเจนและไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า 
ที่มา: กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2557 

 
       กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางเคมีความร้อนและกระบวนการทาง
เคมีไฟฟ้ามีต้นทุนค่าใช้จ่ายสูง รวมทั้งต้องใช้พลังงานในการผลิตเป็นจำนวนมาก จึงเป็นอุปสรรค
สำคัญในการผลิตไฮโดรเจน นักวิจัยจึงหันมาให้ควมาสนใจไฮโดรเจนจากจากบวนการทางชีวภาพ 

       2.2.3  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ 

       ไฮโดรเจนท่ีผลิตมาจากส่ิงมีชีวิตด้วยกระบวนการทางชีวภาพสามารถเรียกอีกช่ือหนึ่งว่า  
“ไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen)”   จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนได้มีหลายชนิด เช่น แบคทีเรีย 
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหร่ายสีเขียว เป็นต้น โดยจุลินทรีย์แต่ละชนิดจะ
ผลิตไฮโดรเจนขึ้นอยู่กับการทำงานของเอนไซม์หรอืโปรตีนที่เกี่ยวข้อง เช่น แบคทีเรียสังเคราะห์แสง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไซยาโนแบคทีเรีย สามารถผลิตไฮโดรเจนจากการทำงานของเอนไซมไ์นโตรจีเนส (Nitrogenase)   
ส่วนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว สามารถผลิตไฮโดรเจนจากการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
(Hydrogenase)   การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพสามารถแบ่งเป็น 5 กระบวนการ
หลักๆ ดังนี้ 

              2.2.3.1  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำด้วยแสงแบบ 
ทางตรง (Direct biophotolysis) 

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำด้วยแสงแบบทางตรง 
สามารถพบได้ในสาหร่ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรียโดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
เมื่อระบบแสงท่ีสอง (Photosystem II, PSII) ของสาหร่ายได้รับพลังงานแสงจะเกิดการกระตุ้นการ
แตกตัวของโมเลกุลของน้ำได้ผลิตภัณฑ์เป็นออกซิเจน (O2) โปรตอน (H+) และอิเล็กตรอน (e-) 
(สมการท่ี 2.9)     จากนั้น อิเล็กตรอนจะถูกส่งไปยังระบบแสงท่ีหนึ่ง (Photosystem I, PSI) และส่ง
ต่อไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไป จนกระท่ังถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย คือ เฟอร์รีดอกซิน 
(Ferredoxin, Fd)    เฟอร์รีดอกซินจะส่งอิเล็กตรอนให้กับโปรตอนโดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจนเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย (สมการท่ี 2.10) (รูปท่ี 2.3)   

    
2H2O                2H2 + O2            สมการท่ี 2.9     

2H+ + 2Fd (re)                H2 + 2Fd (ox)      สมการท่ี 2.10 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2.3 การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายโมเลกุลของน้ำด้วยแสงแบบทางตรง 
ที่มา: Hallenbeck and Benemann, 2002 
 

 Hydrogenase 

พลังงานแสง 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



11 
 

2.2.3.2  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำด้วยแสงแบบ 
ทางอ้อม (Indirect biophotolysis) 

              การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการสลายโมเลกุลของน้ำด้วยพลังงานแสงแบบทางอ้อม  
สามารถพบได้ในสาหร่ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรีย  การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการนี้สามารถ
แบ่งออกเป็น 2 กระบวนการย่อยคือ (1) กระบวนการผลิตคาร์โบไฮเดรตโดยอาศัยการสังเคราะห์แสง
ในระบบแสงท่ีหนึ่งและสองร่วมกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ (สมการท่ี 2.11) (รูปท่ี 2.4 (1)) (2) 
คาร์โบไฮเดรตจะถูกเปล่ียนเป็นก๊าซไฮโดรเจนและอะซีเตท (สมการท่ี 2.12) (รูปท่ี 2.4 (2))     อะซี
เตทท่ีผลิตได้จะถูกสลายไปเป็นโมเลกุลของไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ (สมการท่ี 2.13)   จาก
ปฏิกิริยารวมทั้งหมด จะเห็นได้ว่าการสลายโมเลกุลของน้ำ 12 โมลหรือการสลายโมเลกุลของกลูโคส 
1 โมเลกุล สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 12 โมเลกุล (สมการท่ี 2.14)  

 
6H2O + 6CO2                                 C6H12O6 + 6O2             สมการท่ี 2.11 
C6H12O6 + 2H2O                             4H2 + 2CH3COO + 2CO2              สมการท่ี 2.12 
2CH3COOH + 4H2O                         8H2 + 4CO2   สมการท่ี 2.13 

ปฏิกิริยารวมดังนี้       12H2O                         12H2 + 6O2   สมการท่ี 2.14 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
          
         
 
 
 ( 1 )                                                 ( 2 ) 

 
รูปที่ 2.4 การผลิตไบโอไฮโดรเจนด้วยวิธีการแยกสลายโมเลกุลของน้ำด้วยแสงแบบทางอ้อม 
ที่มา: Hallenbeck and Benemann, 2002        

พลังงานแสง 

พลังงานแสง 
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2.2.3.3  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใชแ้สง (Photo-fermentation) 

              การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง สามารถพบได้ในแบคทีเรียสังเคราะห์
แสง ตัวอย่างของแบคทีเรียในกลุ่มนี้ ได้แก่ Rhodobacter sp. และ Rhodospirillium sp.    
กระบวนการนี้อาศัยการสังเคราะห์แสงและการทำงานเอนไซมไ์นโตรจีเนสในการเปล่ียนสารประกอบ
อินทรีย์จำพวกชีวมวล ของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรมหรือเกษตรกรรม เช่น อะซีเตท แลคเตท  
บิวทีเรท เป็นต้น ไปเป็นไฮโดรเจน (สมการท่ี 2.15)    แบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีสามารถผลิต
ไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักในกลุ่มนี้จะมรีะบบสังเคราะห์แสงเพียงระบบเดียว   ภายใต้สภาวะไร้
อากาศ   แบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะใช้กรดอินทรีย์เป็นตัวให้อิเล็กตรอนแก่เฟอร์รีดอกซิน   เฟอร์รี
ดอกซินจะส่งต่ออิเล็กตรอนไปยังเอนไซม์ไนโตรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน  กระบวนการนี้อาศัยพลังงาน
ในรูป ATP (รูปท่ี 2.5) 

CH3COOH + 2H2O                      2CO2 + 4H2     สมการท่ี 2.15 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

รูปที่ 2.5 การผลิตไบโอไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใช้แสง 
ที่มา: Hallenbeck and Benemann, 2002 

 

พลังงานแสง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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              2.2.3.4  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง (Dark-fermentation) 

              การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงสามารถพบในแบคทีเรียท่ีไม่ใช้
อากาศ   กระบวนการนี้เป็นการย่อยสลายสารต้ังต้นจำพวกคาร์โบไฮเดรต เช่น ของเสียอินทรีย์ ชีว
มวล ของเสียทางการเกษตรกรรมและโรงงานอุตสาหกรรม และ น้ำตาลกลูโคส ให้เป็นคาร์บอนได 
ออกไซด์และกรดอินทรีย์ชนิดต่างๆ เช่น กรดอะซีติก กรดบิวทีริก ฯลฯ  นอกจากนี้ พลังงานและ
อิเล็กตรอนท่ีได้จากกระบวนการย่อยสลายยังสามารถนำไปผลิตไฮโดรเจนโดยผ่านการทำงานของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนส   แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง เช่น 
แบคทีเรีย Clostridium sp. (Hawkes et al., 2002), Escherichia coli (Chittibabu et al., 
2006) และ Alcaligenes eutrophus เป็นต้น 

              ในกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสงนี้ เมื่อทำการหมักสารต้ังต้นกลูโคส 1 โมลจนได้
ผลิตภัณฑ์หลักคือกรดอะซีติก จะสามารถสังเคราะห์ไฮโดรเจนได้ 4 โมล (สมการท่ี 2.16)   นอกจาก
จะได้ผลิตภัณฑ์หลักคือกรดบิวทีริกแล้วยังได้ผลิตผลพลอยได้เป็นไฮโดรเจน 2 โมล (สมการท่ี 2.17) 
(Hawkes et al., 2002)  

   C6H12O6 + 2H2O            2CH3COOH + 2CO2 + 4H2         สมการท่ี 2.16 
   C6H12O6                 CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2          สมการท่ี 2.17 

              2.2.3.5  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการ Water gas shift reaction  

              กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการ Water gas shift reaction เป็น
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการทำปฏิกิริยาของน้ำและคาร์บอนมอนอกไซด์  แบคทีเรียกลุ่มโฟโต
เฮเทอโรโทรพ (Photo-heterotrophic bacteria) เช่น Rubriviviax gelatinosus, และ 
Rhodospiirillaceae sp. ฯลฯ สามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการนี้ โดยแบคทีเรียจะย่อยสลาย
ชีวมวลเป็นคาร์บอนมอนอกไซด์และน้ำ   จากนั้น แบคทีเรียใช้คาร์บอนมอนอกไซด์ทำปฏิกิริยากับน้ำ
โดยอาศัยพลังงานในรูปอะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (Adenosinetriphosphate, ATP) ได้ผลิตภัณฑ์คือ
ก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (สมการท่ี 2.18)    มีรายงานวิจัยพบว่าแบคทีเรียใน
กระบวนการ Water gas shift reaction สามารถผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 96 มิลลิโมลของไฮโดรเจน
ต่อลิตรต่อช่ัวโมง (mmol H2 L-1 h-1) ซึ่งมากกว่าปริมาณไฮโดรเจนท่ีถูกผลิตจากแบคทีเรียใน
กระบวนการหมักในท่ีมืดเท่ากับ 20-50 mmol H2 L-1 h-1   รวมทั้งราคาต้นทุนการผลิตไฮโดรเจน
ของกระบวนการ Water gas shift reaction ถูกกว่ากระบวนหมักในท่ีมืดประมาณ 4-5 เท่า 
(Saxena et al., 2009)  

    Biomass  →  CO  + H2O           CO2 + H2     ∆G๐ = -20 kJ/mol    สมการท่ี 2.18 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3  จุลินทรีย์ทีส่ามารถผลิตไฮโดรเจน 

       จุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนสามารถจัดจำแนกได้เป็น 3 กลุ่มใหญ่ ดังนี้  

       2.3.1  แบคทีเรีย (Bacteria) 

       แบคทีเรียเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีจัดอยู่ในกลุ่มโปรคาริโอต (Prokaryote) สามารถพบท่ัวไปในธรรมชาติ 
มีลักษณะรูปร่างและการจัดเรียงหลายรูปแบบ         แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนแบ่งออกเป็น   
2 ชนิดคือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสง และ แบคทีเรียท่ีใช้กระบวนการหมัก 

              2.3.1.1  แบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

              แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถสังเคราะห์แสงโดยใช้สารประกอบซัลเฟอร์ ซัลไฟต์ ไทโอซัลเฟต 
กรดอินทรีย์หรือคาร์บอนอื่นๆ เป็นตัวให้อิเล็กตรอนเพื่อรีดิวซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ให้เป็นสารประ- 
กอบคาร์โบไฮเดรต   ดังนั้น การสังเคราะห์แสงของแบคทีเรียกลุ่มนี้จึงไม่ให้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์ 
แบคทีเรียกลุ่มนี้สามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงโดยอาศัยการทำงานของ
เอนไซม์ไนโตรจีเนส โดยแบคทีเรียในกลุ่มนี้แบ่งได้เป็น 3 กลุ่ม คือ (1) แบคทีเรียสีม่วงท่ีไม่สะสม
กำมะถัน (Non-sulfur purple bacteria) เช่น Rhodobacter sp. (Miyake and Kawamura, 
1987) (2) แบคทีเรียสีม่วงท่ีสะสมกำมะถัน (Sulfur purple bacteria) เช่น Chromatium sp. 
(Ikemoto and Mitsui, 1984) และ (3) แบคทีเรียสีเขียวสะสมกำมะถัน (Sulfur green bacteria) 
เช่น Chlorobiaceae sp.    

              2.3.1.2  แบคทีเรียที่ใช้กระบวนการหมัก 

              แบคทีเรียท่ีใช้กระบวนการหมักสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักน้ำตาลและ  
การใช้แหล่งคาร์บอนที่มาจากชีวมวลหรือน้ำเสียผ่านการทำงานของเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต
ไฮโดรเจน 2 ชนิด คือ (1) เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีพบในแบคทีเรียท่ีเจริญได้ท้ังมีออกซิเจนและไมม่ี
ออกซิเจน (Facultative anaerobic bacteria) เช่น Escherichia sp. และ Enterobacter sp. (2) 
เอนไซม์ไนโตรจีเนสท่ีพบในแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixing bacteria) เช่น 
Azotobacter sp. และ Klebsiella sp. (Basak and Das, 2007)  

2.3.2  ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรียเป็นจุลินทรีย์ท่ีสามารถสังเคราะห์แสงแล้วได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์  ไซยา
โนแบคทีเรียสามารถจัดจำแนกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ ไซยาโนแบคทีเรียเซลล์เดียว (Unicellular 
cyanobacteria) และไซยาโนแบคทีเรียท่ีเป็นเส้นสาย (Filamentous cyanobacteria)    โดยปกติ 
ไซยาโนแบคทีเรียเซลล์เดียวจะไม่มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ   ในขณะท่ี เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไซยาโนแบคทีเรียเส้นสายจะพบท้ังชนิดท่ีตรึงไนโตรเจนและไม่ตรึงไนโตรเจน   ไซยาโนแบคทีเรีย
สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากกระบวนการตรึงไนโตรเจนและหรือกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง 
โดยข้ึนอยู่กับชนิดและสายพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรีย   ไซยาโนแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจน
ได้แก่ Anabaeana sp., Nostoc sp., Synechocystis sp. เป็นต้น   เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับ 
เมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียประกอบด้วย (1) เอนไซม์ไนโตรจีเนส เร่งปฏิกิรยิา
ตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศเปล่ียนให้เป็นแอมโมเนียและได้ไฮโดรเจนเป็นผลิตผลพลอยได้   เอน- 
ไซม์ไนโตรจีเนสพบในไซยาโนแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจน (2) เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake 
hydrogenase) เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุลไฮโดรเจนท่ีผลิตจากการตรึงไนโตรเจนไปเป็น
โปรตอน   เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนสพบในไซยาโนแบคทีเรียท่ีตรึงไนโตรเจนเช่นกัน และ (3) 
เอนไซม์ไบไดเรคชันนอลไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) ทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาออกซิ-
เดซันของโมเลกุลไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเป็นโมเลกุล
ไฮโดรเจน     เอนไซม์นี้สามารถพบในไซยาโนแบคทีเรียท่ัวไป (Tamagnini et al., 2002)  

       2.3.3 สาหร่ายสีเขียว (Green algae) 

สาหร่ายสีเขียวจัดอยู่ในดิวิชันคลอโรไฟตา (Division Chlorophyta) เป็นกลุ่มสาหร่ายกลุ่มท่ี
ใหญ่ท่ีสุดคือมีประมาณ 8,000 สปีชีส์   สาหร่ายสีเขียวสามารถพบได้ในแหล่งน้ำธรรมชาติ อาทิ 
น้ำตก ทะเล บ่อน้ำ ฯลฯ    เซลล์สาหร่ายสีเขียวมีรูปร่างหลายลักษณะ ได้แก่ เซลล์เรียงตัวเป็นสาย 
(Filamentous body) เช่น Ulothrix sp. เซลล์เด่ียวหรือกลุ่มเซลล์ท่ีเคล่ือนท่ีได้ (Motile colony) 
เช่น Chlamydomonas sp. เซลล์เด่ียวหรือกลุ่มเซลล์ท่ีเคล่ือนท่ีไม่ได้ (Non-motile colony) เช่น 
Chlorella sp. เซลล์เรียงตัวเป็นแผ่น (Membranous body) เซลล์มีลักษณะคล้ายเนื้อเยื่อพาเรนไค-
มา (Parenchymatous body) และเซลล์มีลักษณะเป็นท่อหรือเป็นถุง (Siphonous body)    รงค
วัตถุท่ีพบได้ในสาหร่ายสีเขียวประกอบด้วยคลอโรฟิลล์ เอ คลอโรฟิลล์ บี แคโรทีน ซึ่งได้แก่ แอลฟา-
แคโรทีน เบต้า-แคโรทีน แกมมา-แคโรทีน เป็นต้น และแซนโทฟิลล์ ได้แก่ ลูทีน ไวโอลาแซนทิน เป็น
ต้น   สาหร่ายสีเขียวมีคลอโรพลาสต์หลายรูปแบบ เช่น รูปถ้วย รูปเกือกม้า ตาข่าย ขดเป็นเกลียว 
แฉกรูปดาวและเป็นแถบ   ผนังเซลล์ส่วนใหญ่มี 2 ช้ัน ประกอบไปด้วยเซลลูโลสและเพคติน   อาหาร
ท่ีสะสมของเซลล์สาหร่ายสีเขียว คือ อะไมโลสและอะไมโลเพคติน โดยมีการสะสมอยู่ในไซโตพลาสซึม
หรือคลอโรพลาสต์ 

วัฏจกัรชีวิตของสาหร่ายสีเขียวมี 2 แบบ คือ แฮปพลอนติก (Haplontic) ซึ่งเป็นวัฏจักรที่เซลล์
มีจำนวนโครโมโซม n ท่ีเกิดขึ้นในระยะไซโกตจากการแบ่งตัวเพื่อสร้างสปอร์ และแบบท่ี 2 คือ ดิป-
พลอนติก (Diplontic) ซึ่งเป็นวัฏจักรที่เซลล์มีจำนวนโครโมโซม 2n ท่ีเกิดขึ้นในเซลล์ปกติ   การ
สืบพันธุ์ของสาหร่ายสีเขียวมีทั้งการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศซึ่งเกิดจากการรวมกันของแกมีต (Game-
te) และการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ เช่น การแบ่งเซลล์และสร้างสปอร์ เป็นต้น 
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       สาหร่ายสีเขียวเป็นจุลินทรีย์ท่ีสามารถสังเคราะห์แสงแล้วได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์
เช่นเดียวกับไซยาโนแบคทีเรียและพืชช้ันสูง   นอกจากนี้ สาหร่ายสีเขียวยังสามารถผลิตไฮโดรเจน
จากกระบวนการสังเคราะห์แสงภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน มีรายงานพบว่าการผลิต
ไฮโดรเจนถูกค้นพบครั้งแรกในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus obliquus (Gaffron and Rubin, 
1942)   ต่อมามีรายงานวิจัยพบว่าสาหร่าย Chlamydomonas sp. มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน
สูงท้ังในท่ีมืดและท่ีสว่าง (Miura et al., 1982)   กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจะอาศัยเอนไซม์ท่ีสำคัญ
คือเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ซึ่งเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็นก๊าซไฮโดรเจน   การ
ผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายจะขึ้นอยู่กับปริมาณออกซิเจนในระบบ   เนื่องจากเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของ
สาหร่ายสีเขียวมีความไวต่อออกซิเจน   ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวมักจะเกิดขึ้น
ภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจน   ในปัจจุบัน สาหร่ายสีเขียวได้รับความสนใจนำมาผลิตไฮโดรเจน 
เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวมีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรปสามารถเพาะเล้ียง
ในน้ำเสียจึงทำให้สามารถลดต้นทุนในการเพาะเล้ียงได้ ตัวอย่างของจุลินทรีย์ท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจน 
เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง แหล่งพลังงาน และตัวให้อิเล็กตรอน แสดงในตารางท่ี 2.2 

ตารางที่ 2.2 เอนไซม์ท่ีใช้ แหล่งพลังงานและตัวให้อิเล็กตรอนของจุลินทรีย์ชนิดต่างๆ (Basak and 
Das, 2007) 

กลุ่มของจุลินทรีย์ จีนัสของจุลินทรีย์ เอนไซม ์
แหล่ง

พลังงาน 
ตัวให้

อิเล็กตรอน 
สาหร่ายสีเขียว 

 
 

ไซยาโนแบคทีเรีย 
 
 

แบคทีเรียที่สังเคราะห์แสง 
 
 
 

แบคทีเรียต้องการและไม่
ต้องการออกซิเจน 

 
 

แบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจน 

Chlamydomonas 
Chlorella 

 
Anabaena 
Oscillataria 

 
Rhodobacter 

Rhodospirillium 
Chromatium 

 
Escherichia 

Enterobacter 
Methanobacterium 

 
Azotobacter 
Klebsiella 

ไฮโดรจีเนส 
 
 

ไฮโดรจีเนสและ 
ไนโตรจีเนส 

 
ไนโตรจีเนส 

 
 
 

ไฮโดรจีเนส 
 
 
 

ไนโตรจีเนส 
 

แสง 
 
 

แสง 
 
 

แสง 
 
 
 

อินทรีย์
คาร์บอน 

 
 

อินทรีย์
คาร์บอน 

น้ำ 
 
 

น้ำ 
 
 

กรดอินทรีย์ 
ซัลเฟต 

 
 

น้ำตาล 
 
 
 

น้ำตาล 
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2.4  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 

       สาหร่ายสีเขียวมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจนท้ังในท่ี
มืดและท่ีมีแสง โดยมีกระบวนการท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตไฮโดรเจน 2 กระบวนการ (1) กระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีขึ้นกับระบบแสงท่ีสองของกระบวนการสังเคราะห์แสง   กระบวนการนี้จะใช้วัตถุดิบ
คือน้ำเป็นแหล่งอิเล็กตรอนและแสงเป็นแหล่งพลังงาน โดยอาจเรียกกระบวนการผลิตไฮโดรเจนนีว้่า 
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางตรง (Direct H2 production) (2) กระบวนการผลิตไฮโดรเจนท่ีไม่
ขึ้นกับระบบแสงท่ีสอง โดยผลิตไฮโดรเจนในสภาวะมืดจากอิเล็กตรอนของกระบวนการสลายแป้งหรือ
กระบวนการอืน่    อิเล็กตรอนถูกส่งต่อให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสทำปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนเปล่ียน
ให้เป็นไฮโดรเจน   การผลิตไฮโดรเจนนี้อาจเรียกว่ากระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางอ้อม (Indirect H2 
production)   กระบวนการผลิตไฮโดรเจนท้ัง 2 กระบวนการ สามารถอธิบายได้ดังนี้ 

       2.4.1  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่ขึ้นกับระบบแสงที่สอง  

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนท่ีขึ้นกับระบบแสงท่ีสองนี้เป็นการผลิตไฮโดรเจนท่ีเกิดจากกระบวนการ
สังเคราะห์แสงของเซลล์สาหร่าย    กระบวนการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียวจะพบในบริเวณ
คลอโรพลาสต์ของเซลล์ โดยมีหน่วยรับพลังงานแสง (Antenna complex) ซึ่งประกอบด้วยรงควัตถุ
หลายชนิด ได้แก่ แคโรทีนอยด ์คลอโรฟิลล์ เอ และคลอโรฟิลล์ บี ท่ีทำงานร่วมกันในการรับพลังงาน
แสงและส่งต่อไปยังศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยา (Reaction center)     สาหร่ายสีเขียวมีระบบในการ
รับพลังงานแสงสำหรับกระบวนการสังเคราะห์แสง 2 ระบบ คือ ระบบแสงท่ีหนึ่ง (Photosystem I, 
PSI) ท่ีสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 นาโนเมตร และระบบแสงท่ีสอง (Photosystem II, 
PSII) ท่ีสามารถดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 680 นาโนเมตร    กระบวนการสังเคราะห์แสงของ
สาหร่ายเกิดขึ้นเมื่อระบบแสงท่ีสองได้รับพลังงานแสง แสงจะกระตุ้นการปลดปล่อยอิเล็กตรอนใน
ศูนย์กลางปฏิกิริยาของระบบแสงท่ีสองในคลอโรฟิลล์ให้หลุดออก อิเล็กตรอนจะถูกส่งไปยังตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวแรก (Q : primary electron acceptor of PSII)    อิเล็กตรอนในศูนย์กลางปฏิกิริยา
ของระบบแสงท่ีสองในคลอโรฟิลล์จะถูกแทนท่ีด้วยอิเล็กตรอนท่ีได้มาจากการออกซิไดซ์หรือการแตก
ตัวของน้ำท่ีเรียกว่า “Water splitting”  ในกระบวนการแตกตัวของน้ำ นอกจากจะได้อิเล็กตรอน
เป็นผลิตภัณฑ์แล้ว ยังได้ออกซิเจนและโปรตอนเป็นผลิตภัณฑ์อีกด้วย    ระบบการขนส่งอิเล็กตรอน
ในกระบวนการสังเคราะห์แสง เริ่มจากการขนส่งอิเล็กตรอนจาก PSII ไปยังควิโนน (Quinone, Q) 
และอิเล็กตรอนจะถูกขนส่งต่อไปเป็นทอดๆ ไปยังพลาสโตควิโนน (Plasto quinone, PQ) ไซโตโครม
บี 6 เอฟ (Cytochrome b6f, Cyt b6f) พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin, PC) และเข้าไปยังระบบ
แสงท่ีหนึ่ง    เมื่อศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาของระบบแสงท่ีหนึ่งถูกกระตุ้นด้วยแสง อิเล็กตรอนจะถูก
กระตุ้นและปลดปล่อยอิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวอื่นๆ ทำให้อิเล็กตรอนจากระบบแสงท่ีสอง
เข้ามาแทนท่ีอิเล็กตรอนท่ีถูกปล่อยไป   ส่วนอิเล็กตรอนท่ีปลดปล่อยจากระบบแสงท่ีหนึ่งจะถูกส่ง
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ต่อไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไป จนกระท่ังถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย คือ เฟอร์รีดอกซิน 
(Ferredoxin, Fd)  อิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอกซินสามารถส่งต่อไปยัง 2 วิถี โดยมีวัตถุประสงค์ท่ี
แตกต่างกัน วิถีแรกเพื่อสร้างคาร์โบไฮเดรต กล่าวคืออิเล็กตรอนจะถูกส่งให้ NADP+ เกิดปฏิกิริยา
รีดักชันได้ผลผลิตเป็น NAPDH   NADPH ท่ีได้จะถูกนำไปใช้ร่วมกับพลังงาน ATP ในการตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์ได้เป็นคาร์โบไฮเดรตโดยผ่านวัฏจักรเคลวิน (Calvin cycle)     วิถีท่ีสองเพื่อผลิต
ก๊าซไฮโดรเจน กล่าวคือ โปรตอนที่มาจากการแตกตัวของน้ำจะเคล่ือนจากสโตรมาท่ีความเข้มข้นของ
โปรตอนต่ำ (Low H+) ไปยังลูเมนท่ีความเข้มข้นของโปรตอนที่สูงกว่า (High H+)   เอนไซม์ไฮโดร
จีเนสจะทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอน ได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจน (รูปท่ี 
2.6) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.6 กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจากกระบวนการสังเคราะห์แสงท่ีขึ้นกับ
ระบบแสงท่ีสอง 
ที่มา: Melis and Happe, 2001 
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       2.4.2   กระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่ไม่ขึ้นกับระบบแสงที่สอง   

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนท่ีไม่ข้ึนกับระบบแสงท่ีสองอาจกล่าวได้ว่าเป็นการผลิตไฮโดรเจน
ทางอ้อมจากการย่อยสลายแป้ง   กระบวนการนี้สามารถแบ่งได้เป็น 2 ขั้นตอน คือ (1) การย่อยสลาย
แป้งให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นนิโคตินาไมด์อะดีนีนไดนิวคลีโอไทด์ฟอสเฟตในรูปรีดิวซ์ (Reduced nicotin-
amide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) หรือการใช้ซัคซิเนท (Succinate) ท่ีได้มา
จากวัฏจักรไกลออกซีเลท (Glyoxylate cycle) เป็นแหล่งอิเล็กตรอน (Mus et al., 2005)   
อิเล็กตรอนท่ีได้มาจาก NADPH หรือซัคซิเนทจะถูกส่งไปยังพลาสโตควิโนน โดยอาศัยการทำงานของ
เอนไซม์ Plastoquinone–reducing Type II NAD(P)H dehydrogenase (NDA2)   จากนั้น 
อิเล็กตรอนจะถูกส่งผ่านไปยัง ไซโตโครมบี 6 เอฟ ระบบแสงท่ีหนึ่ง จนไปถึงเฟอร์รีดอกซินซึง่จะรีดิวซ์
โปรตอนให้เป็นไฮโดรเจนจากการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (2) การย่อยสลายแป้งเป็นไพรูเวท 
(Pyruvate)    อิเล็กตรอนจากไพรูเวทจะส่งไปท่ีเอนไซม์ Pyruvate : ferredoxin oxidoreductase 
(PFR)   จากนั้น อิเล็กตรอนจะถูกส่งต่อไปยังเฟอร์รีดอกซินเช่นเดียวกับข้ันตอนท่ี 1   เฟอร์รีดอกซิน
จะรีดิวซ์โปรตอนให้เป็นไฮโดรเจนโดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hemschemeier 
and Happe, 2005) (รูปท่ี 2.7) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.7 กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจากกระบวนการสังเคราะห์แสงท่ีไม่
ขึ้นกับระบบแสงท่ีสอง 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Hemschemeier and Happe, 2005 
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2.5  เอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่ายสีเขียว 

       เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตไฮโดรเจนในจุลินทรีย์สามารถแบ่งเป็น 2 ชนิด คือ 
1. เอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอน

และอิเล็กตรอน ได้ผลิตภัณฑ์เป็นก๊าซไฮโดรเจน   ปฏิกิริยาสามารถผันกลับได้ง่ายเนื่องจากมีค่า ∆G0 

ต่ำ   เอนไซม์ไฮโดรจีเนสสามารถพบได้ในแบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห์แสง ไซยาโนแบคทีเรีย และ
สาหร่ายสีเขียว  

2. เอนไซม์ไนโตรจีเนส 
เอนไซม์ไนโตรจีเนส (Nitrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนจาก

บรรยากาศให้เป็นแอมโมเนีย และได้ผลิตผลพลอยได้เป็นก๊าซไฮโดรเจน   ปฏิกิริยานี้ต้องใช้พลังงาน
ในรูป ATP จำนวนมากและไม่สามารถผันกลับได้   เอนไซม์ไนโตรจีเนสสามารถพบในแบคทีเรียตรึง
ไนโตรเจน และไซยาโนแบคทีเรียเส้นสายบางชนิด  

ในสาหร่ายสีเขียว กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจะอาศัยการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเป็น
หลัก   โดยปกติ เอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะมีไอออนของโลหะทำหน้าท่ีเป็นโคแฟคเตอร์ หรืออาจจะกล่าว
ได้ว่าเป็น “เมทัลโลเอนไซม์ (Metalloenzyme)”   โดยท่ัวไป เอนไซม์ไฮโดรจีเนสสามารถจัดจำแนก
ได้เป็น 3 ชนิดขึ้นกับชนิดของไอออนของโลหะท่ีบริเวณศูนย์กลางการกระตุ้นของเอนไซม์ ดังนี้ 

1. เอนไซม์ไอรอนไฮโดรจีเนส 
เอนไซม์ไอรอนไฮโดรจีเนส (Fe-hydrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีภายในโมเลกุลประกอบด้วย

ไอออนของเหล็กอยู่ในบริเวณศูนย์กลางการกระตุ้นของเอนไซม์ หรืออาจเรียกช่ือเอนไซม์นี้ว่าเอนไซม์ 
FeFe-hydrogenase เนื่องจากประกอบด้วยเหล็ก 2 อะตอมอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น (รูปท่ี 
2.8)   เอนไซม์ชนิดนี้สามารถพบได้ในสาหร่ายสีเขียว  

2. เอนไซม์นิกเกิลไอรอนไฮโดรจีเนส 
เอนไซม์นิกเกิลไอรอนไฮโดรจีเนส (NiFe-hydrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีภายในโมเลกุล

ประกอบด้วยไอออนของนิกเกิลและเหล็กอยู่ในบริเวณศูนย์กลางของการกระตุ้นของเอนไซม์     
เอนไซม์นี้ประกอบด้วยโปรตีน 5 หนว่ยย่อย ซึง่สามารถแบ่งย่อยได้เป็น 2 เอนไซม์ท่ีทำงานร่วมกัน 
คือ (1) เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีมีโปรตีน 2 หน่วยย่อย คือ โปรตีน HoxH ประกอบด้วยเหล็กและ 
นิกเกิลอย่างละ 1 อะตอมอยู่ในศูนย์กลางบริเวณกระตุ้น โปรตีน HoxY ท่ีมีคลัสเตอร์ของ 4Fe-4S (2) 
เอนไซม์ไดอะโฟเรส (Diaphorase) ประกอบด้วยโปรตีน 3 หน่วยย่อย คือ โปรตีน HoxF, HoxU และ 
HoxE ซึ่งจะทำหน้าท่ีส่งอิเล็กตรอนให้แก่เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (รูปท่ี 2.8)   เอนไซม์ชนิดนี้มีความทน
ต่อออกซิเจนสูงกว่า FeFe-hydrogenase (Cracknell et al., 2008)   เอนไซม์ชนิดนี้สามารถพบได้
ในแบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรีย 
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3. เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีปราศจากโลหะ 
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีปราศจากโลหะ (Metal-free hydrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีไมพ่บโลหะ

เป็นองค์ประกอบภายในโมเลกุลบริเวณกระตุ้น   เอนไซมน์ี้พบในส่ิงมีชีวิตพวกอาร์เคียท่ีจัดอยู่ในกลุ่ม
เมทาโนเจน (Methanogenic archea) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.8 บริเวณกระตุ้นของเอนไซม์ Fe-hydrogenase และ NiFe-hydrogenase 
ที่มา: Maness et al., 2009 

นอกจากนี้ เอนไซม์ไฮโดรจีเนสยังสามารถจำแนกได้เป็น 2 ชนิด ตามทิศทางการเกิดปฏิกิริยา
ได้เป็น 2 ชนิด ดังนี้ 

1. เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส 
เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenase) เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุล

ไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน (สมการท่ี 2.19)   ปฏิกิริยานี้ไม่สามารถผันกลับได้ จึงอาจ
เรียกช่ือเอนไซม์นี้ว่าเป็นเอนไซม์ไฮโดรจีเนสแบบทิศทางเดียว (Unidirectional hydrogenase) 

H2                                             2H+    +   2e-       สมการท่ี 2.19 

2. เอนไซม์รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส 
เอนไซม์รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส (Reversible hydrogenase) เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ

โมเลกุลไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน และปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอน 
ไปเป็นโมเลกุลไฮโดรเจน (สมการท่ี 2.20)   ปฏิกิริยานี้สามารถผันกลับได้ จึงอาจเรียกช่ือเอนไซม์นี้ว่า
เป็นเอนไซม์ไฮโดรจีเนสแบบสองทิศทาง (Bidirectional hydrogenase) 

                     2H+    +   2e-                                      H2               สมการท่ี 2.20 

ในสาหร่ายสีเขียว การผลิตไฮโดรเจนถูกพบครั้งแรกใน Scenedesmus obliquus ในปี ค.ศ. 
1939 (Gaffron 1939)   หลังจากนั้น มีรายงานการศึกษาเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในสาหร่ายสี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เขียวจำนวนมาก โดยพบว่าเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียวคือ เอนไซม์ 
ไอรอนไฮโดรจีเนส   เอนไซมไ์อรอนไฮโดรจีเนสประกอบด้วยโปรตีน 2 หน่วยย่อยคือ HYDA1 และ 
HYDA2 โดยมีขนาดประมาณ 47 กิโลดาลตัล   เอนไซม์ชนิดนี้สามารถรับอิเล็กตรอนจากเฟอร์รี 
ดอกซินหรือจากกระบวนการหมักแป้งและไพรูเวทด้วยเอนไซม์ไพรูเวทเฟอรร์ีดอกซินออกซิโดรีดักเทส 
(Pyruvate-ferredoxin oxidoreductase, PFR)    

 

2.6   เอนไซม์ FeFe-hydrogenase 

       เอนไซม์ไอรอนไฮโดรจีเนส (FeFe-hydrogenase) เป็นเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมของ
ไฮโดรเจน โดยสามารถพบได้ในจุลินทรีย์หลายชนิด ได้แก่ แบคทีเรียท่ีไม่ต้องการออกซิเจน เช่น 
Clostridium sp. พบในคลอโรพลาสต์ของสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว เช่น Chlamydomonas sp. 
และพบในไฮโดรจีโนโซม (Hydrogenosome) ของโปรโทซัวและรา (Vignais and Billoud, 2007)    
แบคทีเรีย Clostridium pasteurianum เป็นจุลินทรีย์ชนิดแรกที่ถูกค้นพบว่า บริเวณกระตุ้นของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีเพียงไอออนของโลหะเหล็กเท่านั้น แต่ไม่มีไอออนของโลหะนิกเกิลเหมือนท่ีพบ
ในแบคทีเรียชนิดอื่น (Chen and Mortenson, 1974)     เอนไซม์ไอรอนไฮโดรจีเนสของสาหร่ายสี
เขียวสามารถกระตุ้นการผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าเอนไซมน์ิกเกิลไอรอนไฮโดรจีเนสหรือเอนไซม์ 
รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนสในไซยาโนแบคทีเรีย เนื่องจากเอนไซม์ในไซยาโนแบคทีเรียมีแนวโน้มในการ
เกิดปฏิกิริยาการสลายโมเลกุลของไฮโดรเจนจากปฏิกิริยาออกซิเดชันได้สูงกว่าปฏิกิริยาการสร้าง
ไฮโดรเจนจากปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอน (Vincent et al., 2007)  

เอนไซม์ไอรอนไฮโดรจีเนสประกอบด้วยโครงสร้างหลัก 2 ส่วน คือ (1) เอฟคลัสเตอร์  
(F-cluster) คือ คลัสเตอร์ท่ีมี [Fe4S4] subunit ซึ่งอยู่ติดกับเฟอร์รีดอกซิน (2) เฮชคลัสเตอร์ 
(Hydrogen activating cluster, H-cluster) เป็นบริเวณท่ีมีการเกิดปฏิกิริยารีดักชันระหว่างโปรตอน
จากเฟอร์รีดอกซินกับอิเล็กตรอนในโครงสร้างเกิดเป็นผลิตภัณฑ์คือก๊าซไฮโดรเจน   H-cluster 
ประกอบด้วยอะตอมของโลหะเหล็ก 6 ตัว ซึ่งมาจาก [2Fe]H subunit กับ [Fe4S4] subunit   หน่วย
ย่อยท้ัง 2 ส่วนจะเช่ือมกันด้วยอะตอมของซัลเฟอร์ในกรดอะมิโนซิสเทอีน (Cystenyl sulfur)    
[2Fe]H subunit ประกอบด้วย (1) Promimal Fe center (Fep) เป็นอะตอมของเหล็กท่ีเช่ือมกับ 
[Fe4S4] subunit (2) Distal Fe center (Fed) เป็นบริเวณท่ีเกิดการผลิตไฮโดรเจนหรือบริเวณท่ีถูก
ยับย้ังด้วยออกซิเจนหรือคาร์บอนมอนอกไซด์   อะตอมของเหล็กใน [2Fe]H subunit ยังจับกับ
คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) และไซยาไนด์ (CN) อีกด้วย   กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนจะเริ่มจาก
อิเล็กตรอนถูกส่งมาจากเฟอร์รีดอกซิน อิเล็กตรอนจะเคล่ือนท่ีภายในโครงสร้างเอนไซม์ เริ่มเข้าสู่ F-
cluster ก่อน   จากนั้น อิเล็กตรอนจะถูกส่งต่อไปยัง H-cluster เพื่อรวมตัวกับโปรตอนเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันกลายเป็นก๊าซไฮโดรเจน (รูปท่ี 2.9)   แต่หากมีก๊าซออกซิเจนอยู่ในระบบ ออกซิเจนจะมีความ
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ไวในการแย่งจับกับเหล็กบริเวณ Fed ของ H-cluster ทำให้ Fed ไม่สามารถถ่ายทอดอิเล็กตรอนไปยัง
โปรตอน ส่งผลให้ไม่ผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 โครงสร้าง H-cluster ของเอนไซม์ Fe-hydrogenase 
ที่มา: Morra et al., 2016 
 

