
 

ผลของเอทานอลต+อการผลิตไฮโดรเจนโดยสาหร+ายสีเขียวและการตอบสนอง

ระดับเมแทบอโลมในระหว+างการผลิต 

EFFECT OF ETHANOL ON HYDROGEN PRODUCTION BY GREEN 

ALGAE AND METABOLOME RESPONSE DURING PRODUCTION 

PHASE 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

รชณีกร กลิ่นสาลี 

RACHANEEKORN KLINSALEE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธ)น้ีเป.นส0วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตร 

วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ  

ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร)  

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลKาเจKาคุณทหารลาดกระบัง  

พ.ศ.2565 

KMITL-2022-SC-M-020-134

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

EFFECT OF ETHANOL ON HYDROGEN PRODUCTION BY GREEN 

ALGAE AND METABOLOME RESPONSE DURING PRODUCTION 

PHASE 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RACHANEEKORN KLINSALEE 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A THESIS SUBMITTED IN PARTIAL FULFILLMENT OF THE REQUIREMENT FOR THE  

DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN BIOTECHNOLOGY  

DEPARTMENT OF BIOLOGY SCHOOL OF SCIENCE  

KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANG 

2022 

KMITL-2022-SC-M-020-134
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
COPYRIGHT 2022 

SCHOOL OF SCIENCE 

KING MONGKUT’S INSTITUTE OF TECHNOLOGY LADKRABANGเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 ก 

หัวขKอวิทยานิพนธ) ผลของเอทานอลต-อการผลิตไฮโดรเจนโดยสาหร-ายสีเขียวและ

การตอบสนองระดับเมแทบอโลมในระหว-างการผลิต 

ช่ือนักศึกษา นางสาวรชณีกร กล่ินสาลี 

รหัสนักศึกษา 63605055 

ปริญญา วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (เทคโนโลยีชีวภาพ) 

ภาควิชา ชีววิทยา 

พ.ศ. 2565 

อาจารย)ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ) รองศาสตราจารยO ดร.เชิดศักด์ิ มณีรัตนรุ-งโรจนO 

 

 
บทคัดย'อ 

 
 ไฮโดรเจน (H2) จัดเปUนพลังงานทางเลือกที ่สะอาดและใหWค-าพลังงานสูงจากการเผาไหมW 

จุลินทรียOหลายชนิดสามารถผลิตไฮโดรเจนไดW เช-น แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะหOแสง ไซยาโน

แบคทีเรียและสาหร-ายสีเขียว งานวิจัยนี้มุ -งเนWนที่จะศึกษาสาหร-ายสีเขียวในการผลิตไฮโดรเจน

เนื่องจากสามารถผลิตไฮโดรเจนไดWทั้งภายใตWสภาวะที่มีแสงและไม-มีแสงจากการทำงานของเอนไซมO

ไฮโดรจีเนส  ไดWศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของสาหร-าย 14 สายพันธุOและทดสอบความสามารถผลิต

ไฮโดรเจนภายใตWสภาวะที่มีเอทานอลพบว-าสาหร-ายสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 สามารถผลิต

ไฮโดรเจนไดWสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสายพันธุOอื่น ๆ แต-เนื่องจากสถานการณOการแพร-ระบาดของโควิด 19 

เกิดความไม-ต-อเนื่องของการทำงานวิจัยทำใหWสาหร-ายสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 เกิดภาวะ

ความเครียดจากความเย็นจากการเก็บรักษาสายพันธOทำใหWความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนลดลง 

ผูWวิจัยจึงไดWคัดเลือกหาสายพันธุOที่อื่นและพบว-าสาหร-าย G4 มีการผลิตไฮโดรเจนที่ดีที่สุดไดWเท-ากับ 

6,090.5 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO เมื่อเติมเอทานอลความเขWมขWน 30 มิลลิโมลารO 

ผลการศึกษายังพบว-าความเขWมขWนของเอทานอลลดลงในระหว-างกระบวนการผลิตไฮโดรเจนเม่ือเทียบ

จากความเขWมขWนเริ่มตWนและยังพบการเพิ่มขึ้นของอะซีทัลดีไฮดO ผลการติดตามยีนและการศึกษา

แผนภูมิตWนไมWของ ยีน 18S rDNA บ-งช้ีว-าสาหร-ายดังกล-าวถูกจัดอยู-ในกลุ-ม Micractinium sp. จึงใหW

ช ื ่อว -า Micractinium sp. KLSc 62 นอกจากนี ้การศึกษาการติดตามยีนไฮโดรจีเนสและยีน

แอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนสทั ้งในระดับจีโนมิกและอารOเอ็นเอยังไม-ประสบผลสำเร็จใน

การศึกษาคร้ังน้ี และจากการวิเคราะหOระดับเมแทบอโลมพบการแสดงออกของเมแทบอไลตOในเชิง Up 

regulation และ Down Regulation และยังสามารถระบุสารเมแทบอไลตOไดWท้ังหมด 44 สาร 
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Abstract 

 

 Hydrogen (H2) is classified as a clean alternative energy and provides high energy 

values from combustion. Many microorganisms can produce hydrogen, such as 

bacteria, photosynthetic bacteria, cyanobacteria, and green algae This research 

focused on the hydrogen production of green alga because it can produce hydrogen 

under both light and dark conditions from the activities of hydrogenase enzymes. This 

research studied growth of 14 algae and tested their ability to produce hydrogen under 

the presence of ethanol. Initially Chlorella sp. KLSc61 could produce the highest 

hydrogen level compared to other species, but long-term storage in freezer led 

Chlorella sp. KLSc61 got cold stress which affected lower hydrogen productivity. 

Subsequently the new species was selected. Result showed that the G4 alga then 

produced hydrogen by about 6,090.5 µmol/mg Chl under the presence of 30 mM 

ethanol. Phylogenetic tree of 18S rDNA indicated that this alga belonged to a group of 

Micractinium sp. We then named the alga as Micractinium sp. KLSc62. However, 

investigation of the hydrogenase gene and the alcohol/aldehyde dehydrogenase gene 

at both genomic and RNA levels were unsuccessful. From the metabolism study, the 

expression of metabolism revealed is both up-regulation and down-regulation and a 

total of 44 metabolites were identified. 
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และขอกราบขอบพระคุณเปUนอย-างสูง 
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เสมอมา รวมทั้งคณาจารยOประจำภาควิชาชีววิทยา และที่สำคัญเพื่อน ๆ พ่ี ๆ และนWอง ๆ หน-วยวิจัย

พลังงานชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรO สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหารลาดกระบัง ทุกคนท่ี

ไดWใหWคำปรึกษา คอยใหWกำลังใจ และช-วยเหลือในยามท่ีมีป�ญหา และถWาวิทยานิพนธOฉบับน้ีมีคุณค-าและ
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

1.1  ความเป?นมาและความสำคัญของปHญหา 

ในป�จจุบัน ประเทศไทยมีการขยายตัวทั้งในดWานเศรษฐกิจและอุตสาหกรรมเปUนอย-างมาก 

รวมทั ้งจำนวนประชากรในประเทศที ่เพิ ่มมากขึ ้น ทำใหWความตWองการพลังงานที ่จะนำมาใชWใน

ชีวิตประจำวันเพื่อการดำรงชีวิตของมนุษยOและใชWในอุตสาหกรรมมีแนวโนWมเพิ่มสูงขึ้นอย-างรวดเร็ว 

แหล-งพลังงานที่มนุษยOหลักนิยมใชWในป�จจุบัน คือ พลังงานที่ไดWจากเชื้อเพลิงฟอสซิล เช-น ถ-านหิน 

น้ำมันดิบ และ ก�าซธรรมชาติ ซ่ึงแหล-งพลังงานเหล-าน้ีมีอยู-ในปริมาณจำกัดและคาดว-ากำลังจะหมดไป

ในอนาคตอันใกลWน ี ้  นอกจากนี ้  การเผาไหมWพล ังงานจากเช ื ้อเพลิงฟอสซิลย ังปลดปล-อย 

ก�าซคารOบอนไดออกไซดOซึ่งเปUนสาเหตุทำใหWเกิดภาวะโลกรWอนอีกดWวย ดังนั้น มนุษยOจึงจำเปUนตWอง

แสวงหาแหล-งพลังงานทางเลือกแหล-งใหม-ที่เปUนแหล-งพลังงานหมุนเวียน ใหWค-าพลังงานสูงและเปUน

มิตรกับ สิ่งแวดลWอม พลังงานทางเลือกแหล-งใหม-มีหลายชนิด ไดWแก- พลังงานแสงอาทิตยO พลังงานลม 

พลังงานจากมวลชีวภาพ และพลังงานไฮโดรเจน เปUนตWน  

พลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) จัดเปUนพลังงานทางเลือกหนึ่งที่ไดWรับความสนใจในการ

นำมาเปUนแหล-งพลังงานทดแทนที่สำคัญในอนาคต เนื่องจากพลังงานไฮโดรเจนเปUนพลังงานที่ใหW 

ค-าความรWอนสูง โดยใหWพลังงานเท-ากับ 141.65 เมกะจูลต-อกิโลกรัม (Perry, 1963) เมื่อทำการเผา

ไหมWไฮโดรเจนจะไดWผลิตภัณฑOเปUนน้ำและไม-ปลดปล-อยก�าซคารOบอนไดออกไซดOที่เปUนสาเหตุของ