2.7   ความไวต่อออกซิเจนของเอนไซม์ Fe-hydrogenase 

       สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงโดยอาศัยการทำงานของ
เอนไซม์ Fe-hydrogenase ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้มีความไวต่อก๊าซออกซิเจน   ก๊าซออกซิเจนจัดเป็นตัว
ยับย้ังการทำงานของเอนไซม์แบบแข่งขัน (Competitive inhibitor) โดยออกซิเจนจะเข้าไปจับกับ
เหล็กไอออนแทนโปรตอน ทำให้กระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนเกิดชะงัก   เอนไซม์จึงไม่สามารถเร่ง
ปฏิกิริยาได้ (รูปท่ี 2.10)   เนื่องจากเอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีความไวต่อก๊าซออกซิเจนสูง ถ้ามีความ
เข้มข้นของออกซิเจนในระบบต่ำ จะส่งผลให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณสูง    ในทางตรงกัน
ข้าม หากมีความเข้มข้นของออกซิเจนในระบบสูง จะส่งผลให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณต่ำ   
ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวจึงมักเกิดภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน โดยต้อง
รักษาระดับก๊าซออกซิเจนให้มีค่าต่ำกว่า 0.1 เปอร์เซ็นต์ เพื่อให้มีปริมาณของก๊าซไฮโดรเจนสูง 
(Hallenbeck and Benemann, 2002) 

เมื่อก๊าซออกซิเจนมีปริมาณมากเกินพอสำหรับกระบวนการหายใจของเซลล์สาหร่ายสีเขียว    
ออกซิเจนจะแย่งโปรตอนจับกับเอนไซม์ Fe-hydrogenase ในบริเวณ 2[Fe]H subsite ของ H-
cluster ท่ี Fed   ออกซิเจนจะเข้าไปแทนท่ีโมเลกุลของน้ำจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน   หลังจากนั้น
เอนไซม์ได้รับโปรตอนจากเฟอร์รีดอกซินอีกครั้ง โครงสร้างท่ีมีลิแกนด์จับกับโมเลกุลออกซิเจนนั้นจะ
เหลือเพียงแค่อะตอมของออกซิเจน   หลังจากนั้น จะมีการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างตามโมเลกุล
ต่างๆ ท่ีเข้าจับกับบริเวณกระตุ้น โดยเมื่อมีการรวมกันระหว่างออกซิเจนอะตอม (O ligand) กับ
คาร์บอนมอนอกไซด์อะตอม (CO moiety) ท่ีปลายลิแกนด์ข้างนึงจะเปล่ียนเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) (รูปท่ี 2.11)   โครงสร้างของเอนไซม์ในลักษณะนี้เป็นสภาพไม่สมบูรณ์เป็นการทำลายสภาพเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ธรรมชาติของเอนไซม์ชนิดนีไ้ป โดยจะไม่สามารถให้อิเล็กตรอนแก่โปรตอนในการเกิดปฏิกิริยารีดักชัน
เปล่ียนเป็นก๊าซไฮโดรเจน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.10 การทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียวในสภาวะท่ีมีและไม่มีก๊าซออกซิเจน 
ที่มา: Stiebritz and Reiher, 2012 

        
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่ 2.11 การขัดขวางการทำงานของ Fe-hydrogenase เมื่อมีก๊าซออกซิเจน 
ที่มา: Stiebritz and Reiher, 2012 
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การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายอย่างมีประสิทธิภาพประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ (1) การ
เพาะเล้ียงสาหร่ายเพื่อผลิตชีวมวล   สาหร่ายจะถูกเพาะเล้ียงในอาหารปกติภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและ
อากาศ  ในระหว่างการเจริญเติบโต เซลล์จะสังเคราะห์แสงได้ผลิตภัณฑ์เป็นคาร์โบไฮเดรตและได้
ออกซิเจนจากการแตกตัวของน้ำ   ออกซิเจนจะเข้าจับกับเอนไซม์ไฮโดรจีเนสทำให้ประสิทธิภาพการ
ทำงานของเอนไซม์ลดลง จึงมีการผลิตไฮโดรเจนเพียงเล็กน้อย (2) การผลิตไฮโดรเจน ขั้นตอนนี้จะ
เกิดภายหลังการเพาะเล้ียงสาหร่าย โดยจะบ่มภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจนเพื่อกระตุ้นการผลิต
ไฮโดรเจน   การลดปริมาณออกซิเจนในระบบอาจทำได้โดยการระงับการทำงานของระบบแสงท่ีสอง 
โดยการใส่สารยับย้ังการทำงานของระบบแสงหรือการบ่มเซลล์ในสภาวะการขาดแหล่งซัลเฟอร์ 
(Wykoff et al., 1998)  และไม่ควรส่งผลต่อกระบวนการหายใจของเซลล์ในไมโตคอนเดรีย (Melis 
et al., 2000)     ซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบท่ีสำคัญของกรดอะมิโนซิสเทอีนกับเมไทโอนีนในโปรตีน 
D1 ของระบบแสงท่ีสอง     การขาดซัลเฟอร์ทำให้ไม่มีการซ่อมแซมการทำงานของโปรตีน D1 ส่งผล
ให้การแตกตัวของน้ำและการผลิตออกซิเจนลดลง    ก๊าซออกซิเจนในระดับต่ำนี้เพียงพอต่อการ
หายใจระดับเซลล์เท่านั้น ทำให้ไม่มีออกซิเจนเหลือพอในการเข้าจับกับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ส่งผลให้มี
ปริมาณไฮโดรเจนสูงขึ้น   นอกจากการขาดซัลเฟอร์แล้ว การขาดธาตุไนโตรเจนยังมีผลทำให้การผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสูงขึ้น (Philipps et al., 2012)     นอกจากนี้ ยังมีรายงานวิจัยพบว่า สารยั้บ
ยั้งกระบวนการสังเคราะห์แสง 3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU) สามารถลด
การผลิตก๊าซออกซิเจนให้ลดลงภายใน 3-4 วัน (Laurinavichene et al., 2004) และหากทำให้เซลล์
เพิ่มกระบวนการหายใจ จะทำให้เซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น (Kruse et al., 2005)     
 

2.8  ปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 

       2.8.1  สภาวะการขาดแหล่งอาหารและแร่ธาตุ 

การขาดแหล่งอาหารและแร่ธาตุชนิดต่างๆ มีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
ดังนี ้

              2.8.1.1 สภาวะการขาดแหล่งซัลเฟอร์ (Sulfur deprivation) 

               ซัลเฟอร์มีความสำคัญต่อการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบท่ีสำคัญ
ของกรดอะมิโนซีสเทอีนและเมไทโอนีน ซึ่งกรดอะมิโนท้ัง 2 ชนิดนี้เป็นกรดอะมิโนท่ีมีความจำเป็นต่อ
กระบวนการสังเคราะห์และการซ่อมแซมโปรตีน D1 ท่ีอยู่ในศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยา (Reaction 
center) ของระบบแสงท่ีสองในไทลาคอยด์ (Wykoff et al., 1998)   ดังนั้น เมื่อบ่มเซลล์สาหร่ายใน
อาหารท่ีขาดแหล่งซัลเฟอร์ จะทำให้เซลล์มีการเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมในระบบแสงท่ีสอง โดยหยุด
การซ่อมแซมหรือการสังเคราะห์โปรตีน D1 ส่งผลให้อัตราการสังเคราะห์แสงท่ีระบบแสงท่ีสองลดลง   
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ออกซิเจนมีปริมาณไม่เพียงพอต่อการเข้าไปขัดขวางการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส ทำให้เซลล์
ผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น 

 2.8.1.2 สภาวะการขาดแหล่งฟอสฟอรัส (Phosphorus deprivation) 

  การขาดแหล่งฟอสฟอรัสทำให้การทำงานของเอนไซม์ต่างๆ ท่ีสำคัญในวิถีเพนโตส
ฟอสเฟต (Pentose phosphate pathway) ลดลง ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงต่อการขนส่งของ
อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสงท่ีสองเช่นเดียวกับการขาดแหล่งซัลเฟอร์ โดยอิเล็กตรอน
จากตัวรับอิเล็กตรอนตัวแรก QA (Primary quinone acceptor) จะไม่ส่งอิเล็กตรอนไปยงัตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวถัดไป QB (Secondary quinone acceptor) (Chylla and Whitmarsh, 1989)     

2.8.1.3 สภาวะการขาดแหล่งไนโตรเจน (Nitrogen deprivation) 

ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบของกรดอะมิโนทุกชนดิ   การขาดแหล่งไนโตรเจนทำให้เซลล์
มีการเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมภายในเซลล์หลายประการ คือ (1) การเปล่ียนแปลงของเซลล์สืบพันธุ์ 
(Gametes) (2) การเปล่ียนแปลงของกิจกรรมของระบบแสงท่ีสอง คือ ไซโตโครมบี 6 เอฟ 
(Cytochrome b6f complex) จะเสียสภาพไป   การเสียสภาพของไซโตโครมบี 6 เอฟมีผลทำให้
ปริมาณออกซิเจนท่ีเกิดขึ้นในระบบแสงท่ีสองลดลง ทำให้การทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสไมถู่ก
ยับย้ัง (3) การทำงานของเอนไซม์ Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
(RuBisco) ลดลง (Herzig and Falkowski, 1989) (4) มีการเปล่ียนแปลงการทำงานของเอนไซม์ 
NADH-PQ oxidoreductase (Peltier et al., 1991) เป็นต้น 

2.8.1.4 สภาวะการขาดแหล่งโพแทสเซียม (Potassium deprivation) 

โพแทสเซียมเป็นองค์ประกอบสำคัญของเอนไซม์และโปรตีนในส่ิงมีชีวิต การขาดโพแทส-
เซียมในอาหารมีผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสง ทำให้มีประสิทธิภาพในทำงานลดลง เนื่องจาก 
โปรตีน D1 ท่ีอยู่บริเวณศูนย์กลางเกิดปฏิกิริยาไม่ถูกสังเคราะห์ และระบบแสงสองซ่อมแซมตัวเอง
ไม่ได้ ทำให้ปริมาณของอิเล็กตรอน โปรตอน และออกซิเจนลดลง นอกจากนี้ กระบวนการสังเคราะห์ 
ATP ลดลงเช่นกัน ส่งผลต่อกระบวนการสังเคราะห์สารประกอบคาร์โบไฮเดรตขาดซับสเตรตให้การ
ดำเนินปฏิกิริยา ดังนั้น การสะสมแป้งจึงลดลง  นอกจากนี้ การขาดโพแทสเซียมยังส่งเสริมการเพิ่ม
อัตราการหายใจ  ท้ายท่ีสุดแล้วเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจึงได้รับอิเล็กตรอนจากการสลายแป้งเป็นหลัก 
และเซลล์อยู่ในสภาวะปราศจากออกซิเจน ทำให้มีการเหนี่ยวนำเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสเกิดปฏิกิริยา
รีดักชันให้ผลิตก๊าซไฮโดรเจน (Papazi et al., 2014) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.8.2  แหล่งคาร์บอน (Carbon source) 

แหล่งคาร์บอนมีความสำคัญต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว เนื่องจากการย่อยสลาย
สารประกอบคาร์โบไฮเดรตท่ีอยู่ในรูปแป้งหรือไกลโคเจน จะให้อิเล็กตรอนจำนวนมากภายใต้สภาวะท่ี
ปราศจากแสงและออกซิเจน   สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนจากการใช้แหล่งคาร์บอนท่ี
แตกต่างกัน 3 แบบ คือ (1) ใช้สารอนินทรีย์คาร์บอน เช่น คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นแหล่งคาร์บอน
หรืออยู่ในสภาวะออโตโทรป (Autotrophic condition) (2) ใช้สารอินทรีย์คาร์บอน เช่น กลูโคส 
ซูโครส อะซีเตท และสารอินทรีย์ในน้ำเสีย เป็นต้น เป็นแหล่งคาร์บอนหรืออยู่ในสภาวะเฮเทอโรโทรป 
(Heterotrophic condition) และ (3) ใช้ท้ังสารอินทรีย์และอนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน
หรืออยู่ในสภาวะมิกโซโทรป (Mixotrophic condition) (Jurado-Oller et al., 2015) 

2.8.3  แสง (Light) 

       แสงมีความสำคัญต่อกระบวนการสังเคราะห์แสงสำหรับใช้ในการเจริญเติบโตและสร้างพลังงาน
ให้แก่เซลล์   พลังงานท่ีได้นี้มาจากการรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศเปล่ียนเป็นคาร์โบไฮเดรต
และเก็บสะสมในรูปของแป้งในสาหร่ายสีเขียวและไกลโคเจนในไซยาโนแบคทีเรียเพื่อใช้เป็นแหล่ง
พลังงานสะสมต่อไป   อย่างไรก็ตาม ความเข้มแสงท่ีมากเกินไปสามารถยับยั้งต่อการสังเคราะห์แสง
และการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว (Kim et al., 2006)   การผลิตออกซิเจนและอัตราการ
สังเคราะห์แสงจะขึ้นอยู่กับชนิดของสาหร่ายและความเข้มแสง    

2.8.4  อุณหภูมิ (Temperature) 

      อุณหภูมิเป็นปัจจัยท่ีมีผลต่อการทำงานของโปรตีนและเอนไซม์ในกระบวนการต่างๆ อาทิเช่น
กระบวนการสังเคราะห์แสงและกระบวนการหายใจ  เมื่อบ่มเซลล์ท่ีอุณหภูมิสูงเกินไป ทำให้เซลล์ไม่มี
การสังเคราะห์โปรตีน และลดการสะสมของแป้ง ทำให้เซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ รวมท้ัง 
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสเสียสภาพ ทำให้ไม่มีการผลิตไฮโดรเจน (Juneja et al., 2013)   อุณหภูมิท่ี
เหมาะสมต่อการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียวอยู่ท่ี 60 องศาเซลเซียส (Happe 
and Naber, 1993) เอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะมีกิจกรรมท่ียาวนานขึ้น เมื่อบ่มสาหร่ายสีเขียวที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส (Hemschemeier et al., 2009)    

 2.8.5  พีเอช (pH) 

 พีเอชเป็นปัจจัยหนึ่งสำคัญต่อของการเพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียว เนื่องจาก พีเอชสามารถช้ีวัด
ปริมาณของคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีถูกตรึงและถูกผลิตได้ และมีผลต่อการดำรงชีวิตของส่ิงมีชีวิต  
สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญได้อย่างเต็มท่ีเมื่อบ่มในอาหารท่ีมีพีเอชเริ่มต้นเป็นกลาง พีเอชมีผลต่อ
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส โดยพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสเท่ากับของสาหร่ายสีเขียว 7.2-7.7 (Kosourov et al., 2003)   การ
เปล่ียนแปลงพีเอชทำให้สาหร่ายไม่มีการเจริญเติบโต เนื่องจาก เมแทบอลิซึมต่างๆ ถูกยบัยั้ง  

2.8.6  สารให้อิเล็กตรอน (Reducing agent) 

       สารให้อิเล็กตรอนหรือสารรีดิวซ์ คือ สารท่ีมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนแก่สารอื่นๆ ได้ดี 
กล่าวคือ ถูกออกซิไดซ์ง่าย   สารรีดิวซ์ในท่ีนี้จะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ (1) น้ำตาลรีดิวซ์ (Reducing 
sugar) เป็นน้ำตาลท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์ (Aldehyde) หรือคีโทน (Ketone) ท่ีเป็นอิสระอยู่ในโมเลกุลของ
น้ำตาล   สารให้อิเล็กตรอนสามารถเป็นตัวยับยั้งการเกิดของอนุมูลอิสระ (Reactive O2 species 
(ROS)) โดยการลดปริมาณของออกซิเจนอิสระภายในเซลล์สาหร่าย ทำให้เซลล์อยู่ภายใต้สภาวะ
ปราศจากออกซิเจน   ดังนั้น อิเล็กตรอนถูกถ่ายทอดไปยังตัวรับอิเล็กตรอนต่างๆ จนถึงเฟอร์รีดอก- 
ซินซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายของกระบวนการสังเคราะห์แสง จากนั้น เฟอร์รีดอกซิส่ง
อิเล็กตรอนต่อให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสและเกิดปฏิกิริยารีดักชันกลายเป็นไฮโดรเจนจำนวนมาก ตัวอย่าง
ของสารให้อิเล็กตรอน ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) ซิสเทอีน (Cysteine) โซเดียมซัลไฟต์ 
(Sodium sulfite) ไฮโดรควิโนน (Hydroquinone) และ เบตา-เมอร์แคปโตเอธานอล  (ß-
mercaptoethanol) เป็นต้น (Mer and Rideal, 1924; Hartman et al., 1962; Davey et al., 
2000; Maneeruttanarungroj et al., 2010; Marquez-Reyes et al., 2015) 

       ความสามารถในการรีดิวซ์ของสารรีดิวซ์จะพิจารณาจากค่ารีดอกซ์โพเทนเชียล (Redox 
potential) หรือจากศักยภาพในการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันรีดักชัน (Oxidation reduction 
potential, Eh) ซึ่งการถ่ายเทอิเล็กตรอนจากสารชนิดหนึ่งไปยังสารอีกชนิดหนึ่งจะเกิดความต่าง
ศักย์ไฟฟ้า   ค่าดังกล่าววัดได้ด้วยเครื่องมือวัดความต่างศักย์ไฟฟ้าโดยมีหน่วยเป็นมิลลิโวลต์ (mV)   
สารท่ีมีความสามารถเป็นตัวออกซิไดซท่ี์ดีจะมีค่า Eh เป็นบวกมาก   ในทางตรงกันข้าม สารท่ีเป็นตัว
รีดิวส์ท่ีดีจะมีค่า Eh เป็นลบมาก (พิมพ์เพ็ญ, 2560) 

2.9 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

       2.9.1  งานวิจัยความไวต่อออกซิเจนของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสต่อการผลิตไฮโดรเจน 

Bingham et al., (2011) ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการทำงานของเอนไซม์ Fe-
hydrogenase จากแบคทีเรีย Clostridium pasteurianum สายพันธุ์กลายในการลดความไวของ
เอนไซม์ต่อก๊าซออกซิเจน พบว่าเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสในสายพันธุ์กลายมีความไวต่อออกซิเจนต่ำ   โดย
สามารถทำปฏิกิริยากับเมทิลไวโอโลเจนได้สูงกว่าเอนไซม์ในสายพันธุ์ปกติ    

Jurado-Oller et al., (2015) ศึกษาปริมาณออกซิเจนท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ภายใต้สภาวะมิกโซโทรปภายใต้ความเข้มแสง 0-100 PAR เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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(Photosynthetically active radiation) พบว่าท่ีความเข้มแสง 22 PAR เซลล์ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สูงท่ีสุด และเมื่อมีการพ่นออกซิเจนเข้าสู่ระบบ การผลิตไฮโดรเจนจะถูกยับยั้งทันที   นอกจากนี้ 
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ยังสามารถใช้แหล่งคาร์บอน อินทรีย์เป็นแหล่งให้อิเล็กตรอนดีกว่า
แหล่งคาร์บอน อนินทรีย์ 

Fan et al., (2016) เปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 2 สายพันธุ์ คือ 
Chlorella pyrenoidosa และ Chlamydomonas reinhardtii ในสภาวะท่ีมีก๊าซออกซิเจนใน
ระบบ โดยแปรผันระดับความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีความเข้มข้น 0, 5, 10 และ 21 เปอร์เซ็นต์   
จากการทดลองพบว่า Chlorella pyrenoidosa สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงและนานกว่า 
Chlamydomonas reinhardtii โดยโครงสร้างของเซลล์และกระบวนการหายใจมีผลต่อการผลิต
ออกซิเจนท่ีส่งผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 

Noone et al., (2017) ศึกษาการแสดงออกของเอนไซม ์ Clostridial Fe-hydrogenase ใน
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii เพื่อเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนจากการแตกตัวของน้ำ โดยออกซิเจนจาก
การแตกตัวของน้ำในกระบวนการสังเคราะห์แสงจะไปยับยั้งการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส   ใน
งานวิจัยนี้ มีการนำยีนท่ีถอดและแปลรหัสของเอนไซม์ Fe-hydrogenase ของสาหร่าย C. 
reinhardtii ออกไป (∆HYD) และแทนท่ีด้วยยีน Clostridial Fe-hydrogenase (CaI) ของแบคทีเรีย 
Clostridium acetobutylicum ATCC 824 ท่ีทนต่อออกซิเจน   จากการทดลองพบว่า C. 
reinhardtii สายพันธุ์ D66∆HYD ท่ีตัดต่อยีนแล้วมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกว่าสายพันธุ์เดิมถึง 
20 เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่ายีนของแบคทีเรียสามารถแสดงออกในสาหร่ายสีเขียวได้และทำให้
เอนไซม์สามารถกระตุ้นการขนส่งอิเล็กตรอนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงได้   สาหร่ายสายพันธุ์นี้
จึงสามารถผลิตไฮโดรเจนสูงภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนต่างๆ 

       2.9.2  งานวิจัยผลของการขาดอาหารและแร่ธาตุต่อการผลิตไฮโดรเจน 

       Melis et al., (2000) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii จาก
กระบวนการสังเคราะห์แสงโดยอาศัยเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสภาวะการขาดซัลเฟอร์ โดยกระบวนการ
นี้ประกอบด้วย 2 ขั้นตอน คือ (1) การผลิตชีวมวลจากการสังเคราะห์แสงท่ีมีการผลิตออกซิเจนและ
การสะสมของสารประกอบคาร์โบไฮเดรต (2) การผลิตไฮโดรเจนภายในเซลล์สาหร่าย   จากการ
เพาะเล้ียงเซลล์ในอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ท่ีไปยับยั้งการทำงานของระบบแสงท่ีสองและลดการผลิต
ออกซิเจนให้มีออกซิเจนในปริมาณท่ีแค่เพียงพอสำหรับกระบวนการหายใจระดับเซลล์ พบว่าไม่มีการ
ผลิตออกซิเจนเกิดขึ้นในระยะเวลามากกว่า 120 ช่ัวโมง และเซลล์มีการใช้น้ำตาลกลูโคสต่ำเมื่อเทียบ
กับการใช้อะซีเตท  
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Chader et al., (2009) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 3 สายพันธุ์ คือ 
Chlorella sorokiniana สายพันธุ์ Ce, Chlorella salina สายพันธุ์ Mt และ Chlorella sp. สาย
พันธุ์ Pt6 ภายใต้สภาวะขาดซัลเฟอร์ พบว่า C. sorokiniana สายพันธุ์ Ce ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สะสมสูงท่ีสุดคือ 147 มิลลิลิตร ภายใต้การบ่ม 222 ช่ัวโมง ท่ีความเข้มข้นของออกซิเจนในระบบ 2 
เปอร์เซ็นต์นอกจากนี้ ยังพบอีกว่าสาหร่ายสีเขียวท้ัง 3 สายพันธุ์ สามารถผลิตไฮโดรเจนได้แม้ความ
เข้มข้นของออกซิเจนสูงถึง 11-15.4 เปอร์เซ็นต์ 

Philipps et al., (2012) ศึกษาผลของการขาดธาตุไนโตรเจนต่อการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสี
เขียว C. reinhardtii   จากการทดลองพบว่า อิเล็กตรอนท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนได้มาจาก
กระบวนการสังเคราะห์แสงและมาจากกระบวนการสลายแป้ง และพบว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหารท่ีขาด
ไนโตรเจนผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าเซลล์ท่ีอยู่ในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ใน 2 วันแรกของการบ่ม    
นอกจากนี้ การขาดไนโตรเจนทำให้สาหร่ายมีการสะสมแป้งในปริมาณท่ีสูงขึ้นและมีการสลายแป้งใน
ปริมาณท่ีต่ำกว่า สาหร่ายท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์  

He et al., (2015) ศึกษาการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว C. pyrenoidosa สาย
พันธุ์ 689S และ 707S ในอาหารน้ำทะเลธรรมชาติกับน้ำทะเลสังเคราะห์ท่ีมีการเติมกรดอะซิติก โดย
พบว่าสาหร่าย C. pyrcenoidosa สายพันธุ์ 689S และ 707S ผลิตไฮโดรเจนได้ 20.77 และ 25.51 
มิลลิลิตรต่อลิตร ตามลำดับ   อาหารท่ีขาดธาตุไนโตรเจนหรือซัลเฟอร์ช่วยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนใน 
C. pyrenoidosa สายพันธุ์ 707S ในขณะท่ีอาหารท่ีขาดไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสไม่เหนี่ยวนำการ
ผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย C. pyrenoidosa สายพันธุ์ 689S   นอกจากนี้ ยังพบว่าสาหร่าย C. 
pyrenoidosa ไม่สามารถเจริญเติบโตในอาหาร TAP ท่ีมีแอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) เป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในความเข้มข้นเดียวกับก๊าซไนโตรเจนท่ีถูกเติมในอาหารน้ำทะเล และสาหร่ายท้ัง 2 สาย
พันธุ์ไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนในอาหารน้ำทะเลท่ีมีการเติมกรดอะซีติก 

       2.9.3  งานวิจยัผลของแสงต่อการผลิตไฮโดรเจน 

       Gaffron and Rubin, (1942) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus 
obliquus ภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจนในท่ีมืดและสว่าง พบว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus  
สามารถลดคาร์บอนไดออกไซด์และสามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนในท่ีมืด โดยไฮโดรเจนสามารถผันกลับ
เป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน   สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนเมื่อเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะท่ีมีแสงมากกว่า
ภานใต้สภาวะมืดถึง 10 เท่า   สารไดไนโตรฟีนอล (Dinitrophenol) สามารถยับยั้งการผลิต
ไฮโดรเจนในท่ีมืดได้ 

Winkler et al., (2002) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของเอนไซม์ Fe-hydrogenase ในสาหร่ายสี
เขียวที่บ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด พบว่า C. reinhardtii ผลิต

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Philipps%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22020754


31 
 

ไฮโดรเจนได้ปริมาณสูงเมื่อบ่มเซลล์ในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ และออกซิเจนท่ีได้จากกระบวนการ
สังเคราะห์แสงมีปริมาณต่ำกว่าท่ีใช้ในกระบวนการหายใจ 

       Kim et al., (2006) ศึกษาการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas 
reinhardtii UTEX 90 ในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์โดยการแปรผันความเข้มแสง  จากการทดลองพบว่า
สาหร่ายสีเขียวผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุดภายใต้ความเข้มแสง 200 ไมโครโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 
ภายหลังบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   นอกจากนี้ ความเข้มแสงท่ีมากเกินไปจะมี
ผลไปทำลายระบบแสงท่ีสอง  สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้มากท่ีสุดเท่ากับ 225 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ
ลิตร และอัตราการผลิตไฮโดนเจนเท่ากับ 2.01 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมต่อเวลา   ดังนั้น การผลิต
ไฮโดรเจนจาก C. reinhardtii UTEX 90 ต้องควบคุมความเข้มแสงให้เหมาะสม 

       Tsygankov et al., (2006) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย C. reinhardtii โดยทำการ
เพาะเล้ียงสาหร่าย C. reinhardtii ในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์และให้อะซีเตทเป็นแหล่งคาร์บอน ภายใต้
สภาวะท่ีมีแสง โดยเพาะเล้ียงในสภาวะท่ีให้ความเข้มแสงต่ำ 25 ไมโครโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 
และให้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ ตลอดระยะเวลาการเพาะเล้ียง   พบว่า
สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด 56.4 ± 16.7 มิลลิลิตรต่อลิตร ถ้าให้ความเข้มแสงสูงประมาณ 110-
120 ไมโครโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที จะส่งผลให้มีการผลิตออกซิเจนมากขึ้น แต่ถ้าให้ความเข้ม
แสงในปริมาณต่ำประมาณ 20-25 ไมโครโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ออกซิเจนจะถูกใช้ ส่งผลให้
มีการผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้น 

       2.9.4  งานวิจัยผลของสารยับยั้งและสารรีดิวซ์ต่อการผลิตไฮโดรเจน 

Schnackenberg et al., (1993) ศึกษาตัวให้อิเล็กตรอนของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสในสาหร่ายสี
เขียว Scenedesmus obliquus สายพันธุ์ D3 ซึ่งเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรป   ตัวให้
อิเล็กตรอนท่ีทดสอบ ได้แก่ เมทิลไวโอโลเจน (Methylviologen) ฟีโนซาฟรานีน (Phenosafranine) 
เบนซิลไวโอโลเจน (Benzylviologen) เจนัส-กรีน (Janus-green) เมทิลีนบลู (Methylene blue) 
และโซเดียมไดไทโอไนท์ (Na-dithionite) พบว่าเมทิลไวโอโลเจนกระตุ้นการทํางานของเอนไซมไ์ฮโดร
จีเนสได้เพิ่มขึ้น 100 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากเป็นตัวให้อิเล็กตรอนท่ีมีศักย์รีดิวซ์คล้ายกับเฟอร์รีดอกซินท่ี
เป็นตัวให้อิเล็กตรอนของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสในเซลล์ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 

Scoma et al., (2012) ศึกษาผลของสารยับย้ังระบบแสงท่ีสองของการสังเคราะห์แสงสองของ
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ต่อการผลิตไฮโดรเจนภายใต้การบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ พบว่า
เมื่อเติม DCMU ลงในอาหารท่ีขาดแหล่งซัลเฟอร์ในระยะเวลาแตกต่างกัน คือ ในช่ัวโมงท่ี 14 และ 24 
ก่อนย้ายเซลล์ของสาหร่ายลงสู่อาหาร สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ไม่พบการผลิตไฮโดรเจนใน
ช่ัวโมงท่ี 14 แต่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ถึง 70 มิลลิลิตรต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 24 
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       Márquez-Reyes et al., (2015) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 2 สายพันธุ์ ได้แก่ 
Chlamydomonas gloeopara และ Scenedesmus obliquus พบว่าการใส่กรดอะมิโน 
ซิสเทอีนซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารรีดิวซ์ท่ีสามารถให้อิเล็กตรอนแก่เซลล์โดยไม่ต้องอาศัยการแตกตัวของ
น้ำ สามารถลดปริมาณการผลิตออกซิเจนในระบบและส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
ท้ัง 2 ชนิด 

       Liu et al., (2016) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. pyrenoidosa ท่ีอยู่ใน
สภาวะโฟโตออโตโทรป โดยใช้อาหารท่ีมีโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต (NaHCO3) 10 มิลลิโมลาร์ 
เป็นแหล่งคาร์บอนและเติม DCMU แทนท่ีการขาดซัลเฟอร์   จากการทดลองพบว่าการผลิตออกซิเจน
ของสาหร่ายถูกยับยั้งด้วยการเติม DCMU   การเติม DCMU จะทำภายใน 9 ช่ัวโมงของการให้แสง   
เซลล์ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดในช่ัวโมงท่ี 9 โดยผลิตได้ 93.86 มิลลิลิตรต่อลิตรเมื่อเติม DCMU เทียบกับ
ปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ 23.12 มิลลิลิตรต่อลิตรเมื่อบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย  
 

3.1  สาหร่ายสีเขียวที่ใช้ในการทดลอง 

       สาหร่ายสีเขียวที่ใช้ในการศึกษานี้มีจำนวนท้ังหมด 24 สายพันธุ์ โดยสามารถจัดแบ่งออกเป็น 3 
กลุ่ม ได้แก่ (1) สาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติในประเทศไทยจำนวน 15  
สายพันธุ์ (ตารางท่ี 3.1) (2) สาหร่ายสีเขียวที่ซื้อมาจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่ง
ประเทศไทยจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 3.2) และ (3) สาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas 
reinhardtii ท่ีซื้อมาจาก Chlamydomonas Resource Center ประเทศสหรัฐอเมริกาจำนวน 4 สาย
พันธุ์ (ตารางท่ี 3.3) 

ตารางที่ 3.1 สาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติในประเทศไทย 

ลำดับที่ 
ชนิดของสาหร่าย           

สีเขียว 
ไอโซเลท แหล่งที่มาของตัวอย่าง 

1 Chlorella sp. 1SinS1.1 น้ำจากนาข้าว จังหวัดสิงห์บุรี  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

2 Chlorella sp. 2TKS2.2 น้ำจากนาข้าว อำเภอตาคลี จังหวัดนครสวรรค์ 
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

3 Chlorella sp. 2SinS4 น้ำจากนาข้าว จังหวัดสิงห์บุรี  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

4 Chlorella sp. ChiS4 น้ำจากนาข้าว จังหวัดชัยนาท  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

5 Chlorella sp. ChiW1 น้ำจากนาข้าว จังหวัดชัยนาท  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

6 Chlorella sp. KMITL CirG แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

7 Chlorella sp. LSD-W2 น้ำจากนาข้าว หาดแหลมเสด็จ จังหวัดจันทบุรี 
แยกโดย Tinpranee et al., 2016 

8 Coelastella sp. CH แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 
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ตารางที่ 3.1(ต่อ) สาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกได้จากแหล่งน้ำธรรมชาติในประเทศไทย 

ลำดับที่ 
ชนิดของสาหร่าย           

สีเขียว 
ไอโซเลท แหล่งที่มาของตัวอย่าง 

9 Coelastrum sp. SD แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

10 Micractinium sp. A25.1 แหล่งน้ำจืด จังหวัดชัยนาท  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

11 Scenedesmus sp. L แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

12 Scenedesmus sp. KMITL OVG-1 แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

13 Tetraspora sp. CU2551 แหล่งน้ำจืด จังหวัดปทุมธานี 
แยกโดย Maneeruttanarungroj et al., 2010 

14 Undetected B35.1 แหล่งน้ำจืด จังหวัดมหาสารคาม  
แยกโดย รัตนลักษณ์ และคณะ, 2556 

15 Undetected WTK-W3.1 แหล่งน้ำจืด อุทยานวังตะไคร้ จังหวัดนครนายก 
แยกโดย ชลาลัย และ, 2558 

หมายเหตุ : สจล. คือ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
 
ตารางที่ 3.2 สาหร่ายสีเขียวที่ซื้อจากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย 

ลำดับที่ 
สายพันธุ ์

ของสาหร่ายสีเขียว 
สปีชีส ์ แหล่งที่มาของตัวอย่าง 

1 Coelastrum microporum TISTR 8568 แหล่งน้ำจืด เขตหนองจอก จังหวัด
กรุงเทพฯ 

2 Coelastrum reticulatum TISTR 8562 แหล่งน้ำจืด สจล. จังหวัดกรุงเทพฯ 
3 Monoraphidium branuii TISTR 8553 แหล่งน้ำจืด เขตลาดกระบัง จังหวัด

กรุงเทพฯ 
4 Scenedesmus armatus TISTR 8641 แหล่งน้ำจืด อำเภอปากเกร็ด จังหวัด

นนทบุรี 
5 Scenedesmus obliquus TISTR 8546 แหล่งน้ำจืด เขตลาดพร้าว จังหวัด

กรุงเทพฯ 
หมายเหตุ : สจล. คือ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง 
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ตารางที่ 3.3 สาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii ท่ีใช้ในการศึกษาท่ีซื้อมาจาก 
Chlamydomonas resource center 

ลำดับที่ 
สายพันธุ์ของ 

สาหร่ายสีเขียว 
ลักษณะของสาหร่าย อ้างอิง 

1 C. reinhardtii CC-124 สายพันธุ์ดั้งเดิม  
Mating type - 

Pröschold et al., 2005 

2 C. reinhardtii CC-125 สายพันธุ์ดั้งเดิม  
Mating type + 

Pröschold et al., 2005 

3 C. reinhardtii CC-4147 สายพันธุ์กลาย  
ไม่มียีน psbA 

Bennoun et al., 1980 
Bennoun et al., 1986 
Minagawa and Crofts, 1994 
Wollman et al., 1980 

4 C. reinhardtii CC-503 สายพันธุ์กลาย  
ไม่มีผนังเซลล์ 

Hyams and Devies, 1972 
Voigt et al., 1997 

 
3.2  อุปกรณ์ 

       3.2.1   กระบอกตวง (Cylinder) (Kartell, Italy) 
       3.2.2   กระดาษกรอง (GF/C) (GE Healthcare companies, UK) 
       3.2.3   กล้องจุลทรรศน์ชนิดถ่ายภาพได้ (Camera microscope) (Nikon Eclipse Ci-L, 

Japan) 
       3.2.4   กล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นหลังสว่าง (Bright field microscope) (Olympus CH30, Japan) 
       3.2.5   ขวดแก้วขนาด 10 มิลลิลตร (Headspace vial) (National Scientific, USA) 
       3.2.6   เข็มฉีดก๊าซ (Gas syringe) (Scientific Glass Engineering, Australia) 
       3.2.7   คิวเวตควอตซ์ (Semi-microquartz cuvette) (Starna Scientific, UK) 
       3.2.8   เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Gallenkamp T490811, UK) 
       3.2.9   เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (Hot plate with magnetic stirrer) (Vision VS130SH, 

Korea) 
       3.2.10  เครื่องแก้วต่างๆ (Glassware) 
       3.2.11  เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟเทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph- 
 Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)) (Hewlett-Packard, HP5890A GC,  

Japan) 
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       3.2.12  เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Gallenkamp T490811, UK) 
       3.2.13  เครื่องช่ังสาร (Balance) (Sartorius SI-234, Germany) 
       3.2.14  เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Labnet, Spectrafuge 16M, USA) 
       3.2.15  เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle 

Labortech Z38K, Germany) 
       3.2.16  เครื่องผสมสาร (Vortex) (Genie-2, Scientific Industries, USA) 
       3.2.17  เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) (Denver Instrument 215, USA) 
       3.2.18  เครื่องวัดออกซิเจน Clark-type oxygen electrode (Hansatech, UK)  
       3.2.19  เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer) (Shimadzu, UV-601, Japan) 
       3.2.20  เครื่องอบฆ่าเช้ือด้วยไอน้ำ (Autoclave) (Hirayama Manufacturing Corporation 