สภาวะโลกรWอน ในการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพนั้นมีสิ่งมีชีวิตหลายชนิดที่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดW 

เช-น แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะหOแสง ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหร-ายสีเขียว ฯลฯ ในบรรดา

สิ่งมีชีวิตที่กล-าวมา สาหร-ายสีเขียวมีขWอไดWเปรียบในการผลิตไฮโดรเจนมากกว-าสิ่งมีชีวิตอื่น เนื่องจาก

สาหร-ายสีเขียวสามารถใชWแสงอาทิตยOซึ ่งเปUนแหล-งพลังงานที่มีอยู-อย-างไม-จำกัดมาใชWในการผลิต

ไฮโดรเจนโดยผ-านกระบวนการสังเคราะหOแสง นอกจากนี ้  สาหร-ายสีเข ียวยังสามารถตรึง 

ก�าซคารOบอนไดออกไซดOจากบรรยากาศมาใชWในกระบวนการตรึงคารOบอนไดออกไซดO (CO2 fixation) 

เพื่อผลิตสารประกอบคารOโบไฮเดรตและชีวมวล ซึ่งกระบวนการตรึงคารOบอนไดออกไซดOนี้จะช-วยลด

ปริมาณก�าซคารOบอนไดออกไซดOในบรรยากาศที่เปUนสาเหตุของสภาวะโลกรWอนอีกดWวย  ในป�จจุบัน 

เอทานอลเปUนแหล-งพลังงานทางเลือกที่ดีเมื่อเทียบกับแหล-งพลังงานในรูปน้ำมันเชื้อเพลิงปnโตเลียมอ่ืน

ที่นำมาจากใตWพื้นพิภพ เนื่องจากเอทานอลมีกระบวนการผลิตมาจาก zero carbon dioxide นั่นคือ

การนำคารOบอนไดออกไซดOในชั้นบรรยากาศกลับมาผลิตเปUนเอทานอลใหม- จึงทำใหWกระบวนการเผา

ไหมWเอทานอลน้ีไม-ส-งผลต-อปริมาณรวมของก�าซคารOบอนไดออกไซดOในช้ันบรรยากาศโลก

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มีการผสมเอทานอลลงในน้ำมันเบนซินเพื ่อจำหน-ายน้ำมันในหลายผลิตภัณฑOเช-น น้ำมัน 

แก�สโซฮอลO95 น้ำมันแก�สโซฮอลO91 E20 B10 หรือ B7 เปUนตWน เพื่อเปUนการลดสัดส-วนการใชWน้ำมันท่ี

ไดWมาจากใตWพ้ืนพิภพน่ันเอง อย-างไรก็ตาม เทคโนโลยีการผลิตเอทานอลไดWมาสู-จุดสูงจนมนุษยOสามารถ

ผลิตเอทานอลขายไดWในราคาท่ีต่ำลง 

ดWวยเหตุน้ีผูWวิจัยจึงสนใจท่ีศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตก�าซไฮโดรเจนจากเอทานอลท่ี

เติมลงไปถือว-าเปUนการเพิ่มมูลค-าสินคWาใหWกับแหล-งพลังงานใหWสูงขึ้นดWวยแมWว-าการผลิตก�าซไฮโดรเจน

จะสามารถผลิตไดWจากกระบวนการ Electrolysis ของน้ำ แต-ไฟฟ�าเหล-าน้ันก็ถูกผลิตมาจากถ-านหินซ่ึง

เปUนแหล-งพลังงานที่ยังคงเพิ่มระดับของก�าซคารOบอนไดออกไซดOในชั้นบรรยากาศโลก การใชWสาหร-าย

สีเขียวใหWเปUนผูWผลิตไฮโดรเจนจึงเปUนหนึ่งในทางออกของป�ญหาน้ีและผูWวิจัยยังสนใจศึกษาการแสดง

ลักษณะทางสรีรวิทยาและการแสดงลักษณะสายพันธุOของสาหร-ายสีเขียวที่มีความสามารถในการผลิต

ไฮโดรเจนในสภาวะท่ีมีเอทานอลอีกดWวย 

 

1.2  วัตถุประสงคMของงานวิจัย  

1.2.1 เพื่อคWนหาสาหร-ายสีเขียวที่มีศักยภาพสูงในการผลิตไฮโดรเจน ภายใตWสภาวะการบ-ม

กับเอทานอล 

1.2.2 เพ่ือสืบคWนความเขWมขWนเอทานอลท่ีเหมาะสมต-อการผลิตไฮโดรเจน 

1.2.3 เพ่ือแสดงลักษณะสายพันธุOของสาหร-ายดWวยยีน 18S rDNA 

1.2.4 เพ่ือศึกษาเมแทบอโลมภายในเซลลOฃระหว-างกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1.3.1 ศึกษาคัดเลือกสาหร-ายสีเขียวจำนวน 14 สายพันธุO จากคลังสาหร-ายซึ่งคัดแยกเปUน

เชื ้อบริสุทธิ ์แลWวโดยสมาชิกในหน-วยวิจัยพลังงานชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรO  

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหารลาดกระบัง 

1.3.2 สืบคWนความเขWมขWนของเอทานอลท่ีเหมาะสมแก-การผลิตไฮโดรเจน 

1.3.3 สืบคWนลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA จากการเพิ ่มปริมาณดWวยเทคนิค

ปฏ ิ ก ิ ร ิ ย า ล ู ก โ ซ - พ อล ิ เ ม อ เ ร ส  (Polymerase Chain Reaction: PCR) แ ล ะ 

เทคนิคเจลอิเล็กโทรโฟเรซิส (Gel electrophoresis) และการสรWางแผนภูมิตWนไมW 

(Phylogenetic tree) 

1.3.4 ศึกษาการตามสืบคWนยีนไฮโดรจีเนสและแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส ทั้งระดับดีเอ็นเอ

และอารOเอ็นเอ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1.3.5 ตรวจวัดการผลิตก�าซไฮโดรเจน ปริมาณเอทานอล ปริมาณอะซีทัลดีไฮดOของสาหร-าย

สีเขียวท่ีคัดเลือก 

1.3.6 ตรวจวัดกิจกรรมของไฮโดรจีเนสเอนไซมO 

1.3.7 ติดตามเมแทบอไลตOที่เปลี่ยนแปลงของสาหร-ายสีเขียวที่คัดเลือก ภายใตWสภาวะ 

การบ-มดWวยเอทานอล 

 

1.4 ประโยชนMที่คาดวVาจะไดXรับ  

1.4.1 ไดWผลผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-ายสีเขียวท่ีสูงมากย่ิงข้ึน 

1.4.2 ทราบถึงความเขWมขWนของเอทานอลที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-าย 

สีเขียว 

1.4.3 ไดWสายพันธุOสาหร-ายสีเขียวที่มีประสิทธิภาพสูงในการผลิตไฮโดรเจนภายใตWอิทธิพล

ของเอทานอล 

1.4.4 ทราบถึงการเปลี่ยนแปลงการตอบสนองระดับเมแทบอโลมของสาหร-ายสีเขียว

ภายใตWอิทธิพลของเอทานอล 

1.4.5 เปUนองคOความรูWเริ่มตWนสาหรับการผลิตก�าซไฮโดรเจนในระดับที่ขยายการผลิตที่ใหญ-

ข้ึนต-อไป 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวขBอง 
 

2.1  พลังงานไฮโดรเจน 

พลังงานไฮโดรเจนมีศักยภาพที่จะเปUนแหล-งพลังงานทดแทนของโลกในสภาวะปกติไฮโดรเจน

อยู-ในสถานะแก�ส ติดไฟง-าย  มีความสะอาด และเปUนมิตรต-อสิ่งแวดลWอม เมื่อเผาไหมWไฮโดรเจนเปUน

เชื้อเพลิง จะคายพลังงานความรWอนสูงถึง 286 กิโลจูลต-อโมลของไฮโดรเจน และมีเพียงไอน้ำเปUน

ผลิตภัณฑO ดังรูปท่ี 2.1 

 

 

 

รูปท่ี 2.1 สมการการเผาไหมWของไฮโดรเจน 

 

แมWว-าพลังงานไฮโดรเจนจะมีศักยภาพที่สูง แต-ยังไม-สามารถแทนที่พลังงานอื่น ๆ เช-น การ

ขนส-ง การใหWความอบอุ-นในอาคาร การผลิตไฟฟ�า ไดWอย-างเต็มท่ี  ในป�จจุบันการใชWงานและความ

ตWองการพลังงานไฮโดรเจน จึงจำกัดอยู-ในภาคอุตสาหกรรมเปUนส-วนใหญ- แต-อย-างไรก็ตาม องคOการ

พล ังงานระหว -างประเทศ (International energy agency)  ( International Energy Agency, 

2021) (รูปที่ 2.2) ไดWผลักดันนโยบายมุ-งสู-พลังงานสะอาดและลดการปล-อยก�าซเรือนกระจกสุทธิเปUน

ศูนยO (Net Zero Emission) ความตWองการพลังงานไฮโดรเจนในอนาคตจึงมีแนวโนWมที่เพิ่มขึ้น ขณะท่ี

ความตWองการไฮโดรเจนในป£ พ.ศ. 2564 อยู-ที่ 90 เมกะตัน ซึ่งผลิตไดWจากแหล-งฟอสซิลเกือบทั้งหมด 

ปลดปล-อยคารOบอนมอนอกไซดOมากถึง 900 เมกะตัน การผลิตไฮโดรเจนที่สะอาดจึงเปUนที่ตWองการ

และมีการศึกษาอย-างมาก

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.2 ความตWองการไฮโดรเจนต้ังแต-ป£ พ.ศ. 2543 ถึง 2564 (ดัดแปลงจาก IEA, 2021) 

 

2.2  การผลิตไฮโดรเจน 

ไฮโดรเจนสามารถผลิตไดWจากหลากหลายแหล-ง เช-น ถ-านหิน น้ำมัน ก�าซธรรมชาติ ชีวมวล 

และนิวเคลียรO  (รูปที่ 2.3) ผ-านวิธีการต-าง ๆ เช-น การกลั่น (reforming) แก�สซิฟnเคชัน (gasification) 

อิเล็กโทรไลซิส (electrolysis) ไพโรไลซิส (pyrolysis) และอื่น ๆ (รูปที่ 2.3) ไฮโดรเจนส-วนใหญ-ผลิต

จากก�าซธรรมชาติและฟอสซิลมากถึง 58 เปอรOเซ็นตO โดยกระบวนการเปลี่ยนรูปก�าซไบโอมีเทนอัด

ดWวยไอน้ำ (Steam methane reforming) ซึ ่งมีการปล-อยก�าซเรือนกระจก  รองลงมาเปUน by-

products 21 เปอรOเซ็นตO เปUนไฮโดรเจนท่ีเกิดขึ้นในโรงงานที่ออกแบบมาสำหรับผลิตภัณฑOอื่นๆ เปUน

หลัก ซึ่งส-วนใหญ-เปUนโรงกลั่น ซึ่งการเปลี่ยนรูปของแนฟทาเปUนน้ำมันเบนซินส-งผลใหWเกิดไฮโดรเจน

ออกมา ในป�จจุบันการผลิตไฮโดรเจนสามารถแบ-งไดWเปUน 3 กระบวนการ ดังน้ี  

รูปท่ี 2.3 แหล-งท่ีมาของไฮโดรเจนในป£ พ.ศ. 2564 (ดัดแปลงจาก IEA, 2021) 

 

58.70%
21.00%

19.00%
0.70% 0.60%

ก๊าซธรรมชาต ิ

by-products

ถ่านหนิ 

ก๊าซธรรมชาตแิละเทคโนโลย ีCCUS

นํHามนั 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.2.1 การผลิตไฮโดรเจนดKวยวิธีทางความรKอน  

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยว ิธ ีการทางความร Wอนเคมี (Thermochemical 

process) เปUนกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากก�าซธรรมชาติโดยนำก�าซธรรมชาติมาทำปฏิกิริยากับ 

ไอน้ำท่ีมีความรWอนสูง กระบวนการนี ้อาจเรียกว-า กระบวนการรีฟอรOมม่ิงดWวยไอน้ำ (Steam 

reforming process) สารตั้งตWนของกระบวนการนี้ ไดWแก- ก�าซธรรมชาติ  เอทานอลหมักจากวัสดุ

ธรรมชาติ เปUนตWน  ในป�จจุบัน 95 เปอรOเซ็นตOของก�าซไฮโดรเจนที่ผลิตไดWจะใชWกระบวนการนี้ในการ

ผลิต หากใชWมีเทนเปUน สารตั ้งตWน อาจเรียกกระบวนการนี ้ว-า Steam Methane Reformation 

(SMR) 

กระบวนการรีฟอรOมม่ิงดWวยไอน้ำประกอบดWวย 2 ขั้นตอน คือ (1) การนำก�าซธรรมชาติ

มาทำ ปฏิกิริยากับไอน้ำท่ีมีอุณหภูมิสูง เพ่ือใหWไดWก�าซคารOบอนไดออกไซดOและก�าซไฮโดรเจน (สมการท่ี 

2.1 และสมการท่ี 2.2) จากขั้นท่ี 1 จะเห็นไดWว-ามีก�าซคารOบอนมอนอกไซดOเกิดขึ้นดWวย ดังนั้น ในขั้นท่ี 

(2) จะมีการนำไอน้ำเขWามาทาปฏิกิริยากับก�าซคารOบอนมอนอกไซดOอีกครั้งเพื่อใหWก�าซไฮโดรเจนใน

ปริมาณเพ่ิมข้ึน (สมการท่ี 2.3) 

  

ข้ันท่ี 1    CH4 + H2O                               CO + 3H2 สมการท่ี 2.1 

CH4 + 2H2O                             CO2 + 4H2 สมการท่ี 2.2 

ข้ันท่ี 2      CO + H2O                                CO2 + H2 สมการท่ี 2.3 

 

ป�จจุบัน การผลิตก�าซไฮโดรเจนส-วนใหญ-ไดWมาจากกระบวนการรีฟอรOมมิงดWวยไอน้ำเปUน

หลัก ปฏิกิริยาทั้งหมดเปUนปฏิกิริยาที่ยWอนกลับไดWและจำเปUนตWองใชWตัวเร-งปฏิกิริยาร-วมดWวย จะเห็นไดW

ว-า ปฏิกิริยาขั้นท่ี 1 เปUนปฏิกิริยาเคมีแบบดูดความรWอน และถูกควบคุมดWวยอิทธิพลทางเทอรOโม

ไดนามิกสO จึงจำเปUนตWองทำปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิสูงเพ่ือใหWไดWก�าซไฮโดรเจนเปUนผลิตภัณฑO  

นอกจากกระบวนการรีฟอรOมม่ิงดWวยไอน้ำ ยังมีกระบวนการผลิตไฮโดรเจนทาง 

ความรWอนเคมีอีกกระบวนการหนึ่งที ่มีชื ่อว-า กระบวนการแก�สซิฟnเคชัน (Gasification) ซึ ่งเปUน

กระบวนการนำสารตั้งตWนที่มักเปUนสารประกอบ อินทรียO เช-น ก�าซมีเทน เอทานอล และชีวมวล  

เปUนตWน มาทำปฏิกิริยากับออกซิเจนภายใตWอุณหภูมิสูง โดยทั่วไปปฏิกิริยานี้มักทำที่อุณหภูมิสูงกว-า 

700 องศาเซลเซียส ผลิตภัณฑOของปฏิกิริยาออกซิเดชันบางส-วนของก�าซมีเทนคือ ก�าซไฮโดรเจนและ

ก�าซคารOบอนมอนอกไซดO (สมการท่ี 2.4) และหากเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบสมบูรณOจะไดW

ผลิตภัณฑOที่เปUนก�าซคารOบอนไดออกไซดOและน้ำ (สมการท่ี 2.5) ซึ่งตัวแปรที่ควบคุมว-าปฏิกิริยาท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เกิดขึ้นนั้นเปUนปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบบางส-วนหรือออกซิเดชัน แบบสมบูรณOนั้นคือ ปริมาณก�าซ

ออกซิเจน  

CH4 + 1/2O2                           CO + 2H2 สมการท่ี 2.4 

CH4 + 2O2                           CO2 + 2H2O สมการท่ี 2.5 

 

หากใช Wช ีวมวลเป Uนสารตั ้งต Wนจะได Wผล ิตภ ัณฑO ค ือ ก �าซไฮโดรเจน ก �าซม ีเทน  

ก�าซคารOบอนมอนอกไซดO ก�าซคารOบอนไดออกไซดO และก�าซที่มีไนโตรเจนเปUนองคOประกอบ (NOx) 

นอกจากน้ี กระบวนการแก�สซิฟnเคชันมีการปลดปล-อยเขม-าเกิดข้ึนมากกว-ากระบวนการรีฟอรOมมิงดWวย

ไอน้ำ และปริมาณการผลิตก�าซไฮโดรเจนที่สังเคราะหOไดWยังนWอยกว-ากระบวนการรีฟอรOมมิงดWวยไอน้ำ

อีกดWวย  

2.2.2 การผลิตไฮโดรเจนโดยแยกโมเลกุลของน้ำดKวยกระแสไฟฟ�า 

การผลิตไฮโดรเจนโดยวิธีการแยกโมเลกุลของน้ำดWวยกระแสไฟฟ�า (Electrolysis of 

water) เปUนกระบวนการที่ใชWกระแสไฟ�ฟ�าเพื่อแยกโมเลกุลของน้ำ ใหWไดWผลิตภัณฑOเปUนไฮโดรเจน และ

ออกซิเจน (สมการท่ี 2.6)  

 

H2O + Electricity                            CO2 + 4H2 สมการท่ี 2.6 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการแยกน้ำดWวยไฟฟ�าสามารถใชWไฟ�ฟ�าที ่มาจาก

แหล-งกำเนิดไฟฟ�าทุกชนิด ไม-ว-าจะเปUนไฟฟ�าจากแหล-งพลังงานหมุนเวียน รวมทั้งแหล-งพลังงาน

นิวเคลียรO กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดWวยกระแสไฟฟ�าอาศัยอิเล็กโทรด (Electrode) 2 ขั้วที่ตรง

ขWามกัน คือ อิเล็กโทรดขั้วบวก (Anode) และอิเล็กโทรดขั้วลบ (Cathode) วิธีการเตรียม คือ จุ-ม