HV-50, Japan) 
       3.2.21  เครื่องให้ความร้อนแก่หลอดทดลอง (Heat block) (Labnet, USA) 
       3.2.22  คิวเวตควอตซ์ (Quartz cuvette) (Starna Scientific, UK) 
       3.2.23  จานเพาะเล้ียง (Plate) (Pyrex, USA) 
       3.2.24  ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar flow) (International Scientific Supply HS123, Thailand) 
       3.2.25  ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 
       3.2.26  โถดูดความช้ืนเดซิเคเตอร์ (Desiccator) 
       3.2.27  บีกเกอร์ (Beaker) 
       3.2.28  ปิเปตทิป (Pipette tip)  
       3.2.29  พาราฟิล์ม (Parafilm) (Bemis company, USA)  
       3.2.30  ฟลาสก์ (Erlenmeyer flask) (Pyrex, USA) 
       3.2.31  ไมโครปิเปต (Micropipette) (Labnet, USA) 
       3.2.32  ลูปเขี่ยเช้ือ (Loop) 
       3.2.33  หลอดเซ็นตริฟิวจ์ (Centrifuge tube) 
       3.2.34  ฮีโมไซโตมิเตอร์ (Hemocytometer) (Precicolor HBG, Germany) 

3.3  อาหารเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว 

       อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Tris-Acetate-Phosphate Medium (TAP) (Harris, 1989) (ภาคผนวก ข) 
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3.4  สารเคมี 

       3.4.1  สารเคมีสำหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

3.4.1.1   กรดบอริก (H3BO3) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.2   กรดอะซีติก (Glacial acetic acid) (Ajax Finechem, Australia) 
3.4.1.3   คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Mallinckrodt Baker, USA) 
3.4.1.4   แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.5   โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) (Fluka, Switzerland) 
3.4.1.6   ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) (Fluka, Switzerland) 
3.4.1.7   โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) (Merck, Germany) 
3.4.1.8   โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดต (Na2MoO4.2H2O) (British Drug Houses, England) 
3.4.1.9   โซเดียมอะซีเตท (CH3COONa) (Merck, Germany) 
3.4.1.10 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Na2EDTA) (Promega, USA) 
3.4.1.11 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.12 ทริสเบส (Tris-base) (Vivantis, Malaysia) 
3.4.1.13 น้ำตาลกลูโคส (C6H12O6) (Merck, Germany) 
3.2.2.14 น้ำตาลซูโครส (C12H22O11) (Carlo Erba, Italy) 
3.2.2.15 น้ำตาลฟรักโทส (C6H12O6) (Carlo Erba, Italy) 
3.2.2.16 น้ำตาลมอลโทส (C12H22O11) (Merck, Germany) 
3.2.2.17 น้ำตาลแลกโทส (C12H22O11) (Sigma, USA) 
3.4.1.18 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.19 เฟอร์รัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.20 แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.21 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.1.22 อะการ์ (Agar) (Difco, USA) 
3.4.1.23 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) (Carlo Erba, Italy) 

3.4.2  สารเคมีสาหรับวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์   

3.4.2.1  เมทานอล (CH3OH) (Analytical grade, RCI Labscan, Thailand) 
3.4.2.2  อะซีโตน (CH3COCH3) (Analytical grade, Fisher Scientific, England) 
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3.4.3  สารเคมีสำหรับวิเคราะหกิ์จกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  

3.4.3.1  ไตรตัน เอ็กซ์-100 (Triton X-100) 
3.4.3.2  โซเดียมไดไธโอไนต์ (Na2S2O4) (Sigma, Singapore) 
3.4.3.3  เมทิลไวโอโลเจนไดคลอไรด์ไฮเดรต (C12H14Cl2N2.H2O) (Sigma, Singapore) 

3.4.4  สารเคมีสำหรับวิเคราะห์ปริมาณแป้ง  

3.4.4.1  เอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส (Amyloglucosidase) (Sigma, USA) 

3.4.5  สารรีดิวซ์สำหรับให้อิเล็กตรอนแก่เซลล์สาหร่าย 

3.4.5.1  กรดฟอร์มิก (CH2O2) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.5.2  กรดแอสคอร์บิก (C6H8O6) (Sigma, China) 

              3.4.5.3  กรดออกซาลิก (C2H2O4) (Sigma, USA) 
              3.4.5.4  ซิสเทอีน (C3H7NO2S) (Sigma, USA) 

3.4.5.5  โซเดียมซัลไฟต์ (Na2SO3) (Carlo Erba, Italy) 
3.4.5.6  โซเดียมไดไธโอไนต์ (Na2S2O4) (Sigma, Singapore) 
3.4.5.7  โซเดียมโบโรไฮไดรด์ (NaBH4) (Sigma, USA) 
3.4.5.8  โซเดียมไฮโดรซัลไฟต์ (Na2O4S2) (Sigma, USA) 
3.4.5.9  ไดไทโอทรีอิทอล (C4H10O2S2) (Sigma, USA) 
3.4.5.10 เบต้า-เมอแคปโทเอทานอล (HSCH2CH2OH) (Pharmacia Biotech, 

Sweden) 
3.4.5.11 โพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอร์เรตไตรไฮเดรต (K4Fe(CN)6.3H2O) (Sigma, 

USA) 
3.4.5.12 เมทิลไวโอโลเจนไดคลอไรด์ไฮเดรต (C12H14Cl2N2.xH2O) (Sigma, USA) 

3.5  ก๊าซที่ใช้ในการวิเคราะห์ไฮโดรเจนและออกซิเจน 

       3.5.1 ก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ ในอาร์กอน (ปริมาตรต่อปริมาตร)                 
(Praxair, Thailand) 

       3.5.2 ก๊าซอาร์กอนความบริสุทธิ์ 99.999 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)   
(Thonburiwattana, Thailand) 

       3.5.3 ก๊าซออกซิเจนในบรรยากาศ 20.95 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



39 
 

3.6  วิธีการทดลอง 

        3.6.1  การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว 

3.6.1.1  การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวบนอาหารแข็ง 

เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์จากหัวเช้ือ โดยการเข่ียหรือลาก (Streak) 
เช้ือบนจานอาหารท่ีมีอาหารแข็ง Tris-Acetate-Phosphate (TAP) (ภาคผนวก ข)   นำจานอาหาร
แข็งไปทำการบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มข้นแสง 30 ไมโครโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที เป็นเวลา 3-5 วัน    

3.6.1.2  การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในอาหารเหลว 

              เตรียมหัวเช้ือสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ โดยการเข่ียเซลล์สาหร่ายลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและให้
แสงสว่างตลอดเวลาท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 3 วัน   
จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล์โดยนำสารแขวนลอยเซลล์ใส่ในหลอดเซ็นตริฟิวจ์ และนำไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   จากนั้น ล้างตะกอน
เซลล์ด้วยอาหาร TAP จำนวน 2 รอบ    นำเซลล์สาหร่ายจำนวน 24 สายพันธุ์ไปกระจายลงในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 750 นาโนเมตรเท่ากับ 0.1    จากนั้น นำฟลาสก์ไปเขย่าบนเครื่องเขย่าท่ีความเร็ว 120 รอบต่อ
นาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสและให้แสงต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง 

       3.6.2  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์  

       นำเซลล์สาหร่ายสีเขียวปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล์โดยนำหลอดไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมหิ้องเป็น
เวลา 5 นาที เทส่วนใสท้ิง   จากนั้น นำตะกอนเซลล์มาเติมตัวทำละลายอะซีโตนท่ีมีความเข้มข้น 90 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) สำหรับการสกัดคลอโรฟิลล์ในสาหร่าย Chlamydomonas และ
เติมตัวทำละลายเมทานอลท่ีมีความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) สำหรับการสกัด
คลอโรฟิลล์ในสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อื่น  ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร (Vortex mixer) บ่มในท่ี
มืด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง    เมื่อครบเวลา นำหลอดมาปั่นเหวี่ยงเพื่อให้เซลล์ตกตะกอนท่ีความเร็ว 
13,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที    จากนั้น นำสารละลายส่วนใสไปวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเท่ากับ 647 และ 664 นาโนเมตร สำหรับการวิเคราะห์ความเข้มข้น
คลอโรฟิลล์ของสาหร่าย Chlamydomonas ท่ีเติมอะซีโตน ทำการคำนวณความเข้มข้นคลอโรฟิลล์เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตามวิธีของ Jeffrey and Humphrey (1975) ดังสมการท่ี 3.1  ส่วนสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อื่นท่ีเติม
เมทานอล นำสารละลายส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนเท่ากับ 650 และ 665 นาโน
เมตร ทำการคำนวณความเข้มข้นคลอโรฟิลล์ตามวิธีของ Lee and Shen (2004) ดังสมการท่ี 3.2 
 
ปริมาณคลอโรฟิลล์ท้ังหมดจากการใช้ตัวทำละลายอะซีโตน (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  
= ((11.93 x E664) – (1.93 x E647)) + ((20.36 x E647) – (5.50 x E664))  สมการท่ี 3.1 
 
ปริมาณคลอโรฟิลล์ท้ังหมดจากการใช้ตัวทำละลายเมทานอล (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)  
= (4.0 x A665) + (25.5 x A650)       สมการท่ี 3.2 

        

       3.6.3  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจน  

       นำเซลล์แขวนลอยสาหร่ายสีเขียวที่เพาะเล้ียงในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ โดยนำเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 85 
มิลลิลิตร และนำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที   ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้ง และกระจายเซลล์ในอาหารทดสอบปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยใส่ลงในขวดแก้วปริมาตร 10 มิลลิลิตรและปิดฝา ทำการบ่มเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนบริเวณช่องอากาศด้านบนในขวด
ทดลอง (Headspace) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟเทอร์มอลคอนดักติวิตี
ดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph-Thermal Conductivity Detector, GC-TCD) เปรียบเทียบกับ
ก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ ในก๊าซอาร์กอน (ปริมาตรต่อปริมาตร) สภาวะท่ีใช้ในการ
วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนแสดงในตารางท่ี 3.4   จากนั้น คำนวณอัตราการผลิตไฮโดรเจนและ
ปริมาณไฮโดรเจนตามวิธีดังแสดงในภาคผนวก ค ในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตร (mL L-1) และไมโครโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (µmolH2 mg chl-1) 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 3.4 สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟเทอร์-
มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph-Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)) 
(Taikhao et al., 2013) 

พารามิเตอร์ สภาวะในการเดินระบบ 
Detector Thermal conductivity detector (TCD) 
Column  Packed SS column 2m x 4mm OD x 3mm ID p/w 

Molecular sieve 5 ºA 60/80 mesh 
Temperature program Injector temperature at 100 ºC  

Column temperature at 50 ºC  
Detector temperature at 100 ºC 

Carrier gas Argon gas (99.999% purity) with flow rate 20 mL min-1 
               

       3.6.4  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนบริเวณ Headspace 

       นำเซลล์แขวนลอยสาหร่ายสีเขียวที่เพาะเล้ียงในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ โดยนำเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 85 
มิลลิลิตร และนำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที   ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้ง และกระจายเซลล์ในอาหารทดสอบปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยใส่ลงในขวดแก้วปริมาตร 10 มิลลิลิตรและปิดฝา ทำการบ่มเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส   จากนั้น วิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนบริเวณช่องอากาศด้านบนในขวดทดลอง 
(Headspace) ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟเทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ 
(Gas Chromatograph-Thermal Conductivity Detector, GC-TCD) เปรียบเทียบกับก๊าซ
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 20.95 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์
ปริมาณออกซิเจนแสดงในตารางท่ี 3.4   จากนั้น คำนวณปริมาณออกซิเจนตามวิธีดังแสดงใน
ภาคผนวก ค ในหน่วยไมโครโมลออกซิเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (µmolO2 mg chl-1) 

       3.6.5  วิธีการวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  

       เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ โดยนำเซลล์แขวนลอยมาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้ง 
และกระจายเซลล์ในอาหารทดสอบปริมาตร 5 มิลลิลิตร      จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยใส่ลงในขวด
แก้วและปิดฝา   วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส โดยนำเซลล์สาหร่ายมา 500 ไมโครลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ใส่ในขวดแก้วปริมาตร 10 มิลลิลิตรท่ีมีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 12.5 มิลลิโมลาร์ 
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ซึ่งมีไตรตันเอ็กซ์-100 (Triton X-100) ความเข้มข้นสุดท้าย 0.1 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) โซเดียมไดไธโอไนต์ (Sodium dithionite) ความเข้มข้นสุดท้าย 20 มิลลิโมลาร์ 
และเมทิลไวโอโลเจนไดคลอไรด์ไฮเดรต (Methyl viologen dichlorohydrate) ความเข้มข้นสุดท้าย 
5 มิลลิโมลาร์ บ่มท่ีมืด อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น ทำการคำนวณปริมาณ
การผลิตไฮโดรเจนดังแสดงในภาคผนวก ค 

       3.6.6  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงและหายใจ 

       นำเซลล์แขวนลอยสาหร่ายสีเขียวที่เพาะเล้ียงในฟลาสก์ท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ โดยนำเซลล์แขวนลอยใส่ในหลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 85 
มิลลิลิตร และนำไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที   ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้ง และกระจายเซลล์ในอาหารทดสอบปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยใส่ลงในขวดแก้วปริมาตร 10 มิลลิลิตรและปิดฝา จากนั้น ทำการบ่มเซลล์ท่ี
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส   วิเคราะหป์ริมาณออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงและหายใจ
ด้วยเครื่อง Clark-type oxygen electrode (Hansatech, UK)   โดยเติมสารโซเดียมไดไธโอไนต์ 
(Sodium dithionite) ปริมาณ 1 กรัม ท่ีละลายในน้ำกล่ันลงใน Chamber สำหรับปรับค่าเริ่มต้นของ
เครื่อง Clark-type oxygen electrode เท่ากับศูนย์    จากนั้น แทนท่ีด้วยการเติมเซลล์แขวนลอย 2 
มิลลิลิตร และบ่มภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสงเท่ากับ 300 ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 15 นาที สำหรับการวิเคราะห์ออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสง   
จากนั้น บ่มเซลล์ท่ีมืดเป็นเวลา 15 นาที สำหรับการวิเคราะห์ออกซิเจนจากกระบวนการหายใจ 
(Mattos et al., 2015)  อัตราการเปล่ียนแปลงออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงและหายใจ
จะถูกคำนวณในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (µmolO2 mg chl-1) 

       3.6.7  วิธีการวิเคราะห์ความเข้มข้นของแป้ง 

นำสารแขวนลอยเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงในหลอดไมโครเซ็น- 
ตริฟิวจ์ นำมาปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที   
ทำการท้ิงส่วนใส   จากนั้น เติมสารทำละลายเมทานอลเพื่อกำจัดคลอโรฟิลล์ ทำการปั่นเหวี่ยงสาร
แขวนลอยเซลล์ของสาหร่ายอีกครั้ง   จากนั้น นำตะกอนเซลล์ของสาหร่ายมาเติมสารบัฟเฟอร์
โซเดียมอะซีเตท ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ พีเอช 4.5 ปริมาตร 1.7 มิลลิลิตร   แล้วนำสาร
แขวนลอยเซลล์ของสาหร่ายมาทำให้เซลล์แตกด้วยเครื่อง Ultrasonic Homogenizer Sonicator 
เป็นเวลา 5 นาที   จากนั้น ทำละลายแป้งภายในเซลล์สาหร่ายโดยใช้ความร้อนสูงด้วยเครื่องอบฆ่าเช้ือ
ด้วยไอน้ำท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที   เติมเอนไซม์อะไมโลกลูโคซิเดส 2.2  
ยูนิตต่อมิลลิลิตร แล้วนำเซลล์ไปแช่ในอ่างท่ีควบคุมอุณภูมิ 55 องศาเซลเซียส   จากนั้น ปรับปริมาตรเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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สุดท้ายเท่ากับ 2 มิลลิลิตร ตามวิธีของ Gfeller และ Gibbs (1984) จากนั้น ทำการปั่นเหวี่ยง นำ
ตะกอนเซลล์ไปตรวจหาความเข้มข้นของกลูโคสด้วยวิธี Dinitrosalicylic acid (DNS method) 
(Miller GL, 1959) 

       3.6.8  วิธีการคัดเลือกสายพันธุ์ของสาหรา่ยสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนใน
สภาวะที่มีออกซิเจน  

       เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ ตามวิธีการในหัวข้อ 3.6.1    ทำการเก็บเกี่ยวเซลล์
โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยอาหาร TAP จำนวน 2 ครั้ง    กระจายเซลล์ในอาหาร TAP ปริมาตร 5 
มิลลิลิตร   ปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ลงในขวดแก้วและปิดฝา    จากนั้น พ่นด้วยก๊าซอาร์กอนเป็นเวลา 
10 นาทีเพื่อไล่อากาศในขวดแก้ว ก่อนนำมาฉีดก๊าซออกซิเจนโดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายในขวดแก้ว
เท่ากับ 10, 20 และ 50 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) บ่มในท่ีมืด    ทำการวิเคราะห์ปริมาณการ
ผลิตไฮโดรเจนในช่ัวโมงท่ี 24 ด้วยเครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และวิเคราะห์ปริมาณ
คลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีในหัวข้อ 3.6.2   คัดเลือกสาหร่ายสีเขียวท่ีมีการผลิตไฮโดรเจน
ในปริมาณสูงภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนมาทำการศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนและ
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสต่อไป 

       3.6.9  วิธีการศึกษาปัจจัยที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายที่คัดเลือก 

3.6.9.1  วิธีการศึกษาผลของความเข้มข้นของก๊าซออกซิเจนต่อการผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

              เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกจากหัวข้อ 3.6.8 และเก็บเกี่ยวเซลล์โดยนำเซลล์ไปปั่น
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที   ทำการล้าง
เซลล์ด้วยอาหาร TAP จำนวน 2 ครั้ง    กระจายเซลล์ในอาหาร TAP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร    
ปิเปตเซลล์แขวนลอยใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา    จากนั้น พ่นด้วยก๊าซอาร์กอน เป็นเวลา 10 นาที 
เพื่อไล่อากาศในขวดแก้ว   นำมาฉีดก๊าซออกซิเจนให้มีความเข้มข้นสุดท้ายในขวดแก้วเท่ากับ 1, 2.5, 
5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) เทียบกับความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ
ปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 24, 
48, 72 และ 96 ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนและมีกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสูงท่ีสุดด้วยเครื่อง GC-
TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และ 3.6.5  และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธี
ในหัวข้อ 3.6.2   จากนั้น วิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของก๊าซออกซิเจนท่ีถูกเติมในเซลล์แล้วทำให้ค่าการ
ผลิตไฮโดรเจนปริมาณสูงสุดลดลงครึ่งหนึ่ง (O2I50)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6.9.2  วิธีการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกจากหัวข้อ 3.6.9.1 ตามวิธีในข้อ 3.6.1.2   จากนั้น ทำ
การเก็บตัวอย่างเซลล์แขวนลอยทุกๆ 6 ช่ัวโมง จนส้ินสุดการเพาะเล้ียงในช่ัวโมงท่ี 72 จำนวน 3 ซ้ำ   
นำเซลล์แขวนลอยไปศึกษาความหนาแน่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750  
นาโนเมตร (OD750) ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์  นับจำนวนเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์ ดังแสดงใน
ภาคผนวก ง และวัดปริมาณคลอโรฟิลล์ 

              3.6.9.3  วิธีการศึกษาอายุเซลล์ที่มีความเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย
สีเขียวที่คัดเลือก 

              เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกจากหัวข้อ 3.6.9.1 ตามวิธีในหัวข้อ 3.6.1.2 เป็นเวลา 
12, 24, 36, 48 และ 60 ช่ัวโมง จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล์สาหร่ายโดยนำเซลล์แขวนลอยมาป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที    จากนั้น นำเซลล์
แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา บ่มเซลล์ภายใต้ด้วยความเข้มแสง 30 ไม
โครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ
ปกติ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิต
ไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วยเครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของ
สาหร่ายสีเขียวตามวิธีในหัวข้อ 3.6.2  

              3.6.9.4  วิธีการศึกษาความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้นต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

              เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่มีอายุเซลล์ท่ีเหมาะสมจากหัวข้อ 3.6.9.3   ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภมู ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยอาหาร TAP จำนวน 2 ครั้ง   แปรผันค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 
750 นาโนเมตรของเซลล์แขวนลอยใหเ้ท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5 และ 2.0   จากนัน้ นำไป
เพาะเล้ียงโดยเขย่าท่ีความเร็ว 120 รอบต่อนาทีท่ีอุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสและให้แสงต่อเนื่อง
ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง ทำการเก็บ
เกี่ยวเซลล์แขวนลอยและล้างเซลล์อีกครั้ง  จากนั้น กระจายเซลล์ในอาหาร TAP ปริมาตร 5 มิลลิลิตร   
ปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา แล้วบ่มเซลล์ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมล
โฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ  เป็นเวลา 24 
ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วย
เครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธี
ในหัวข้อ 3.6.2  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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              3.6.9.5  วิธีการศึกษาการขาดธาตุอาหารต่างๆต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย 
สีเขียวที่คัดเลือก 

              เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกและมีอายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์ จำนวน 2 ครั้งด้วยอาหาร TAP แต่ละชนิดท่ีจะนำมาทดสอบ ได้แก่อาหาร 
TAP เป็นอาหารควบคุม, อาหาร TAP ท่ีขาดแหล่งไนโตรเจน (TAP-N), อาหาร TAP ท่ีขาดแหล่ง
ซัลเฟอร์ (TAP-S), อาหาร TAP ท่ีขาดแหล่งฟอสฟอรัส (TAP-P) และอาหาร TAP ท่ีขาดแหล่ง
โพแทสเซียม (TAP-K) และอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุอาหารมากกว่า 1 แหล่ง โดยการขาดธาตุอาหารจะ
แสดงในตาราง ข (ภาคผนวก ข) จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและ
ปิดฝา แล้วบ่มเซลล์ภายใต้ด้วยความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความ
เข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 24, 48, 72, 96, 120, 144 และ 168 ช่ัวโมง   
จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการ
ผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วยเครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และ 3.6.5 และวิเคราะห์ปริมาณ
คลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีในหัวข้อ 3.6.2  

              3.6.9.6  วิธีการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

              เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกและมีอายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้งด้วยอาหาร TAP-K ท่ีมีการแปรผันความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่ น้ำตาลกลูโคส น้ำตาลซูโครส น้ำตาลฟรักโทส น้ำตาลมอลโทส น้ำตาลแลค
โทส โซเดียมอะซีเตท เปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนเดิม คือ กรดอะซีติก โดยใช้ความเข้มข้นของแหล่ง
คาร์บอนเท่ากับ 34.8 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร   นำเซลล์มากระจายในอาหารทดสอบและ
ปรับปริมาตรเป็น 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา แล้วบ่มเซลล์ภายใต้ด้วยความเข้มแสง 30 ไม
โครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วย
เครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธี
ในหัวข้อ 3.6.2   จากนั้น คัดเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมมาทำการแปรผันความเข้มข้น
ของแหล่งคาร์บอนที่คัดเลือก โดยแปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนเท่ากับ 0, 8.7, 17.4, 34.8 
และ 174 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร    
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              3.6.9.7  วิธีการศึกษาผลของความเข้มแสงและรูปแบบการให้แสงต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

    เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกท่ีมอีายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยอาหาร TAP-K จำนวน 2 ครั้ง จากนัน้ นำเซลล์แขวนลอยปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา   จากนั้น นำขวดไปบ่มท่ีมีแสงโดยการแปรผันความเข้มแสง
เท่ากับ 0, 30, 60, 120, 240 และ 480 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้น
ของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการแปรผันรูปแบบการให้แสง (มืด
สลับสว่าง) ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 100 ช่ัวโมง จากนั้น 
ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วยเครื่อง GC-TCD ตาม
วิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 วิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีในหัวข้อ 3.6.2  

              3.6.9.8  วิธีการศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่
คัดเลือก 

    เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกท่ีมอีายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยอาหาร TAP-K จำนวน 2 ครั้ง จากนัน้ นำเซลล์แขวนลอยปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา   จากนั้น นำขวดไปบ่มท่ีมีแสงโดยการแปรผันความเข้มแสง
เท่ากับ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ
ปกติ นำขวดไปวางบนเครื่องเขย่าท่ีอุณหภูมิ 25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วย
เครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 วิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีใน
หัวข้อ 3.6.2  

              3.6.9.9  วิธีการศึกษาผลของพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือก 

    เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกท่ีมอีายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
10 นาที ทำการล้างเซลล์จำนวน 2 ครั้ง และกระจายลงในอาหาร TAP-K ท่ีมีการแปรผันค่าพีเอช
เริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับพีเอช 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.2, 7.5, 8, 8.5 ถึง 9 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (พี
เอช 7.2 เป็นพีเอชปกติของอาหาร TAP-K ใช้เป็นตัวแปรควบคุม) จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยปริมาตร 
5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้วและปิดฝา   จากนั้น นำขวดไปบ่มท่ีมีแสงทำการบ่มภายใต้การให้แสง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที  และมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24, 48, 72, 96, 120 และ 144 
ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วย
เครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 วิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีใน
หัวข้อ 3.6.2  

              3.6.9.10  วิธีการศึกษาผลของสารรีดิวซ์ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่
คัดเลือก 

เพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกท่ีมีอายุเซลล์ท่ีเหมาะสม   จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยวเซลล์
โดยนำเซลล์ไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที ทำการล้างเซลล์ด้วยอาหาร TAP จำนวน 2 ครั้ง   โดยทำการทดสอบสารรีดิวซ์ ได้แก่ แอสคอร์บิก 
(Ascorbic acid) ซิสเทอีน (Cysteine) ไดไธโอทรีไอทอล (Dithiothreitol) กรดฟอร์มิก (Formic acid) 
เมทิลไวโอโลเจน (Methylviologen) โพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอร์เรต (II) ไตรไฮเดรต 
(Potassium hexacyanoferrate (II) trihydrate) โซเดียมโบโรไฮไดรด์ (Sodium borohydride) 
โซเดียมไดไธโอไนต์ (Sodium dithionite) โซเดียมซัลไฟด์นาโนไฮเดรต (Sodium Sulfide 
nanohydrate) กรดออกซาลิก (Oxalic acid) เบตา-เมอร์แคปโตเอธานอล (ß-mercaptoethanol) 
ให้มีความเข้นข้ม 1 มิลลิโมลต่อลิตร  จากนั้น นำเซลล์แขวนลอยปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดแก้ว
และปิดฝา   แล้วบ่มเซลล์ภายใต้ด้วยความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และ
มีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 12, 24, 48, 72, 96, 120, 144 และ 168 
ช่ัวโมง   จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนท่ีช่ัวโมงท่ีเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดด้วย
เครื่อง GC-TCD ตามวิธีในหัวข้อท่ี 3.6.3 วิเคราะห์การลดลงของปริมาณออกซิเจนตามวิธีในหัวข้อท่ี 
3.6.4 และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่ายสีเขียวตามวิธีในหัวข้อ 3.6.2  
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1  การคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมี

ออกซิเจน 

       4.1.1  ศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายสีเขียว 

        จากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ ซึ่งเก็บรวม
รวบไว้ในห้องปฏิบัติการชีววิทยาระดับโมเลกุล ภาควิชาชีวิทายา คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยี
พระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง โดยนำเซลล์สาหร่ายไปเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง Tris-acetate 
phosphate (TAP) ท่ีพีเอช 7.2 เป็นเวลา 3 วัน นำเซลล์มาศึกษารูปร่างและลักษณะของเซลล์ภายใต้
กล้องจุลทรรศน์พื้นหลังสว่างชนิดถ่ายภาพ (Nikon Eclipse Ci) ท่ีกำลังขยายภาพ 1,000 เท่า และ
บันทึกภาพโดยใช้โปรแกรม NIS-Elements D 3.2 พบว่าสาหร่ายสีเขียวมีลักษณะรูปร่างและขนาดท่ี
แตกต่างกัน ซึ่งสามารถจัดกลุ่มของสาหร่ายสีเขียวได้เป็น 6 กลุ่ม (ตารางท่ี 4.1) คือ กลุ่มท่ี 1 สาหร่าย
สีเขียวเซลล์เดียวท่ีมีโคโลนีลักษณะกลมและมีเส้นผ่านศูนย์กลางต่ำกว่า 5 ไมโครเมตร ได้แก่  
Chlorella sp. 1SinS1, Chlorella sp. 2SinS4, Chlorella sp. 2TKS2.2, Chlorella sp. ChiW1 
และ Chlorella sp. KMITL CirG กลุ่มท่ี 2 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวท่ีมีโคโลนีกลมและมีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางมากกว่า 5 ไมโครเมตร ได้แก่ Chlorella sp. ChiS4, Chlorella sp. LSD-W1, 
Coelastrum microporum TISTR 8568, Coelastrum reticulatum TISTR 8562, Coelastella 
sp. CH, Coelastrum sp. SD, Micractinium sp. A25.1, Scenedesmus obliquus TISTR 
8546, Tetraspora sp. CU2551 และ Undetected WTK-W3.1 กลุ่มท่ี 3 สาหร่ายสีเขียวเซลล์
เดียวท่ีมีโคโลนีเป็นวงรี ปลายเซลล์มีความโค้งงอและบิดเบ้ียว มีความกว้างประมาณ 2.5 ไมโครเมตร
และความยาวประมาณ 5.5 ไมโครเมตร ได้แก่ Scenedesmus sp. KMITL OVG-1 และ 
Undetected B35.1 กลุ่มท่ี 4 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวท่ีมีโคโลนีลักษณะพระจันทร์เส้ียว ปลาย
เซลล์มีความเรียวแหลม มีความกว้าง 4.4 ไมโครเมตรและความยาว 31.4 ไมโครเมตร ได้แก่ 
Monoraphidium branuii TISTR 8553 กล่มท่ี 5 สาหร่ายสีเขียวรูปร่างรี เซลล์เรียงติดกัน 2, 4 
หรือ 8 เซลล์คล้ายกระสวย มีแฟลกเจลลาท้ัง 4 มุมเซลล์ มีความกว้างประมาณ 14 ไมโครเมตรและ
ความยาวประมาณ 25 ไมโครเมตร ได้แก่ Scenedesmus armatus TISTR 8641 และ 
Scenedesmus sp. L กลุ่มท่ี 6 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวท่ีมีโคโลนีกลม มี eyespot ชัดเจน และ
ด้านบนมีแฟลกเจลลา 2 เส้น มีความกว้าง 8 ไมโครเมตรและความยาว 10 ไมโครเมตร ได้แก่ 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Chlamydomonas reinhardtii CC-125, 
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Chlamydomonas reinhardtii CC-4147 และ Chlamydomonas reinhardtii CC-503 
ภาพถ่ายแต่ละสายพันธุ์ของสาหร่ายสีเขียวแสดงในภาคผนวก ก 

ตารางที่ 4.1 ความกว้างและความยาวโดยประมาณของสาหร่ายสีเขียวท้ังหมด 24 สายพันธุ์ที่ถูกแบ่ง
ตามลักษณะทางสัญฐานวิทยา 

ลักษณะทาง 
สัญฐานวิทยา 

ชนิดของสาหร่าย สายพันธุ์ 
ความกว้าง 

(ไมโครเมตร) 
ความยาว

(ไมโครเมตร) 

ทรงกลม 

(< 5 ไมโครเมตร) 

Chlorella sp.  1SinS1.1 4.375 ± 0.361 5.234 ± 0.393 

Chlorella sp.  2SinS4 3.221 ± 0.184 3.462 ± 0.314 

Chlorella sp.  2TKS2.2 2.955 ± 0.262 3.750 ± 0.572 

Chlorella sp.  ChiW1 3.571 ± 0.583 4.107 ± 0.684 

Chlorella sp.  KMITL CirG 4.107 ± 0.899 5.179 ± 0.357 

ทรงกลม 

(> 5 ไมโครเมตร) 

Chlorella sp. ChiS4 10.690 ± 0.890 11.379 ± 1.195 

Chlorella sp.  LSD-W1 5.893 ± 0.899 6.429 ± 0.583 

Coelastrum microporum  TISTR 8568 9.167 ± 2.357 10.000 ± 2.357 

Coelastrum reticulatum  TISTR 8562 9.200 ± 1.033 10.000 ± 1.033 

Coelastella sp. CH 7.778 ± 0.907 9.722 ± 1.064 

Coelastrum sp.  SD 4.583 ± 1.076 9.583 ± 0.481 

Micractinium sp.  A25.1 6.250 ± 0.481 6.250 ± 0.481 

Scenedesmus obliquus  TISTR 8546 8.056 ± 2.922 11.389 ± 2.103 

Tetraspora sp.  CU2551 6.875 ± 0.417 7.500 ± 0.680 

Undetected WTK-W3.1 5.000 ± 0.962 5.833 ± 1.179 

ทรงกลมรี Scenedesmus sp.  KMITL OVG-1 1.900 ± 0.159 5.000 ± 0.385 

 Undetected  B35.1 3.333 ± 0.680 6.667 ± 0.680 

ทรงพระจันทร์เสี้ยว Monoraphidium branuii  TISTR 8553 4.435 ± 1.397 31.452 ± 5.349 

ทรงกระบอกและมี 

แฟลกเจลลา 

Scenedesmus armatus  TISTR 8641 14.800 ± 1.033 21.200 ± 1.532 

Scenedesmus sp. L 13.571 ± 0.825 28.214 ± 0.714 

ทรงกลมและม ี

แฟลกเจลลา 

Chlamydomonas reinhardtii  CC-124 8.051 ± 0.981 9.012 ± 0.812 

Chlamydomonas reinhardtii  CC-125 9.103 ± 1.017 10.800 ± 1.562 

Chlamydomonas reinhardtii  CC-4147 9.612 ± 0.312 10.276 ± 0.644 

Chlamydomonas reinhardtii  CC-503 5.981 ± 0.341 6.712 ± 0.479 
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       4.1.2  ผลการคัดเลือกเบื้องต้นของสาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้

สภาวะที่มีออกซิเจน 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ มาศึกษาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนภายใต้
สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนจากการฉีด (Injection) เท่ากับ 0, 10, 20 และ 50 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ใน headspace โดยบ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่าสามารถตรวจวัดการ
ผลิตไฮโดรเจนได้ในสาหร่ายสีเขียวจำนวน 21 สายพันธุ์ ส่วนสาหร่ายสีเขียวท่ีเหลือจำนวน 3 สาย
พันธุ์ คือ Coelastrum reticulatum TISTR 8562, Scenedesmus armatus TISTR 8641 และ 
Scenedesmus sp. L ไม่พบการผลิตไฮโดรเจน แม้อยู่ในสภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน (ตารางท่ี 4.2)   
ในบรรดาสาหร่ายสีเขียว 21 สายพันธุ์ที่สามารถตรวจพบการผลิตไฮโดรเจน   สาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus obliquus TISTR 8546 สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงท่ีสุด โดยมีปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนเท่ากับ 34.546 ± 0.838 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์   เมื่อบ่มเซลล์ใน
สภาวะมืดท่ีปราศจากออกซิเจนเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.2)   สาหร่ายสีเขียวที่ผลิตไฮโดรเจน
รองลงมาคือ สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551, C. reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 
2SinS4 และ C. reinhardtii CC-124 โดยผลิตไฮโดรเจนได้ 29.125 ± 0.534, 25.549 ± 0.149, 
24.771 ± 0.606 และ 23.953 ± 0.276 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ตามลำดับ 
(ตารางท่ี 4.2) 

        เมื่อเปรียบเทียบปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวภายใต้ความเข้มข้นของ
ออกซิเจนใน headspace ท่ีแตกต่างกัน พบว่า สาหร่ายสีเขียวทุกสายพันธุ์ผลิตไฮโดรเจนลดลง เมื่อ
อยู่ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนใน headspace เพิ่มขึ้น (ตารางท่ี 4.2)   สาหร่ายสีเขียวทั้ง 5 สายพันธุ์ คือ 
C. reinhardtii CC-124, C. reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 2SinS4, S. obliquus TISTR 
8546 และ Tetraspora sp. CU2551 มีเปอร์เซ็นต์การลดลงของการผลิตไฮโดรเจนต่ำท่ีสุด โดยมี
เปอร์เซ็นต์การลดลงของการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 30.2-38.7, 64.9-77.3 และ 77.6-90.1 
เปอร์เซ็นต์ เมื่ออยู่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนเพิ่มขึ้นจาก 0 ไปเป็น 10, 20 และ 50 
เปอร์เซ็นต์ (ตามลำดับ) 
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        จากผลการทดลองพบว่า ออกซิเจนมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว โดยเมื่อมี
ความเข้มข้นออกซิเจนใน headspace เพิ่มขึ้น สาหร่ายจะผลิตไฮโดรเจนลดลง ท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจาก 
ออกซิเจนเป็นตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่ายสีเขียว (Melis et al., 2000; 
Wang et al., 2020) โดยออกซิเจนจะเข้าไปจับกับบริเวณกระตุ้นของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสท่ีมีเหล็ก
เป็นองค์ประกอบในสาหร่ายสีเขียว ทำให้เอนไซมไ์ม่สามารถทำปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและ
อิเล็กตรอนให้ผลิตไฮโดรเจนได้    ผลการทดลองท่ีได้เป็นไปตามทฤษฎี โดยพบว่าการผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายลดลงตามความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีเพิ่มมากขึ้น   อย่างไรก็ตาม สาหร่ายสีเขียวแต่ละ
สายพันธุ์มีเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสท่ีมีความสามารถในการทนต่อออกซิเจนได้แตกต่างกัน   ท้ังนี้ขึ้นอยู่กับ
กระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล์สาหร่ายท่ีแตกต่างกัน  ในการศึกษาครั้งนี้ สนใจศึกษาชนิดของ
สาหร่ายสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดโดยเฉพาะอย่างยิ่งในสภาวะท่ีมีแสง จึงได้ทำ
การคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวจำนวน 5 สายพันธุ์ คือ C. reinhardtii CC-124, C. reinhardtii CC-
125, Chlorella sp. 2SinS4, Scenedesmus obliquus TISTR 8546 และ Tetraspora sp. 
CU2551 ไปทำการคัดเลือกชนิดของสาหร่ายท่ีมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดในสภาวะท่ีมี
ความเข้มข้นของออกซิแจนท่ีแตกต่างกันภายใต้สภาวะท่ีมีแสงต่อไป 

       4.1.3  ผลการคัดเลือกสายพันธุ์ของสาหรา่ยสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนจาก
สาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกเบื้องต้นภายใต้สภาวะที่มีแสง 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียวท่ีคัดเลือกเบ้ืองต้นจากหัวข้อ 4.1.2 จำนวน 5 สายพันธุ์ คือ C. 
reinhardtii CC-124, C. reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 2SinS4, S. obliquus TISTR 8546 
และ Tetraspora sp. CU2551 มาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนจากการฉีด (Injection) เท่ากับ 0, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ภายใต้ท่ี
มีแสงความเข้ม 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง   จากนั้น นำ
เซลล์สาหร่ายมาศึกษาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส พบว่า สาหร่ายสี
เขียวทุกสายพันธุ์มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจน (ตารางท่ี 4.3) 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองในหัวข้อ 4.1.2   เมื่อเปรียบเทียบปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียวทุกสายพันธุ์ที่บ่มในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนเท่ากันพบว่า สาหร่ายสีเขียว 
Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุดในทุกความเข้มข้นของออกซิเจน 
โดยมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 119.761 ± 1.334, 102.122 ± 2.838, 82.948 ± 3.281, 
55.383 ± 5.518, 39.658 ± 4.027 และ 32.448 ± 4.952 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม
คลอโรฟิลล์ ภายใต้ความเข้มข้นของออกซิเจน 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.3) 
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        เมื่อนำเซลล์สาหร่ายสีเขียวทั้ง 5 สายพันธุ์ไปวัดกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสภายใต้สภาวะ
ท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจน 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) พบว่า
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียวทุกสายพันธุ์ลดลง เมื่อบ่มในสภาวะท่ีมีความ
เข้มข้นของออกซิเจนเพิ่มขึ้น (ตารางท่ี 4.4)   ในบรรดาสาหร่ายสีเขียวทั้ง 5 สายพันธุ์   สาหร่ายสี
เขียว S. obliquus TISTR 8546 มีกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสสูงสุด โดยมีกิจกรรมของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสเท่ากับ 8.624 ± 0.183, 7.495 ± 0.226, 6.498 ± 0.181, 5.473 ± 0.208, 4.876 ± 
0.110 และ 4.103 ± 0.096 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที   ภายใต้สภาวะท่ีมี
ความเข้มข้นของออกซิเจน 0, 1, 2.5, 5, 10 และ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ตามลำดับ 
(ตารางท่ี 4.4)   จากการทดลองพบว่าปริมาณการผลิตไฮโดรเจนท่ีสาหร่ายผลิตได้สอดคล้องกับ
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส กล่าวคือ เมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจน
สูงขึ้น กิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสจะลดลง ทำให้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนลดลง (ตารางท่ี 4.4) 