อิเล็กโทรดลงในน้ำท่ีทำใหWมีความเปUนตัวนำมากขึ้นโดยการเติมสารพวกอิเล็กโทรไลตO (Electrolyte) 

เช-น กรดซัลฟnวริก (H2SO4) หรือโพแทสเซียมไฮดรอกไซดO (KOH) ลงไปไฮโดรเจนอะตอมจะเขWาไป

เกาะที่อิเล็กโทรดขั้วลบและออกซิเจนอะตอมจะไปเกาะอิเล็กโทรดขั้วบวก (รูปท่ี 2.4) กระบวนการน้ี

ตWองใชWกระแสไฟฟ�า สูงถึง 90 กิโลวัตตO และสามารถผลิตไฮโดรเจนไดWถึง 1,000 ลูกบาศกOฟุต 

กระบวนการนี้มีขWอดี คือ สามารถผลิตก�าซไฮโดรเจนที่มีความบริสุทธิ์สูง แต-มีขWอเสียคือ ตWองใชW

กระแสไฟฟ�าจานวนมาก ในข้ันตอนของการแยกสลายตัวของน้ำ และจะตWองทำในสภาวะอุณหภูมิท่ีสูง

กว-า 2,500 องศาเซลเซียส (Mattos and Noronha, 2005)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.4 การผลิตไฮโดรเจนโดยวิธีการแยกโมเลกุลของนWาดWวยกระแสไฟฟ�า (Azwar et al., 2014) 

2.2.3 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนทางชีวภาพ 

สิ่งมีชีวิตหลายชนิดมีลักษณะและเมแทบอลิซึม (Metabolism) ที่มีผลพลอยไดWเปUน

ไฮโดรเจน เช-น สาหร-ายสีเขียว (Green microalgae) ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) แบคทีเรีย

ส ั ง เคราะห Oแสง (Photosythetic bacteria) และแบคท ี เร ียท ี ่ สามารถหม ักแบบไม - ใช Wแสง  

(Dark fermentative bacteria) ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนทางชีวภาพเปUนกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากสิ่งมีชีวิต 

ขนาดเล็กหรือจุลินทรียO ไฮโดรเจนที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตถูกเรียกว-า “ไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen)” 

จุลินทรียOที่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดWมีหลายชนิด เช-น แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะหOแสง ไซยาโน-

แบคทีเรีย และสาหร-ายสีเขียว เปUนตWน แบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมัก

แบคทีเรียสังเคราะหOแสงสามารถผลิตไฮโดรเจนไดWจากกระบวนการตรึงไนโตรเจน ไซยาโนแบคทีเรีย

และสาหร-ายสีเขียวใชWเพียงแสงและน้ำเปUนวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะหO

แสง สำหรับไซยาโนแบคทีเรียเสWนสายบางชนิดสามารถผลิตไฮโดรเจนจาก กระบวนการตรึงไนโตรเจน

ไดWเช-นกัน (Hallenbeck and Benemann, 2002) โดยทั่วไปการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทาง

ชีวภาพสามารถแบ-งเปUน 4 กระบวนการหลัก ๆ ดังน้ี  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.2.3.1 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดKวยแสงแบบ

ทางตรง (Direct biophotolysis)  

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดWวยแสงแบบ

ทางตรงสามารถพบไดWในสาหร-ายสีเขียวขนาดเล็ก เช-น สาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas 

reinhardtii (Melis et al., 2000) แ ล ะ  Chlorella fusca (Winkler et al., 2002) เ ป U น ต W น  ใ น

กระบวนการสังเคราะหOแสงของสาหร-ายสีเขียว เม่ือระบบแสงสอง (Photosystem II, PSII) ของ

สาหร-ายไดWรับพลังงานแสงจะเกิดการกระตุWนการแตกตัวของน้ำไดWผลิตภัณฑOเปUนออกซิเจน (O2) 

โปรตอน (H+) และอิเล็กตรอน (e-) (สมการท่ี 2.7) จากนั้น อิเล็กตรอนจะถูกส-งไปยังระบบแสงหน่ึง 

(Photosystem I, PSI) และส-งต-อไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไปจนกระทั่งมาถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัว 

สุดทWาย คือ เฟอรOรีดอกซิน (Fd) โดยเฟอรOรีดอกซินที ่ถูกรีดิวซOจะส-งอิเล็กตรอนใหWกับเอนไซมO 

ไฮโดรจีเนสเพื่อสรWางไฮโดรเจนเปUนผลิตภัณฑOสุดทWาย (รูปท่ี 2.5) (Hallenback and Benemann, 

2002)  

 

                            2H2O                                     CO2 + 4H2  สมการท่ี 2.7 

 

รูปท่ี 2.5 การผลิตโฮโดรเจนจากกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดWวยแสงแบบทางตรง  

(ดัดแปลงจาก Hallenback and Benemann, 2002) 

พลังงานแสง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.2.3.2 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดKวยแสง แบบ

ทางอKอม (Indirect biophotolysis)  

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดWวยแสงแบบ

ทางอWอม สามารถพบไดWในสาหร-ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรีย การผลิตไฮโดรเจนดWวยกระบวนการ

แยกสลายโมเลกุลของน้ำ ดWวยแสงแบบทางอWอมสามารถแบ-งออกเปUน 2 ขั้นตอน ดังนี้ ขั้นตอนแรก  

ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร-ายสีเขียวจะใชWพลังงานแสงผ-านกระบวนการสังเคราะหOแสงในระบบแสง

หนึ่งและระบบแสงสองร-วมกับการตรึงคารOบอนไดออกไซดO เพื่อผลิตเปUนคารOโบไฮเดรตและเก็บสะสม

ไวWภายในเซลลO (สมการท่ี 2.8) ขั้นตอนที่สอง เปUนการนำคารOโบไฮเดรตที่เก็บสะสมไปใชWในการผลิต

ไฮโดรเจนโดยกลูโคสของสาหร-ายจะถูกสลายไปเปUนโมเลกุลของอะซีเตท 2 โมเลกุลต-อไฮโดรเจน 4 

โมเลกุล (สมการท่ี 2.9) และอะซีเตทจะถูกสลายไปเปUนโมเลกุลของไฮโดรเจนเพิ่มไดWอีก (สมการท่ี 

2.10) จาก ปฏิกิริยาทั้งหมด จะเห็นไดWว-าการสลายกลูโคส 1 โมเลกุล ใชWน้ำ 12 โมเลกุล สามารถผลิต

ไฮโดรเจนไดW 12 โมเลกุล (สมการท่ี 2.11)  

6H2O + 6CO2      C6H12O6 + 6O2  สมการท่ี 2.8 

6H2O + 6CO2      4H2 + 2CH3COOH + 2CO สมการท่ี 2.9 

2CH3COOH +  4H2O     8H2 + 4CO2  สมการท่ี 2.10  

ปฏิกิริยารวมดังน้ี 

12H2O    12H2O + 6O2  สมการท่ี 2.11 

2.2.3.3 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใชKแสง

(Photofermentation)  

การผล ิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหม ักแบบใช Wแสง สามารถพบไดW  

ในแบคท ี เ ร ี ยส ั ง เคราะห O แสง  เช - น  Rhodobacter capsulatus (Hillmer and Gest, 1977) 

Rhodopseudomonas palustris (Barbosa et al., 2001) แ ล ะ  Rhodospirillum rubrum 

(Miyake et al., 1982) เปUนตWน แบคทีเรียสังเคราะหOแสงประกอบดWวยระบบสังเคราะหOแสงระบบ

เดียว แบคทีเรียสังเคราะหOแสงสามารถผลิตไฮโดรเจนผ-านระบบแสงหนึ ่ง โดยอาศัยเอนไซมO 

ไนโตรจีเนสภายใตWสภาวะที่มีแสงและพลังงานในรูปของ ATP ในการขนส-งอิเล็กตรอน นอกจากน้ี 

แบคทีเรียสังเคราะหOแสงจะใชWสารประกอบอินทรียO เช-น กรดอะซีติก กรดแลคติก และกรดบิวทีริก 

เปUนแหล-งคารOบอนและเปUนตัวใหWอิเล็กตรอน ซึ่งอิเล็กตรอนจะถูกส-งผ-านไปยังเฟอรOรีดอกซินโดย 

พลังงานแสง 

พลังงานแสง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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อาศัยพลังงานในรูป ATP จากน้ัน เอนไซมOไนโตรจีเนสจะรับอิเล็กตรอนตัวสุดทWายเพื่อผลิตไฮโดรเจน 

(รูปท่ี 2.6) 

รูปท่ี 2.6 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบใชWแสง  

(ดัดแปลงจาก Hallenback and Benemann, 2002) 

 

2.2.3.4 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม0ใชKแสง (Dark 

fermentation)  

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม-ใชWแสงเปUนกระบวนการหมัก

ของจุลินทรียOในการเปลี่ยนสารประกอบอินทรียOใหWเปUนไฮโดรเจน กระบวนการหมักแบบไม-ใชWแสงมีขWอ

ไดWเปรียบเมื่อเปรียบเทียบกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการ สังเคราะหOแสงและจาก

กระบวนการหมักแบบใชWแสง คือ การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบ ไม-ใชWแสงมีอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนที่สูงกว-ากระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการอื่นๆ และ สามารถใชWสารตั้งตWนท่ี

มีราคาถูก เช-น น้ำตาลกลูโคส ชีวมวล ผลิตภัณฑOทางการเกษตร และของเสีย จากการเกษตรและ

โรงงานอุตสาหกรรม เปUนตWน (Chen et al. 2006) และใหWผลพลอยไดWเปUน สารอินทรียOต-างๆ เช-น 

กรดอะซีติก กรดบิวทีริก และ ก�าซคารOบอนไดออกไซดO เปUนตWน  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เมื ่อใชWกลูโคส 1 โมเลกุลเปUนสารตั ้งตWน จะสามารถผลิตกรดอะซีติกเปUน

ผลิตภัณฑOหลัก และไดWโมเลกุลของไฮโดรเจน 4 โมเลกุล (สมการท่ี 2.12) หรือผลิตกรดบิวทีริกเปUน

ผลิตภัณฑOหลักและไดW โมเลกุลของไฮโดรเจน 2 โมเลกุล (สมการท่ี 2.13) (Hawkes et al., 2002)  

C6H12O6 + 2H2O  2CH3COOH + 2CO2 + 4H2 สมการท่ี 2.12 

C6H12O6   CH3CH2CH2COOH + 2CO2 + 2H2 สมการท่ี 2.13 

การเพิ่มผลผลิตของไฮโดรเจนในกระบวนการหมักแบบไม-ใชWแสงจำเปUนตWอง

ควบคุม ป�จจัยต-าง ๆ เช-น ค-าพีเอช อุณหภูมิ เปUนตWน เนื่องจากค-าพีเอชและอุณหภูมิเปUนป�จจัยที่มีผล

ต-อกิจกรรมการทำงานของเอนไซมOไฮโดรจีเนส (Venkata et al., 2007) จากการที่ไดWกล-าวมาขWางตWน 

จะเห็นว-า การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพ สามารถผลิตไดWจากจุลินทรียOหลายชนิด 

เช-น แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะหOแสง ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร-ายสีเขียว เปUนตWน อย-างไรก็ตาม 

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพแต-ละกระบวนการจะมีสารต้ังตWนและกระบวนการผลิต

ท่ีแตกต-างกัน ดังแสดงในตารางท่ี 2.1

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 2.1 การเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ (Azwar et al. 2014) 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจน สารตังต5นที่ใช5ในการผลิตไฮโดรเจน ลักษณะทั่วไป 

1. กระบวนการแยกสลายโมเลกลุของน้ำ 

  ด5วยแสงแบบทางตรงและทางอ5อม  

 

1. ใช5แสงเปIนแหลKงพลังงาน  

2. กระบวนการผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้นในสภาวะ  

   ที่ปราศจากออกซิเจน  

1. ใช5เพียงน้ำ คารSบอนไดออกไซดSและแสงอาทิตยSในการผลิตไฮโดรเจน  

2. ไฮโดรเจนสามารถถูกผลิตได5โดยตรงจากน้ำและแสงอาทิตยS  

3. ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนโดยการตรึงไนโตรเจน 

    จากบรรยากาศ  

4. พบได5ในไซยาโนแบคทีเรียและสาหรKายสีเขียว  

2. กระบวนการหมักแบบใช5แสง  1. ใช5อินทรียSสารเปIนสารตั้งต5น  

2. กระบวนการหมักแบบใช5แสงนี้เกิดขึ้นในสภาวะ 

   ที่ปราศจากออกซิเจน  

1. สามารถใช5สารอินทรียSที่หลากหลายเปIนสารตั้งต5นในการผลิตไฮโดรเจน เชKน  

   กรดอะซีติก กรดแลคติกและกรดบิวทีริก 

2. พบได5ในแบคทีเรียสังเคราะหSแสง  

3. ใช5แสงอาทิตยSเปIนพลังงานในการเปลี่ยนสารอินทรียSให5เปIนไฮโดรเจน  

3. กระบวนการหมักแบบไมKใช5แสง  1. ใช5อินทรียSสารและชีวมวลเปIนสารตั้งต5นใน  

    การผลิตไฮโดรเจน  

2. กระบวนการหมักแบบไมKใช5แสงนี ้เกิดขึ ้นใน 

    สภาวะที่ปราศจากออกซิเจน  

1. สามารถผลิตไฮโดรเจนได5ในที่มืด 

2. มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่สูง  

3. สามารถใช5อินทรียSสารที่มีมูลคKาต่ำในกระบวนการผลิต เชKน น้ำตาลกลูโคส 

    ชีวมวล ผลิตภัณฑSทางการเกษตร ของเสียจากการเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรม  

4. ได5ผลิตผลพลอยได5หลายชนิด เชKน กรดอะซีติก กรดบิวทีริก และ 

    กZาซคารSบอนไดออกไซดS  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.3  จุลินทรียMที่สามารถผลิตไฮโดรเจน 

จุลินทรียOท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนไดWจากกระบวนการทางชีวภาพ มี 3 ชนิดใหญ-ๆ ดังน้ี 

2.3.1 แบคทีเรีย (Bacteria) 

แบคทีเรียท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนแบ-งเปUน 2 กลุ-ม คือ 

2.3.1.1 แบคทีเรียสังเคราะห)แสง (Photosynthetic bacteria) 

แบคทีเรียกลุ-มนี้สามารถสังเคราะหOแสงไดW โดยไม-สรWางออกซิเจนเปUนผลิตภัณฑO 

(Anoxygenic phototrophic bacteria) แบคทีเรียในกลุ-มนี้แบ-งไดWเปUน 3 กลุ-ม คือ (1) แบคทีเรีย 

สีม-วงไม-สะสมกำมะถัน (Non-sulfur purple bacteria) ไดWแก- Athiorhodeceae sp. (Yin and 

Wang, 2022) และ Rhodospirillaceae sp. (Yin and Wang, 2022)  (2) แบคทีเรียสีม-วงที่สะสม

กำมะถัน (Purple sulfur bacteria) ไดWแก- Chromatiaceae sp. และ Thiorhodaceaes sp. (3) 

แบคทีเรียสีเขียวที่สะสมกำมะถัน (Green sulfur bacteria) ไดWแก- Chlorobiaceae sp. (Yin and 

Wang, 2022) แบคทีเรียในกลุ-มนี้ผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยกระบวนหมักแบบใชWแสง แบคทีเรียในกลุ-ม

นี้โดยมีรงควัตถุ คือ แบคเทอริโอคลอโรฟnลลO (Bacteriochlorophyll) ที่ต-างออกไปจากรงควัตถุของ

ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร-ายสีเขียว ในการสังเคราะหOแสงแบคทีเรียกลุ-มนี้สังเคราะหOแสงโดยไม-ไดW

ออกซิเจนเปUนผลิตภัณฑOและสามารถใชWสารประกอบซัลไฟดO ซัลเฟอรO และสารประกอบอินทรียOเปUน

สารใหWอิเล็กตรอน 

2.3.1.2 แบคทีเรียท่ีใชKกระบวนการหมัก (Dark fermentative bacteria) 

แบคทีเรียส-วนใหญ-สามารถหมักน้ำตาลหรือแหล-งคารOบอนชนิดอื ่น เช-น 

น้ำตาลกลูโคส ชีวมวล ผลิตภัณฑOทางการเกษตรและของเสียจากการเกษตรและโรงงานอุตสาหกรรม 

เปUนตWน เพื่อใชWเปUนสารใหWอิเล็กตรอนสาหรับผลิตไฮโดรเจน แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิต

ไฮโดรเจน ไดWในกลุ-มน้ี ไดWแก- Enterobacter aerogenes, Clostridium butyricum, Desulfovibrio 

vulgaris, Magashaera elsdenii, Citrobacter intermedius และ  Escherichia coli ( Yin and 

Wang, 2022) เปUนตWน 

2.3.2 ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรียจัดเปUนสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคาริโอตที่สังเคราะหOแสงแลWวไดWออกซิเจน

เปUนผลิตภัณฑO (Oxygenic phototrophic prokaryote) ไซยาโนแบคทีเรียมีระบบแสง 2 ระบบและ

มีกระบวนการสังเคราะหOแสงและชนิดคลอโรฟnลลOเหมือนสาหร-ายสีเขียวและพืช กระบวนการผลิต
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ก�าซไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียคลWายกับสาหร-ายสีเขียว โดยการผลิตจากกระบวนการสังเคราะหO

แสงแต-ไซยาโนแบคทีเรียเสWนสายบางชนิดสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการตรึงไนโตรเจนไดW  

ไซยาโนแบคทีเร ียท ี ่สามารถผล ิตไฮโดรเจนไดW  ได Wแก-  Anabaena sp., Aphanocapsa sp., 

Calothrix sp., Mastigocladus sp., Nostoc sp. และ Synechocystis sp. (Yin and Wang, 2022) 

เปUนตWน 

2.3.3 สาหร0ายสีเขียว (Green algae)  

สาหร-ายสีเขียวมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนภายใตWสภาวะที่ไม-มีอากาศทั้งในท่ี

ม ืด และท ี ่ม ีแสง การผล ิตไฮโดรเจนของสาหร -ายส ี เข ียวภายใต Wสภาวะท ี ่ มีแสง เร ียกว-า 

Photohydrogen production สาหร-ายสีเข ียวที ่ม ีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน ไดWแก- 