        สาหร่ายสีเขียว S. obliquus เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว ซึ่งมีลักษณะเป็นกลุ่มเซลล์จำนวน 
2, 4, 8 และ 32 เซลล์ มีรูปร่างของเซลล์เป็นรูปไข่ รูปกระสวย หรือรูปกระบอก และสามารถพบได้ใน
แหล่งน้ำจืดท่ัวไป  สาหร่าย S. obliquus เป็นสาหร่ายชนิดแรกที่ถูกค้นพบว่าสามารถผลิตไฮโดรเจน
ได้ท้ังในท่ีมืดและท่ีมีแสง ภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจน จากการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
(Gaffron and Rubin 1942; Florin 2001)  มีรายงานพบว่า สาหร่าย S. obliquus UTEX 393 
สามารถผลิตไฮโดรเจนในเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ภายใต้ความเข้มข้นของออกซิเจนได้ถึง 2 
เปอร์เซ็นต์ โดยให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเท่ากับ 0.02 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม
คลอโรฟิลล์ต่อนาที (Fan et al., 2016) ซึ่งน้อยกว่าค่าท่ีได้จาก S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มใน
อาหาร TAP ภายใต้ความเข้มข้นของออกซิเจน 2.5 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งเท่ากับ 6.50 ไมโครโมลไฮโดรเจน
ต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที (ตารางท่ี 4.4) 
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        สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว ซึ่งมีรูปร่างเป็นทรงกลม โดยมี
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10-100 ไมโครเมตร เคล่ือนท่ีโดยอาศัยแฟลกเจลลา 2 เส้น และมี
อายสปอตช่วยในการรับแสง  สาหร่ายชนิดนี้สามารถพบได้ท่ัวไปท้ังแหล่งน้ำและดิน  สาหร่าย C. 
reinhardtii ถูกใช้เป็นต้นแบบในการศึกษากระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ ภายในเซลล์สาหร่ายสี
เขียว เนื่องจากมีฐานขอ้มูลลำดับเบสของจีโนมท้ังหมด   รวมทั้งเป็นสาหร่ายท่ีได้รับความนิยมสำหรับ
การศึกษากระบวนการผลิตไฮโดรเจน (Harris 2001; Scranton et al., 2015)   เอนไซม์ไฮโดรจีเนส
ใน C. reinhardtii ถูกพบว่ามีความไวต่อออกซิเจน โดยทำงานได้ดีเมื่ออยู่ภายใต้สภาวะปราศจาก
ออกซิเจน (Roessler and Lien 1984)  เมื่อบ่มสาหร่าย C. reinhardtii CC-124 ในอาหาร TAP ท่ี
มีการแปรผันความเข้มข้นของออกซิเจนพบว่า เอนไซมไ์ฮโดรจีเนสทำงานลดลง เมื่อความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในระบบเพิ่มขึ้น โดยผลิตไฮโดรเจนได้เท่ากับ 35 และ 5 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม
คลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง เมื่อบ่มในออกซิเจนความเข้มข้น 0 และ 1.4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
ตามลำดับ (Fan et al., 2016)  จากการทดลองนี้พบว่า สาหร่าย C. reinhardtii CC-124 สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้ 4.16 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง เมือ่อยู่ในสภาวะท่ี
ปราศจากออกซิเจน (ตารางท่ี 4.3) ซึ่งค่าท่ีได้น้อยกว่าค่าท่ีได้จากการทดลองของ Fan และคณะ 
(2016)  ท้ังนี้อาจเนี่องมาจากสภาวะท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงและสภาวะท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนท่ี
แตกต่างกัน  เมื่อเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย C. reinhardtii CC-124 และ C. 
reinhardtii CC-125 พบว่า C. reinhardtii CC-125 ผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่า C. reinhardtii CC-
124 เล็กน้อย โดยผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ Khamheang และคณะ (2017) ท่ีพบว่า C. 
reinhardtii CC-125 ผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่า C. reinhardtii CC-124 ประมาณ 1.5 เท่า เมื่อ
เพาะเล้ียงในอาหาร TAP ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 
(Khamheang et al., 2017) 

        สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว ซึ่งมีรูปร่างของเซลล์เป็นทรง
กลมหรือรูปไข่   สามารถพบได้ในแหล่งน้ำจืดและน้ำเค็ม  Chlorella sp. เป็นสาหร่ายท่ีได้รับความ
นิยมสำหรับการศึกษากระบวนการผลิตไขมัน (Sorigué et al., 2017) และถูกพบว่าสามารถผลิต
ไฮโดรเจนได้ (Winkler et al., 2002)   สาหร่าย Chlorella vulgaris YSL01 สามารถผลิต
ไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งเท่ากับ 5 และ 10 
เปอร์เซ็นต์ โดยผลิตได้เท่ากับ 2.0 มิลลิลิตรต่อลิตร (Hwang et al., 2013)  จากผลการทดลองพบว่า 
Chlorella sp. 2SinS4   ซึง่เมื่อเทียบกับงานวิจัยฉบับนี้ จะมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 
3.924 ± 0.092 มิลลิลิตรต่อลิตร เมื่อบ่มภายใต้ความเข้มข้นออกซิเจน 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) แสดงในตาราง จ 1   โดยแสดงให้เห็นว่า Chlorella sp. 2SinS4 มีศักยภาพในการผลิต
ไฮโดรเจนภายใต้สภาวะบรรยากาศปกติหรือมีความเข้มข้นออกซิเจน 1, 2.5, 5, 10 และ 20 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร)  ส่วน Chlorella pyrenoidosa FACHB-1222 มีเอนไซม์ไฮโดรเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จีเนสท่ีทนต่อออกซิเจนอย่างมาก โดยพบว่ากิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีค่าคงท่ี เมื่อบ่มเซลล์
ภายใต้บรรยากาศท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนต้ังแต่ 0-21 เปอร์เซ็นต์ (Fan et al., 2016)   ส่วน
สาหร่าย Chlorella pyrenoidosa 707S มีการผลิตไฮโดรเจนใกล้เคียงกันภายใต้ความเข้มข้นของ
ออกซิเจน 9.7, 16.7 และ 21 เปอร์เซ็นต์ ซึง่ต่ำกว่าการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ท่ีบ่มภายใต้สภาวะ
ปราศจากออกซิเจนประมาณ 2 เท่า (Shastik et al., 2019)  

        สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวที่มีลักษณะคล้ายถุงใส 
ประกอบด้วยกลุ่มเซลล์จำนวน 2-4 เซลล์ รูปร่างของเซลล์เป็นทรงกลม โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 6 ไมโครเมตร  สาหร่ายชนิดนี้สามารถพบได้ในแหล่งน้ำไหลท่ีมีอุณหภูมิท่ีเย็นหรือแหล่งน้ำ
จืด  มีรายงานพบว่าสาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ 
(Maneeruttanarungroj et al., 2010)  นอกจากนี้ เซลล์สาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 ท่ีตรึง
ด้วยอัลจิเนตในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ภายใต้สภาวะมีออกซิเจนในบรรยากาศมีกิจกรรมการ
ทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสสูง และมีปริมาณไฮโดรเจนสูงถึง  12.8 ± 0.9 มิลลิลิตรต่อ 25 
มิลลิลิตรของอาหาร ซึ่งมากกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหารภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจนประมาณ 1.5 
เท่า แต่เซลล์ท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนจะใช้ระยะเวลานานขึ้นในการผลิตไฮโดรเจนใหไ้ด้
ปริมาณสูงสุด โดยเพิ่มจากเดิม 108 ช่ัวโมง เป็น 1,034 ช่ัวโมง เนื่องจากออกซิเจนในปริมาณสูงมีผล
ต่อการยับย้ังการทำงานเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส (Maswanna et al., 2018; 2020)  จากรายงานข้างต้น 
พบว่าการขาดธาตุซัลเฟอร์จะช่วยส่งเสริมให้ปริมาณออกซิเจนลดลง และการตรึงเซลล์ยังป้องกันไม่ให้
ออกซิเจนเข้ามาภายในเซลล์  ออกซิเจนจึงไม่สามารถจับกับโมเลกุลของเหล็กบริเวณกระตุ้นของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทำให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสทำงานได้มากขึ้น ส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น 

       จากการนำกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสมาคำนวณค่าความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีทำให้
กิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสลดลง 50 เปอร์เซ็นต์ (O2I50) พบว่าเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสใน
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีค่า O2I50 เท่ากับ 15.93 ± 0.24 เปอร์เซ็นต์   รองลงมาคือ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่าย C. reinhardtii CC-125, C. reinhardtii CC-124, Chlorella sp. 
2SinS4 และ Tetraspora sp. CU2551 โดยมีค่า O2I50 เท่ากับ 15.09 ± 0.33, 12.91 ± 1.50, 9.84 
± 0.54 และ 7.61 ± 0.46 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.4) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า S. 
obliquus TISTR 8546 มีเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีทนต่ออกซิเจนได้ดีกว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจาก
สาหร่ายชนิดอื่น   นอกจากนี้ มีรายงานวิจัยพบว่าจลนศาสตร์ของการยับยั้งเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเร็วขึ้น
จากความเข้มข้นของออกซิเจนในสาหร่ายสีเขียวเพิ่มข้ึน (Goldet et al., 2009) 

        มีรายงานค่า O2I50 ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่ายสีเขียวที่บ่มในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะ
ท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนแตกต่างกันต้ังแต่ 0-21 เปอร์เซ็นต์ พบว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ของ
สาหร่ายท่ีทนต่อออกซิเจนมากสุดคือเอนไซม์ในสาหร่าย S. obliquus UTEX 393 รองลงมาคือ
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เอนไซม์ในสาหร่าย C. fusca UTEX 292 และ C. reinhardtii CC-124 โดยมีค่า O2I50 เท่ากับ 1.23, 
0.88 และ 0.56 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (Fan et al., 2016)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัย
ดังกล่าวโดยพบว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนสใน S. obliquus TISTR 8546 มีค่า O2I50 สูงสุดเมื่อ
เปรียบเทียบกับเอนไซม์ในสาหร่ายสีเขียวชนิดอื่นท่ีทำการทดลอง  จากผลการทดลอง สาหร่ายยัง
สามารถเกิดกระบวนการผลิตไฮโดรเจนได้ในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจน 20 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ถึงแม้ว่า ปริมาณไฮโดรเจนจะลดลง เมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มในสภาวะปราศจาก
ออกซิเจนประมาณ 2-4 เท่า แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายท่ีคัดเลือกมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้
สภาวะท่ีมีออกซิเจนใกล้เคียงกับออกซิเจนในบรรยากาศคือเท่ากับ 21 เปอร์เซ็นต์  ดังนั้น งานวิจยันี้
สนใจศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวท่ีมีเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีทน
ต่อออกซิเจน โดยการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะบรรยากาศปกติเพื่อเน้นการลดต้นทุนใน
การซื้อก๊าซเฉื่อย และยังช่วยลดขั้นตอนในการไล่ออกซิเจนออกจากระบบอีกด้วย 

       4.1.4  ผลการคัดเลือกสายพันธุ์ของสาหรา่ยสีเขียวที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้
สภาวะที่มีแสงและออกซิเจนในบรรยากาศ  

        จากการนำสาหร่ายสีเขียวท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในปริมาณสูง
จำนวน 5 สายพันธุ์ คือ คือ C. reinhardtii CC-124, C. reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 
2SinS4, S. obliquus TISTR 8546 และ Tetraspora sp. CU2551 มาศึกษาปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ในช่ัวโมงท่ี 24, 
48, 72 และ 96 พบว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 
โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 0.979 ± 0.017 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อ
ช่ัวโมง และมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 34.601 ± 1.239 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 48   รองลงมาคือ C. reinhardtii CC-125 ซึ่งมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 0.642 ± 0.001 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และมี
ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 17.760 ± 0.594 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ 
ในช่ัวโมงท่ี 48 (ตารางท่ี 4.5)  ส่วนสาหร่ายสีเขียวอีก 3 สายพันธุ์ สามารถตรวจวัดการผลิตไฮโดรเจน
ได้เช่นเดียวกัน โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีต่ำกว่าสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 และ C. 
reinhardtii CC-125  จากผลการทดลองสรุปได้ว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ผลิต
ไฮโดรเจนได้สูงสุดท้ังในสภาวะท่ีปราศจากออกซิเจนในท่ีมืด (ตารางท่ี 4.2) ในสภาวะท่ีปราศจาก
ออกซิเจนในท่ีมีแสง (ตารางท่ี 4.3) และในสภาวะท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศในท่ีมีแสง (ตารางท่ี 4.5)  
รองลงมาคือ C. reinhardtii CC-125 ท่ีมีการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูงเช่นกัน  จากผลการทดลอง
ข้างต้นจึงได้ทำการคัดเลือกสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 และ C. reinhardtii CC-125 
มาใช้ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ
ปกติต่อไปเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.2  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546      

       4.2.1  ผลของการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ 
S. obliquus TISTR 8546 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 มาเพาะเล้ียงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยเขย่าท่ี
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอน
ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ทำการเก็บเซลล์แขวนลอยสาหร่ายทุกๆ 6 ช่ัวโมงมา
ศึกษาการเจริญเติบโตด้วยวัดความขุ่นของเซลล์ จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 
นาโนเมตร (OD750) ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ และนับความ
หนาแน่นของเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์ พบว่าสาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ดีใน
อาหาร TAP โดยสามารถแบ่งระยะการเจริญเติบโตออกเป็น 3 ระยะ คือ (1) ระยะการปรับตัวของ
เซลล์ (Lag phase) ซึ่งพบในช่วง 6 ช่ัวโมงแรกของการเพาะเล้ียง  ระยะนี้เป็นระยะท่ีเซลล์ทำการ
ปรับตัวให้เข้ากับอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะการเพาะเล้ียงก่อนจะเริ่มต้นแบ่งเซลล์เพื่อการ
เจริญเติบโตต่อไป  จากการทดลองพบว่าเซลล์สาหร่ายมีปริมาณของคลอโรฟิลล์ต่ำและมีความ
หนาแน่นเซลล์เพิ่มข้ึนเพียงเล็กน้อย  (2) ระยะการเพิ่มจำนวนแบบทวีคูณ (Logarithmic phase)  
ระยะนี้ เซลล์เพิ่มขึ้นอย่างรวดเร็ว โดยจะพบในช่วง 6 ถึง 36 ช่ัวโมงแรกของการเพาะเล้ียง เนื่องจาก 
อาหารมีสารอาหารท่ีสมบูรณ์  (3) ระยะการเจริญเติบโตคงท่ี (Stationary phase) พบภายหลังจาก 
36 ช่ัวโมงของการเพาะเล้ียงเซลล์   เนื่องจากเซลล์สาหร่ายมีความหนาแน่นของเซลล์มากขึ้นและ
สารอาหารลดลง ส่งผลให้มีอัตราการเกิดของเซลล์เท่ากับอัตราการตายจึงทำให้เซลล์มีปริมาณเท่าเดิม 
(รูปท่ี 4.1) 
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รูปที่  4.1 การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 (□) และ S. obliquus 
TISTR 8546 (■) ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นา
โนเมตร (A) ปริมาณคลอโรฟิลล์ (B) และความหนาแน่นของเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์ (C) 
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        จากการนำค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ของสาหร่ายสีเขียว C. 
reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ในระยะการเจริญเติบโตแบบ
ทวีคูณ (รูปท่ี 4.1A) มาวิเคราะห์อัตราการเจริญจำเพาะ (Specific growth rate, µ) พบว่าอัตราการ
เจริญจำเพาะของ C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 มีค่าเท่ากับ 0.052 ± 
0.002 และ 0.044 ± 0.001 ต่อช่ัวโมง และมีระยะเวลาท่ีเซลล์ใช้ในการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า 
(Doubling time, Dt) เท่ากับ 13.290 ± 0.484 และ 15.614 ± 0.246 ช่ัวโมง ตามลำดับ (ตารางท่ี 
4.6)   นอกจากนี้ จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.1 พบว่าสาหร่ายสีเขียวทั้ง 2 สายพันธุ์มีอัตราการ
เจริญเติบโตอย่างเต็มท่ีหรือเข้าสู่ระยะเฉ่ือย (Late-Logarithmic phase) ในช่ัวโมงท่ี 36 ของการ
เพาะเล้ียง และมีการเจริญเติบโตคงท่ีต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 36 ถึง 72 ท้ังนี้เนื่องจากสารอาหารท่ีอยู่ในอาหาร 
TAP ซึ่งสาหร่ายจำเป็นต้องใช้ในการเจริญเติบโตได้หมดลง ทำให้สาหร่ายหยุดการเจริญเติบโตและ
แบ่งเซลล์    

         

ตารางท่ี 4.6   อัตราการเจริญจำเพาะ (µ) และระยะเวลาท่ีเซลล์ใช้ในการเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า 
(Dt) ของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546  

สายพันธุ ์
อัตราการเจริญจำเพาะ  

(h-1) 
ระยะเวลาที่เซลล์ใช้ใน 

การเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า (h) 

C. reinhardtii CC-125 0.052 ± 0.002a 13.290 ± 0.484b 
S. obliquus TISTR 8546  0.044 ± 0.001b 15.614 ± 0.246a 
หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ด้วยวิธี Independent t-test 

 

จากผลการทดลองข้างต้นพบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 สามารถ
เจริญเติบโตในอาหาร TAP ได้สูงกว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  ผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Yang และ Gao (2003) พบว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii Dang มี
อัตราการเจริญจำเพาะสูงกว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus (Turpin) Kutzing ซึ่งเท่ากับ 2.5 และ 
1.5 ต่อวัน ตามลำดับ เมื่อเพาะเล้ียงในอาหาร Bristol ท่ีมีความเข้มข้นของไนโตรเจน 293 ไมโครโม
ลาร์ ภายใต้ความเข้มข้นของแสง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที  อย่างไรก็ตาม 
สาหร่ายสีเขียว S. obliquus (Turpin) Kutzing มีอัตราการเจริญจำเพาะสูงกว่าสาหร่ายสีเขียว C. 
pyrenoidosa สายพันธุ์ Chick (Yang and Gao 2003) 
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        จากการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์พบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 มีปริมาณ
คลอโรฟิลล์สูงกว่า S. obliquus TISTR 8546 (รูปท่ี 4.1B) ซึ่งผลการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์
สอดคล้องกับผลการวัดค่าความหนาแน่นของเซลล์จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 
นาโนเมตร (รูปท่ี 4.1A)  เมื่อเซลล์มีจำนวนมากขึ้น ส่งผลให้เซลล์มีศักยภาพในการดูดซับพลังงานแสง
ได้มากขึ้น  แสดงให้เห็นว่าสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 มีประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง
สูงขึ้น ทำให้ได้พลังงานเคมีในรูป ATP และ NADPH จำนวนมาก ซึ่งสารเหล่านี้จะถูกนำไปใช้ในวัฏ
จักร Calvin-Benson ในการสังเคราห์สารประกอบคาร์โบไฮเดรตท่ีเป็นแหล่งพลังงานท่ีสำคัญของ
การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว (Hemschemeier et al., 2009) ทำให้ค่าการดูดกลืนแสงเซลล์ท่ี
ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เพิ่มขึ้นดังแสดงในรูปท่ี 4.1A  ผลการทดลองข้างต้นสอดคล้องกับ
งานวิจัยอื่นๆ โดยพบว่าสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas mexicana FR751193 มีปริมาณ
คลอโรฟิลล์มากกว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus HM103383 ประมาณ 1.7 เท่า เมื่อเพาะเล้ียงใน
อาหาร Bold Basal ภายใต้ความเข้มข้นแสง 45-50 มิลลิโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที   
เนื่องจาก สาหร่ายสีเขียว C. mexicana FR751193 สามารถใช้สารอาหารได้สูงกว่าและมี
ประสิทธิภาพในการรับพลังงานแสงอย่างต่อเนื่อง ทำให้มีการเจริญเติบโตท่ีสูงกว่าสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus HM103383 (Xiong et al., 2016)  มีรายงานพบว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ท่ี
เพาะเล้ียงในอาหาร TAP ภายใต้ความเข้มข้นแสง 70 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็น
เวลา 120 ช่ัวโมง มีปริมาณคลอโรฟิลล์สูงกว่าสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus quadricauda 
ประมาณ 2 เท่า และสามารถสร้างชีวมวลในปริมาณสูงกว่า (Bacova et al., 2018)   ในทางตรงกัน
ข้าม มีรายงานพบว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus SAG 276-10 มีการสะสมของแป้ง โปรตีน และ
คลอโรฟิลล์ มากกว่าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sorokiniana SAG 211-32 เมื่อเพาะเล้ียงในอาหาร 
TAP ภายใต้ความเข้มข้นแสง 70 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เนื่องจากสาหร่ายสีเขียว 
S. obliquus SAG 276-10 มีการเจริญเติบโตอย่างเต็มท่ีในอาหารท่ีสมบูรณ์และมีประสิทธิภาพใน
การสังเคราะห์แสงได้ดี จึงสามารถสร้างแหล่งพลังงานสำหรับการเจริญเติบโตได้สูง รวมทั้ง ใช้เวลาใน
การเพิ่มจำนวนเป็นสองเท่า น้อยกว่าสาหร่ายสีเขียว C. sorokiniana SAG 211-32 ประมาณ 19.2 
ช่ัวโมง (Vigeolas et al., 2012) 

        จากการวิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์พบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 มี
ความหนาแน่นของเซลล์สูงกว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ประมาณ 1.4 เท่า (รูปท่ี 
4.1C) สอดคล้องกับงานวิจัยของ Hu และคณะ (2014) ได้ศึกษาผลของกรดเพอร์ฟลูออโรออกทาโน
อิก (Perfluorooctanoic acid; PFOA) ท่ีแปรผันความเข้มข้นเท่ากับ 0, 5, 10, 20 และ 40 
มิลลิกรัมต่อลิตร ต่อการเจริญเติบโตและการเปล่ียนแปลงของเมแทบอลิซึมภายในเซลล์สาหร่ายสี
เขียว ในอาหาร HB-4 ภายใต้ความเข้มข้นของแสงเท่ากับ 85-90 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อ
วินาที พบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii มีการเจริญเติบโตและมีความหนาแน่นเซลล์สูงกว่า เมื่อ
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เทียบกับสาหร่ายสีเขียว S. obliquus โดยมีความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 1.2 x106 และ 0.7 x106 

เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามลำดับ ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมงของการเพาะเล้ียง  แต่เมื่อระยะเวลาการเพาะเล้ียง
เซลล์ผ่านไป 120 ช่ัวโมง พบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii เริ่มเข้าสู่ระยะการเจริญเติบโตคงท่ีใน
ทุกความเข้มข้นของกรดเพอร์ฟลูออโรออกโทนาอกิ แต่สาหร่ายสีเขียว S. obliquus ยังคงมีการ
เจริญเติบโตอย่างต่อเนื่องไปจนถึงช่ัวโมงท่ี  192 และให้ค่าความหนาแน่นของเซลล์ในทุกความเข้มข้น
ของกรดเพอร์ฟลูออโรออกโทนาอิกใกล้เคียงกันประมาณ 4 x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร  แสดงให้เห็นว่า
สาหร่ายสีเขียว S. obliquus มีความทนต่อความเป็นพิษของกรดเพอร์ฟลูออโรออกโทนาอิกได้เป็น
อย่างดีจนไม่สามารถเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ได้ (Hu et al., 2014) 

ในการทดลองนี้ สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 มีอัตราการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว  เมื่อเพาะเล้ียงในอาหาร TAP ภายใต้ท่ีมีแสง 
เนื่องจาก อาหาร TAP เป็นอาหารท่ีมีความสมบูรณ์ของธาตุอาหาร รวมทั้ง มีแหล่งอินทรีย์คาร์บอน 
ซึ่งได้แก่ กรดอะซีติก สำหรับใช้เป็นแหล่งพลังงานของสาหร่าย  การเพาะเล้ียงเซลล์สาหร่ายในอาหาร 
TAP ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงจัดเป็นการเพาะเล้ียงภายใต้สภาวะเฮเทอโรโทรฟิค (Photohete-
rotrophic condition)  นอกจากนี้ สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์นี้ สามารถเจริญเติบโตได้ภายใต้สภาวะ
แบบโฟโตออโตโทรฟิค (Photoautotrophic condition) โดยตรึงก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์จาก
อากาศมาสร้างเป็นคาร์โบไฮเดรตซึ่งใช้เป็นแหล่งพลังงานภายในเซลล์ของสาหร่าย แต่การตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์จากอากาศทำให้สาหร่ายใช้ระยะเวลานานในการเจริญเติบโต  งานวิจัยของ 
Deng และคณะ (2011) ได้นำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 มาเพาะเล้ียงในอาหารใน
อาหาร BG11 เทียบกับ TAP ภายใต้ความเข้มข้นแสง 150 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที  
ผลการทดลองพบว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP จะให้ความ
หนาแน่นของเซลล์สูงท่ีสุดเท่ากับ 12 x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในเวลา 4 วัน ส่วนสาหร่ายท่ีเพาะเล้ียง
ในอาหาร BG11 พบความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 1.3 x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร ในเวลา 6 วัน 
(Deng et al., 2011)  ซึ่งในงานวิจัยฉบับนี้ C. reinhardtii CC-125 ให้ค่าความหนาแน่นของเซลล์
เท่ากับ 19.087 ± 0.600 x106 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเล้ียงในอาหาร TAP และภายใต้ความ
เข้มข้นของแสงเท่ากับ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง (รูปท่ี 4.1C) 
ซึ่งสูงกว่าผลการทดลองของ Deng และคณะ (2011)  นอกจากนี้ สาหร่ายสีเขียว S. obliquus สาย
พันธุ์ 276.7 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร BG11 ภายใต้ความเข้มข้นแสง 150 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที ให้ค่าอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.036 ± 0.001 ต่อช่ัวโมง (Sforza et al., 2014) 
ซึ่งต่ำกว่าอัตราการเจริญจำเพาะของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ในงานวิจัยท่ีให้ค่า
อัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.044 ± 0.001 ต่อช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.6) เนื่องจาก BG11 เป็นอาหาร
ท่ีไม่มีการเติมอินทรีย์คาร์บอน ทำให้สาหร่ายมีการเจริญเติบโตช้า ปริมาณคลอโรฟิลล์มีน้อยเกิด
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กระบวนการสังเคราะห์แสงอย่างไม่เพียงพอ และเสียเวลาท่ีต้องตรึงก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์จาก
อากาศมาสร้างเป็นแหล่งพลังงาน   

        อาหาร TAP มีแหล่งอินทรีย์คาร์บอนท่ีมีความสำคัญอย่างมากต่อการเจริญเติบโตและเมแทบอ-
ลิซึมต่างๆของสาหร่ายสีเขียว  นอกจากนี้ อาหาร TAP ยังมีธาตุอาหารหลัก ได้แก่ ไนโตรเจน 
ซัลเฟอร์ ฟอสฟอรัส และ โพแทสเซียม ท่ีจำเป็นต่อการเจริญเติบโตและเป็นสารประกอบประเภท
โปรตีนที่ควบคุมการทำงานของเมแทบอลิซึมต่างๆภายในเซลล์ของสาหร่าย  ธาตุเหล่านี้จำเป็นต่อ
กระบวนการสังเคราะห์แสง การสังเคราะห์รงควตัถุ และการป้องการเกิดอนุมูลอิสระ (Reactive 
Oxygen Species (ROS)) ท่ีจะไปมีผลทำลายโครงสร้างและหยุดการทำงานของเซลล์ (Grossman 
and Takahashi 2001)   

       4.2.2  ผลของอายุเซลล์ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 
และ S. obliquus TISTR 8546 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีเพาะเล้ียงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยเขย่าท่ี
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอน
ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 12, 24, 36, 48 และ 60 ช่ัวโมง ซึ่งอยู่ในช่วงระยะการเจริญเติบโต
ของเซลล์ต่างๆ มาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 (รูปท่ี 4.2)  สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์มีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนสูงสุดท่ีอายุเซลล์ 36 ช่ัวโมง โดย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเท่ากับ 0.978 ± 0.038 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และ C. 
reinhardtii CC-125 อัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 0.716 ± 0.022 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปท่ี 4.2)  
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รูปที่ 4.2 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 (□) และ S. 

obliquus TISTR 8546 (■) ท่ีมีอายุเซลล์ 12, 24, 36, 48 และ 60 ช่ัวโมง ท่ีบ่มในอาหาร TAP 
ภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (ตัวอักษร
ภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความ
เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน) 

 

        จากผลการทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus TISTR 8546 ท่ีอยู่ในระยะ Early-logarithmic phase หรืออายุเซลล์เท่ากับ 12 ช่ัวโมงจะ
ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำท่ีสุด โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 0.429 ± 0.035 และ 0.579 
± 0.029 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ตามลำดับ (รูปท่ี 4.2) ซึ่งสามารถ
อธิบายได้ว่า เซลล์สาหร่ายในระยะนี้จำเป็นต้องมีการปรับตัวให้เข้ากับอาหารและสภาวะแวดล้อมใหม่
สำหรับการเจริญเติบโต  ภายใต้สภาวะท่ีมีแสง สาหร่ายจะเกิดกระบวนการสังเคราะห์แสงเพื่อ
ปลดปล่อยพลังงานเคมีในรูป ATP และสร้าง NADPH เพื่อใช้ในการสังเคราะห์สารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตผ่านวัฏจักร Calvin-Bassham-Benson สำหรับการแบ่งเซลล์และเจริญเติบโต  ดังนั้น 
จึงมีอิเล็กตรอนท่ีมาจากการแตกตัวของโมเลกุลน้ำท่ีระบบแสงสองจากสังเคราะห์แสง และจากการ
สลายคาร์โบไฮเดรตผ่านวิถีไกลโคไลซิสท่ีถ่ายทอดและส่งยังไปเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสในปริมาณน้อย   
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ทำให้ผลิตไฮโดรเจนได้ปริมาณน้อย รวมทั้ง มีออกซิเจนไปยับยั้งกิจกรรมของการทำงานเอนไซมไ์ฮโดร
จีเนสอีกด้วย (Greenbaum et al., 1983) 

        สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีอยู่
ในระยะการเจริญเติบโต Mid-logarithmic phase และ Late-logarithmic phase หรือมีอายุเซลล์
เท่ากับ 24 และ 36 ช่ัวโมง มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงเมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีมีอายุเซลล์ช่ัวโมงอื่นๆ 
(รูปท่ี 4.2)  ในระยะนี้ สาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตสูงสุด เนื่องจากสาหร่ายสามารถใช้สารอาหาร
ได้อย่างเต็มท่ี ตลอดจนมีการกระจายของเซลล์ในขวดแก้วอย่างเหมาะสมต่อการได้รับพลังงานแสง
อย่างท่ัวถึงทุกเซลล์ ส่งผลให้มีปริมาณคลอโรฟิลล์ซึ่งเป็นการเพิ่มหน่วยรับพลังงานแสงเพิ่มมากขึ้น  
ดังนั้น สาหร่ายในระยะนี้จึงมีกระบวนการสังเคราะห์แสงมากท่ีสุด ส่งผลให้มีการปลดปล่อย
อิเล็กตรอนสูงสุด โดยอิเล็กตรอนจะเคล่ือนท่ีไปยังกระบวนการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุลประเภท
คาร์โบไฮเดรตและไขมันสำหรับการเจริญเติบโตและอยู่รอดของเซลล์  หากมีการเหนี่ยวนำให้เซลล์อยู่
ในระบบท่ีปราศจากออกซิเจน จะเกิดกระตุ้นการทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส  ดังนั้น อิเล็กตรอน
จากการแตกตัวของโมเลกุลน้ำท่ีระบบแสงสองจึงถูกเหนี่ยวนำไปใช้เป็นสารต้ังต้นสำหรับการผลิต
ไฮโดรเจนผ่านเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส  นอกจากนี้ อิเล็กตรอนสำหรับการผลิตไฮโดรเจนยังได้มาจากการ
สลายแป้งอีกด้วย (Hankamer et al., 2007)  คลอโรฟิลล์เป็นปัจจัยหลักของกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว   เนื่องจาก รงควัตถุคลอโรฟิลล์เป็นหน่วยดูดซับพลังงานแสง  เมื่อเซลล์มี
ปริมาณคลอโรฟิลล์เพิ่มขึ้น จะเกิดการแตกตัวของน้ำในกระบวนการสังเคราะห์แสงมากขึ้น ส่งผลให้มี
อิเล็กตรอนและโปรตอนท่ีใช้เป็นสารต้ังต้นของการผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น  งานวิจัยนี้สอดคล้องกับผล
การทดลองในสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีพบว่าเซลล์ท่ีมีปริมาณของคลอโรฟิลล์เริ่มต้น
เท่ากับ 14 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรท่ีบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์จะเข้าสู่ระยะการผลิต
ไฮโดรเจนอย่างรวดเร็วภายใน 20 ช่ัวโมงแรกของการบ่มเซลล์ และมีการผลิตไฮโดรเจนท่ียาวนานถึง 
140 ช่ัวโมง เมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีมีคลอโรฟิลล์เริ่มต้นเท่ากับ 4.4, 8.1 และ 9.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
เนื่องจาก สาหร่ายมีอิเล็กตรอนและโปรตอนซึ่งเป็นสารต้ังต้นสำหรับการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณมาก 
(Kosourov et al., 2002)  นอกจากนี้ ยังมีงานวิจัยพบว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii UTEX 90 
ในระยะการเจริญเติบโตเต็มท่ี Late-logarithmic phase หรืออายุเซลล์ 5 วัน มีปริมาณไฮโดรเจน
สูงสุดเท่ากับ 160 มิลลิลิตรต่อกรัม โดยมีความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 0.96 กรัมต่อลิตร ซึ่ง
มากกว่าเซลล์ท่ีอยู่ในระยะการเจริญเติบโตแบบ Early-logarithmic phase, Mid-logarithmic 
phase และ Stationary phase ประมาณ 1.8, 1.2 และ 1.6 เท่า ตามลำดับ  เนื่องจาก เซลล์ใน
ระยะเจริญเติบโตแบบ Late-logarithmic phase มีปริมาณคลอโรฟิลล์สูงสุด ทำให้เกิดการแตกตัว
ของโมเลกุลน้ำท่ีระบบแสงสองจากการสังเคราะห์แสงได้อย่างเต็มท่ี ส่งผลทำให้เกิดการผลิตไฮโดรเจน
สูงสุด (Kim et al., 2005) 
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        เมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะเจริญเติบโตแบบคงท่ีหรือ Stationary phase หรือมีอายุ 48 และ 60 
ช่ัวโมง เซลล์สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงอย่างชัดเจน  เนื่องจาก สาหร่ายท่ี
มีปริมาณมากขึ้น เซลล์จะเกิดการบดบังกันเองระหว่างเซลล์ ทำให้ได้รับพลังงานแสงไม่ท่ัวถึงมีผลทำ
ให้ปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลง และส่งผลให้ประสิทธิภาพของกระบวนการสังเคราะห์แสงลดลง  
นอกจากนี้ สารอาหารในอาหาร TAP เริ่มหมดลง จนเกิดสภาวะขาดแคลนสารอาหาร เซลล์สาหร่าย
จึงจำเป็นต้องลดเมแทบอลิซึมของการสังเคราะห์สารต่างๆ ภายในเซลล์สำหรับการเจริญเติบโต 
เปล่ียนเป็นการเพิ่มเมแทบอลิซึมของการสลายพลังงานเพื่อการประทังชีวิตให้อยู่รอดมากกว่า  ดังนั้น 
อิเล็กตรอนจึงมีปริมาณต่ำเพราะอิเล็กตรอนได้มาจากกระบวนการสลายแป้งมากกว่าอิเล็กตรอนท่ี
ได้มาจากการสังเคราะห์แสง (Hankamer et al., 2007)  เมื่อแป้งถูกสลายอย่างต่อเนื่อง ทำให้มีแป้ง
ไม่เพียงพอต่อการสลายอีกต่อไป รวมทั้ง อาหารเริ่มมีการเปล่ียนแปลงของพีเอช โดยระบบจะมี 
พีเอชลดลง เนื่องจากเกิดผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นกรดมากขึ้น ทำให้อาหารเพาะเล้ียงของสาหร่ายมีสภาวะไม่
เหมาะสมท่ีจะเกิดปฏิกิริยาระหว่างโปรตอนและอิเล็กตรอนสำหรับการผลิตไฮโดรเจน  ส่งผลอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายในระยะนี้ลดต่ำลง   ดังนั้น จึงนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-
125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีอายุเซลล์ 36 ช่ัวโมงมาศีกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อ
การผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนต่อไป 

นอกจากนี้ ผลการทดลองยังพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงกว่า C. reinhardtii CC-125 (รูปท่ี 4.2) แม้ว่าจะมีปริมาณคลอโรฟิลล์และการ
เจริญเติบโตต่ำกว่าสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 (รูปท่ี 4.1)  มีรายงานวิจัยพบว่า สาหร่าย S. 
obliquus WH 50 มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีต่ำกว่า C. reinhardtii CC-125 ประมาณ 1.5 เท่าเมื่อ
เพาะเล้ียงภายใต้ความเข้มแสงเท่ากับ 80 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที (Sorokin and 
Krauss 1958) และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีต่ำกว่าและมีการสลาย
สารประกอบคาร์โบไฮเดรตมาเป็นน้ำตาลและอิเล็กตรอนน้อยกว่าสาหร่ายสีเขียว Chlamydomo-
nas gloeopara แต่พบว่าสาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์มีค่าปริมาณการผลิตไฮโดรเจนใกล้เคียงกัน เมื่อบ่ม
เซลล์ในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจน โดยให้แสงต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 100 ไม
โครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาทีท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส (Márquez-Reyes et al., 
2015)  ดังนั้น จึงมีความเป็นไปได้ว่าสาหร่ายสีเขียวแต่ละชนิดจะมีเมแทบอลิซึมของการผลิต
ไฮโดรเจน รวมถึงเมแทบอลิซึมอื่นๆ เช่น กระบวนการสังเคราะห์แสงหรือกระบวนการหายใจท่ี
แตกต่างกัน รวมทั้งเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 อาจมีความทน
ออกซิเจนได้ดีกว่าสาหร่ายสีเขียวอื่นๆ  
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       4.2.3  ผลของความหนาแน่นของเซลล์เร่ิมต้นต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีเพาะเล้ียงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเวลา 
36 ช่ัวโมง มาปรับความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นให้มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโน
เมตรเท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5 และ 2.0 และทำการบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มแสง 30 
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง และนำไปศึกษาการผลิตไฮโดรเจน
พบว่า สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ี
ความหนาแน่นเซลล์จากการวัดมีค่าการดูดแสงท่ีความยาวคล่ืนเท่ากับ 0.8 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
สูงสุด โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 0.988 ± 0.011 และ 0.700 ± 0.024 ไมโครโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ตามลำดับ โดยสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่า C. reinhardtii CC-125 ประมาณ 1.4 เท่า (รูปท่ี 4.3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 (□) และ S. 