Chlamydomonas sp., Chlorella sp., Codium sp. แ ล ะ  Scenedesmus sp. ( Gaffron and 

Rubin, 1942) เปUนตWน การผลิตไฮโดรเจนของสาหร-าย สีเขียวส-วนใหญ-เกิดจากกระบวนการ

สังเคราะหOแสง แต-ออกซิเจนที่ไดWจากกระบวนการแตกตัวของน้ำในกระบวนการสังเคราะหOแสงจะไป

ยับย้ังการทำงานของเอนไซมOไฮโดรจีเนส ส-งผลใหWสาหร-ายสีเขียวมีการผลิตไฮโดรเจนลดลง  

ในป�จจุบัน สาหร-ายสีเขียวไดWรับความสนใจที่จะนำมาผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากสาหร-าย 

สีเขียว มีขWอไดWเปรียบเมื่อเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นคือ สาหร-ายสีเขียวสามารถนำเอาพลังงานจาก

แสงอาทิตยOและน้ำซึ่งเปUนทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยู-อย-างไม-จำกัดมาใชWในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

นอกจากนี้ สาหร-ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจานวนไดWอย-างรวดเร็วทั้งภายใตWสภาวะ 

โฟโตออโตโทรปและโฟโตเฮเทอโรโทรป รวมถึงใชWพื้นที่ในการเพาะเลี้ยงนWอย ดังนั้น จึงเปUนการลด

ตWนทุนในการเพาะเลี้ยง อีกทั้งยังใหWผลิตผลพลอยไดWที่มีมูลค-าสูง ผลพลอยไดWสามารถนำไปใชWเปUน 

อาหารสัตวO สารปฏิชีวนะ เครื่องสำอาง และยารักษาโรค ฯลฯ การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการ 

ทางชีวภาพจากส่ิงมีชีวิตแต-ละชนิดมีขWอดีและขWอเสีย ดังแสดงในตารางท่ี 2.2  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 2.2 ขWอดีและขWอเสียของการผลิตไฮโดรเจนจากส่ิงมีชีวิตชนิดต-าง ๆ (Das and Veziroglu, 2001) 

ชนิดของสิ่งมีชีวิต เอนไซม2ที่ใช5ในการผลิตไฮโดรเจน ข5อดี ข5อเสีย 

สาหรKายสีเขียว  เอนไซมSไSฮโดรจีเนส  - สามารถผลติไฮโดรเจนจากนำ้

และพลังงานแสง  

- ออกซิเจนที่เกิดการกระบวนการสังเคราะหSแสงสามารถยับยั้งกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนได5 เนื่องจากเอนไซมSที่ใช5ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหรKายสีเขียว คือ 

เอนไซมSไฮโดรจีเนสมีความไวตKอออกซิเจน  

ไซยาโนแบคทีเรีย  เอนไซมSไฮโดรจีเนส  

เอนไซมSไนโตรจีเนส  

- สามารถผลติไฮโดรเจนจากนำ้

และพลังงานแสง  

- สามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศ

ได5  

- ออกซิเจนที่เกิดการกระบวนการสังเคราะหSแสงสามารถยับยั้งกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนได5 เนื่องจากเอนไซมSที่ใช5ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหรKายสีเขียวคือ 

เอนไซมSไฮโดรจีเนสมีความไวตKอออกซิเจน  

- ในระหวKางกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรียจะเกิดกZาซคารSบอนได

ออกไซดเSกิดขึ้น  

แบคทีเรียสังเคราะหS

แสง  

เอนไซมSไฮโตรจีเนส  - สามารถใช5น้ำเสยี โปรตีน เปIน

สารตั้งต5นในการผลิตไฮโดรเจน  

- ต5องการแสงในการผลิตไฮโดรเจน 

- กระบวนการหมักของแบคทีเรียสังเคราะหSแสงอาจทำให5เกิดป\ญหาน้ำเสียได5 

เนื่องจากแบคทีเรียสังเคราะหSแสงบางชนิด เชKน Purple sulfur bacteria สามารถ

ใช5ไฮโดรเจนซัลไฟดSเปIนตัวให5อิเล็กตรอนเพื่อให5ได5 ผลิตภัณฑSเปIนกลโูคสและซัลไฟดS 

 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 2.2 (ต-อ) 

ชนิดของสิ่งมีชีวิต เอนไซม2ที่ใช5ในการผลิตไฮโดรเจน ข5อดี ข5อเสีย 

แบคทีเรียที่ใช5 

กระบวนการหมัก  

เอนไซมSไฮโดรจีเนส  - สามารถผลติไฮโดรเจนได5ในที่ไมK

มแีสง  

- สามารถใช5แหลKงคารSบอนที่

แตกตKางกันเชKนแปmง ซูโครส ไซโลส 

ได5ผลิตผลพลอยได5จาก

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนเปIน

กรดอะซีติก กรดบิวทิริก กรดแล

คติก เปIนต5น 

- การผลติไฮโดรเจนจากแบคทีเรียที่ใช5กระบวนการหมักจะเกิดกZาซ

คารSบอนไดออกไซดSในระหวKางกระบวนการผลิตไฮโดรเจน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.4  สาหรVายสีเขียว 

สาหร-ายสีเขียว (green algae) ส-วนใหญ-พบไดWทั่วไปกับน้ำจืด มีเพียง 10 เปอรOเซ็นตOอาศัยใน

ทะเล สาหร-ายสีเขียวมีสีเขียวเหมือนพืช เนื่องจากประกอบดWวยสารสีคลอโรฟnลลO เอ  คลอโรฟnลลO บี 

และ แคโรทีนอยดOอยู-รวมกันในคลอโรพลาสตO ซึ่งคลอโรพลาสตOของสาหร-ายสีเขียวมีรูปร-างและ

จำนวนแตกต-างกัน ไพรีนอยดOอยู-ภายในคลอโรพลาสตO ทำหนWาที่สรWางอาหารสะสมจำพวกแป�งซ่ึง

ประกอบดWวยอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ผนังเซลลOโดยทั่วไปประกอบดWวยเซลลูโลส มีโครงสรWาง

หลักคือ พอลีแซคคาไรดO รูปร-างและขนาดของสาหร-ายสีเขียวแตกต-างกันมาก ตั้งแต-เซลลOเดียว  

กลุ-มเซลลOฟnลาเมนตOขนาดเล็กจนถึงมีทัลลัสขนาดใหญ-  

 

2.5  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากสาหรVายสีเขียว 

สาหร-ายสีเขียวบางชนิดมีความสามารถในการผลิตก�าซไฮโดรเจนภายใตWสภาวะการบ-มท่ี

ปราศจากออกซิเจนท้ังในท่ีมืดและท่ีมีแสง สาหร-ายสีเขียวท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตก�าซไฮโดรเจน 

ไดWแก- Chlamydomonas sp. และ Chlorella sp. เปUนตWน ซึ ่งกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจาก

สาหร-ายสีเขียวเกิดขึ ้นไดW 3 รูปแบบ ไดWแก- กระบวนสังเคราะหOแสงแบบทางตรง กระบวนการ

สังเคราะหOแสงแบบทางอWอมและกระบวนการหมักแบบไม-ใชWแสง ดังแสดงในรูปท่ี 2.7 
 

รูปท่ี 2.7 แสดงวิถีการผลิตไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียว C. reinhardtii (Dubini 2011) 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.5.1 กระบวนสังเคราะห)แสงแบบทางตรง (Direct biophotolysis) 

สาหร-ายสีเขียวสามารถผลิตก�าซไฮโดรเจนไดW โดยใชWเพียงแสงและน้ำในการผลิต

ไฮโดรเจน.การผลิตก�าซไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะหOแสงจะเกิดข้ึนที่บริเวณคลอโรพลาสตO

ของเซลลO ในระบบแสงจะมีหน-วยรับพลังงานแสง..(Antenna.complex) ซึ่งประกอบดWวยรงควัตถุ

หลายชนิด คือ แคโรทีนอยดO คลอโรฟnลลO.เอ และคลอโรฟnลลO.บี ท่ีทำงานร-วมกันในการรับพลังงานแสง 

จากนั ้นจึงส-งต-อพลังงานน้ันเขWาสู -ศ ูนยOกลางปฏิกิร ิยา.(Reaction..center) ซึ ่งคือโมเลกุลของ

คลอโรฟnลลO.เอ เม่ือโมเลกุลของคลอโรฟnลลO.เอ.ไดWรับพลังงานในช-วงความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม 

อิเล็กตรอนในโมเลกุลของคลอโรฟnลลO.เอ.จะถูกกระตุWนใหWมีพลังงานสูงข้ึนและพรWอมท่ีจะปลดปล-อย

อิเล็กตรอนใหWกับตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไป เม่ือมีพลังงานในรูปของแสงตกกระทบในบริเวณระบบแสง

สอง (PSII) ซึ่งประกอบไปดWวยหน-วยสังเคราะหOแสงท่ีมีศูนยOกลางปฏิกิริยาที่สามารถรับพลังงานในช-วง

ความยาวคล่ืน 680 นาโนเมตร. เมื่อคลอโรฟnลลO เอ ถูกกระตุWนจะปลดปล-อยอิเล็กตรอนออกมาท่ี 

ฟ£โอไฟทิน (Pheophytin) ซึ่งเปUนตัวรับอิเล็กตรอนตัวแรก (Q:. Primary. electron acceptor of 