obliquus TISTR 8546 (■) ท่ีมีการปรับค่าความหนาแน่นของเซลล์ให้มีค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นท่ี
ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ท่ีแตกต่างกันและบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง (ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่าง
กันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
(p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน) 
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        จากการทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียวทั้ง 2 สายพันธุ์ท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เพิ่มขึ้นจาก 0.2 ถึง 0..8 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น  สาหร่ายสีเขียวท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์ภายในขวดแก้วท่ีเหมาะสมและบ่ม
ภายใต้แสงต่อเนื่อง สามารถรับพลังงานแสงอย่างท่ัวถึง มีการสังเคราะห์รงควัตถุคลอโรฟิลล์มากเพื่อ
ใช้เป็นตัวดูดซับพลังงานแสงและส่งเสริมให้กระบวนการสังเคราะห์แสงทำงานอย่างเต็มประสิทธิภาพ  
โมเลกุลของน้ำท่ีระบบแสงสองมีการแตกตัวได้โปรตอนและอิเล็กตรอนซึ่งใช้เป็นซับสเตรตในการผลิต
ไฮโดรเจนผ่านกิจกรรมการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสปริมาณมาก   นอกจากนี้ การบ่มเซลล์โดย
การเขย่าตลอดเวลาจะลดการซ้อนทับกันเป็นช้ันๆของเซลล์และเพิ่มการกระจายเซลล์ให้ได้รับ
พลังงานแสงอย่างมีประสิทธิภาพ  สาหร่ายท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท่ากับ 0.2 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำสุด  เนื่องจาก 
เซลล์สาหร่ายท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์ต่ำจะมีคลอโรฟิลล์ต่ำสุด โดยมีค่าเท่ากับ 8.20 ± 0.28 และ 
7.85 ± 0.26 มิลลิกรัมต่อลิตร สำหรับสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus TISTR 8546 ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.7)  ท่ีเป็นเช่นนี้ เนื่องจาก สาหร่ายท่ีมีความหนาแน่น
ของเซลล์น้อยไม่สามารถดูดซับพลังงานแสงได้อยา่งเต็มท่ี ทำให้ปริมาณอิเล็กตรอนและโปรตอนน้อย 
เซลล์จึงมีการผลิตไฮโดรเจนน้อยตามไปด้วย  ในทางตรงกันข้าม สาหร่ายท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์
เริ่มต้นสูง โดยมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ต้ังแต่ 1.0, 1.5 จนถึง 2.0 มีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนลดลงตามลำดับ เนื่องจาก สาหร่ายท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์มากเกินไปจะเกิด
การบดบังหรือซ้อนทับกันของเซลล์ภายในภาชนะ ส่งผลให้แสงไม่สามารถผ่านไปยังเซลล์ได้  ถึงแม้ว่า 
เซลล์สาหร่ายจะมีปริมาณของรงควัตถุคลอโรฟิลล์มาก แต่ประสิทธิภาพการดูดซับพลังงานแสงนั้น
ลดลงจากการถูกบดบัง ส่งผลให้ปริมาณโปรตอนและอิเล็กตรอนลดลง  รวมทั้ง เมื่อการสังเคราะห์
แสงลดลงทำให้พลังงานเคมีในรูป ATP และ NADPH ลดต่ำลง ซึ่งเมื่อเซลล์ขาดสารพลังงานสูง
ดังกล่าว จะส่งผลทำให้กระบวนการหายใจภายในเซลล์ลดลง นำไปสู่ปริมาณออกซิเจนในระบบสูง
เพราะออกซิเจนไมไ่ด้ถูกนำไปใช้เป็นสารต้ังต้นของกระบวนการหายใจ   ดังนั้น ออกซิเจนจะไป
ขัดขวางการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  นอกจากนี้ เซลล์ท่ีมีความหนาแน่นมากจะเกิดการแย่ง
สารอาหารขึ้น ทำให้เกิดสภาวะขาดแคลนสารอาหาร ส่งผลให้สาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตลดลง
และมีเมแทบอลิซึมภายในเซลล์เพื่อความอยู่รอดมากกว่าการสังเคราะห์สารเคมีอื่นๆ ท่ีไม่จำเป็น  
ดังนั้น อิเล็กตรอนจึงถูกนำไปใช้ในเมแทบอลิซึมอื่นๆ มากกว่านำไปผลิตไฮโดรเจน  ทำให้อัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวท้ัง 2 สายพันธุ์มีค่าลดลง 
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ตารางท่ี 4.7   ความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ท้ังหมดเทียบกับความหนาแน่นของเซลล์จากการวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (OD750) ของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-
125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  

ความหนาแน่นของเซลล์จากการวัด
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

750 นาโนเมตร (OD750) 

ความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ (มิลลิกรัมต่อลิตร) 

สาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 

สาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 

0.2 8.20 ± 0.28g 7.85 ± 0.26g 
0.4 19.82 ± 1.08f 17.10 ± 0.51f 
0.6 32.18 ± 1.42e 27.44 ± 0.38e 
0.8 42.44 ± 0.49d 35.26 ± 0.69d 
1.0 56.48 ± 0.64c 51.24 ± 0.77c 
1.5 82.47 ± 0.63b 73.69 ± 1.00b 
2.0 108.93 ± 1.56a 89.16 ± 1.17a 

หมายเหตุ  ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์ 

        งานวิจัยนี้สอดคล้องกับผลงานวิจัยท่ีมีรายงานในสาหร่าย C. reinhardtii UTEX 90 โดยพบว่า 
C. reinhardtii UTEX 90 ท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 0.96 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณ
การผลิตไฮโดรเจนสูงสุด โดยผลิตไฮโดรเจนได้เท่ากับ 160 มิลลิลิตรต่อกรัม เมื่อเทียบกับสาหร่ายท่ีมี
ความหนาแน่นของเซลล์เท่ากับ 0.44, 0.71 และ 1.40 กรัมต่อลิตร ซึ่งผลิตไฮโดรเจนได้ 110, 135 
และ 60 มิลลิลิตรต่อกรัม (Kim et al., 2005) และสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. KMITL-
OVG1 ท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโน
เมตร เท่ากับ 0.8 ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 0.78 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง เมื่อเทียบ
กับเซลล์ท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโน
เมตร เท่ากับ 0.2, 0.4, 0.6 และ 1 (Warichanan and Phunpruch, 2019) ซึ่งอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนนี้จะน้อยกว่าค่าท่ีได้จากผลการทดลองท่ีบ่ม S. obliquus TISTR 8546 ในอาหาร TAP ท่ีมี
ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 0.8 เท่ากับ 0.82 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง   ดังนั้น จึงได้ทำการคัดเลือก
เซลล์ท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 750 นาโนเมตร เท่ากับ 0.8 
ไปศึกษาผลการทดลองต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป  
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       4.2.4  ผลของการขาดแหล่งอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 มาบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุอาหารต่างๆ ได้แก่ อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจน (TAP-N), 
อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ (TAP-S), อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัส (TAP-P) และอาหาร 
TAP ท่ีขาดธาตุโพแทสเซียม (TAP-K) โดยมีอาหาร TAP ท่ีมีธาตุอาหารครบถ้วนเป็นตัวแปรควบคุม 
ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงไม่พ่นอาร์กอน เป็นเวลา 24 ช่ัวโมงเพื่อทำให้เซลล์มีการปรับตัวกับอาหารใหม่  
ก่อนนำเซลล์สาหร่ายมาศึกษาอัตราการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส พบว่า 
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 และ C. reinhardtii CC-125 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุอาหารท่ีแตกต่างกัน โดยสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสูงสุดเมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-K โดย
มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 3.974 ± 0.379 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อ
ช่ัวโมง และมีกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเท่ากับ 5.169 ± 0.146 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที (ตารางท่ี 4.8)  ส่วนสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสูงสุดเมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-S โดยมีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 2.431 ± 0.078 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และ
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเท่ากับ 3.837 ± 0.377 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์
ต่อนาที (ตารางท่ี 4.8) 

        จากผลการทดลองพบว่า การขาดธาตุอาหารมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวทั้ง 
2 สายพันธุ์ โดยสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อบ่มใน
อาหาร TAP-K ซึ่งสูงกว่าเมื่อบ่มในอาหาร TAP ประมาณ 4 เท่า  แต่การขาดธาตุซัลเฟอร์ ไนโตรเจน 
และฟอสฟอรัสจะทำให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ลดลง
อย่างมีนัยสำคัญ  ในขณะท่ีสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้นอย่างมี
นัยสำคัญเมื่อทำการบ่มเซลล์ในอาหารท่ีขาดธาตุทุกประเภท โดยการขาดธาตุซัลเฟอร์จะมีอิทธิพลต่อ
การผลิตไฮโดรเจนของ C. reinhardtii CC-125 มากท่ีสุด รองมาเป็นการขาดธาตุไนโตรเจน 
โพแทสเซียม และฟอสฟอรัส ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.8) 
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        ภายใต้สภาวะการขาดโพแทสเซียม สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด (ตารางท่ี 4.8) เนื่องจาก การขาดโพแทสเซียมทำให้โปรตีน D1 ในระบบแสงสองท่ีทำ
หน้าท่ีซ่อมแซมการทำงานของระบบแสงสองมีปริมาณลดลง  ซึ่งโปรตีน D1 นี้มีช่วงชีวิตส้ันแต่มีการ
สร้างใหม่ตลอดเวลา  ดังนั้น เมื่อขาดโพแทสเซียมทำให้ระบบแสงสองของเซลล์สาหร่ายทำงานได้ไม่
เต็มประสิทธิภาพ ทำให้สาหร่ายเกิดการอิ่มตัวของแสงลดลง  ดังนั้น ปริมาณของออกซิเจนท่ีเกิดจาก
การแตกตัวของน้ำลดลง  เมื่อตัวยับยั้งเอนไซม์ไฮโดรจีเนสลดลงเหนี่ยวให้เกิดการผลิตไฮโดรเจน
เพิ่มขึ้น   นอกจากนี้ การขาดโพแทสเซียมยังส่งผลต่อการทำงานของเอนไซม์ไพรูเวทไคเนส 
(Pyruvate kinase) ในวิถีไกลโคลิซิส ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเปล่ียนฟอสโฟอีนอลไพรูเวทให้กลายเป็นสาร
ไพรูเวท  เมื่อเซลล์อยู่ในอาหารท่ีขาดโพแทสเซียม เซลล์จะยุติการทำงานของเอนไซม์ชนิดนี้ (Evans 
and Sorger, 1966) ส่งผลให้มีปริมาณกลูโคสในเซลล์เพิ่มขึ้น   อิเล็กตรอนส่วนเกินของเมแทบอลิซึม
ของกลูโคสจะถูกส่งผ่านไปยังแหล่งอิเล็กตรอนท่ีพลาสโตควิโนนพูล (PQ-pool)  จากนั้น จึงมีการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนต่อไปยังเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสเพื่อผลิตเป็นไฮโดรเจนต่อไป 

        มีรายงานพบว่าสาหร่าย S. obliquus D3 ท่ีบ่มในอาหารขาดโพแทสเซียมให้ปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนสูงกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหารสมบูรณ์ ท้ังนี้เนื่องมาจากการขาดโพแทสเซียมส่งผลให้ระบบแสง
สองของกระบวนการสังเคราะห์แสงมีการทำงานลดลง มีการแตกตัวของน้ำลดลง แต่มีกิจกรรมของ
กระบวนการหายใจเพิ่มขึ้น  ดังนั้น เซลล์ท่ีบ่มในอาหารขาดโพแทสเซียมจึงเข้าสู่สภาวะปราศจาก
ออกซิเจนได้อย่างรวดเร็ว เกิดการเหนี่ยวนำกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส การผลิตไฮโดรเจนจึง
สูงขึ้น นอกจากนี้ การขาดธาตุโพแทสเซียมยังส่งผลให้เซลล์เกิดการสะสมแป้งลดลง เมื่อการสะสม
แป้งลดลงจึงได้อิเล็กตรอนจำนวนมาก (Papazi et al., 2014)  เมื่อสาหร่ายอยู่ในสภาวะท่ีปราศจาก
ออกซิเจนและมีความอุดมสมบูรณ์ของอิเล็กตรอนและโปรตอน จึงทำให้มีการผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น  

        จากผลการทดลอง การขาดไนโตรเจนทำให้สาหร่าย C. reinhardtii CC-125 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงขึ้น ตรงกันข้ามกับในสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ลดลง (ตารางท่ี 4.8)  ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของกรดอะมิโน โปรตีน รงควัตถุ และกรด
นิวคลีอิกภายในเซลล์  การขาดไนโตรเจนส่งผลต่อการทำงานของระบบแสงสอง นั่นคือ โปรตนีท่ี
หน่วยดูดซับพลังงานแสง (Antenna) และโปรตีนที่ศูนย์กลางของระบบแสงสอง D1 ถูกทำลายและไม่
สามารถสร้างขึ้นใหม่ได้ ส่งผลทำให้ระบบแสงสองไม่ถูกซ่อมแซม  นอกจากนี้ ยงัทำให้โครงสร้างของ 
Oxygen-evolving complex ท่ีทำหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการแตกตัวน้ำได้รับความเสียหาย  ดังนั้น การ
ผลิตออกซิเจนจากการแตกตัวของน้ำจึงลดลง นอกจากนี้ การขาดไนโตรเจนทำให้เซลล์ของสาหร่ายมี
การสะสมของแป้งเพิ่มมากขึ้น จากการท่ีเอนไซม์ ADP-glucose pyrophosphorylase ถูกกระตุ้นให้
ทำงานมากขึ้น (Zhu et al., 2014) เมื่อเซลล์สลายแป้ง จะได้อิเล็กตรอนจำนวนมากซึ่งสามารถ
นำไปใช้ในการผลิตไฮโดรเจนได้  มีรายงานพบว่า ขาดไนโตรเจนทำให้สาหร่ายสีเขียว Chlamydomo 
-nas reinhardtii, Chlorella protothecoides และ Chlorella protothecoides มีการผลิตเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไฮโดรเจนสูงขึ้น (He et al., 2012; Phillips et al., 2012; Zhang et al., 2014) ผลการทดลองนี้
สอดคล้องกับผลงานวิจัยท่ีผ่านมา ท่ีพบว่า การขาดธาตุไนโตรเจนในอาหารจะส่งผลต่อการเพิ่ม
ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย Chlorella sp. มากกว่าในสาหร่าย Chlamydomonas sp. 
และ Scenedesmus sp. (Zhang et al., 2014; Pongpadung et al., 2015) 

        ในการขาดฟอสฟอรัส สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์มีอัตรการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมการทำงาน
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสลดลง (ตารางท่ี 4.8) เนื่องจากการขาดฟอสฟอรัสทำให้มีกิจกรรมของระบบ
แสงสองลดลง เลยส่งผลมปีริมาณออกซิเจนลดลง  อย่างไรก็ตาม ปริมาณออกซิเจนท่ีลดลงของเซลล์ท่ี
บ่มในอาหารขาดฟอสฟอรัสน้อยกว่าในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ ซึ่งเป็นผลมาจาก การขาดซัลเฟอร์มีผล
ต่อระบบแสงสองมากกว่าการขาดฟอสฟอรัส (Wykoff et al., 1988)  ฟอสฟอรัสเป็นสารประกอบ
หลักในการเกิดปฏิกิริยาฟอสฟอรีเลชัน (Phosphorylation)  การขาดฟอสฟอรัสส่งผลต่อปฏิกิริยาท่ี
ต้องเติมหมู่ฟอสเฟตของเมแทบอลิซึมต่างๆ อาทิเช่น กระบวนการตรงึคาร์บอนไดออกไซด์ วิถีเพนโตส
ฟอสเฟต และการสังเคราะห์สารประกอบพลังงานสูงท่ีเป็นสารตัวกลางซึ่งก็คือ ATP และ NADPH  
ดังนั้น เมื่อขาดฟอสฟอรัสจะทำให้สารตัวกลางลดลง นำไปสู่การลดกิจกรรมของการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนไปยัง PQ-pool  เอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะได้รับอิเล็กตรอนจากแหล่งอิเล็กตรอนเพียงแหล่ง
เดียวคือจากระบบแสงสองซึ่งทำงานได้เพียงเล็กนอ้ย ทำให้การผลิตไฮโดรเจนลดลง 

        ในการขาดซัลเฟอร์ สาหร่าย C. reinhardtii CC-125 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้นเมื่อ
บ่มเซลล์ในอาหาร TAP-S แต่ในสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 เซลล์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ลดลงเมื่อเทียบกับการผลิตของเซลล์ในอาหาร TAP (ตารางท่ี 4.8)  ซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบหลัก
ของกรดอะมิโนซิสเทอีน (Cysteine) และ เมไทโอนีน (Methionine) ซึ่งเป็นส่วนประกอบสำคัญของ
โปรตีน D1 ท่ีอยู่ในบริเวณศูนย์กลางของระบบแสงสอง  ดังนั้น เมื่อขาดซัลเฟอร์จึงส่งผลใหก้ารแตก
ตัวของน้ำไม่เกิดขึ้น  นอกจากนี้ การขาดซัลเฟอร์ส่งผลให้กระบวนการหายใจภายในเซลล์เพิ่มมากขึ้น   
ดังนั้น อัตราการผลิตออกซิเจนต่ำกว่าอัตราการใช้ออกซิเจน ส่งผลให้เซลล์เข้าสู่สภาวะปราศจาก
ออกซิเจนได้เร็วขึ้น จึงมีการเหนี่ยวนำให้มีการผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น (Wykoff et al., 1998; Melis 
et al., 2000)  จากผลการทดลองข้างต้น จึงคัดเลือก สภาวะการขาดธาตุอาหารท่ีเหมาะสมสำหรับ
สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์ คือ การขาดอาหารซัลเฟอร์สำหรับสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 และการ
ขาดอาหารโพแทสเซียมสำหรับสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มาศึกษาผลการขาดธาตุอาหาร
ร่วมกันต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 
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       4.2.5 ผลของการขาดธาตุอาหารร่วมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 มาบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลฟอร์
ร่วมกับการขาดธาตุชนิดอื่น ได้แก่ อาหาร TAP-KS, TAP-NS และ TAP-PS  และนำสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus TISTR 8546 มาบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดโพแทสเซียมร่วมกับการขาดธาตุชนิดอื่น ได้แก่ 
อาหาร TAP-KN, TAP-KP และ TAP-KS โดยมีอาหาร TAP ท่ีมีธาตุอาหารครบถ้วนเป็นตัวแปร
ควบคุม ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 0-168 
ช่ัวโมง  จากนั้น ทำการวิเคราะห์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวท้ัง 2 สายพันธุ์ทุกๆ 24 
ช่ัวโมง พบว่า สาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและซัลเฟอร์ 
(TAP-NS) ให้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนมากท่ีสุด โดยผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 480.722 ± 15.970 ไม
โครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 144 และ 107.470 ± 3.722 มิลลิลิตรต่อลิตร 
ในช่ัวโมงท่ี 168 (รูปท่ี 4.4)  ในขณะท่ีสาหร่าย  S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหารท่ีขาด
โพแทสเซียม (TAP-K) การผลิตไฮโดรเจนสูงกว่า C. reinhardtii CC-125 ประมาณ 1.2-1.7 เท่า โดย
ผลิตไฮโดรเจนได้เท่ากับ 799.650 ± 15.061 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 
120 ช่ัวโมง และ 127.015 ± 1.035 มิลลิลิตรต่อลิตร ในช่ัวโมงท่ี 120 (รูปท่ี 4.5) 
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รูปที่ 4.4 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (A) และ
หน่วยมิลลิลิตรต่อลิตร (B) ของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ
อาหาร TAP ท่ีขาดซัลเฟอร์ร่วมกับขาดธาตุอาหารชนิดอื่นๆ ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้น
ของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง  
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รูปที่ 4.5 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (A) และ
หน่วยมิลลิลิตรต่อลิตร (B) ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ
อาหาร TAP ท่ีขาดโพแทสเซียมร่วมกับขาดธาตุอาหารชนิดอื่นๆ ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความ
เข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง  
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จากผลการทดลองพบว่า สาหร่าย  C. reinhardtii CC-125 ท่ีบ่มในอาหารขาดธาตุซัลเฟอร์
และขาดซัลเฟอร์ร่วมกับธาตุต่างๆ (TAP-S, TAP-KS, TAP-NS และ TAP-PS) มีปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนสูงกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ประมาณ 17-27 เท่า ภายใต้สภาวะการขาดไนโตรเจน
ร่วมกับซัลเฟอร์ กิจกรรมของระบบแสงสองจะถูกยับยั้ง โดยโปรตีน D1 ในศูนย์กลางของระบบแสง
สองได้รับความเสียหายและไม่สามารถสร้างโปรตีนขึ้นมาใหม่มาทดแทนได้  สาหร่าย C. reinhardtii 
CC-125 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-NS จึงเข้าสภาวะปราศจากออกซิเจนได้รวดเร็วขึ้น  ในสภาวะนี้ แป้งจะ
ถูกสลายเป็นจำนวนมากเพื่อใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอนสำหรับการผลิตไฮโดรเจน ส่งผลทำให้ได้ปริมาณ
การผลิตไฮโดรเจนสูงสุด อย่างไรก็ตาม การบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-NS ส่งผลต่อกระบวนการ
สังเคราะห์แสง เนื่องจากหน่วยรับพลังงานแสงและการสังเคราะห์รงควัตถุคลอโรฟิลล์ถูกทำลาย ทำให้
สีของเซลล์เปล่ียนจากสีเขียวในตอนเริ่มต้นไปเป็นสีเหลืองในภายหลัง  ถึงแม้ว่า เซลล์ได้รับพลังงาน
แสงอย่างต่อเนื่องแต่ไม่มีประสิทธิภาพในการดูดซับพลังงานแสง จึงทำให้เซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโต
ได้และมีอัตราการตายเร็วขึ้น  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยในสาหร่าย Chlamydomonas 
sp. ท่ีพบว่าสาหร่าย Chlamydomonas sp. สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์
ร่วมกับการปรับความเข้มข้นของไนโตรเจนให้ลดลงเหลือ 0.7 มิลลิโมลต่อลิตร ซึ่งมากกว่าเซลล์ท่ีอยู่
ในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์เพียงอย่างเดียวประมาณ 0.5-2.5 เท่า (Pongpadung et al., 2015)  
นอกจากนี้ สาหร่าย Chlorella protothecoides ท่ีบ่มในอาหาร TAP-S มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ต่ำกว่าเมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-S ท่ีมีความเข้มข้นของไนโตรเจน 0.7 มิลลิลิตรต่อลิตร 
(He et al., 2012; Zhang et al., 2014)  สาหร่าย Tetraspora sp. CU2551 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-
NS จะมีการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-N และ TAP-S (Maneerutta 
narungroj et al., 2010)   นอกจากนี้ มีงานวิจัยพบว่าสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ท่ีบ่มใน
อาหาร TAP-PS และ TAP-S มีปริมาณไฮโดรเจนไม่แตกต่างกัน คือประมาณ 60 มิลลิลิตรต่อลิตร ใน
ช่ัวโมงท่ี 120 (Batyrovo et al., 2012) ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองนี้ท่ีพบว่า C. reinhardtii CC-
125 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-PS และ TAP-S ให้การผลิตไฮโดรเจนท่ีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติท่ีช่ัวโมงท่ี 120  

        ในขณะท่ี สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อบ่มในอาหาร 
TAP-K (รูปท่ี 4.5) แสดงให้เห็นว่าการขาดโพแทสเซียมร่วมกับการขาดธาตุชนิดอื่นๆ ไม่ส่งเสริมการ
เพิ่มการผลิตไฮโดรเจนใน S. obliquus TISTR 8546 แสดงให้เห็นว่า การขาดโพแทสเซียมแต่เพียง
ชนิดเดียวส่งผลต่อเมแทบอลิซึมของการผลิตไฮโดรเจนอย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้ ยังศึกษาอิทธิพล
ของการขาดโพแทสเซียมร่วมกับการขาดธาตุอื่นๆ ได้แก่ TAP-KN, TAP-KP, TAP-KS, TAP-KNP, 
TAP-KNS และ TAP-KPS ต่อการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 พบว่า 
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด โดยมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 8.330 ± 0.579 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อ
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ช่ัวโมงและ 1.567 ± 0.109 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง  รองลงมาเป็นการผลิตไฮโดรเจนในเซลล์ท่ีบ่ม
อาหาร TAP-KNS และ TAP-KPS เนื่องจาก เซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K จะได้รับความเสียหายต่อ 
เมแทบอลิซึมต่างๆ อาทิเช่น การสังเคราะห์แสง การหายใจ และการสังเคราะห์สารประกอบ
คาร์โบไฮเดรต น้อยกว่าการขาดธาตุอาหารร่วมกับธาตุอื่นๆ  เซลล์จึงใช้ระยะเวลาในการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดอย่างรวดเร็ว เพราะใช้เวลาในการปรับตัวในอาหารขาดธาตุเพียงชนิดเดียวได้ง่ายและ
ไวกว่าการขาดธาตุอาหารร่วม  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีผ่านมาท่ีพบว่า สาหร่าย 
Scenedesmus sp. ท่ีบ่มในอาหารขาดธาตุอาหารเด่ียวให้ปริมาณไฮโดรเจนสูงกว่าเมื่อบ่มเซลล์ใน
ขาดธาตุอาหารร่วมกัน (Pongpadung et al., 2015)  นอกจากนี้ การขาดธาตุอาหารร่วมไม่
เหมาะสมต่อการเกี่ยวกับเซลล์ในระยะยาว เพราะปริมาณของซับสเตรตไม่เพียงพอต่อการผลิต
ไฮโดรเจน รวมทั้ง เซลล์มีโอกาสตายเร็วขึ้น  ดังนั้น ในการทดลองถัดไป จึงนำสาหร่าย S. obliquus 
TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ไปศึกษาปัจจัยอื่นท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

 

ตารางที่ 4.9 อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มใน
อาหาร TAP-K, TAP-KN, TAP-KP, TAP-KS, TAP-KNP, TAP-KNS และ TAP-KPS ภายใต้ความเข้ม
แสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ
ปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) บ่มเป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง 

ชนิดของ
อาหาร 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

(ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ 
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่วโมง) 

(มิลลิลิตรต่อ 
ลิตรต่อชั่วโมง) 

TAP-K 8.330 ± 0.579a 1.567 ± 0.109a 
TAP-KN 6.790 ± 0.382b 0.531 ± 0.030d 
TAP-KP 3.892 ± 0.505d 1.007 ± 0.188c 
TAP-KS 5.307 ± 0.268c 0.671 ± 0.034d 

TAP-KNP 3.254 ± 0.126d 0.301 ± 0.012e 
TAP-KNS 8.498 ± 0.704a 1.300 ± 0.108b 
TAP-KPS 7.824 ± 0.302a 1.189 ± 0.046b 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน 
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       4.2.6  ผลการศึกษาเมแทบอลิซึมที่เก่ียวข้องกับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus TISTR 8546 ภายใต้สภาวะการขาดธาตุโพแทสเซียม 

        จากผลการทดลองในหัวข้อ 4.2.4 และ 4.2.5 พบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 
สามารถผลิตไฮโดรเจนสูงสุดในสภาวะการขาดโพแทสเซียม ดังนั้น จึงสนใจศึกษาปริมาณไฮโดรเจน
และออกซิเจนใน headspace และการเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึมต่างๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิต
ไฮโดรเจนของ S. obliquus TISTR 8546 ได้แก่ การสังเคราะห์แสง การหายใจในท่ีมืด การ
สังเคราะห์และการสลายแป้ง  

       4.2.6.1  ปริมาณไฮโดรเจนและปริมาณออกซิเจนใน headspace ภายใต้สภาวะการขาด
โพแทสเซียม  

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K เป็นเวลา 96 
ช่ัวโมง มาวิเคราะห์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจน ปริมาณออกซิเจนใน headspace รวมถึงกิจกรรมของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสในช่ัวโมงท่ี 0, 24, 48, 72 และ 96 พบว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มีการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าในอาหาร TAP อย่างเห็นได้ชัด โดยปริมาณ
ของการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 729.31 ± 44.50 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ใน
ช่ัวโมงท่ี 96   ในขณะท่ีสาหร่ายท่ีบ่มอาหาร TAP ให้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 35.79 ± 
1.92 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 48 (รูปท่ี 4.6A)  จากการทดลองพบว่า 
ปริมาณออกซิเจนใน headspace ของเซลล์สาหร่ายจะลดลงอย่างรวดเร็วใน 24 ช่ัวโมงแรกของการ
บ่ม โดยเซลล์ท่ีบ่มในขวดท่ีมีอาหาร TAP-K จะมีออกซิเจนใน headspace ลดลงมากกว่าเซลล์ท่ีมีอยู่
ในขวดท่ีมีอาหาร TAP (รูปท่ี 4.6A) หลังจากนั้น ออกซิเจนจะเพิ่มขึ้น โดยจะพบว่าออกซิเจนใน 
headspace ของเซลล์ท่ีบ่มในขวดท่ีมีอาหาร TAP จะสูงขึ้นอย่างเห็นได้ชัด และเมื่อเปรียบเทียบ
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสพบว่า กิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของเซลล์สาหร่ายท่ีบ่มใน
อาหาร TAP-K มีค่าเพิ่มสูงอย่างต่อเนื่อง ซึ่งมีค่ามากกว่ากิจกรรมของเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP 
ประมาณ 20 เท่า ในช่ัวโมงท่ี 96 (รูปท่ี 4.6B) 
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รูปที่ 4.6 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณของออกซิเจนใน headspace (A) และกิจกรรมของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (B) ของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ 
TAP-K ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน)  
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        จากผลการทดลองพบว่า ปริมาณออกซิเจนใน headspace ลดลงอย่างเห็นได้ชัดภายใน 24 
ช่ัวโมงแรกของการบ่ม ท้ังในเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K (รูปท่ี 4.6A) อาจเนื่องมาจาก 
เซลล์มีการใช้ออกซิเจนในกระบวนการหายใจมากขึ้น รวมถึงมีการผลิตออกซิเจนจากการสังเคราะห์
แสงลดลง จึงทำให้ปริมาณออกซิเจนใน headspace ลดลง  ปริมาณออกซิเจนท่ีลดลงมีผลทำให้
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสและการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น  สาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มี
ปริมาณออกซิเจนต่ำกว่าเซลล์ท่ีอยู่ในอาหาร TAP อย่างชัดเจน  ภายหลังช่ัวโมงท่ี 48 ปริมาณ
ออกซิเจนใน headspace เพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย จาก 247.149 ± 22.929 ถึง 374.798 ± 27.268  
ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (รูปท่ี 4.6A) ในขณะท่ี ปริมาณออกซิเจนในเซลล์ท่ีบ่มใน
อาหาร TAP เพิ่มขึ้นมากจาก 351.630 ± 18.053 ถึง 1,105.685 ± 43.662 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 24 และ 96 ตามลำดับ (รูปท่ี 4.6A) สนับสนุนผลของกิจกรรมของ
ไฮโดรจีเนสท่ีเพิ่มขึ้นสอดคล้องกับปริมาณออกซิเจนในระบบลดลง  แสดงให้เห็นว่า การขาด
โพแทสเซียมส่งผลให้มีปริมาณของออกซิเจนนระบบลดลง สันนิษฐานว่าการลดลงของปริมาณ
ออกซิเจนอาจเกิดจาก (1) การสังเคราะห์แสงท่ีลดลง (2) การหายใจท่ีเพิ่มขึ้น (3) การสลายแป้งท่ี
มากขึ้นและการสะสมแป้งท่ีลดลง 

       4.2.6.2  ผลการเปลี่ยนแปลงออกซิเจนจากการสังเคราะห์แสงและหายใจภายใต้สภาวะการ
ขาดโพแทสเซียม  

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K มา
วิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของออกซิเจน โดยศึกษาการผลิตออกซิเจนจากการสังเคราะห์แสงและการ
ใช้ออกซิเจนจากกระบวนการหายใจในท่ีมืดด้วยเครื่อง Clark-type oxygen electrode พบว่าอัตรา
การผลิตออกซิเจนจากการสังเคราะห์แสงของ S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K 
ลดลงอย่างเห็นได้ชัด ภายหลัง 24 ช่ัวโมงของการบ่ม เมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP (รูปท่ี 
4.7) ในทางตรงกันข้าม อัตราการสลายออกซิเจนจากการหายใจในท่ีมืดจะเพิ่มขึ้น เมื่อบ่ม S. 
obliquus TISTR 8546 ในอาหาร TAP-K (รูปท่ี 4.7)  ผลการทดลองนี้สนับสนุนข้อสันนิษฐานท่ีว่า 
การขาดโพแทสเซียมส่งผลให้อัตราการสังเคราะห์แสงลดลง แต่อัตราการหายใจสูงขึ้น  การลดลงของ
การสังเคราะห์แสงเกิดจากการท่ีโปรตีน D1 ในระบบแสงสองถูกทำลาย ทำให้ออกซิเจนมีปริมาณ
ลดลง และเข้าสู่สภาวะปราศจากออกซิเจนได้ไวกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ซึ่งเป็นสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีจะเหนี่ยวนำให้เซลล์สาหร่ายมีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ
งานวิจัยของ Papazi และคณะ (2014) พบว่า S. obliquus D3 มปีริมาณการผลิตไฮโดรเจนเมื่อบ่ม
ในอาหาร TAP-K สูงกว่าเซลล์บ่มในอาหาร TAP เนื่องจาก เซลล์มีกระบวนการสังเคราะห์แสงลดลง
อย่างชัดเจน นอกจากนี้ พบว่าการเติมแหล่งคาร์บอนลงในอาหารจะทำให้เซลล์มีกระบวนการหายใจ
สูงขึ้น ดังนั้น ปริมาณของออกซิเจนของ S. obliquus D3 ในอาหาร TAP-K จึงมีปริมาณต่ำกว่าเซลล์
บ่มในอาหาร TAP ตลอดการทดลอง 5 วัน  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.7 อัตราของกระบวนการสังเคราะห์แสงและหายใจจากสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K ภายใต้แสงท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 
(ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-96 ช่ัวโมง (ตัวอกัษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึง
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ีย
ของการเปล่ียนแปลงออกซิเจน) 

 

       4.2.6.3  ผลการศึกษาปริมาณแป้งภายใต้สภาวะการขาดโพแทสเซียม  

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP และ TAP-K 
มาวิเคราะห์ปริมาณแป้งท่ีสะสมในเซลล์ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่
พ่นอาร์กอน) ด้วยวิธีของ Gfeller and Gibbs (1984) พบว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP มีการสะสมแป้งในเซลล์เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญจนถึงช่ัวโมงท่ี 96  ในขณะ
ท่ีสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มีการสะสมแป้งสูงสุดเท่ากับ 775.310 ± 33.499 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ช่ัวโมงท่ี 24  จากนั้น ปริมาณแป้งท่ีสะสมภายในเซลล์จะลดลงอย่างเห็นได้ชัด 
จนมีปริมาณแป้งเท่ากับ 205.000 ± 59.203 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 96 
(ตารางท่ี 4.10)   

 

d b

b d

bc a

ab

c

a

c

a

ab

ab

d

a

a

cd

e

ab

bc

0

20

40

60

80

100

TAP TAP-K TAP TAP-K

O 2
ch

an
ge

 ra
te

 (µ
m

ol
O 2

m
g 

ch
l-1

h-1
) 

medium

Photosynthesis                     Dark respiration0 h
24 h
48 h
72h
96h

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



86 
 

ตารางที่ 4.10 ปริมาณของแป้งสะสมในเซลล์จากสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K 

เวลา (ชั่วโมง) 
ปริมาณของแป้ง (ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์) 

อาหาร TAP อาหาร TAP-K 
0 573.37 ± 867.879d 562.258 ± 40.382b 
24 623.994 ± 35.009cd 775.310 ± 33.499a 
48 693.9683 ± 5.495bc 543.622 ± 41.907b 
72 765.016 ± 22.071ab 358.496 ± 52.212c 
96 814.884 ± 58.239a 205.000 ± 59.203d 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของปริมาณแป้ง 

 
        จากการทดลองพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีปริมาณการสะสมแป้งในเซลล์
ลดลงตามระยะเวลาของการบ่มสาหร่ายในอาหาร TAP-K แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีการนำแป้งท่ีสะสมไป
สลายให้กลายเป็นน้ำตาล  น้ำตาลจะถูกออกซิไดซ์ได้เป็นไพรูเวท  จากนั้น เอนไซม์ Pyruvate: 
ferredoxin oxidoreductase เร่งปฏิกิริยาปล่อยไพรูเวทไปเป็นอะซิติล-โคเอนไซม์เอ  ปฏิกิริยาจะได้
อิเล็กตรอนเป็นผลิตภัณฑ์  นอกจากนี้ วิถีไกลโคไลซิสยังได้ผลิตภัณฑ์คือ NADH ซึ่งสามารถส่งต่อ
อิเล็กตรอนไปยัง PQ และส่งต่อไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนสให้มีการผลิตไฮโดรเจน (Jurado-Oller et 
al., 2015)  มีรายวิจัยพบว่า สาหร่าย C. reinhardtii ท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ แมกนีเซียมและ
ไนโตรเจน มีการสลายแป้งเพื่อนำมาใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอนเช่นกัน (Fouchard et al., 2005; 
Volgusheva et al., 2012; Phillips et al., 2012)  
 

4.3   สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 ภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศ 

จากผลการทดลองในหัวข้อ 4.2 สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K 
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงท่ีสุดภายใต้สภาวะท่ีมีออกซิเจนในบรรยากาศมากท่ีสุด ดังนั้น จึงทำการ
นำสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มาศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K   โดยศึกษาสภาวะต่างๆ ดังนี้ ชนิดและความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ความเข้มแสงและรูปแบบการให้แสง อุณหภูมิของการบ่ม และพีเอชของ
อาหารต่อการผลิตไฮโดรเจน 
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       4.3.1 ผลการศึกษาชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนในบรรยากาศ 

       4.3.1.1 ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอน 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ โดย
แปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอน ดังนี้ กรดอะซีติก โซเดียมอะซีเตท น้ำตาลกลูโคส น้ำตาลฟรักโทส 
น้ำตาลมอลโทส น้ำตาลแลกโทส และน้ำตาลซูโครส ให้มคีวามเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 34.8 มิลลิโมล
คาร์บอนอะตอมต่อลิตร  จากนั้น ทำการบ่มภายใต้แสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ
เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนทุกๆ 24 ช่ัวโมง พบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 
8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีใส่กรดอะซีติกเป็นแหล่ง
คาร์บอน เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 8.582 ± 0.283 ไมโครโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง รองลงคือเซลล์ท่ีบ่ม TAP-K ในอาหาร TAP-K ท่ีใส่
โซเดียมอะซีเตทและน้ำตาลกลูโคส โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 5.440 ± 0.273 และ 4.379 
± 0.281 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.11)  เมื่อ
วิเคราะห์ผลผลิตของไฮโดรเจนก็พบว่ามีความสอดคล้องกัน กล่าวคือสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ี
ใส่กรดอะซีติกจะให้ปริมาณของไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 722.823 ± 26.779 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ เมื่อบ่มเซลล์เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง ซึ่งมากกว่าอาหาร TAP-K ท่ีใส่โซเดียมอะซีเตท
และน้ำตาลกลูโคสประมาณ 2 เท่า (ตารางท่ี 4.11)  ในขณะท่ีสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ี
ถูกบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีใส่น้ำตาลฟรักโทส น้ำตาลมอลโทส น้ำตาลแลกโทส และน้ำตาลซูโครส จะ
ไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในช่ัวโมงท่ี 24 แต่พบการผลิตไฮโดรเจนในระดับต่ำต้ังแต่ช่ัวโมงท่ี 24 
เป็นต้นไป (ตารางท่ี 4.11) 
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        จากการทดลองพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 จะผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุดเมื่อบ่ม
เซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีใส่กรดอะซีติก ท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจาก กรดอะซีติกเป็นสารอินทรีย์คาร์บอนที่มี
คาร์บอน 2 อะตอม เมื่อถูกดูดซึมเข้าสู่ภายในเซลล์แล้ว กรดอะซีติก (CH3COOH) จะแตกตัวเป็นอะซี
เตท (CH3COO-) และโปรตอน (H+)   ซึ่งโปรตอนนี้จะใช้เป็นสารต้ังต้นสำหรับการผลิตไฮโดรเจนผ่าน
การทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส  ดังนั้น เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะท่ีมีปริมาณออกซิเจนต่ำจากการขาด
โพแทสเซียม เซลล์จะหยุดการสังเคราะห์โปรตีน D1 ท่ีระบบแสงสองและเพิ่มอัตราการหายใจ เมื่อ
เพิ่มปริมาณซับสเตรตคือโปรตอน จึงทำให้มีการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณมากขึ้น  นอกจากการ
สลายตัวของกรดอะซีติกจะได้ซับสเตรตคือโปรตอนแล้ว   อะซีเตทท่ีเกิดขึ้นพร้อมกันนั้น จะถูก
เปล่ียนเป็นอะซิติล-โคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) โดยอาศัยพลังงาน ATP แล้วจะเข้าวัฏจักรกรด 
ไตรคาร์บอกซิลิก (Tricarboxylic acid (TCA) cycle) ได้ซกัซิเนต (Succinate) ซึง่เป็นสารต้ังต้น
ของวัฏจักรไกลออกซีเลท (Glyoxylate cycle)   จากกระบวนการท่ีกล่าวมา เซลล์จะได้ปริมาณของ 
NADH และ FADH2 เพิ่มขึ้น ซึ่งสามารถเพิ่มปริมาณอิเล็กตรอนและโปรตอน การผลิตไฮโดรเจนจึง
เพิ่มมากขึ้น (Johnson and Alric 2012) 

        นอกจากนี้ การเติมกรดอะซีติกไม่เพียงแต่เป็นการเพิ่มปริมาณของซับสเตรตในกระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจน แต่ยังสามารถลดปริมาณของออกซิเจนซึง่เป็นตัวยับยั้งของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสได้ 
กล่าวคือเมื่อกรดอะซีติกถูกดูดซึมเข้าสู่เซลล์แล้ว เกิดการสลายได้ผลิตภัณฑ์เป็นอะซีเตท อะซีเตทจะ
ถูกปล่ียนเป็นอะซิติล-โคเอนไซม์เอโดยอาศัยพลังงาน ATP แล้วเข้าสู่วัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก ได้
ผลิตภัณฑ์คือ NADH และ FADH2 ซึ่งเป็นสารท่ีใช้ในกระบวนการออกซิเดทีฟฟอสฟอไรเลชัน 
(Oxidative phosphorylation) หรือการหายใจระดับเซลล์ท่ีไมโตคอนเดรีย ทำให้กระบวนการ
หายใจของเซลล์ทำงานเพิ่มมากขึ้น (Degrenne et al., 2010; Jurado-Oller et al., 2015) มี
รายงานพบว่า การเติมกรดอะซีติกในอาหารส่งเสริมให้สาหร่ายสีเขียว C. pyrenoidosa มี
กระบวนการหายใจเพิ่มขึ้น ส่งผลให้เซลล์คงอยู่ในสภาวะปราศจากออกซิเจน ดังนั้น การผลิต
ไฮโดรเจนจึงเพิ่มสูงและยาวนานมากขึ้น (He et al., 2015) และอาหารท่ีบ่มสาหร่าย C. reinhardtii 
ท่ีเติมอะซีเตทในอาหารจะช่วยส่งเสริมให้สาหร่ายมีกระบวนการหายใจมากขึ้น เมื่อควบคู่กับการขาด
ธาตุซัลเฟอร์ท่ีช่วยเร่งการสลายแป้งให้อิเล็กตรอนแก่เอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทำให้ได้ปริมาณไฮโดรเจนสูง 
(Kosourov et al., 2003) 

        ผลการทดลองในตารางท่ี 4.11 พบว่า สาหร่ายท่ีบ่มในอาหารใส่โซเดียมอะซีเตทเป็นแหล่ง
คาร์บอน ปริมาณไฮโดรเจนและอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหารท่ีใส่กรดอะซีติก   
เนื่องจาก โซเดียมอะซีเตท (CH3COONa) เป็นเกลือของกรดอะซีติก ดังนั้น เมื่อโซเดียมอะซีเตทถูกดูด
ซึมเข้าสู่เซลล์แล้ว จะสลายได้ผลิตภัณฑ์เป็นอะซเีตท (CH3COO-) และโซเดียมไอออน (Na+) ซึ่ง
แตกต่างจากการแตกตัวของกรดอะซีติกท่ีจะได้โปรตอน  ดังนั้น ปริมาณของซับสเตรตของการผลิต
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ไฮโดรเจนจึงลดลง  ถึงแม้ว่า อะซีเตทจะเข้าสู่วัฏจักรต่างๆ เพื่อให้ได้อิเล็กตรอนหรือโปรตอนแก่เซลล์ 
แต่ไม่สามารถส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนได้เท่ากับสาหร่ายท่ีบ่มในอาหารท่ีเติมกรดอะซีติก  อย่างไรก็
ตาม อิเล็กตรอนจะได้มาจากการแตกตัวของน้ำท่ีระบบแสงสองมากกว่าการสลายแป้ง ส่วนใหญ่ท่ีใช้
ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว (Shastik et al., 2020)  

        กรดอะซีติกและโซเดียมอะซีเตทมีคาร์บอนเพียง 2 อะตอม และมีโครงสร้างเล็กไม่มีกิ่งกา้น  
ทำให้สาหร่ายดูดซึมกรดอะซีติกและโซเดียมอะซีเตทเข้าสู่เซลล์ได้ง่าย  เมื่อเปรียบเทียบกับน้ำตาล
ชนิดอื่นพบว่า น้ำตาลท่ีนำมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเป็นน้ำตาลโมเลกุลเด่ียวกับโมเลกุลคู่ท่ีมีคาร์บอน 6 
และ 12 อะตอม มีโครงสร้างมีขนาดใหญ่และมีกิ่งก้าน ทำให้สาหร่ายดูดซึมเข้าสู่ภายในเซลล์ได้ยาก
กว่า  อย่างไรก็ตาม น้ำตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีสาหร่ายสามารถนำไปใช้ในการผลิตไฮโดรเจน
ได้ดีกว่าน้ำตาลชนิดอื่น โดยปกติ กลูโคสเป็นสารต้ังต้นของวิถีไกลโคไลซิส เมื่อถูกย่อยสลายจะได้เป็น
ไพรูเวทซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์สุดท้าย  จากนั้น เมื่อไพรูเวทถูกเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ Pyruvate: 
ferredoxin oxidoreductase เปล่ียนเป็นอะซิติล-โคเอนไซม์เอและอิเล็กตรอน   โดยอิเล็กตรอนถูก
ส่งต่อไปยังเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส เกิดปฏิกิริยารีดักชันเปล่ียนเป็นก๊าซไฮโดรเจนได้  ในสภาวะการขาด
โพแทสเซียมมีรายงานพบว่าสาหร่าย S. obliquus D3 ท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดโพแทสเซียมแล้วเติม
กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนไม่สามารถย่อยสลายกลูโคสด้วยวิถีไกลโคไลซิสได้ เนื่องจาก การขาด
โพแทสเซียมทำให้เอนไซม์ไพรูเวทไคเนสในวิถีไกลโคไลซิสไม่ทำงาน และกลูโคสยังไม่สามารถ
เปล่ียนเป็นแป้งได้  ดังนั้น จึงมีปริมาณของกลูโคสสะสมในเซลล์มาก อิเล็กตรอนส่วนเกินของเมแทบอ
ลิซึมของกลูโคสจะถูกส่งผ่านไปยังแหล่งอิเล็กตรอนท่ีพลาสโตควิโนนพูล แล้วอิเล็กตรอนถูกถ่ายทอด
ต่อไปยังกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทำให้ได้ไฮโดรเจนมากขึ้น (Papazi et al., 2014)   โดยสรุป 
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกลูโคสจะได้อิเล็กตรอนจากเม
แทบอลิซึมของกลูโคสเพียงอย่างเดียว ซึ่งต่ำกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกและ
โซเดียมอะซีเตท (ตารางท่ี 4.10)   ส่วนน้ำตาลชนิดอื่นๆ ไม่สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนของสาหร่าย
ได้ในทันที ทำให้ได้ผลผลิตของไฮโดรเจนช้า โดยใช้เวลานานถึง 48 ช่ัวโมงจึงเริ่มมีการผลิตไฮโดรเจน 
เนื่องจาก เซลล์ต้องเปล่ียนจากน้ำตาลโมเลกุลคู่ต้องเปล่ียนเป็นน้ำตาลโมเลกุลเด่ียวก่อน เพื่อให้ง่าย
ต่อการดูดซึม และมีโอกาสท่ีน้ำตาลเหล่านี้จะมีการสลายตัวเป็นพลังงานในรูป NADH แล้วให้
อิเล็กตรอนแก่กระบวนการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์มากกว่ากระบวนการผลิตไฮโดรเจน    

        จากผลการทดลองนี้ พบว่าอาหารท่ีใช้บ่มสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ให้มีการผลิต
ไฮโดรเจนได้ดีท่ีสุดคืออาหารท่ีเติมกรดอะซีติก ดังนั้น จึงนำสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่ม
ในอาหาร TAP-K ท่ีมีกรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอนมาทำการศึกษาความเข้มข้นของกรดอะซีติกท่ี
เหมาะต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 
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       4.3.1.2 ผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไฮโดรเจน 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยแปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติกดังนี้ 0, 1.74, 8.7, 17.4, 34.8, 87 และ 174 มิลลิโมล
คาร์บอนต่อลิตร จากนั้น ทำการบ่มภายใต้แสงและมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศใน 
headspace เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง พบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดในอาหาร TAP-K ท่ีมีกรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นเท่ากับ 17.4 มิลลิ
โมลคาร์บอนต่อลิตร ซึ่งให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 8.441 ± 0.431 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย
ท่ีบ่มใน TAP-K ท่ีมีกรดอะซีติกท่ีความเข้มข้น 34.8 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร โดยมีค่าเท่ากับ 8.274 
± 0.189 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปท่ี 4.8) เมื่อทำการเพิ่มความ
เข้มข้นของกรดอะซีติกในอาหารส่งผลให้สาหร่ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงต่อเนื่อง   ในขณะท่ี
การขาดกรดอะซีติกในอาหารจะทำให้เซลล์สาหร่ายไม่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน (รูปท่ี 4.8) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ท่ีแปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติก ภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและท่ีมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่าง
กันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ 
(p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน) 
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        จากการทดลองพบว่าความเข้มข้นของกรดอะซีติกมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย โดย
สาหร่ายท่ีบ่มในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 และ 34.8 มิลลิโมลคาร์บอนต่อ
ลิตร ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (รูปท่ี 4.8) เนื่องจาก กรดอะซีติกท่ีความเข้มข้นสูงส่งผลให้ได้
อิเล็กตรอนและโปรตอนมากขึ้นตามทำให้มีการผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น  นอกจากนี้ เมื่อทำการเพิ่ม
ความเข้มข้นของกรดอะซีติกในอาหาร TAP-K เป็น 87 และ 174 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร ทำให้
เซลล์สาหร่ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง (รูปท่ี 4.8) เนื่องจาก เมื่อมีความเข้มข้นของกรดอะซติีก
ในอาหารมาก กรดอะซีติกจะเกิดการแตกตัวทำให้ได้โปรตอนซึ่งเป็นไอออนบวก ในปริมาณมากขึ้น 
ส่งผลให้พีเอชของอาหารลดต่ำลงจากความเป็นกรดท่ีเพิ่มขึ้น สาหร่ายจึงหยุดการเจริญเติบโต และ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสเสียสภาพในการทำงาน  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานวิจัยพบว่า C. 
reinhardtii CC-125 ท่ีเติมโซเดียมอะซีเตทความเข้มข้น 29.4 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร มีอัตราการ
เจริญเติบโตต่ำกว่าเซลล์ท่ีอยู่ในอาหารท่ีเติมโซเดียมอะซีเตทความเข้มข้น 3.7, 7.4 และ 14.7 มิลลิ
โมลคาร์บอนต่อลิตร และความเข้มข้นของอะซีเตทสูงจะส่งผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสง โดยทำ
ให้โมเลกุลของน้ำแตกตัวน้อยลง (Heifetz et al., 2000)  นอกจากนี้ สาหร่าย C. reinhardtii CC-
124 ท่ีใช้คาร์บอนจากการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์และเติมอะซีเตทลงในอาหาร ทำให้สาหร่ายมีการ
เจริญได้เป็นอย่างดีและสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ พีเอชในอาหารมีค่าเพิ่มขึ้นจากการท่ีคาร์บอนถูกใช้ 
แต่เมื่อเวลาผ่านไป เซลล์เกิดกระบวนการหมักของอะซีเตทมากขึ้น ทำให้พีเอชอาหารลดลง การผลิต
ไฮโดรเจนจึงลดลง (Kosourov et al., 2002) 

        นอกจากนี้ ยังพบว่าเซลล์สาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีไม่เติมกรดอะซีติก มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนต่ำท่ีสุด (รูปท่ี 4.8)  แสดงให้เห็นว่าแหล่งคาร์บอนเป็นปัจจัยท่ีสำคัญหนึ่งของกระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว มีรายงานวิจัยพบว่า การท่ีอาหารมีกรดอะซีติกในปริมาณน้อย 
ส่งผลให้เซลล์ลดกระบวนการหายใจ ซึ่งจะทำให้ออกซิเจนในระบบเพิ่มสูงขึ้น  รวมทั้ง สาหร่ายได้รับ
ออกซิเจนจากการแตกตัวของน้ำท่ีระบบแสงสอง  ดังนั้น เอนไซมไ์ฮโดรจีเนสจึงมีศักยภาพในการ
ทำงานต่ำลง และได้ปริมาณของไฮโดรเจนต่ำ (Lakatos et al., 2017)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ
รายงานวิจัยในสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ท่ีพบว่าเมื่อบ่มเซลล์ในอาหารท่ีเติมอะซีเตทความ
เข้มข้น 12 มิลลิโมลาร์ ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำท่ีสุด เมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มในอาหารท่ีเติม 
อะซีเตทความเข้มข้นเท่ากับ 17 และ 34 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร (Laurinavichene et al., 2004)   
ดังนั้น เซลล์สาหร่ายควรบ่มในอาหารท่ีมีความเข้มข้นของแหล่งอิเล็กตรอนท่ีเหมาะสม เพื่อลดโอกาส
เกิดความเป็นกรดในอาหาร และป้องกันการขาดแหล่งอิเล็กตรอนและลดการส่งเสริมการทำงานของ
กระบวนการหายใจ จากผลการทดลองนี้ พบว่าสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อบ่มเซลล์ในอาหารท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 และ 34.8 มิลลิโมล
คาร์บอนต่อลิตร เพื่อชะลอระยะเวลาของการสะสมคาร์บอนภายในเซลล์ท่ีทำให้พีเอชของอาหารเป็น
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กรด และเพื่อเพิ่มระยะเวลาการผลิตไฮโดรเจนให้นานขึ้น จึงเลือกความเข้มข้นของกรดอะซีติก 17.4 
มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร มาทำการศึกษาปัจจัยท่ีเหมาะสมต่อไป 

       4.3.2 ผลของความเข้มแสงและรูปแบบการให้แสงต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
S. obliquus TISTR 8546 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนในบรรยากาศ 

       4.3.2.1 ผลของความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจน 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 
มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร จากนั้น ทำการบ่มภายใต้ความเข้มแสง 0, 30, 60, 120, 240 และ 480 ไม
โครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ เป็นเวลา 
48 ช่ัวโมง จากการวิเคราะห์อัตราการผลิตไฮโดรเจนพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ผลิต
ไฮโดรเจนได้มากท่ีสุด เท่ากับ 8.385 ± 0.363 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง 
เมื่อบ่มภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที (รูปท่ี 4.9) และเมื่อเพิ่ม
ความเข้มแสงเป็น 60, 120, 240 และ 480 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที จะส่งผลต่อ
อัตราผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายมีค่าลดลงอย่างเห็นได้ชัดเจน (รูปท่ี 4.9)  สาหร่ายท่ีมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนต่ำท่ีสุดเมื่อบ่มในอาหาร TAP-K ภายใต้สภาวะท่ีปราศจากแสงหรืออยู่ในที่มืด (รูปท่ี 4.9) 

        โดยท่ัวไป สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ท้ังภายใต้สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด โดย
ผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าในสภาวะท่ีมีแสง (Melis and Happe 2004) เนื่องจาก สาหร่ายมีหน่วยรับ
พลังงานแสงท่ีสามารถดูดซับพลังงานแสงและเกิดกระบวนการโฟโตไลซิส เกิดการถ่ายทอดอเิล็ก 
ตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอนอื่นๆ จนถึงตัวรับอเิล็กตรอนตัวสุดท้ายคือเฟอร์รีดอกซิน ซึ่งจะส่งต่อ
อิเล็กตรอนถูกส่งไปยังเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน  จากการทดลอง สาหร่าย  S. obliquus 
TISTR 8546 ท่ีบ่มในท่ีมืดให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำสุด โดยมีค่าเท่ากับ 0.797 ± 0.055 ไมโคร
โมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปท่ี 4.9) เนื่องจาก สารต้ังต้นของการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ซึ่งก็คือโปรตอนและอิเล็กตรอน ส่วนใหญ่จะได้มา
จากกระบวนการสังเคราะห์แสง ดังนั้น ในสภาวะมืด ปริมาณอิเล็กตรอนจะลดลงทำให้เซลล์ผลิต
ไฮโดรเจนลดลง  อย่างไรก็ตาม ยังสามารถพบการผลิตไฮโดรเจนได้เช่นกัน ท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจาก 
สาหร่ายสามารถใช้อิเล็กตรอนท่ีมาจากการสลายแป้งได้โดยไม่จำเป็นต้องอาศัยปัจจัยพลังงานแสงเป็น
ตัวกระตุ้น  งานวิจัยนี้สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีศึกษาในสาหร่าย C. reinhardtii ท่ีพบว่าเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสของสาหร่ายสีเขียวรับอิเล็กตรอนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงมากถึง 60-90 เปอร์เซ็นต์ และ
รับอิเล็กตรอนจากการสลายแป้งเพียง 20-30 เปอร์เซ็นต์ (Wang et al., 2020)   
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รูปที่ 4.9  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ภายใต้ความเข้มแสงต่างๆ และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง (ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน) 

        จากการทดลองพบว่า ความเข้มแสงเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีสำคัญในการผลิตไฮโดรเจน  ความเข้ม
แสงท่ีเหมาะสมจะทำให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด  หากความเข้มแสงสูงเกินไปจะไปยับยั้งการ
ผลิตไฮโดรเจน โดยสาหร่าย  S. obliquus TISTR 8546 ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดภายใต้
ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ความเข้มแสงท่ีสูงกว่า 30 ไมโครโมลโฟ
ตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที จะมีผลใหก้ารผลิตไฮโดรเจนลดลง (รูปท่ี 4.9)  เนื่องจาก ความเข้มแสง
ท่ีมากเกินไปส่งผลทำให้เกิดปริมาณของออกซิเจนมาก และส่งผลไปยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสอย่างรุนแรง (Kosourov et al., 2002)  นอกจากนี้ ภายใต้ความเข้มแสงสูง เซลล์จะเกิด
กระบวนการยับยั้งด้วยแสง (Photoinhibition) และความร้อนจากความเข้มแสงสูงทำให้กระบวนการ
สังเคราะห์แสงเกิดความเสียหายและไม่สามารถซ่อมแซมตัวเองได้ (Roach and Krieger-Liszkay 
2014)  ผลการทดลองสอดคล้องกับการทดลอง ท่ีศึกษาสาหร่าย C. reinhardtii UTEX 90 ท่ีพบว่า
เซลล์ท่ีบ่มภายใต้ความเข้มแสง 200 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ให้ผลผลิตไฮโดรเจน
สะสมสูงสุด แต่เมื่อเพิ่มความเข้มแสงเป็น 300 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที การสะสม
ของไฮโดรเจนของสาหร่ายจะลดลง เนื่องจากปริมาณโปรตีนและคลอโรฟิลล์ลดลง รวมทั้ง เอนไซม์
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ไฮโดรจีเนสทำงานลดลง (Kim et al., 2006)  จากผลการทดลองพบว่าความเข้มแสงท่ีเหมาะสม
สำหรับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 คือ   30 ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที  ดังนั้น จึงนำสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มภายใต้ความเข้มแสง 30 
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที มาศึกษารูปแบบการให้แสงต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

       4.3.2.2 ผลของรูปแบบการให้แสงต่อการผลิตไฮโดรเจน 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 
มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร  จากนั้น ทำการบ่มภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที โดยแปรผันรูปแบบการให้แสง 6 รูปแบบ ได้แก่ (1) การบ่มเซลล์ภายใต้แสง 24 ช่ัวโมง 
(2) การบ่มเซลล์ภายใต้ท่ีมืด 24 ช่ัวโมง (3) การบ่มเซลล์ภายใต้แสง 12 ช่ัวโมงสลับมืด 12 ช่ัวโมง (4) 
การบ่มเซลล์ภายใต้ท่ีมืด 12 ช่ัวโมงสลับแสง 12 ช่ัวโมง (5) การบ่มเซลล์ภายใต้แสง 18 ช่ัวโมงสลับ
มืด 6 ช่ัวโมง และ (6) การบ่มเซลล์ภายใต้แสง 6 ช่ัวโมงสลับมืด 18 ช่ัวโมง และมีความเข้มข้นของ
ออกซิเจนในบรรยากาศเป็นเวลา 100 ช่ัวโมง ทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนสะสมทุกๆ 6 ช่ัวโมง 
พบว่าสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 สามารถผลิตไฮโดรเจนได้แตกต่างกันขึ้นกับรูปแบบการให้
แสง โดยเซลล์ท่ีบ่มในอาหารภายใต้การให้แสงต่อเนื่อง 24 ช่ัวโมง ให้ปริมาณของไฮโดรเจนสะสม
สูงสุด โดยผลิตได้ 721.679 ± 22.526 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในเวลาท่ี 96 
ช่ัวโมง (รูปท่ี 4.10A)  ส่วนเซลล์ท่ีบ่มภายใต้สภาวะมืดให้การผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 97.819 ± 5.575 
ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ เมื่อบ่มเซลล์เป็นเวลา 96 ช่ัวโมง (รูปท่ี 4.10B)  

        นอกจากแสงจะเป็นปัจจัยสำคัญท่ีมีผลต่อกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวแล้ว 
รูปแบบการให้แสงยังมีส่วนสำคัญต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวอีกด้วย  งานวิจัยส่วนใหญ่
เน้นการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีแสงต่อเนื่อง  อย่างไรก็ตาม ออกซิเจนซึ่งเป็นผลผลิตจาก
กระบวนการสังเคราะห์แสงเป็นตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  ดังนั้น เพื่อคววบคุม
ปริมาณออกซิเจนในระบบ จึงมีแนวคิดท่ีจะทำการบ่มเซลล์สาหร่ายสีเขียวภายใต้สภาวะการให้แสง
สลับกับมืด เพื่อศึกษารูปแบบการให้แสงต่อการผลิตไฮโดรเจน จากผลการทดลองพบว่า สาหร่าย S. 
obliquus TISTR 8546 สามารถผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีแสงสูงกว่าท่ีมืดในทุกรูปแบบของ
การให้แสง โดยสภาวะการให้แสง 18 ช่ัวโมงสลับมืด 6 ช่ัวโมง S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนสูงสุด แต่ยังต่ำกว่าการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีแสงต่อเนื่อง  การให้รูปแบบ
ของการให้แสงแบบสลับมืดและสว่าง  ยังทำให้เซลล์ต้องใช้ระยะเวลานานขึ้นถึงจะได้ปริมาณ
ไฮโดรเจนใกล้เคียงกับการให้แสงแบบต่อเนื่อง  
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รูปที่ 4.10  ปริมาณการสะสมไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มใน
อาหาร TAP-K ภายใต้รูปแบบการให้แสงแบบต่างๆ โดยพื้นหลังสีขาวแสดงถึงการบ่มเซลล์ภายใต้
ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และพื้นหลังสีเทาแสดงถึงการบ่มเซลล์ใน
ท่ีมืด เซลล์สาหร่ายถูกบ่มภายใต้สภาวะมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-
100 ช่ัวโมง 
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(A) แสง 24 ชั่วโมง (B) มืด 24 ชั่วโมง 
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(C) แสง 12 ชั่วโมง : มืด 12 ชั่วโมง (D) มืด 12 ชั่วโมง : แสง 12 ชั่วโมง 

(E) แสง 18 ชั่วโมง : มืด 6 ชั่วโมง (F) มืด 6 ชั่วโมง : แสง 18 ชั่วโมง 
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        นอกจากนี้ ผลการทดลองยังพบว่า การบ่มเซลล์ท่ีมืด 12 ช่ัวโมงสลับแสง 12 ช่ัวโมง ต้องใช้
ระยะเวลาปรับตัวก่อนการผลิตไฮโดรเจน (Lag phase) นานกว่าเมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มโดยการให้
แสงแบบอื่นๆ เนื่องจากเซลล์ยังไม่มีการสังเคราะห์แสงและสะสมแป้ง ทำให้มีปริมาณของอิเล็กตรอน
ต่ำ  จากนั้น เซลล์จึงเริ่มมีการผลิตไฮโดรเจนในช่ัวโมงท่ี 16 ของการบ่มเซลล์ เพราะได้รับพลังงานแสง
แล้ว   ท้ังนี้ การได้รับพลังงานแสงในเวลาส้ันๆ จะส่งผลให้ประสิทธิภาพของการทำงานของระบบแสง
สองมีค่าลดลง ทำให้เซลล์ต้องใช้เวลาปรับตัวนานขึ้น (รูปท่ี 4.10)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผล
การศึกษาสาหร่าย C. reinhardtii ภายใต้รูปแบบการให้แสงท่ีแตกต่างกัน โดยพบว่า การให้แสง
แบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 50 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที เซลล์จะใช้ระยะเวลา
ปรับตัวก่อนผลิตไฮโดรเจนส้ันกว่า และให้ปริมาณไฮโดรเจนเท่ากับ 210.91 ± 14.29 มิลลิลิตรต่อ
ลิตร ซึ่งสูงกว่าเมื่อเทียบกับการบ่มเซลล์แบบแสงสลับมืด 18 ต่อ 6 ช่ัวโมง, 12 ต่อ 12 ช่ัวโมง และ 14 
ต่อ 10 ช่ัวโมง ตามลำดับ (Oncel and Sukan, 2011)  จากการทดลอง สรุปได้ว่า การให้ความเข้ม
แสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ต่อเนื่องจะทำให้ S. obliquus TISTR 8546 ผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด 

      4.3.3 ผลของอุณหภูมิต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 
ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนในบรรยากาศ 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 
มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร  จากนั้น ทำการบ่มภายใต้สภาวะการใหแ้สงต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30  
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที โดยแปรผันอุณหภูมิของการบ่มเซลล์ต้ังแต่ 25, 30, 35, 
40, 45 ถึง 50 องศาเซลเซียส และให้ความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศใน headspace เป็น
เวลา 48 ช่ัวโมง ทำการวิเคราะห์อัตราการการผลิตไฮโดรเจน พบว่าสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 ท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เท่ากับ 8.353 ± 
0.293 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปท่ี 4.11)  ในขณะท่ีสาหร่ายท่ีบ่มท่ี
อุณหภูมสูิงกว่า 30 องศาเซลเซียส จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงอย่างมีนัยสำคัญ โดยเฉพาะ 
สาหร่ายท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส จะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำสุด (รูปท่ี 4.11) 
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รูปที่ 4.11  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที 
โดยแปรผันอุณหภูมิของการบ่มท่ี 25, 30, 35, 40, 45 และ 50 องศาเซลเซียส และใหอ้อกซิเจนใน
บรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนว
สดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) 
ของค่าเฉล่ียของอัตราการผลิตไฮโดรเจน) 

        อุณหภูมิจัดเป็นปัจจัยทางกายภาพท่ีส่งผลต่อเมแทบอลิซึมต่างๆ ภายในเซลล์ของส่ิงมีชีวิต อาทิ
เช่น การเจริญเติบโต การสะสมแป้ง การสะสมไขมัน รวมทั้งการผลิตไฮโดรเจน  อุณหภูมิท่ีเหมาะสม
ต่อการผลิตไฮโดรเจนจะขึ้นอยู่กับชนิดของส่ิงมีชีวิตนั้นๆ โดยมักจะเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการ
ทำงานของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนส   จากการทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 
ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซึ่งอาจกล่าวเป็นนัยว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของ S. 
obliquus TISTR 8546 นั้นจะมีกิจกรรมสูงสุดท่ี 30 องศาเซลเซียส ผลการทดลองนี้แตกต่างจาก
ผลงานวิจัยท่ีพบในสาหร่าย C. reinhardtii 137C(+) ท่ีพบว่ากิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสสูงสุด
เมื่อบ่มท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิมากกว่า 60 องศาเซลเซียส ค่ากิจกรรมของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะลดลงอย่างรวดเร็ว (Happe and Naber, 1993)  เนื่องจาก เกิดการสูญเสีย
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส และเซลล์จะถูกทำลายจากความร้อน เช่นเดียวกับผลการทดลองท่ี
พบท่ีอุณหภูมิ 45 และ 50 องศาเซลเซียส สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีการผลิตไฮโดรเจน
ลดลง เนื่องจาก เอนไซม์ไฮโดรจีเนสไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้อย่างเต็มท่ี (รูปท่ี 4.11)  รวมทั้ง 
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เซลล์สาหร่ายท่ีบ่มท่ีอุณหภูมิสูงมีลักษณะเป็นสีเหลือง เนื่องจากมกีารสังเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์
ลดลง ทำให้สาหร่ายไม่สามารถสังเคราะห์แสงได้  นอกจากนี้ เมื่อเซลล์บ่มภายใต้อุณหภูมิท่ีสูงกว่า
อุณหภูมิท่ีเหมาะสม จะทำให้เซลล์ไม่สามารถสังเคราะห์โปรตีน กรดไขมัน และลดศักยภาพการดูดซึม
คาร์บอน ทำให้เซลล์สาหร่ายไม่สามารถเจริญเติบโตและขาดแคลนแหล่งออกซิเจนสำหรับการผลิต
ไฮโดรเจน   (Juneja et al., 2013)   จากผลการทดลอง สรุปได้ว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของ S. obliquus TISTR 8546 คืออุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

       4.3.4 ผลของพีเอชเร่ิมต้นของอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. 
obliquus TISTR 8546 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนในบรรยากาศ 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 
มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร และปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับพีเอช 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.2, 7.5, 
8, 8.5 ถึง 9 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (พีเอช 7.2 เป็นพีเอชปกติของอาหาร TAP-K ใช้เป็นตัวแปร
ควบคุม)  จากนั้น ทำการบ่มภายใต้การใหแ้สงต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศใน headspace เป็นเวลา 144 ช่ัวโมง 
แล้วทำการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนและค่าพีเอช พบว่า สาหร่ายท่ีมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
เท่ากับ 8.316 ± 0.268 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.12) เมื่อ
บ่มเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีมีค่าพีเอช 7.2 และมีปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 802.871 ± 
20.163 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 96 (รูปท่ี 4.12)  จากผลการทดลอง
สามารถแบ่งการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ในอาหาร TAP-K ท่ีแปรผันพี
เอช ออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ ได้แก่ (1) การผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูง ซึ่งจะพบในเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ท่ีค่ามีพีเอชเริ่มต้น 7.2, 7.5 และ 6.5 หรือในสภาวะพีเอชท่ีเป็นกลาง (2) การผลิตไฮโดรเจน
ในปริมาณปานกลาง ซึ่งจะพบในเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีค่ามีพีเอชเริ่มต้น 6, 8, 8.5 และ 9 
หรือในสภาวะกรดอ่อนและเบสอ่อน และ (3) การผลิตไฮโดรเจนในปริมาณน้อย ซึ่งจะพบในเซลล์ท่ี
บ่มในอาหาร TAP-K ท่ีค่ามีพีเอชเริ่มต้นท่ี 5 และ 5.5 หรือในสภาวะพีเอชท่ีเป็นกรดอ่อน (รูปท่ี 4.12) 
นอกจากนี้ ในการทดลองยังได้วัดการเปล่ียนแปลงพีเอชในอาหาร เมื่อบ่มในช่ัวโมงท่ี 48 และ 144 
พบพีเอชของอาหารเริ่มต้นท่ีเป็นกรดจะมีอัตราเพิ่มข้ึนเมื่อระยะเวลามากขึ้น ในทางตรงกันข้าม พีเอช
ของอาหารเริ่มต้นท่ีเป็นเบสจะมีค่าลดลงเมื่อระยะเวลานานขึ้น (ตารางท่ี 4.12) 
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รูปที่ 4.12  ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ท่ีแปรผันพีเอชเริ่มต้นท่ี 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.2, 7.5, 8, 8.5 และ 9 ภายใต้การให้แสง
แบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ 30 องศา
เซลเซียส และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง  

 
ตารางที่ 4.12 อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดและค่าพีเอชท่ีควบคุมด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

พีเอช 
ที่ต้องการ 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 
(ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม

คลอโรฟิลล์ต่อชัว่โมง) 

พีเอช 
เริ่มต้น 

พีเอช 
ชั่วโมง 48 

พีเอช 
ชั่วโมง 144 

5.0 0.180 ± 0.024g 5.02 ± 0.02 5.81 ± 0.15 6.81 ± 0.04 
5.5 1.226 ± 0.066f 5.53 ± 0.01 5.99 ± 0.04 6.96 ± 0.07 
6.0 5.797 ± 0.517d 6.04 ± 0.02 7.09 ± 0.01 7.14 ± 0.06 
6.5 6.639 ± 0.428c 6.54 ± 0.01 7.12 ± 0.8 7.32 ± 0.08 
7.0 7.314 ± 0.226b 7.01 ± 0.03 7.19 ± 0.09 7.31 ± 0.17 
7.2 8.316 ± 0.268a 7.19 ± 0.01 7.29 ± 0.02 7.40 ± 0.09 
7.5 7.552 ± 0.373b 7.54 ± 0.04 7.46 ± 0.07 7.32 ± 0.03 
8.0 5.514 ± 0.290d 8.02 ± 0.06 7.72 ± 0.10 7.65 ± 0.00 
8.5 5.234 ± 0.326d 8.51 ± 0.02 7.93 ± 0.01 7.89 ± 0.01 
9.0 3.777 ± 0.330e 8.98 ± 0.04 8.21 ± 0.05 8.19 ± 0.09 

หมายเหตุ ตัวอักษรภาษาอังกฤษที่แตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉลี่ยของอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

(1) 

(2) 

(3) 
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        พีเอชเป็นปัจจัยหนึ่งท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหารท่ีมีค่าพีเอชในช่วง 7 ถึง 8  เมื่อบ่มเซลล์สาหร่ายในอาหาร
ท่ีมีพีเอชต่ำ มีโอกาสท่ีจะเกิดความพิษของเซลล์จากไอออนของโลหะ (Metal toxicity) ซึ่งจะส่งผล
ต่อการเจริญเติบโตและโปรตีนภายในเซลล์ มีการสลายและเพิ่มการสะสมของผลิตภัณฑ์จากกระบวน 
การหมักมากขึ้น อาทิเช่น อะซีเตท ฟอร์เมต และเอทานอล ฯลฯ ลดกระบวนการสังเคราะห์แสง 
กระบวนการหายใจ และกระบวนการสังเคราห์แป้ง ส่งผลให้สาหร่ายไม่มีซับสเตรตใหแ้ก่เอนไซม์
ไฮโดรจีเนส  ในขณะท่ีเมื่อสาหร่ายบ่มในอาหารพีเอชสูง ทำให้วัฏจักรของเซลล์ดำเนินไปอย่างช้า
เพราะเบสไปเพิ่มความยืดหยุ่นท่ีผนังเซลล์ แต่มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดีกว่าพีเอชเป็นกรด เซลล์จะ
อยู่ในสภาวะขาดแคลนแหล่งซับสเตรตสำหรับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ส่งผลให้ไฮโดรเจนจึงมีปริมาณต่ำ 
(Rotatore and colman, 1991; Kosourov et al., 2003; Juneja et al., 2013)  

        จากผลการทดลองพีเอชเริ่มต้นท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus 
TISTR 8546 คือพีเอชระหว่าง 6.5-7.2  พีเอชในช่วงนี้จะมีค่าเพิ่มขึ้นภายหลังการบ่มเป็นเวลา 48 
ช่ัวโมง และ 144 ช่ัวโมง เนื่องจาก แหล่งคาร์บอนในอาหารของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 
คือกรดอะซีติก (CH3COOH) เมื่อกรดอะซีติกถูกดูดซึมเข้าภายในเซลล์จะเกิดการแตกตัวเป็นอะซีเตท 
(CH3COO-) และโปรตอน (H+) ซึ่งโปรตอนถูกใช้ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน ทำให้สภาวะนั้นไม่มี
ประจุบวก และมีความเป็นเบสมากขึ้น  นอกจากนี้ กระบวนการสังเคราะห์แสงโดนทำลายจากการ
ขาดโพแทสเซียมในอาหาร TAP-K ทำให้ไม่สามารถตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ได้อย่างเต็มประสิทธิภาพ 
ส่งผลให้มีการลดลงของความเข้มข้นของคาร์บอนไดอออกไซด์ในอาหาร (CO2 partial pressure) 
นอกจากนี้ เซลล์มีการดูดซึมอะซีเตทไปใช้ในกระบวนการต่างๆ ทำให้ระดับของประจุบวกเพิ่มมากขึ้น 
ค่าพีเอชในอาหารจึงเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง (Kosourov et al., 2002)  