PSII) จากน้ันอิเล็กตรอนจะถูกส-งต-อไปยังพลาสโตควิโนน (PQ: Plastoquinone) ต-อมาเม่ือมีการแตก

ตัวของน้ำ ไดWออกเปUนโมเลกุลของออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน  อิเล็กตรอนที่ไดWจะเขWาสู-ระบบ

แสงสองไปแทนที่อิเล็กตรอนในคลอโรฟnลลOที่มีการสูญเสียไปในระบบ จากนั้นอิเล็กตรอนจากพลาส

โตควิโนนจะถูกส-งต -อไปยังไซโตโครม บี (Cytochrome b) ไซโตโครม เอฟ (Cytochrome f)   

พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin) และเขWาไปยังระบบแสงหนึ ่ง (PSI) ซึ ่งประกอบไปดWวยหน-วย

สังเคราะหOแสงที่มีศูนยOกลางปฏิกิริยาที่สามารถรับพลังงานในช-วงความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร  

เมื่อระบบแสงหนึ่งถูกกระตุWนจะปลดปล-อยอิเล็กตรอนหรือแสงมากระตุWนคลอโรฟnลลOภายในระบบแสง

หนึ่ง คลอโรฟnลลOจะปล-อยอิเล็กตรอนออกมาท่ีเฟอรOรีดอกซิน (Ferredoxin: Fd) อิเล็กตรอนจาก 

เฟอรOรีดอกซินจะไปรวมกับโปรตอนที่มาจากการแตกตัวของน้ำ โดยมีเอนไซมOไฮโดรจีเนสเปUนตัวเร-ง

ปฏิกิริยาเกิดเปUนก�าซไฮโดรเจนข้ึน 

2.5.2 กระบวนการสังเคราะห)แสงแบบทางอKอม (Indirect biophotolysis)  

กระบวนนี้จะเกี่ยวขWองกับระบบแสงหนึ่งและเอ็นเอดีพี พลาสโตควิโนน ออกซิโดรีดัก

เทส (NADP-plastoquinone oxidoreductase: NPQR)  สาหร-ายสีเขียวมีความสามารถที่จะตรึง

คารOบอนไดออกไซดOเพื่อใชWเปUนแหล-งคารOบอน ทำใหWไดWคารOโบไฮเดรต เช-น แป�งหรือน้ำตาลกลูโคส 

จะสะสมอยู-ภายในเซลลO ซึ่งกระบวนการนี้จะเริ่มจากการย-อยสลายสารประกอบคารOบอนภายในเซลลO  

แป�งจะถูกย-อยโดยเขWากระบวนการไกลโคไลซิส (Glycolysis) ไดWผลิตภัณฑOออกมาเปUนไพรูเวต จึงเกิด

การปลดปล-อยอิเล็กตรอนออกมาในรูปแบบเอ็นเอดีเอช (NADH) โดย NPQR จะนำอิเล็กตรอนท่ีไดWไป

ยังพลาสโตควิโนน (PQ) และส-งไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวอื่น ๆ จนไปยังระบบแสงหนึ่งและถูกกระตุWน

ไปยังเอนไซมOไฮโดรจีเนส สุดทWายไดWออกมาเปUนก�าซไฮโดรเจน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.5.3 กระบวนการหมักแบบไม0ใชKแสง (Dark fermentation) 

กระบวนการแบบไม-ใชWแสงจะเกิดในสภาวะไม-มีแสงและออกซิเจน ซึ่งไพรูเวตจะถูก

ออกซ ิ ไดซ Oผ -านเอนไซมO ไพร ู เวต เฟอร ิดอกซ ิน ออกซ ิ โดร ีด ักเทส (Pyruvate Ferredoxin 

Oxidoreductase: PFR) ไดWเปUนอะซิติล โคเอ (Acetyl CoA)  คารOบอนไดออกไซดO และ อิเล็กตรอน 

โดยจะมีเฟอรOรีดอกซินเปUนตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทWายและส-งไปยังไฮโดรจีเนสเอนไซมO และไดWออกมา

เปUนก�าซไฮโดรเจน กระบวนการนี้จะใหWไฮโดรเจนนWอยที่สุดเมื่อเทียบกับกระบวนการสังเคราะหOแสง

แบบทางตรงและทางอWอม (Dubini 2011) 

 

2.6  เอนไซมMไฮโดรจีเนสในสาหรVายสีเขียว 

เมื่อประมาณกว-า 70 ป£ที่แลWว การผลิตไฮโดรเจนในสาหร-ายสีเขียวถูกคWนพบครั้งแรกโดย 

Gaffron และ Rubin (Gaffron and Rubin, 1942) จากการทำงานของเอนไซม Oไฮโดรจ ี เนส 

(Hydrogenase) เอนไซมOไฮโดรจีเนสสามารถพบไดWทั้งในสิ่งมีชีวิตทั้งโปรคาริโอตและยูคาริโอตโดยทำ

หนWาที่เร-งปฏิกิริยาการเกิดไฮโดรเจนจากปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเปUนไฮโดรเจนและเร-ง

ปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนไปเปUนโปรตอน (รูปท่ี 2.8)  

รูปท่ี 2.8 ปฏิกิริยาการเกิดและสลายไฮโดรเจน 

 

เอนไซมOไฮโดรจีเนสเปUนเอนไซมOที่มีโคแฟคเตอรOเปUนไอออนของโลหะหรือจัดเปUน “เมทัลโลเอน

ไซมO (Metalloenzyme)” เอนไซมOไฮโดรจีเนสสามารถจำแนกไดWเปUน 2 ชนิด ตามทิศทางการ

เกิดปฏิกิริยาดังน้ี 

1. เอนไซม)ไบไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) 

เอนไซม O ไบไดเรคช ันนาลไฮโดร จี เนส (Bidirectional hydrogenase) หรือ  

รีเวอรOสซิเบิลไฮโดรจีเนส (Reversible hydrogenase) เปUนเอนไซมOที ่ทำหนWาที ่ เร -งปฏิก ิร ิยา 

ออกซิเดซันของโมเลกุลไฮโดรเจนไปเปUนโปรตอนและปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเปUนโมเลกุล

ไฮโดรเจน เอนไซมOนี ้สามารถพบในสิ่งมีชีวิตประเภทโฟโตโทรป (Phototrophic organism) เช-น  

ไซยาโนแบคทีเรีย และ สาหร-ายสีเขียว เปUนตWน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2. เอนไซม)ยูนิไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส (Unidirectional hydrogenase) 

เอนไซมOยูนิไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส (Unidirectional hydrogenase) หรือ อัพเทค

ไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenase) เปUนเอนไซมOที ่ทำหนWาท่ีปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุล

ไฮโดรเจนไปเปUนโปรตอน เอนไซมOนี้ส-วนใหญ-พบในแบคทีเรียสังเคราะหOแสงและไซยาโนแบคทีเรียท่ี

ตรึงไนโตรเจน 

อย-างไรก็ตามเอนไซมOไฮโดรจีเนสยังสามารถแบ-งไดWเปUน 2 ชนิด ตามชนิดของไอออน

ของโลหะในบริเวณกระตุWนของเอนไซมO ดังน้ี 

2.1 เอนไซม)ท่ีมีเหล็กในศูนย)กลางของบริเวณกระตุKน (FeFe-hydrogenase) 

เอนไซมO [FeFe]-hydrogenase ประกอบดWวยโมเลกุลของเหล็ก 2 อะตอมอยู-ท่ี

ศูนยOกลางของ บริเวณกระตุWน โดยเหล็กจะจับกับซัลเฟอรOของกรดอะมิโนซีสเทอีนของเอนไซมO  

เอนไซมO [FeFe]- hydrogenase น้ีประกอบดWวยคลัสเตอรOของ [2Fe-2S] และ [4Fe-4S] โดยซัลเฟอรO

เปรียบเสมือนเปUนสะพานในการเชื่อมระหว-างโลหะ นอกจากอะตอมของเหล็กที่อยู-บริเวณศูนยOกลาง

ของเอนไซมOจับกับกรดอะมิโนซีสเทอีนแลWว เหล็กยังจับกับอะตอมของคารOบอนมอนอกไซดO (CO) และ

ไซยาไนดO (CN) อีกดWวย (Maness et al., 2009) (รูปท่ี 2.9) 

 

รูปท่ี 2.9 บริเวณกระตุWนปฏิกิริยาของเอนไซมO [FeFe]-hydrogenase (Maness et al., 2009) 

 

2.2 เอนไซม)ไฮโดรจีเนสที่มีนิกเกิลและเหล็กในศูนย)กลางของบริเวณกระตุKน 

(NiFe- hydrogenase) 

เอนไซมO [NiFe]-hydrogenase เปUน Enzyme complex ประกอบดWวยเอนไซมO 

2 ชนิด คือ (1) เอนไซมOไฮโดรจีเนสทป£ µระกอบดWวยโปรตีน 2 หน-วยย-อยคือโปรตีน HoxH ซ่ึง

ประกอบดWวยอะตอมของเหล ็ก (Fe) และนิกเก ิล (Ni) โดยเหล ็กเช ื ่อมอย ู -ก ับอะตอมของเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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คารOบอนมอนอกไซดO ไซยาไนดO และซัลเฟอรO เอนไซมOนี้ทำหนWาที่เหมือนกับเอนไซมOไบไดเรกชันนาล