        นอกจากนี้ จากผลการทดลองพบว่า สาหร่ายท่ีบ่มในอาหารท่ีมีค่าพีเอชเริ่มต้นเป็นกรดอ่อน (พี
เอช 5-6) และเบสอ่อน (พีเอช 8-9) มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำ เนื่องจาก สาหร่ายต้องใช้เวลา
ปรับตัวท่ีพีเอชนั้นๆ เกิดเมแทบอลิซึมในการปรับค่าพีเอชภายในเซลล์ให้มีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการ
ดำรงชีวิต โดยพบว่าค่าพีเอชหลังจากบ่มเซลล์จะเข้าใกล้ความเป็นกลางเรื่อยๆ ซึ่งเป็นพีเอชท่ี
เหมาะสมสำหรับการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย สาหร่ายแต่ละสายพันธุ์มีช่วงพี
เอชท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนแตกต่างกัน ดังนี้ สาหร่าย C. reinhardtii มีพีเอชท่ีเหมาะสม
ในช่วง 7.0-7.4 (Kosourov et al., 2003) สาหร่าย S. obtusiusculus มีพีเอชท่ีเหมาะสมในช่วง 
5.5-8   สาหร่าย C. vulgaris มีพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีพีเอช 8 (Rashid et al., 2013) สาหร่าย 
Tetraspora sp. มีพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีพีเอช 6.5 (Maneeruttanarungroj and Phunpruch, 2017) 
และสาหร่าย Platymonas subcordiformis มีพีเอชท่ีเหมาะสมท่ีพีเอช 8 (Guan et al., 2004) 
เป็นต้น    
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       4.3.5  อิทธิพลของสารที่ให้อิเล็กตรอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 ภายใต้สภาวะที่มีออกซิเจนในบรรยากาศ 

       จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ช่ัวโมง มาทำการเก็บเกี่ยวและกระจายเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีมีกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 มิลลิ
โมลคาร์บอนต่อลิตร และปรับพีเอชเริ่มต้นเป็น 7.2   จากนั้น เติมสารท่ีให้อิเล็กตรอนชนิดต่างๆดังนี้ 
กรดแอสคอร์บิก (Ascorbic acid) ซิสเทอีน (Cysteine) ไดไธโอทรีไอทอล (Dithiothreitol) กรดฟอร์
มิก (Formic acid) เมทิลไวโอโลเจน (Methylviologen) โพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอร์เรต (II) 
ไตรไฮเดรต (Potassium hexacyanoferrate (II) trihydrate) โซเดียมโบโรไฮไดรด์ (Sodium 
borohydride) โซเดียมไดไธโอไนต์ (Sodium dithionite) โซเดียมซัลไฟด์นาโนไฮเดรต (Sodium 
Sulfide nanohydrate) กรดออกซาลิก (Oxalic acid) เบตา-เมอร์แคปโตเอธานอล (ß-
mercaptoethanol) ใหค้วามเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ โดยใช้อาหาร TAP-K ท่ีไม่เติมสาร
ให้อิเล็กตรอนเป็นตัวแปรควบคุม  ทำการบ่มภายใต้สภาวะการใหแ้สงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 
ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศใน head 
space เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง แล้วทำการวิเคราะห์อัตราการผลิตไฮโดรเจน พบว่า สาหร่าย S. 
obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 15.435 ± 1.320 และ 16.179 ± 
1.721 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-K ท่ีเติมกรด
แอสคอร์บิกและซีทเทอีนความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 1 มิลลิโมลาร์ ตามลำดับ (รูปท่ี 4.13)  รองลงมา
คือสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมสารโซเดียมไดไธโอไนต์และกรดออกซาลิก โดยมีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 15.164 ± 0.832 และ 13.681 ± 0.536 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม
คลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ตามลำดับ (รูปท่ี 4.13)  ในขณะท่ีการเติมสารรีดิวซ์บางชนิด เช่น โซเดียมโบ-
โรไฮไดรด์ โซเดียมซัลไฟด์นาโนไฮเดรต เบตา-เมอร์แคปโตเอธานอล และกรดฟอร์มิก ไม่มีผลต่ออัตรา
การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย  ในทางตรงกันข้าม สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนลดลงอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเติมสาร เมทิลไวโอโลเจนและโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโน
เฟอร์เรต (II) ไตรไฮเดรต (รูปท่ี 4.13)    
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รูปที่ 4.13 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ท่ีแปรผันชนิดของให้อิเล็กตรอน ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมล
โฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียส และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่
พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (ตัวอักษรภาษาอังกฤษท่ีแตกต่างกันในแนวสดมภ์แสดงถึงความ
แตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p < 0.05) ของค่าเฉล่ียของ
อัตราการผลิตไฮโดรเจน) 
 

        จากผลการทดลองพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 สามารถเพิ่มอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนได้ เมื่อเติมสารรีดิวซ์ 4 ชนิด ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก ซิสเทอีน โซเดียมไดไธโอไนต์ และกรด
ออกซาลิก ท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจาก สารให้อิเล็กตรอนเหล่านี้สามารถให้อิเล็กตรอนแก่เอนไซม์ไฮโดร
จีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน นอกจากนี้ ยังถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้กับสารตัวรับอิเล็กตรอนอื่นๆ เพื่อรักษา
สมดุลของปฏิกิริยารีดอกซ์ (Redox balancing) ทำให้เฟอร์รีดอกซนิซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัว
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สุดท้ายของกระบวนการสังเคราะห์แสงส่งอิเล็กตรอนให้แก่เอนไซม์ไฮโดรจีเนสในอัตราท่ีเพิ่มขึ้น 
สาหร่ายจึงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น  โดยเฉพาะอย่างยิ่ง กรดแอสคอร์บิกและซิสเทอีนมีความ
สามารถในการส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนมากท่ีสุดในสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546  ซึ่งสารท้ังคู่
เป็นสารท่ีมีคุณสมบัติต้านอนุมูลอิสระ (Antioxidant) ช่วยยับยั้งหรือชะลอการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน ซึ่งเป็นสาเหตุของการเกิดอนุมูลอิสระ (Free radicals) อนุมูลอิสระท่ีมีออกซิเจนเป็น
องค์ประกอบ (Reactive oxygen species; ROS) ได้แก่ ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (O2

-) และ 
ไฮดรอกซิล (OH) เป็นต้น   โดย ROS เกิดขึ้นจากกระบวนการฟอสฟอรีเลชันท่ีไมโตคอนเดรียและ
จากกระบวนการสังเคราะห์แสงท่ีคลอโรพลาสต์ ซึ่งในกระบวนการสังเคราะห์แสงนั้น เฟอร์รีดอกซิน
ในสภาพรีดิวซ์จะใหอ้ิเล็กตรอนพลังงานสูงแก่ออกซิเจนเปล่ียนเป็น O2

-   ดังนั้น เมื่อเติมสารต้าน
อนุมูลอิสระจะทำให้ปริมาณ ROS ลดลง และออกซิเจนจากการสังเคราะห์แสงจึงลดลงเช่นกัน เมื่อ
สาหร่ายอยู่ภายใต้สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจึงทำงานได้มากขึ้น 
นอกจากนี้ การเติมสารต้านอนุมูลอิสระลดความพิษต่อเซลล์ได้ (Davey et al., 2000; Hungate 
1969)    

        ถึงแม้ว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะเป็นจุดศูนย์รวมของอิเล็กตรอนเพื่อปรับสมดุลของปฏิกิริยารี
ดอกซ์ภายในเซลล์สาหร่ายสีเขียว แต่สารบางชนิดไม่สามารถส่งอิเล็กตรอนไปยังเอนไซม์นีไ้ด้ 
เนื่องจาก มีค่าศักย์รีดอกซ์ท่ีต่ำและอาจมีความเป็นพิษต่อเซลล์สาหร่าย  สารรีดิวซ์บางจะชนิดยังมี
ฤทธิ์เป็นกรดหรือด่าง ซึ่งมีผลต่อการเปล่ียนแปลงค่าพีเอชในอาหารเล้ียงเช้ือ  นอกจากนี้ การ
เปล่ียนแปลงค่าพีเอชยังมีผลต่อการเร่งปฏิกิริยาต่างๆ ภายในเซลล์และความสามารถในการแพร่ของ
สารผ่านเย่ือเลือกผ่าน  จากผลการทดลองพบว่า สาหร่ายท่ีเติมเมทิลไวโอโลเจนและโพแทสเซียมเฮก-
ซะไซยาโนเฟอร์เรต (II) ไตรไฮเดรต จะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเทียบ
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีไม่มีการเติมสารให้อิเล็กตรอน (รูปท่ี 4.13) เนื่องจาก เมทิลไว-
โอโลเจนเกิดออกซิไดซ์ได้อย่างรวดเร็วเมื่อมีออกซเิจนในระบบ ในการทดลองนี้ไม่ได้ทำการกำจัด
ออกซิเจนในระบบจึงทำให้มีออกซิเจนเหลือในระบบจำนวนมาก เมทิลไวโอโลเจนจึงไม่สามารถทำ
เกิดปฏิกิริยาการให้อิเล็กตรอนได้ ส่งทำให้ปริมาณของไฮโดรเจนมีค่าต่ำสุด (Adams and 
Mortenson, 1984) นอกจากนี้ มีงานวิจัยพบวา่การเติมเมทิลไวโอโลเจนในสาหร่ายสีเขียวจะทำให้
จลนศาสตร์ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสช้าลงกว่าท่ีไม่เติมสารในสาหร่ายสีเขียว (Abendroth et al., 
2008)   การเติมสารโพแทสเซียมเฮกซะไซยาโนเฟอร์เรต (II) ไตรไฮเดรตนัน้ สารชนิดนี้สามารถแตก
ตัวเป็นไซยาไนด์ และเกิดปฏิกิริยากับไฮโดรเจนได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนไซยาไนด์ซึง่เป็นพิษต่อ
เซลล์  ไฮโดรเจนไซยาไนด์สามารถยับย้ังกิจกรรมของปฏิกิริยาออกเดชันท่ีไซโตโครม (Wharton and 
Tzagoloff, 1967) ส่งผลต่อใหป้ระสิทธิภาพของกระบวนการหายใจของเซลล์ลดลง จึงทำให้
ออกซิเจนมีปริมาณสูงขึ้นและจะไปขัดขวางการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสไม่ให้ผลิตไฮโดรเจน  
ส่วนกรดฟอร์มิกสามารถส่งเสริมให้มีการผลิตไฮโดรเจนผ่านเอนไซม์ Formate hydrogen lyase 
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(FHL) ซึ่งพบในแบคทีเรีย (Yoshida et al., 2005) นอกจากนี้ กรดฟอร์มิกยังมีฤทธิ์เป็นกรดเมื่อแตก
ตัวจะให้โปรตอนจำนวนมาก ส่งผลให้ค่าพีเอชของอาหารลดลง  สารให้อิเล็กตรอนท่ีเป็นกรดจึงมี
ความเป็นพิษต่อเซลล์และไม่สามารถทำให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้  ในขณะท่ีการดึงโปรตอนออก
จากโครงสร้างของโซเดียมโบโรไฮไดรด์ด้วยวิธี Hydrolysis หรือ Methanolysis จะทำให้ผลิต
ไฮโดรเจนมากได้ในปริมาณสูง (Saka et al., 2020)  มีรายงานพบว่า โซเดียมโบโรไฮไดรด์สามารถให้
อิเล็กตรอนแก่พลาสโตควิโนนในไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. แต่จากผลการทดลองนี้ เมื่อ
เติมโซเดียมโบโรไฮไดรด์ให้กับเซลล์ของ S. obliquus TISTR 8546 กลับไม่ส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจน 
(รูปท่ี 4.13)  เช่นเดียวกับ เบตา-เมอร์แคปโตเอธานอลไม่สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 แต่สารนี้สามารถส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย 
Tetraspora sp. CU2551 โดยผลิตสูงขึ้นประมาณ 2 เท่า (Maneeruttanarungroj et al., 2010)  
ไดไธโอทรีไอทอลไม่ส่งการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากสารนี้ดูดซึมยากและมีผลกระทบต่อเมแทบอลิซึม
ภายในเซลล์สาหร่าย  จากผลการทดลองสรุปได้ว่า กรดแอสคอร์บิก ซิสเทอีน โซเดียมไดไธโอไนต์ 
และกรดออกซาลิกเป็นสารรีดิวซ์หรือตัวให้อิเล็กตรอนท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตไฮโดรเจนใน
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546  จึงนำสารให้อิเล็กตรอนท้ัง 4 ชนิดนี้มาศึกษาผลของความ
เข้มข้นของสารเหล่านี้ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายต่อไป  

จากการนำสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มาเติมสารให้
อิเล็กตรอนคือ กรดแอสคอร์บิก ซิสเทอีน โซเดียมไดไธโอไนต์ และกรดออกซาลิก โดยให้ความเข้มข้น
สุดท้ายเท่ากับ 0.1, 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ และไม่เติมสารให้อิเล็กตรอนเป็นตัวควบคุม นำไปวัดการ
ผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติม
กรดแอสคอบิก โซเดียมไดไธโอไนต์ และกรดออกซาลิก ท่ีความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ไม่มีการผลิต
ไฮโดรเจนและมีปริมาณออกซิเจนใน headspace เทียบเท่ากับศูนย์ (รูปท่ี 4.14 และ 4.15)  รวมทั้ง 
ค่าพีเอชของตัวอย่างมีความเป็นกรด โดยมีค่าพีเอชประมาณ 4-5 (ตารางท่ี 4.13)  เมื่อใช้สารเหล่านี้ท่ี
มีความเข้มข้นสูง ทำให้เกิดความเป็นกรดในตัวอย่าง ส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถปรับตัวกับพีเอชท่ี
เปล่ียนแปลงได้  ในขณะท่ีเมื่อบ่มเซลล์สาหร่ายในอาหารท่ีเติมสารให้อิเล็กตรอนท่ีมีความเข้มข้นของ
ต่ำ สารเหล่านี้จะสามารถส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนได้ โดยเฉพาะ ซิสเทอีนสามารถให้อิเล็กตรอนแก่
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสได้ในทุกความเข้มข้น  จากผลการทดลองพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมซิสเทอีนความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ให้ปริมาณการผลิตไฮโดรเจน
สูงสุด โดยมีค่าเท่ากับ 1,153.783 ± 52.651 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ช่ัวโมงท่ี 
144 (รูปท่ี 4.14)  นอกจาก ซิสเทอีนจะเป็นสารให้อิเล็กตรอนแล้ว ซิสเทอีนยังมีหน้าท่ีสารต้าน
อนุมูลลอิสระ สามารถกำจัดออกซิเจนท่ีเกิดจากกระบวนการสังเคราะห์แสงหรือไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ (H2O2) เพื่อลดการเกิดของสาร ROS ซึ่งเป็นตัวทำลายหน่วยย่อยในระบบแสง (Hungate, 
1969)    
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รูปที่ 4.14 ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-K ท่ีแปรผันสารให้อิเล็กตรอน 4 ชนิด ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก (A), ซิสเทอีน (B), โซเดียมไดไธโอ
ไนต์ (C) และกรดออกซาลิก (D) ความเข้มข้นของสารรีดิวซ์เป็น 0.1, 1 และ 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้
การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ30 
องศาเซลเซียส และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็นเวลา 0-168 ช่ัวโมง  
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รูปที่ 4.15 ปริมาณออกซิเจนบริเวณ headspace ของขวดท่ีมีสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีแปรผันของสารให้อิเล็กตรอน 4 ชนิด ได้แก่ กรดแอสคอร์บิก (A), ซิส
เทอีน (B), โซเดียมไดไธโอไนต์ (C) และกรดออกซาลิก (D) ท่ีปรับความเข้มข้นของสารรีดิวซ์ 0, 0.1, 1 
และ 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง
เมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) เป็น
เวลา 0-168 ช่ัวโมง  
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ตารางที่ 4.13 ค่าพีเอชของอาหารท่ีมีสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ซึ่งบ่มในอาหาร 
TAP-K และอาหาร TAP-K ท่ีเติมสารรีดิวซ์ 4 ชนิด ได้แก่ กรดออกซาลิก กรดแอสคอร์บิก ซิสเทอีน 
และโซเดียมไดไธโอไนต์ ภายใต้สภาวะท่ีมคีวามเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่น
อาร์กอน) เป็นเวลา 12, 48, 96 และ 144 ช่ัวโมง 

 
        กรดแอสคอร์บิกมีหน้าท่ีลดสาร ROS โดยการจับกับออกซิเจน (O2

-, O3) ทำใหล้ดการเกิด 
Photobleaching ของคลอโรฟิลล์ได้  สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้อย่างปกติในระยะแรกของการ
บ่มเซลล์ พอเวลานานขึ้น ทำให้พีเอชของอาหารมีความเป็นกรดมากขึ้นจากการท่ีกรดแอสคอร์บิก
แตกตัวเป็นโปรตอน ซึ่งความเป็นกรดจะส่งผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสง การทำลายผนังเซลล์ 
การสะสมของคาร์บอน กระบวนการหายใจ ซึ่งทำให้ปริมาณของซับสเตรตหลักน้อยลง การผลิต
ไฮโดรเจนจึงลดลง เมื่อเอามาบ่มในกรดแอสคอร์บิก (รูปท่ี 4.14A)   จากผลการทดลอง สาหร่าย S. 
obliquus ท่ีบ่มในอาหารท่ีเติมกรดแอสคอร์บิกความเข้มข้น 0.1 และ 1 มิลลิโมลาร์ มีปริมาณ
ไฮโดรเจนลดลง ในช่ัวโมงท่ี 120  ในขณะเดียวกัน ปริมาณของออกซิเจนมีต่ำกว่าตัวแปรควบคุม มี
ความเป็นไปได้ท่ีเซลล์สาหร่ายจะตายจากความเป็นกรด โดยพบว่าสีของเซลล์สาหร่ายมีสีเหลืองซีด
มากขึ้น  สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเติมกรดออกซาลิก 0.1 มิลลิโมลาร์ ให้การผลิต
ไฮโดรเจนสูงขึ้น เนื่องจาก กรดออกซาลิกจะสามารถให้อิเล็กตรอนในปริมาณสูงเมื่ออยู่ในสภาวะท่ี
เป็นกรด (Yamada et al., 2015) แต่เมื่อความเข้มข้นสูงเกินไป เซลล์สาหร่ายไม่สามารถทนต่อค่า 
พีเอชท่ีต่ำได้ จึงไม่สามารถเพิ่มผลผลิตไฮโดรเจนใหสู้งขึ้น 

ชนิดสารรีดิวซ์ 
ความเข้มข้น 
(มิลลิโมลาร์) 

พีเอช 
12 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 144 ชั่วโมง 

Ascorbic acid  
(C6H8O6) 

0.1 7.12 ± 0.03 7.47 ± 0.03 7.44 ± 0.05 7.43 ± 0.04 
1 7.05 ± 0.04 7.16 ± 0.01 7.22 ± 0.03 7.42 ± 0.01 
10 5.28 ± 0.01 5.11 ± 0.01 5.19 ± 0.02 5.23 ± 0.01 

Cysteine 
(C3H7NO2S) 

0.1 7.29 ± 0.01 7.30 ± 0.14 7.31 ± 0.01 7.28 ± 0.03 
1 7.26 ± 0.06 7.26 ± 0.01 7.30 ± 0.13 7.28 ± 0.05 
10 7.13 ± 0.04 7.31 ± 0.01 7.42 ± 0.02 7.38 ± 0.04 

Sodium dithionite  
(Na2S2O4) 
 

0.1 7.33 ± 0.01 7.36 ± 0.01 7.51 ± 0.01 7.41 ± 0.01 
1 7.14 ± 0.01 7.14 ± 0.11 7.29 ± 0.13 7.32 ± 0.04 
10 5.72 ± 0.02 5.55 ± 0.03 5.65 ± 0.03 5.87 ± 0.01 

Oxalic acid  
(C2H2O4) 

0.1 7.28 ± 0.03 7.30 ± 0.01 7.43 ± 0.04 7.49 ± 0.01 
1 7.10 ± 0.01 7.17 ± 0.05 7.25 ± 0.07 7.33 ± 0.01 
10 4.25 ± 0.04 4.18 ± 0.01 4.31 ± 0.03 4.40 ± 0.02 

Control (TAP-K) - 7.23 ± 0.03 7.29 ± 0.01 7.34 ± 0.01 7.39 ± 0.01 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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        โซเดียมไดไธโอไนต์เป็นสารเคมีในกลุ่มซัลไฟต์หรือเรียกอีกชื่อว่าโซเดียมไฮโดรซัลไฟต์ ทำหน้าท่ี
ต้านอนุมูลอิสระหรือการลดปริมาณของออกซิเจนโดยการเข้าไปจับกับออกซิเจนท่ีเกิดจากการแตกตัว
ของน้ำท่ีระบบแสง จนเหนี่ยวนำให้เซลล์อยู่ภายใต้สภาวะปราศจากออกซิเจนได้ หลังจากนั้น เฟอร์รี
ดอกซินจึงส่งอิเล็กตรอนไปยังเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจนขึ้น  โซเดียมไดไธโอไนต์สามารถ
ลดปริมาณของออกซิเจนและเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายหลายชนิด ได้แก่ Anabaena sp., 
Chlorella sp., Chlorococcum minutum และ Chlamydomonas sp. เป็นต้น (Wang et al., 
2010; Ma et al., 2011; Kojima and Lin, 2004; Paramesh and Chandrasekhar et al., 
2020)  แต่เมื่อเติมโซเดียมไดไธโอไนต์ปริมาณมาก จะทำให้เซลล์มีสารพิษอย่างซัลเฟอร์ไดออกไซด์
จากการแตกตัวโซเดียมไดไธโอไนต์ปริมาณสูงเช่นกัน โดยซัลเฟอร์ไดออกไซด์จะมีผลเสียต่อการ
ควบคุมการแลกเปล่ียนภายในเซลล์  ยับย้ังปฏิกิริยารีดอกซ์ และจับกับโมเลกุลออกซิเจนเกิดเป็น 
Reactive Oxygen Species ทำให้เซลล์ตายได้ (Wei et al., 2013)  มีรายงานวิจัยพบว่า สาหร่าย 
S. obliquus และ C. gloeopara สามารถเจริญเติบโตได้ในความเข้มข้นของโซเดียมไดไธโอไนต์ต่ำ 
แต่เมื่อความเข้มข้นสูงขึ้น สาหร่ายท้ังคู่จะตาย (Márquez-Reyes et al., 2015) ในสาหร่าย S. 
obliquus TISTR 8546 เซลล์ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ท่ีความเข้มข้นของสาร 10 มิลลิโมลาร์ และมี
ปริมาณไฮโดรเจนจึงเท่ากับศูนย์ จากผลการทดลอง สรุปได้ว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 
การผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมซิสเทอีนความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลลาร์ โดยมี
ค่าปริมาณไฮโดรเจนเท่ากับ 1,153.783 ± 52.651 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ท่ี
เวลา 144 ช่ัวโมงของการบ่มเซลล์ 
 
       4.3.6  การเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 

ในสภาวะที่เหมาะสมและสภาวะปกติ 

        จากการนำสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 มาบ่มในอาหารชนิดต่างๆ ดังนี้ (1) 
อาหาร TAP ปกติ (2) อาหาร TAP-K และ (3) อาหาร TAP-K ภายใต้สภาวะท่ีเหมาะสม (Optimized 
TAP-K) ดังแสดงในตาราง 4.14 ทำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะต่างๆ 
พบว่า สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 20.044 ± 
1.577 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ท่ีช่ัวโมง 48 เมื่อทำการบ่มเซลล์ใน
อาหาร optimized TAP-K ท่ีเติมกรดอะซีติกความเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ มีพีเอชของอาหารเริ่มต้น 
7.2 ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะการให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโคร
โมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที และมีออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (รูปท่ี 4.16A)  และเมื่อทำการ
วิเคราะห์การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ทุกช่ัวโมง เป็นเวลา 168 ช่ัวโมง
พบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ท่ีเติมซิสเทอีน 0.1 มิลลิโมลาร์ 
ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
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เท่ากับ 1,153.783 ± 52.651 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ เมื่อบ่มเป็นเวลา 144 
ช่ัวโมง (รูปท่ี 16B) โดยมากกว่าการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP และ TAP-K ภายใต้
สภาวะปราศจากอากาศ ตามลำดับ ประมาณ 8.5 และ 1.5 เท่า (รูปท่ี 4.16B) 

ตารางที่ 4.14  การเปรียบเทียบองค์ประกอบของอาหาร TAP, TAP (Air), TAP-K และ Optimized 
TAP-K และสภาวะของการบ่มเซลล์ 

 

 

         

 

 

 

สภาวะ 
ชนิดของอาหาร 

TAP (Air) TAP-K TAP 
Optimized 
TAP-K (Air) 

- อายุเซลล์ (h) 36 36 36 36 
- การขาดธาตุอาหาร - โพแทสเซียม - โพแทสเซียม 
- ชนิดของแหล่งคาร์บอน กรดอะซีติก กรดอะซีติก กรดอะซีติก กรดอะซีติก 
- ความเข้มข้นของชนิด 

ของแหล่งคาร์บอน (mM) 
17.4 17.4 17.4 17.4 

- ความเข้มแสง  
(µmol photons m-2 s-1) 

30 30 30 30 

- อุณหภูมิ (ºC) 30 30 30 30 
- พีเอชเริ่มต้นของอาหาร 7.2 7.2 7.2 7.2 
- บรรยากาศบริเวณ 

headspace  
อากาศ อาร์กอน อาร์กอน อากาศ 

- สารให้อิเล็กตรอน - - - ซิสเทอีน 
ความเข้มข้น 0.1 

มิลลิโมลาร์ 
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รูปที่ 4.16  อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (A) และปริมาณไฮโดรเจนสะสมท้ังหมด (B) ของสาหร่ายสี
เขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP, TAP (Air), TAP-K และ Optimized TAP-K 
ภายใต้สภาวะการบ่มเซลล์ท่ีแตกต่างกัน  
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        จากการทดลองพบว่า ภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ สาหร่ายท่ีบ่มในอาหารขาดธาตุ
โพแทสเซียมมีการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าสาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP ปกติ แสดงให้เห็นว่าการขาด
ธาตุโพแทสเซียสมีผลต่อการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546  
นอกจากนี้ การเติมสารให้อิเล็กตรอนคือซิสเทอีน จะส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งเมื่อบ่มเซลล์ภายใต้สภาวะท่ีมคีวามเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 
ถึงแม้ว่า การพ่นอาร์กอนทำให้เซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนได้อย่าง
รวดเร็ว  แต่เมื่อเทียบกับเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร optimized TAP-K พบว่าเซลล์มีปริมาณไฮโดรเจน
สะสมมากกว่าและยาวนานกว่า ซึ่งมีความเหมาะสมการต่อการผลิตไฮโดรเจนในระยะยาวนัน่เอง 
นอกจากนี้ การพ่นของอาร์กอนยังไม่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนในระบบอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ 
เนื่องจากมีต้นทุนในการซื้อและต้องใช้ปริมาณการก๊าซอาร์กอนเป็นจำนวนมากสำหรับทำให้เซลล์เข้า
สู่สภาวะปราศจากออกซิเจน การเติมซิสเทอีนในปริมาณเพียงเล็กน้อยมีความเหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจน รวมทั้ง ซิสเทอีนยังเป็นแหล่งไนโตรเจน ซึ่งทำให้เซลล์มีการสร้างโปรตีนสำหรับการ
เจริญเติบโต (Hungate 1969)           

        จากการเปรียบเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณไฮโดรเจนสูงสุดจากสาหร่ายสีเขียว  
S. obliquus TISTR 8546 กับสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. สายพันธุ์อื่นๆ ภายใต้สภาวะท่ี
แตกต่างกันพบว่า สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณการ
ผลิตไฮโดรเจนสูง เมื่อเทียบกับสาหร่าย Scenedesmus sp. สายพันธุ์อื่น (ตารางท่ี 4.15) รายงาน
ส่วนใหญ่ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย Scenedesmus sp. ภายใต้สภาวะปราศจาก
ออกซิเจน (จากการพ่นอาร์กอนเข้าสู่ระบบในระยะเริ่มต้นของการบ่มเซลล์) เพื่อทำให้เอนไซม์ไฮโดร
จีเนสไม่ถูกออกซิเจนขัดขวางการทำงานนั่นเอง  นอกจากนี้ เซลล์สาหร่ายยังถูกบ่มในอาหารท่ีทำการ
ขาดธาตุอาหารชนิดต่างๆ คือ อาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ หรือ อาหารท่ีขาดโพแทสเซียม เพื่อให้เซลล์
สาหร่ายมีการทำงานของกระบวนการสังเคราะห์แสงลดลง ส่งผลต่อปริมาณของออกซิเจนลดต่ำลง 
ดังนั้น สาหร่ายจึงมีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น (He et al., 2012; Papazi et al., 2014; 
Pongpadung et al., 2015; Duangjan et al., 2017; Warichanan and Phunpruch, 2019)   

        นอกจากนี้ รายงานวิจัยของ Warichanan and Phunpruch (2019) แสดงให้เห็นว่าสาหร่าย 
Scenedesmus sp. KMITL-OVG1 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟ
ตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และปราศจากออกซิเจน มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเท่ากับ 2.093 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง ซึ่งเป็นค่าท่ีใกล้เคียงกับงานวิจัยฉบับนี้ เมื่อบ่ม
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 ในอาหาร TAP-K ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ 30 องศาเซลเซียสและไม่มีการพ่นอาร์กอนแต่มีการเติมซิสเทอีน 
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์ ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ  2.926 ± 0.230 มิลลิลิตรต่อลิตร
ต่อช่ัวโมง  ผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของซิสเทอีนในการลดปริมาณของออกซิเจน  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เนื่องจากซิสเทอีนเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ การเติมซิสเทอีนจึงทำให้เซลล์เข้าสู่สภาวะปราศจาก
ออกซิเจนได้อย่างรวดเร็ว  นอกจากนี้ เซลล์สาหร่ายสามารถเจริญเติบโตได้เพราะซิสเทอีนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนในอาหารสำหรับเซลล์ (Marquez-Reyes et al., 2015)          นอกจากการเติมสารให้
อิเล็กตรอนคือซิสเทอีน จะส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย Scenedesmus sp. แล้ว การเติม
สารโซเดียมไดไธโอไนต์ยังส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย Scenedesmus obliquus 393 อีกด้วย 
โดยให้ปริมาณไฮโดรเจนสูงกว่าเซลล์ควบคุมประมาณ 2-5 เท่า (Rosenkrans 1983) แต่การเติมโซเดียม
ไดไธโอไนต์ในอาหารของ S. obliquus TISTR 8546 ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าตัวควบคุม
ประมาณ 1-1.5 เท่า เนื่องจาก สภาวะการบ่มสำหรับการผลิตไฮโดรเจนและสายพันธุ์ของสาหร่าย
แตกต่างกัน นอกจากนี้ การเติมสาร 3-(3’,4’-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea (DCMU) ซึ่ง
เป็นสารยับย้ังกิจกรรมของระบบแสงสองในสาหร่าย Scenedesmus obliquus D3 ทำให้ปริมาณ
ออกซิเจนในสาหร่ายมีปริมาณลดลง จึงมีการผลิตไฮโดรเจนจากเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสูงขึ้น แต่จากการ
วิเคราะห์ปริมาณเซลล์ คลอโรฟิลล์ และน้ำหนักเซลล์แห้งพบว่า มีการลดลงอย่างรวดเร็วเมื่อทำการ
บ่มเซลล์นานขึ้น เพราะ DCMU เป็นพิษต่อเซลล์ ทำให้เซลล์ตายเร็ว (Papazi et al., 2012) จึงไม่
เหมาะสมต่อการเก็บเกี่ยวผลผลิตไฮโดรเจนในระยะยาว 
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        นอกจากการอาศัยปัจจัยทางเคมีคือการขาดธาตุอาหาร การเติมสารให้อิเล็กตรอน และการเติม
สารยับย้ังกิจกรรมของระบบแสงสอง เพื่อแทนท่ีการพ่นอาร์กอนเข้าสู่ภาชนะ สำหรับการลดปริมาณ
ของออกซิเจนลง พบว่ามีงานวิจัยท่ีอาศัยการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในการใช้ออกซิเจนเพื่อปรับให้
เซลล์เข้าสู่สภาวะปราศจากออกซิเจน โดยการเล้ียงควบคู่กัน (Co-cultured) ซึ่งสาหร่าย 
Scenedesmus sp. WFY เพาะเล้ียงควบคู่กับ Pseudomonas sp. ทำให้ปริมาณของออกซิเจน
ลดลงเยอะ และมีปริมาณไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้นเท่ากับ 11.1 มิลลิลิตรต่อลิตร ซึ่งมากกว่าการเพาะเล้ียง 
Scenedesmus sp. WFY เพียงชนิดเดียว มีปรมิาณไฮโดรเจนเท่ากับ 4 มิลลิลิตรต่อลิตร แต่ยังไม่
สามารถในการผลิตไฮโดรเจนเท่า S. obliquus TISTR 8546 ท่ีเพาะเล้ียงเพียงชนิดเดียว ท่ีมีปริมาณ
ไฮโดรเจนเท่ากับ 230.548 ± 10.521 มิลลิลิตรต่อลิตร  นอกจากนี้ การเพาะเล้ียงเซลล์แบบ Co-
cultured ในระยะท้ายๆของการบ่ม มีโอกาสท่ีเซลล์จะแย่งสารอาหารและมีการสะสมของสารพิษ
มากขึ้น (Ban et al., 2018)   จากการทดลองท้ังหมด สรุปได้ว่าสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 
ท่ีบ่มในอาหาร Optimized TAP-K ท่ีมีพีเอชเริ่มต้นอาหาร 7.2 เติมกรดอะซีติกท่ีมีความเข้มข้น 34.8 
มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร เติมซิสเทอีนท่ีมีความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลต่อลิตร ภายใต้สภาวะบ่ม
แสงต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที อุณหภูม ิ 30 องศา
เซลเซียส และมีออกซิเจนในบรรยากาศเริ่มต้นของการบ่มเซลล์ เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจนท่ีสุด 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุปผลการวิจัย 

      จากการนำสาหร่ายสีเขียวจำนวน 24 สายพันธุ์ที่มีอยู่ในห้องปฏิบัติการมาคัดเลือกสาหร่ายสี
เขียวสายพันธุ์ที่มีศักยภาพสูงในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนระดับ
ต่างๆ  จากนั้น นำสาหร่ายท่ีคัดเลือกมาศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจน
ภายใต้สภาวะบรรยากาศปกติ สรุปผลการทดลองได้ดังนี ้

5.1.1  การคัดเลือกสาหร่ายสีเขียวท่ีมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะที่มีความ
เข้มข้นของออกซิเจนต่างๆ  

      1) ในบรรดาสาหร่ายสีเขียวทั้งหมด 24 สายพันธุ์ สาหร่าย Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124, Chlamydomonas reinhardtii CC-125, Chlorella sp. 2SinS4, Scenedesmus 
obliquus TISTR 8546 และ Tetraspora sp. CU2551 มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อบ่ม
เซลล์สาหร่ายภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0, 10, 20 และ 50 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) โดยสาหร่ายสีเขียวทั้ง 5 สายพันธุ์ผลิตไฮโดรเจนลดลง เมื่อบ่มเซลล์
ภายใต้ความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีเพิ่มขึ้น  

       2) ในสาหร่ายสีเขียว 5 สายพันธุ์ที่คัดเลือก สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 และ C. 
reinhardtii CC-125 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงและมีกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสูงสุดอย่างมี
นัยสำคัญ โดยมีค่า O2I50 เท่ากับ 15.93 ± 0.24 และ 15.09 ± 0.33 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
นอกจากนี้ สาหร่าย 2 สายพันธุ์นี้มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้น
ของออกซิเจนใกล้เคียงกับความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศ  

5.1.2  การเปรียบเทียบการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  
C. reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546  

       1) สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 และ C. reinhardtii CC-125 มีการเจริญเติบโต
อย่างรวดเร็วในอาหาร TAP โดยสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 มีการเจริญเติบโตจากการวัดความ
หนาแน่นเซลล์จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ปริมาณคลอโรฟิลล์ 
และจำนวนเซลล์ สูงกว่าสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546  นอกจากนี้ สาหร่าย C. reinhardtii 
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CC-125 มีอัตราการเจริญจำเพาะสูงสุดเท่ากับ 0.052 ± 0.002 ต่อช่ัวโมง ในขณะท่ีสาหร่าย S. 
obliquus TISTR 8546 มีอัตราการเจริญจำเพาะสูงสุดเท่ากับ 0.044 ± 0.001 ต่อช่ัวโมง   

       2) อายุเซลล์มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 และ S. 
obliquus TISTR 8546   สาหร่ายท้ัง 2 สายพันธุ์ที่เพาะเล้ียงในอาหาร TAP ท่ีมีอายุเซลล์ 36 ช่ัวโมง 
มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด โดยสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูง
กว่า C. reinhardtii CC-125 และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 0.978 ± 0.038 และ 0.716 ± 
0.022 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ตามลำดับ 

       3) ความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 โดยสาหร่ายท่ีมีความหนาแน่นของเซลล์เริ่มต้นจากการวัด
ค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท่ากับ 0.8 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด   

       4) การขาดธาตุอาหารมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 
และ S. obliquus TISTR 8546 โดยการขาดซัลเฟอร์ในอาหารส่งเสริมอัตราการผลิตไฮโดรเจนและ
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ส่วนการขาดโพแทสเซียมใน
อาหารส่งเสริมอัตราการผลิตไฮโดรเจนและกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสในสาหร่าย S. obliquus 
TISTR 8546   สาหร่ายท่ีบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุอาหารจะเหนี่ยวนำให้มีการทำงานของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสและอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ปกติ ประมาณ 3-4 เท่า 

        5) จากการศึกษาการขาดธาตุอาหารร่วมกันต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. 
reinhardtii CC-125 และ S. obliquus TISTR 8546 สรุปว่า สาหร่าย C. reinhardtii CC-125 ท่ี
บ่มในอาหาร TAP ท่ีขาดไนโตรเจนร่วมกับซัลเฟอร์ สามารถส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด ซึ่งมี
ปริมาณไฮโดรเจนเท่ากับ 480.722 ± 15.970 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในขณะท่ี
การขาดธาตุโพแทสเซียมร่วมกับการขาดธาตุอาหารอื่น ไม่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว S. obliquus TISTR 8546 โดย S. obliquus TISTR 8546 มีปริมาณไฮโดรเจนสูงสุด ซึ่งเท่ากับ 
799.650 ± 15.061 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ เมื่อบ่มในอาหาร TAP ท่ีขาด
โพแทสเซียมอย่างเดียว   

        6) การขาดโพแทสเซียมมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 โดยทำให้เซลล์เข้าสู่สภาวะปราศจากออกซิเจนอย่างรวดเร็ว โดยจะไปลดอัตราการสังเคราะห์
แสงและเพิ่มอัตราการหายใจ   นอกจากนี้ การขาดโพแทสเซียมยังสามารถเร่งกระบวนการสลายแป้ง
ภายในเซลล์ ส่งผลให้มีปริมาณของอิเล็กตรอนจากการสลายแป้งปริมาณมาก กิจกรรมของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสจึงสูงขึ้น  
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5.1.3  สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 
ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 

       1)  จากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus TISTR 
8546 ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ สรุปว่า สาหร่าย S. obliquus 
TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 8.316 ± 0.268 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ
มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และมีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 802.871 ± 20.163  
ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 96 เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร TAP ท่ีขาด
โพแทสเซียมและมีความเข้มข้นของกรดอะซีติกสุดท้ายเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ และปรับพีเอชเริ่มต้น
ของอาหารเท่ากับ 7.2 โดยบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงแบบต่อเนื่องท่ีความเข้มแสง 30 ไมโครโมล 
โฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ท่ีอุณหภูม ิ30 องศาเซลเซียส  

        2)  จากการศึกษาการเติมสารให้อิเล็กตรอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย S. obliquus 
TISTR 8546 ภายใต้สภาวะท่ีมีความเข้มข้นของออกซิเจนในบรรยากาศปกติ สรุปว่า กรดแอสคอร์บิก 
ซิสเทอีน โซเดียมไดไธโอไนต์ และกรดออกซาลิก สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนได้สูงขึ้น โดย
สาหร่าย S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 20.044 ± 1.577 ไมโครโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และปริมาณการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 1,153.783 ± 
52.651 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในช่ัวโมงท่ี 144  ช่ัวโมง เมื่อบ่มเซลล์ในอาหาร 
TAP-K ท่ีเติมซิสเทอีนความเข้มข้น 0.1 มิลลิโมลาร์   

5.2 ข้อเสนอแนะ 

เนื่องจากการขาดโพแทสเซียมมีผลต่อการสังเคราะห์แสง การหายใจ และ การสลายแป้งของ 
สาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 อย่างไรก็ตาม โพแทสเซียมเป็นธาตุท่ีจำเป็นต่อการ
ดำรงชีวิต การขาดโพแทสเซียมจึงทำให้เซลล์มีการเจริญเติบโตลดลง  ดังนั้น จึงควรศึกษาความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสมของโพแทสเซียมในอาหารต่อกระบวนการผลิตไฮโดรเจน โดยไม่จำเป็นต้องขาด
แหล่งโพแทสเซียม  นอกจากนี้ ควรศึกษาโครงสร้างและการแสดงออกของยีนท่ีถอดและแปลรหัสเป็น
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสาหร่ายสายพันธุ์นี้   นอกจากนี้ ควรขยายขนาดการเพาะเล้ียงใหญ่ขึ้นเพราะไม่
ต้องเสียค่าใช้จ่ายในการซื้อก๊าซเฉื่อยเพื่อปรับให้เซลล์อยู่ในสภาวะปราศจากออกซิเจนตลอดเวลา และ
สามารถผลิตไฮโดรเจนในระยะยาว 
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ภาคผนวก ก 
 
สาหร่ายสีเขียวที่ใช้ในการทดลอง 

จากการนำเซลล์สาหร่ายท้ังหมด 24 สายพันธุ์ มาเพาะเล้ียงบนอาหารแข็ง Tris-acetate 
phosphate pH 7.2 (TAP) เป็นเวลา 3 วัน มาศึกษารูปร่างและลักษณะของเซลล์ภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์พื้นหลังสว่างชนิดถ่ายภาพ (Nikon Eclipse Ci) โดยมีกำลังขยายภาพ 1,000 เท่า และ
บันทึกภาพโดยใช้โปรแกรม NIS-Elements D 3.2 พบว่าสาหร่ายสีเขียวมีลักษณะรูปร่างและขนาดท่ี
แตกต่างกัน ซึ่งสามารถจัดกลุ่มของสาหร่ายสีเขียวได้เป็น 6 กลุ่ม ได้แก่ 

1) กลุ่มท่ี 1 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว โคโลนีลักษณะกลมมีเส้นผ่านศูนย์กลางต่ำกว่า 5 
ไมโครเมตร จำนวน 5 สายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. 1SinS1, Chlorella sp. 2SinS4, Chlorella 
sp. 2TKS2.2, Chlorella sp. ChiW1 และ Chlorella sp. KMITL CirG  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ก 1  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 1SinS1(A), Chlorella sp. 2SinS4(B), Chlorella sp. 
2TKS2.2(C), Chlorella sp. ChiW1(D) และ Chlorella sp. KMITL CirG(E)  

(A) (B) 

(C) (D) 
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รูปที่ ก 1 (ต่อ)  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 1SinS1(A), Chlorella sp. 2SinS4(B), Chlorella 
sp. 2TKS2.2(C), Chlorella sp. ChiW1(D) และ Chlorella sp. KMITL CirG(E)  

 
2) กลุ่มท่ี 2 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว โคโลนีลักษณะกลมมีเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 5 

ไมโครเมตร จำนวน 10 สายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. ChiS4, Chlorella sp. LSD-W1, 
Coelastrum microporum TISTR 8568, Coelastrum reticulatum TISTR 8562, Coelastella 
sp. CH, Coelastrum sp. SD, Micractinium sp. A25.1, Scenedesmus obliquus TISTR 
8546, Tetraspora sp. CU2551 และ Undetected WTK-W3.1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ก 2  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. ChiS4(A), Chlorella sp. LSD-W1(B), Coelastrum 
microporum TISTR 8568(C), Coelastrum reticulatum TISTR 8562(D), Coelastella sp. 
CH(E), Coelastrum sp. SD(F), Micractinium sp. A25.1(G), Scenedesmus obliquus TISTR 
8546(H), Tetraspora sp. CU2551(I) และ Undetected WTK-W3.1(J) 
 

(E) 

(A) (B) 
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รูปที่ ก 2 (ต่อ) สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. ChiS4(A), Chlorella sp. LSD-W1(B), Coelastrum 
microporum TISTR 8568(C), Coelastrum reticulatum TISTR 8562(D), Coelastella sp. 
CH(E), Coelastrum sp. SD(F), Micractinium sp. A25.1(G), Scenedesmus obliquus TISTR 
8546(H), Tetraspora sp. CU2551(I) และ Undetected WTK-W3.1(J) 
 

(C) (D) 

(E) (F) 

(G) (H) 
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รูปที่ ก 2 (ต่อ) สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. ChiS4(A), Chlorella sp. LSD-W1(B), Coelastrum 
microporum TISTR 8568(C), Coelastrum reticulatum TISTR 8562(D), Coelastella sp. 
CH(E), Coelastrum sp. SD(F), Micractinium sp. A25.1(G), Scenedesmus obliquus TISTR 
8546(H), Tetraspora sp. CU2551(I) และ Undetected WTK-W3.1(J) 

 
 
3) กลุ่มท่ี 3 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว โคโลนีลักษณะวงรี ปลายเซลล์มีความโค้งงอและบิด

เบ้ียว ความกว้างประมาณ 2.5 ไมโครเมตร และ ความยาวประมาณ 5.5 ไมโครเมตร จำนวน 2 สาย
พันธุ์ ได้แก่ Scenedesmus sp. KMITL OVG-1 และ Undetected B35.1  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ก 3 สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus sp. KMITL OVG-1 และ Undetected B35.1  
 
 

(I) (J) 

(A) (B) 
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4) กลุ่มท่ี 4 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว โคโลนีลักษณะคล้ายพระจันทร์เส้ียว ปลายเซลล์มี
ความเรียวแหลม ความกว้างประมาณ 4.4 ไมโครเมตร และ ความยาวประมาณ 31.4 ไมโครเมตร 
จำนวน 1 สายพันธุ์ ได้แก่ Monoraphidium branuii TISTR 8553 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ก 4 สาหร่ายสีเขียว Monoraphidium branuii TISTR 8553 
 
 
5) กล่มท่ี 5 สาหร่ายสีเขียวรูปร่างรี เซลล์เรียงติดกัน 2, 4 หรือ 8 เซลล์คล้ายกระสวย มีแฟล

กเจลลาท้ัง 4 มุมเซลล์ ความกว้างประมาณ 14 ไมโครเมตร และ ความยาวประมาณ 25 ไมโครเมตร 
จำนวน 2 สายพันธุ์  ได้แก่ Scenedesmus armatus TISTR 8641 และ Scenedesmus sp. L  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ ก 5 สาหร่ายสีเขียว Scenedesmus armatus TISTR 8641 และ Scenedesmus sp. L 
 
 

(A) (B) 
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6) กล่มท่ี 6 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวที่มีโคโลนีกลม มี eyespot ชัดเจน และด้านบนมีแฟล
กเจลลา 2 เส้น มีความกว้าง 14 ไมโครเมตรและความยาว 25 ไมโครเมตร ได้แก่ 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Chlamydomonas reinhardtii CC-125, 
Chlamydomonas reinhardtii CC-4147 และ Chlamydomonas reinhardtii CC-503 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ ก 6 สาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii CC-124 (A), Chlamydomonas 
reinhardtii CC-125 (B), Chlamydomonas reinhardtii CC-4147 (C) และ Chlamydomonas 
reinhardtii CC-503 (D) 

 
 

 
 

(A) 
(B) 

(C) (D) 
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ภาคผนวก ข 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือ Tris acetate phosphate (TAP) (Harris, 1989) 
อาหาร TAP 1 ลิตรประกอบด้วย  

2X Filner’s Beijernicks solution     25  มิลลิลิตร  
1M Potassium phosphate      1  มิลลิลิตร  
Trace mineral solution      5  มิลลิลิตร  
Tris-Base        2.42  กรัม/ลิตร  
Glacial acetic acid (Acetate 17.4 มิลลิโมลาร์)    1  มิลลิลิตร  

ปรับพีเอชเป็น 7.2 สำหรับอาหารแข็งให้เติมวุ้น 15 กรัมต่อ 1 ลิตรของอาหาร 
ส่วนประกอบ 2X Filner’s Beijernicks Solution (500 มิลลิลิตร)  

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)      8  กรัม  
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2·2H2O)    1  กรัม  
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O)    2  กรัม  

เติมน้ำกล่ัน 500 มิลลิลิตรแล้ว นำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
ส่วนประกอบ Trace Mineral Solution (500 มิลลิลิตร)  

สารละลาย Disodium EDTA 5 กรัม ในน้ำ 400 มิลลิลิตร ให้ความร้อนและคน ปรับ 
พีเอช 6.5 ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 นอร์มอล เติมสารตามด้านล่างเพิ่มตามลำดับ  

เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4·7H2O)    0.5  กรัม  
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4·7H2O)     2.2  กรัม  
กรดบอริก (H3BO3)       1.14  กรัม  
แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2·4H2O)    0.51  กรัม  
คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4·5H2O)    0.016  กรัม  
โซเดียมโมลิเบตเฮปตะไฮเดรต (Na2MoO4·2H2O)    0.073  กรัม  
โคบอลคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2·6H2O)    0.016  กรัม  

ปรับปริมาตรให้ได้ 500 มิลลิลิตร นำไปนึ่งฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
ส่วนประกอบ 1M Potassium phosphate 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตเข้มข้น (KH2PO4) 1 โมลาร์  20  มิลลิลิตร  
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1 โมลาร์   30 มิลลิลิตร  

ปรับพีเอช 7.2 
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ตารางที่ ข 1 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ท่ีขาดแหล่งอาหารต่างๆ 

หมายเหตุ : + หมายถึง มีการเติมสารชนิดนั้น      - หมายถึง ขาดสารชนิดนั้น 
 
ตารางที่ ข 2 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ขาดซัลเฟอร์ (TAP-S) ร่วมกับขาดแหล่งอาหารอื่น 

หมายเหตุ : + หมายถึง มีการเติมสารชนิดนั้น      - หมายถึง ขาดสารชนิดนั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ส่วนประกอบ ปกติ 
ขาด

โพแทสเซียม
(TAP-K) 

ขาด
ไนโตรเจน
(TAP-N) 

ขาด
ฟอสฟอรัส
(TAP-P) 

ขาดซัลเฟอร์ 
(TAP-S) 

KH2PO4 + NaH2PO4 + KCl + 
K2HPO4 + Na2HPO4 + KCl + 
NH4Cl + + - + + 
MgSO4.6H2O + + + + MgCl2 
FeSO4.7H2O + + + + FeCl2 
ZnSO4.7H2O + + + + ZnCl2 
CuSO4.5H2O + + + + CuCl2 

ส่วนประกอบ TAP-S TAP-KS TAP-NS TAP-PS 

KH2PO4 + NaH2PO4 + KCl 
K2HPO4 + Na2HPO4 + KCl 
NH4Cl + + - + 
MgSO4.6H2O MgCl2 MgCl2 MgCl2 MgCl2 
FeSO4.7H2O FeCl2 FeCl2 FeCl2 FeCl2 
ZnSO4.7H2O ZnCl2 ZnCl2 ZnCl2 ZnCl2 
CuSO4.5H2O CuCl2 CuCl2 CuCl2 CuCl2 
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ตารางที่ ข 3 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ขาดโพแทสเซียม (TAP-K) ร่วมกับขาดแหล่งอาหารอื่น 

หมายเหตุ : + หมายถึง มีการเติมสารชนิดนั้น      - หมายถึง ขาดสารชนิดนั้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

ส่วน 
ประกอบ 

TAP-K TAP-KN TAP-KP TAP-KS TAP-KNP TAP-KNS TAP-KPS 

KH2PO4 NaH2PO4 NaH2PO4 - NaH2PO4 - NaH2PO4 - 
K2HPO4 Na2HPO4 Na2HPO4 - Na2HPO4 - Na2HPO4 - 
NH4Cl + - + + - - + 
MgSO4.6H2O + + + MgCl2 + MgCl2 MgCl2 
FeSO4.7H2O + + + FeCl2 + FeCl2 FeCl2 
ZnSO4.7H2O + + + ZnCl2 + ZnCl2 ZnCl2 
CuSO4.5H2O + + + CuCl2 + CuCl2 CuCl2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ค 
 

วิธีการคำนวณการผลิตไฮโดรเจนและปริมาณของออกซิเจน 

วิธีการคำนวณการผลิตไฮโดรเจน 

1) นำพื้นท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการทดลองมาหาค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนในหน่วยร้อยละ 
(%) จากกราฟมาตรฐานไฮโดรเจน 

2) นำค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนในหน่วยร้อยละมาคำนวณเป็นปริมาณไฮโดรเจนใน
หน่วยมิลลิลิตร 

3) นำปริมาณไฮโดรเจนในหน่วยมิลลิลิตรมาเปรียบเป็น ปริมาณไฮโดรเจนในหน่วยมิลลิโมล 
โดยคิดจากท่ีความดัน 1 บรรยากาศ ก๊าซไฮโดรเจนมีปริมาตร 22.4 มิลลิลิตร  
จะเทียบเท่ากับปริมาณไฮโดรเจน 1 มิลลิโมล  

4)   นำปริมาณไฮโดรเจนท่ีได้มาหารจำนวนช่ัวโมงจะได้ ปริมาณไฮโดรเจนต่อช่ัวโมง 
5)  นำปริมาณไฮโดรเจนต่อช่ัวโมงท่ีได้มาหารปริมาณคลอโรฟิลล์จะได้หน่วยเป็นปริมาณ

ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง 
6)   นำปริมาณไฮโดรเจนต่อช่ัวโมงท่ีได้มาหารปริมาตรของอาหารในการเพาะเล้ียงจะได้หน่วย

เป็น ปริมาณไฮโดรเจนต่อลิตรต่อช่ัวโมง 

วิธีการคำนวณปริมาณของออกซิเจน 

1) นำพื้นท่ีใต้กราฟท่ีได้จากการทดลองมาหาค่าความเข้มข้นของออกซิเจนในหน่วยร้อยละ 
(%) จากกราฟความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 

2) นำค่าความเข้มข้นของออกซิเจนในหน่วยร้อยละมาคำนวณเป็นปริมาณออกซิเจนในหน่วย
มิลลิลิตร 

3) นำปริมาณออกซิเจนในหน่วยมิลลิลิตรมาเปรียบเป็น ปริมาณออกซิเจนในหน่วยมิลลิโมล 
โดยคิดจากท่ีความดัน 1 บรรยากาศ ก๊าซออกซิเจนมีปริมาตร 22.4 มิลลิลิตร  
จะเทียบเท่ากับปริมาณออกซิเจน 1 มิลลิโมล  

4)   นำปริมาณออกซิเจนท่ีได้มาหารจำนวนช่ัวโมงจะได้ ปริมาณออกซิเจนต่อช่ัวโมง 
5)  นำปริมาณออกซิเจนต่อช่ัวโมงท่ีได้มาหารปริมาณคลอโรฟิลล์จะได้หน่วยเป็นปริมาณ

ออกซิเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ง 
 
วิธีการนับเซลล์ด้วยฮีโมไซโตมิเตอร์ 

 
รูปที่ ง 1 วิธีการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว 

  
1) ทำการปิเปตสารแขวนลอยเซลล์สาหร่ายลงในฮีโมไซโตมิเตอร์ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 
2) นำฮีโมไซโตมิเตอร์ท่ีมีสารแขวนลอยเซลล์สาหร่ายส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์กำลังขยายภาพ 

100 เท่า 
3) นับจำนวนเซลล์สาหร่ายผ่านกล้องจุลทรรศน์ในช่องสีแดงท่ี 1, 2, 3 และ 4 
4) หาค่าเฉล่ียระหว่างจำนวนเซลล์ท่ีนับได้ในช่อง 1, 2, 3 และ 4 
5) ปริมาตรสารแขวนลอยในช่องสีแดงแต่ละช่องมีค่าเท่ากับ กว้าง x ยาว x สูง  

(ความกว้างเท่ากับ 1 มิลลิเมตร,  ความยาวเท่ากับ 1 มิลลิเมตร และ ความลึกเท่ากับ 1 
มิลลิเมตร)    
ดังนั้น ปริมาตรสารแขวนลอยในช่องสีแดงมีค่า 

เท่ากับ  1 x 1 x 1   มิลลิเมตร   
เท่ากับ 0.1 x 0.1 x 0.1 เซนติเมตร  
เท่ากับ  0.0001    ลูกบาศก์เซนติเมตร  
เท่ากับ  104   ลูกบาศก์เซนติเมตร 

ดังนั้น ปริมาณเซลล์เท่ากับจำนวนเซลล์จากการนับ x 104 ลูกบาศก์เซนติเมตร 

 

2 1 

3 4 
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ภาคผนวก ฉ 
 

ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA 

       ชุดข้อมูลท่ีอยู่ในกลุ่มอักษรเหมือนกัน คือชุดข้อมูลท่ีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญท่ีระดับความ
เช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value > 0.05) และชุดข้อมูลท่ีอยู่ในกลุ่มอักษรแตกต่างกัน คือชุดข้อมูลท่ีมี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05)  

ตารางที่ ฉ 1  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 
Chlorella sp. ChiS4 3 .887           
Chlorella sp. 2TKS2.2 3 1.243           
M. branuii TISTR 8553 3 1.706 1.706          
Coelastrum sp. SD 3 3.280 3.280 3.280         
C. microporum TISTR 
8568 

3  3.985 3.985         

Coelastella sp. CH 3  4.178 4.178         
C. reinhardtii CC-4147 3  4.288 4.288         
Chlorella sp. LSD-W1 3   5.066         
Chlorella sp. KMITL 
CirG 

3    7.931        

Chlorella sp. 1SinS1.1 3    8.947        
Micractinium sp. A25.1 3    9.358 9.358       
C. reinhardtii CC-503 3     11.775 11.775      
Undetected B35.1 3      12.197 12.197     
Scenedesmus sp. 
KMITL OVG-1 

3 
      

14.693 
    

          
Chlorella sp. ChiW1 3        17.679    
Undetected WTK-W3.1 3        18.445    
C. reinhardtii CC-124 3         23.953   
Chlorella sp. 2SinS4 3         24.771   
C. reinhardtii CC-125 3         25.549   
Tetraspora sp. CU2551 3          29.125  
S. obliquus TISTR 8546 3           34.546 

Sig.  .086 .070 .210 .288 .059 .737 .052 .542 .235 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



148 

ตารางที่ ฉ 2  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
M. branuii TISTR 8553 3 .231          
Chlorella sp. ChiS4 3 .490 .490         
Chlorella sp. 2TKS2.2 3 .612 .612 .612        
Chlorella sp. 1SinS1.1 3 .699 .699 .699        
C. microporum TISTR 
8568 

3  
1.552 1.552 

       

Coelastrum sp. SD 3  1.764 1.764        
Coelastella sp. CH 3   1.836        
Chlorella sp. LSD-W1 3   1.874        
C. reinhardtii CC-4147 3   1.922        
C. reinhardtii CC-503 3    3.945       
Chlorella sp. KMITL 
CirG 

3    
3.946 

      

Micractinium sp. A25.1 3    4.499 4.499      
Undetected WTK-W3.1 3    4.575 4.575      
Undetected B35.1 
Scenedesmus sp. 
 KMITL OVG-1 

3 
3 

   4.718 4.718   
 

   
    

5.736 5.736 
   

Chlorella sp. ChiW1 3      6.488     
Chlorella sp. 2SinS4 3       15.204    
C. reinhardtii CC-124 3        16.435   
C. reinhardtii CC-125 3         17.835  
Tetraspora sp. CU2551 3         17.862  
S. obliquus TISTR 8546 3          22.738 

Sig.  .475 .058 .058 .249 .059 .207 1.000 1.000 .964 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



149 

ตารางที่ ฉ 3  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 
Chlorella sp. ChiS4 3 .137        
Chlorella sp. 2TKS2.2 3 .205        
M. branuii TISTR 8553 3 .208        
Undetected WTK-W3.1 3 .230        
Chlorella sp. 1SinS1.1 3 .258        
Coelastrum sp. SD 3 .504        
C. reinhardtii CC-4147 3 .658        
Coelastella sp. CH 3 .665        
C. microporum TISTR 8568 3 .703        
Chlorella sp. LSD-W1 3 .902 .902       
Chlorella sp. KMITL CirG 3  1.510 1.510      
Micractinium sp. A25.1 3   1.783      
C. reinhardtii CC-503 3   2.037 2.037     
Undetected B35.1 
Chlorella sp. ChiW1 

3 
3 

  2.227 2.227    
 

 
   2.746    

Scenedesmus sp. 
 KMITL OVG-1 

3    2.768     

C. reinhardtii CC-124 3     5.433    
Chlorella sp. 2SinS4 3     6.066 6.066   
C. reinhardtii CC-125 3      6.272 6.272  
Tetraspora sp. CU2551 3       6.843  
S. obliquus TISTR 8546 3        12.118 

Sig.  .073 .093 .069 .064 .081 .563 .114 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 4  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 50 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมืดของสาหร่ายจำนวน 21 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Chlorella sp. ChiS4 3 .070         
Chlorella sp. 2TKS2.2 3 .110         
M. branuii TISTR 8553 3 .112         
Coelastella sp. CH 3 .120         
Undetected WTK-W3.1 3 .139         
Chlorella sp. 1SinS1.1 3 .153 .153        
C. reinhardtii CC-4147 3 .156 .156        
Micractinium sp. A25.1 3 .192 .192        
Coelastrum sp. SD 3 .263 .263 .263       
Chlorella sp. LSD-W1 3 .264 .264 .264       
C. microporum TISTR 8568 3 .307 .307 .307       
C. reinhardtii CC-503 3  .510 .510       
Chlorella sp. KMITL CirG 3   .599 .599      
Undetected B35.1 
Scenedesmus sp. 
 KMITL OVG-1 

3 
3 

   .846   
 
 

  

    1.234    

Chlorella sp. ChiW1 3      1.569    
Chlorella sp. 2SinS4 3       2.457   
C. reinhardtii CC-124 3        2.899  
C. reinhardtii CC-125 3        3.086  
Tetraspora sp. CU2551 3        3.207  
S. obliquus TISTR 8546 3         7.727 

Sig.  .208 .052 .059 .121 1.000 1.000 1.000 .067 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 5  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Chlorella sp. 2SinS4 3 89.306     
Tetraspora sp. CU2551 3  94.213    
C. reinhardtii CC-124 3   99.839   
C. reinhardtii CC-125 3    106.061  
S. obliquus TISTR 8546 3     119.761 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ตารางที่ ฉ 6  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 60.724     
Chlorella sp. 2SinS4 3  77.130    
C. reinhardtii CC-124 3   82.933   
C. reinhardtii CC-125 3    89.330  
S. obliquus TISTR 8546 3     102.122 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 7  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 31.253     
Chlorella sp. 2SinS4 3  50.098    
C. reinhardtii CC-124 3   57.744   
C. reinhardtii CC-125 3    69.841  
S. obliquus TISTR 8546 3     82.948 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 8 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 16.295    
Chlorella sp. 2SinS4 3  27.516   
C. reinhardtii CC-124 3  34.910 34.910  
C. reinhardtii CC-125 3   41.916  
S. obliquus TISTR 8546 3    55.383 

Sig.  1.000 .119 .137 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 9  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 10.961    
Chlorella sp. 2SinS4 3  21.714   
C. reinhardtii CC-124 3  24.801   
C. reinhardtii CC-125 3   31.835  
S. obliquus TISTR 8546 3    39.658 

Sig.  1.000 .162 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 10  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในท่ีมีแสงของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.3) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 6.771    
Chlorella sp. 2SinS4 3  12.881   
C. reinhardtii CC-124 3  16.593   
C. reinhardtii CC-125 3   24.820  
S. obliquus TISTR 8546 3    32.448 

Sig.  1.000 .122 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 11  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาค่า O2I50 จากกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ท่ีมีความ
เข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0-20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 7.614    
Chlorella sp. 2SinS4 3  9.839   
C. reinhardtii CC-124 3   12.907  
C. reinhardtii CC-125 3    15.090 
S. obliquus TISTR 8546 3    15.934 

Sig.  1.000 1.000 1.000 .206 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 12  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 0 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 5.089    
Chlorella sp. 2SinS4 3  5.604   
C. reinhardtii CC-124 3  5.831   
C. reinhardtii CC-125 3   6.979  
S. obliquus TISTR 8546 3    8.624 

Sig.  1.000 .201 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 13  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 3.517    
Chlorella sp. 2SinS4 3  4.887   
C. reinhardtii CC-124 3  5.315   
C. reinhardtii CC-125 3   5.967  
S. obliquus TISTR 8546 3    7.495 

Sig.  1.000 .057 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 14  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Tetraspora sp. CU2551 3 3.153    
Chlorella sp. 2SinS4 3  4.189   
C. reinhardtii CC-124 3  4.389   
C. reinhardtii CC-125 3   5.149  
S. obliquus TISTR 8546 3    6.498 

Sig.  1.000 .203 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 15  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 5 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 2.122     
Chlorella sp. 2SinS4 3  2.676    
C. reinhardtii CC-124 3   3.577   
C. reinhardtii CC-125 3    4.532  
S. obliquus TISTR 8546 3     5.473 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 16  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 1.443     
Chlorella sp. 2SinS4 3  1.977    
C. reinhardtii CC-124 3   2.960   
C. reinhardtii CC-125 3    4.003  
S. obliquus TISTR 8546 3     4.876 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 17  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนเริ่มต้นเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ต่อกิจกรรม
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.4) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 1.102     
Chlorella sp. 2SinS4 3  1.463    
C. reinhardtii CC-124 3   2.079   
C. reinhardtii CC-125 3    3.053  
S. obliquus TISTR 8546 3     4.103 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 18  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ (ตารางท่ี 4.5) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 .142     
Chlorella sp. 2SinS4 3  .339    
C. reinhardtii CC-124 3   .456   
C. reinhardtii CC-125 3    .642  
S. obliquus TISTR 8546 3     .979 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 19  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจนของ
สาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.5) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 3.397     
Chlorella sp. 2SinS4 3  8.145    
C. reinhardtii CC-124 3   10.945   
C. reinhardtii CC-125 3    15.406  
S. obliquus TISTR 8546 3     23.506 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 20  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจนของ
สาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 48 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.5) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 4.008     
Chlorella sp. 2SinS4 3  11.412    
C. reinhardtii CC-124 3   13.192   
C. reinhardtii CC-125 3    17.760  
S. obliquus TISTR 8546 3     34.601 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 21  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจนของ
สาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 72 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.5) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 1.899     
Chlorella sp. 2SinS4 3  6.502    
C. reinhardtii CC-124 3   8.873   
C. reinhardtii CC-125 3    12.200  
S. obliquus TISTR 8546 3     33.159 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 22  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นออกซิเจนในบรรยากาศปกติ (ไม่พ่นอาร์กอน) ต่อปริมาณไฮโดรเจนของ
สาหร่ายจำนวน 5 สายพันธุ์ เวลา 96 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.5) 

Duncana 

Green algae N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Tetraspora sp. CU2551 3 .920     
Chlorella sp. 2SinS4 3  3.373    
C. reinhardtii CC-124 3   5.286   
C. reinhardtii CC-125 3    8.684  
S. obliquus TISTR 8546 3     31.448 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 23  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาอายุเซลล์ต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-125 (รูปท่ี 
4.2) 

Duncana 

Cultivation Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
12 3 .429    
60 3  .560   
48 3  .586 .586  
24 3   .630  
36 3    .716 
Sig.  1.000 .251 .074 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 24  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาอายุเซลล์ต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 (รูป
ท่ี 4.2) 

Duncana 

Cultivation Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
12 3 .579    
60 3  .762   
48 3  .801   
24 3   .904  
36 3    .978 
Sig.  1.000 .173 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 25 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
CC-125 (รูปท่ี 4.3) 

Duncana 

Optical density at 750 nm N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
2.0 3 .197     
1.5 3  .338    
1.0 3   .522   
0.2 3   .544   
0.4 3    .614  
0.6 3    .643  
0.8 3     .700 
Sig.  1.000 1.000 .216 .112 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 26 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้นต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (รูปท่ี 4.3) 

Duncana 

Optical density at 750 nm N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
2.0 3 .445     
1.5 3  .580    
1.0 3   .792   
0.2 3   .819   
0.4 3    .904  
0.6 3    .922  
0.8 3     .988 
Sig.  1.000 1.000 .240 .418 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 27  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-
125 (คำนวณหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.8)  

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP 3 .710    

TAP-P 3  1.559   
TAP-K 3  1.593   
TAP-N 3   1.981  
TAP-S 3    2.431 
Sig.  1.000 .687 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 28  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 (คำนวณในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.8) 

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
TAP-P 3 .007   
TAP-N 3 .008   
TAP-S 3 .083   
TAP 3  .972  

TAP-K 3   3.974 
Sig.  .620 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 29  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-
125 (คำนวณในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.8) 

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP 3 .262    

TAP-P 3  .577   
TAP-K 3   .660  
TAP-N 3   .708  
TAP-S 3    .825 
Sig.  1.000 1.000 .153 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ตารางที่ ฉ 30  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 (คำนวณในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.8) 

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 
TAP-P 3 .001   
TAP-N 3 .002   
TAP-S 3 .009   
TAP 3  .305  

TAP-K 3   1.157 
Sig.  .857 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 31 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
CC-125 (คำนวณในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที) (ตารางท่ี 4.8)  

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP 3 .996    

TAP-P 3  1.978   
TAP-K 3  2.234   
TAP-N 3   3.359  
TAP-S 3    3.837 
Sig.  1.000 .198 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 32 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (คำนวณในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อนาที) (ตารางท่ี 4.8) 

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP-P 3 .252    
TAP-N 3 .326    
TAP-S 3  .480   
TAP 3   1.368  

TAP-K 3    5.169 
Sig.  .278 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 33 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
CC-125 (คำนวณในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตรต่อนาที) (ตารางท่ี 4.8)  

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP 3 .188    

TAP-P 3  .341   
TAP-K 3  .350   
TAP-N 3   .414  
TAP-S 3    .490 
Sig.  1.000 .737 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 34 ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล
การศึกษาการขาดแหล่งอาหารต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (คำนวณในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตรต่อนาที) (ตารางท่ี 4.8) 

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP-P 3 .018    
TAP-N 3 .029 .029   
TAP-S 3  .043   
TAP 3   .214  

TAP-K 3    .579 
Sig.  .128 .073 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 35  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารร่วมต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (คำนวณในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.9)  

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP-KNP 3 3.254    
TAP-KP 3 3.893    
TAP-KS 3  5.307   
TAP-KN 3   6.790  
TAP-KPS 3    7.824 
TAP-K 3    8.330 

TAP-KNS 3    8.498 
Sig.  .103 1.000 1.000 .102 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 36  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาการขาดแหล่งอาหารร่วมต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (คำนวณในหน่วยมิลลิลิตรต่อลิตรต่อช่ัวโมง) (ตารางท่ี 4.9)  

Duncana 

Medium N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
TAP-KNP 3 .300     
TAP-KN 3  .531    
TAP-KS 3  .672    
TAP-KP 3   1.007   
TAP-KPS 3    1.189  
TAP-KNS 3    1.300  
TAP-K 3     1.567 
Sig.  1.000 .091 1.000 .175 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 37  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP ต่อกระบวนการ
สังเคราะห์แสง (รูปท่ี 4.7)  

Duncana 

Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
0 4 43.406    
96 4 44.589 44.589   
24 4  49.234 49.234  
72 4   52.014 52.014 
48 4    55.472 
Sig.  .614 .061 .245 .153 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 38  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ต่อกระบวนการ
สังเคราะห์แสง (รูปท่ี 4.7)  

Duncana 

Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
96 4 24.357     
72 4  34.123    
48 4   39.057   
0 4    44.444  
24 4     48.164 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 39  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP ต่อกระบวนการหายใจ 
(รูปท่ี 4.7)  

Duncana 

Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 
1 2 

0 4 10.643  
96 4 12.827 12.827 
24 4 12.828 12.828 
48 4  14.490 
72 4  15.547 
Sig.  .108 .056 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 40  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 ท่ีบ่มในอาหาร TAP-K ต่อกระบวนการ
หายใจ (รูปท่ี 4.7)  

Duncana 

Time (h) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
0 4 12.096    
24 4  25.423   
96 4  27.847 27.847  
48 4   31.786 31.786 
72 4    35.699 
Sig.  1.000 .212 .051 .053 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 41  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Carbon deprivation 3 .000    

Fructose 3 .000    
Lactose 3 .000    
Maltose 3 .000    
Sucrose 3 .000    
Glucose 3  .886   

Sodium acetate 3   1.848  
Acetic acid 3    3.887 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางที่ ฉ 42  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 48 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Maltose 3 .000    

Carbon deprivation 3 .049    
Fructose 3 .051    
Lactose 3 .113    
Sucrose 3 .184    
Glucose 3  4.379   

Sodium acetate 3   5.440  
Acetic acid 3    8.582 

Sig.  .251 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



170 

ตารางที่ ฉ 43  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 72 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Carbon deprivation 3 .081     

Fructose 3 .109     
Lactose 3 .196 .196    
Maltose 3 .282 .282    
Sucrose 3  .582    
Glucose 3   3.960   

Sodium acetate 3    4.509  
Acetic acid 3     7.952 

Sig.  .361 .079 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางที่ ฉ 44  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 เมื่อบ่มเซลล์ 96 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
Carbon deprivation 3 .109      

Fructose 3 .139      
Lactose 3 .224 .224     
Maltose 3  .413     
Sucrose 3   .934    
Glucose 3    3.263   

Sodium acetate 3     3.734  
Acetic acid 3      7.529 

Sig.  .317 .112 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 45  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 เมื่อบ่มเซลล์ 24 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Carbon deprivation 3 .000    

Fructose 3 .000    
Lactose 3 .000    
Maltose 3 .000    
Sucrose 3 .000    
Glucose 3  21.269   

Sodium acetate 3   44.361  
Acetic acid 3    93.294 

Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางที่ ฉ 46  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 เมื่อบ่มเซลล์ 48 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
Maltose 3 .000    
Fructose 3 2.438    

Carbon deprivation 3 3.334    
Lactose 3 5.402    
Sucrose 3 8.823    
Glucose 3  210.172   

Sodium acetate 3   261.135  
Acetic acid 3    411.944 

Sig.  .251 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 47  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 เมื่อบ่มเซลล์ 72 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 
Carbon deprivation 3 5.861     

Fructose 3 7.866     
Lactose 3 14.113 14.113    
Maltose 3 20.270 20.270    
Sucrose 3  41.915    
Glucose 3   285.087   

Sodium acetate 3    324.619  
Acetic acid 3     572.550 

Sig.  .361 .079 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
ตารางที่ ฉ 48  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อปริมาณไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 
8546 เมื่อบ่มเซลล์ 96 ช่ัวโมง (ตารางท่ี 4.11) 

Duncana 

Carbon source N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 
Carbon deprivation 3 9.686      

Fructose 3 13.303      
Lactose 3 21.471 21.471     
Maltose 3  39.674     
Sucrose 3   89.712    
Glucose 3    313.248   

Sodium acetate 3     358.442  
Acetic acid 3      722.823 

Sig.  .317 .112 1.000 1.000 1.000 1.000 
Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 49  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มข้นของกรดอะซีติกต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (รูปท่ี 4.8) 

Duncana 
Acetic acid  

concentration (mM) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

0 3 .049     
1.74 3  3.761    
174 3   6.173   
8.7 3   6.412   
87 3    7.273  

34.8 3     8.274 
17.4 3     8.441 
Sig.  1.000 1.000 .493 1.000 .632 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 
ตารางที่ ฉ 50  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาความเข้มแสงต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 
(รูปท่ี 4.9) 

Duncana 
Light intensity 

(µmol photons m-2 s-1) 
N 

Subset for alpha = 0.05 
1 2 3 4 5 

0 3 .797     
480 3  3.599    
240 3  4.246 4.246   
120 3   4.936   
60 3    6.388  
30 3     8.385 
Sig.  1.000 .068 .054 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 51  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาอุณหภูมต่ิออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus TISTR 8546 (รูปท่ี 
4.11) 

Duncana 

Temperature (ºC) N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
50 3 2.594    
45 3 3.208    
25 3  5.532   
40 3  5.893   
35 3   7.689  
30 3    8.353 
Sig.  .058 .242 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 52  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (ตารางท่ี 4.12) 

Duncana 

Initial pH N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
5.0 3 .180       
5.5 3  1.226      
9.0 3   3.777     
8.5 3    5.234    
8.0 3    5.514    
6.0 3    5.797    
6.5 3     6.639   
7.0 3      7.314  
7.5 3      7.552  
7.2 3       8.316 
Sig.  1.000 1.000 1.000 .053 1.000 .371 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ ฉ 53  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาชนิดของสารให้อิเล็กตรอนต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว S. obliquus 
TISTR 8546 (รูปท่ี 4.13) 
 

Duncana 

Reducing agents N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 
Methyl viologen 3 .000       
Potassium exacyanoferrate(II) 
trihydrate 

3 1.183       

Dithiothreitol 3  3.503      
Formic acid 3   5.080     
ß-mercaptoethanol 3   5.506     
Sodium sulfide nanohydrate 3    6.875    
Sodium borohydride 3    7.899    
Oxalic acid 3     13.681   
TAP-K 3     14.048 14.048  
Sodium dithionite 3      15.164 15.164 
Ascorbic acid 3      15.435 15.435 
Cysteine 3       16.179 
Sig.  .084 1.000 .522 .131 .581 .055 .155 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางที่ ฉ 54  ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ One-way ANOVA ของ
ผลการศึกษาสภาวะการบ่มเซลล์ท่ีเหมาะสมของสาหร่ายต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปท่ี 4.16) 

Duncana 

Conditions N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 
TAP (Air) 3 .972    

TAP 3  7.342   
TAP-K 3   16.998  

Optimized TAP-K (Air) 3    20.044 
Sig.  1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed.  
a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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