ไฮโดรจีเนส   โปรตีน HoxY ประกอบดWวยคลัสเตอรOของ [4Fe-4S]   (2) เอนไซมOไดอะโฟเรส 

(Diaphorase) ประกอบดWวยโปรตีน 3 หน-วยย-อย คือ โปรตีน HoxF HoxU และ HoxE ซ่ึงเปUนโปรตีน

ที ่ทำหนWาที ่ขนส-งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ไปยังเอนไซมOไฮโดรจีเนส (Maness et al. 2009)  

(รูปท่ี 2.10) 

 

รูปท่ี 2.10 บริเวณกระตุWนปฏิกิริยาของเอนไซมO [NiFe] hydrogenase  (Maness et al., 2009) 

 

2.7  สารที่เป?นตัวใหXอิเล็กตรอนที่มีผลตVอการผลิตไฮโดรเจน 

ปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation) หมายถึงปฏิกิริยาที ่โมเลกุลหรืออะตอมมีการสูญเสีย

อิเล็กตรอนใหWกับโมเลกุลที่ทำหนWาที่เปUนตัวรับอิเล็กตรอน นับว-าเปUนเรื่องที่น-าสนใจหากเติมสารที่เปUน

ตัวใหWอิเล็กตรอนเพื ่อเพ่ิมผลิตไฮโดรเจน ซึ ่งมีงานวิจัย Maneeruttanarungroj et al. 2010 ไดW

ทำการศ ึ กษาในสาหร - ายส ี เ ข ี ยวสายพ ัน ธุO  Tetraspora sp. CU2551 โดยการ เต ิ มสาร  

b-mercaptoethanol ซึ่งเปUนสารที่ใหWอิเล็กตรอนลงในอาหารเหลวพบว-ามี สาหร-ายสีเขียวชนิดน้ี

สามารถผลิตก�าซไฮโดรเจนที ่มีค-าสูงสุด คือ 0.42 ไมโครโมลต-อมิลลิกรัมเซลลOแหWงต-อชั ่วโมง 

เนื่องมาจากว-าสารที่เปUนตัวใหWอิเล็กตรอนที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยงสาหร-ายสามารถใหWอิเล็กตรอน 

และถูกถ-ายโอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอนต-าง ๆ ภายในกระบวนการสังเคราะหOแสง ส-งผลใหWมีการส-งผ-าน

อิเล็กตรอนไปท่ีเอนไซมOไฮโดรจีเนสและเกิดก�าซไฮโดรเจนท่ีเพ่ิมข้ึน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.8  เทคโนโลยีเมแทบอโลม 

เมแทบอโลม ิกสO  หร ือ การว ิ เคราะห OสารเมแทบอไลตO   (metabolite analysis) หรือ  

การรวบรวมขWอมูลสารเมแทบอไลตO  (metabolite profiling) เปUนศาสตรOทางวิทยาศาสตรOอีกแขนง

หนึ่งที่เนWนศึกษาเกี่ยวกับสารชีวโมเลกุลขนาดเล็ก (โดยทั่วไปมีขนาดไม-ต่ำกว-า 1.5 กิโลดาลตัน)  

ที่สังเคราะหOจากสิ่งมีชีวิตหรือเปUนองคOประกอบส-วนหนึ่งของสิ่งมีชีวิตทางชีวภาพ (Chong et al., 

2019) เช-น นิวคลีโอไทดO กรดนิวคลีอิค กรดอะมิโน เพปไทดOสายสั ้น กรดไขมัน ไดแซคคาไรดO  

โอลิโกแซคคาไรดO ไวตามิน สารประกอบแอลกอฮอลO สารประกอบคารOบอนิล กรดอินทรียO  

สารประกอบซัลเฟอรO สารประกอบฟ£นอลิก สารประกอบอะโรมาติกไฮโดรคารOบอน และ 

สารชีวโมเลกุลอื่นๆ วัตถุประสงคOของการศึกษาเมแทบอโลมิกสOเพื่อรวบรวมขWอมูลและปริมาณของ

สารเมแทบอไลตO ทั้งหมด หรือ เมแทบอโลม (metabolome) โดยศึกษาสารที่สังเคราะหOภายในเซลลO 

(intracellular) และสารที่หลั่งออกมาภายนอกเซลลO (extracellular) ซึ่งผลิตไดWจากวิถีเมแทบอลิซึม 

(metabolic pathway) เพื่อใหWเกิดความเขWาใจแบบองคOรวม (holistic approach) ของระบบชีวภาพ

ที ่ตอบสนองต-อสภาวะแวดลWอมและการแสดงออกของพันธุกรรม (Walsh et al., 2016)  โดย 

เทคนิคการวิเคราะหOที่นิยมนำมาใชWในการศึกษาทางเมแทบอโลมิกสO ไดWแก- mass spectrometry 

(MS) น ิยมใช Wร -วมก ับเทคนิคการแยกสาร เช -น gas chromatography/ mass spectrometry 

(GC/MS) หรือ liquid chromatography/mass spectrometry (LC/MS) และnuclear magnetic 

resonance (NMR) spectroscopy (ศานตOเศรษฐชัยมงคล และมยุรี เหลือวิสัย, 2561) 

เทคโนโลยีเมแทบอโลมิกสOเริ่มมีการใชWกันอย-างแพร-หลายในป�จจุบัน ดังงานวิจัยของ Brisson 

et al., (2021) ไดWศึกษาการระบุเมแทบอไลตOของเอฟเฟคเตอรOโดยการทำ Exometabolite Profiling 

ของสาหร-ายขนาดเล็กท่ีมีความหลากหลาย   exometabolomes ของ microalgal ยังคงมีการศึกษา

นWอย คณะผูWวิจัยไดWวิเคราะหOเมแทบอโลมที่ที่ถูกขับออกมาจากสาหร-ายยูคาริโอตที่มีความหลากหลาย

ทางสายว ิว ัฒนาการและทางน ิ เวศว ิทยา 4 สายพ ันธ ุ Oท ี ่ เพาะเล ี ้ ยงในห Wองปฏ ิบ ัต ิการ, 

Chlamydomonas reinhardtii ม า จ า ก น ้ ำ จ ื ด , Desmodesmus sp. ม า จ า ก น ้ ำ ก ร - อ ย , 

Phaeodactylum tricornutum มาจากทะเล และ Microchloropsis salina จากทะเล เพื่อระบุ

สารเมแทบอไลตOที่ปล-อยออกมา  เมื่อเปรียบเทียบกับ metabolomes ทั้ง 4 สายพันธุO พบว-ามีไดเปป

ไทดOและไตรเปปไทดOที ่แตกต-างกันหลายตัวที ่หลั ่งออกมาจากสาหร-ายแต-ละชนิด  ลูไมโครม 

(lumichrome) ซึ ่งเปUนสารประกอบที ่ทราบกันว-าเก่ียวขWองกับการเจริญเติบโตของพืชและ 

สารประกอบคลWายพรอสตาแกลนดินชนิดใหม- (prostaglandin) ตรวจสอบเพิ่มเติมถึงผลกระทบของ

การเต ิมสารประกอบ 8 ชน ิดจากภายนอกที ่ เล ือกโดยพิจารณาจากการเพ ิ ่มค ุณค -าของ 

exometabolome ต-อการเจริญเติบโตของสาหร-าย จากสารประกอบเหล-าน้ี 5 ชนิด (ลูไมโครม, 5’-

S-เมทิล-5’-ไทโอดีโนซีน, 17-ฟ£นิล ไตรนอรO พรอสตาแกลนดิน A2, กรดโดดีแคนไดโออิก และ 

กรดอะลิยูริติก) ส-งผลกระทบต-อการเจริญเติบโตในการเพาะเลี ้ยงสาหร-ายอย-างนWอยหนึ่งชนิด  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สารเมแทบอไลทOจากการเติมสารประกอบสองชนิดเหล-าน้ี (กรดโดดีแคนไดโออิกและกรดอะลูริติก) 

ใหWผลลัพธOที่ต-างกันโดยเพิ่มการเจริญเติบโตของสาหร-ายบางชนิดและลดการเจริญเติบโตของสาหร-าย

บางชนิด เผยใหWเห็นกลุ-มใหม-ของ microalgal exometabolites ซึ่งบางกลุ-มอาจเปลี่ยนแปลงการ

เจริญเติบโตของสาหร-ายเมื่อไดWรับจากภายนอก ซึ่งบ-งชี้ถึงบทบาทที่เปUนไปของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นใน

สาหร-ายต-างสายพันธุO 

 

2.9  งานวิจัยที่เกี่ยวขXอง 

Maneeruttanarungroj et al. 2010 จากงานวิจัยนี้ไดWพบสาหร-ายสีเขียวที่ผลิตไฮโดรเจนที่มี

เซลลOเดียวชนิดใหม-ถูกแยกไดWจากบ-อน้ำจืดในจังหวัดปทุมธานี ประเทศไทย ถูกจัดจำแนกอยู-ในตระกูล 

Tetraspora ซึ่งการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นเมื่อพีเอช เพิ่มขึ้นจาก 5.75 เปUน 9.30 แต-อย-างไรก็ตาม  

ค-าพีเอชท่ี 5.25 แทบไม-มีการผลิตไฮโดรเจนเกิดขึ้น  แต-พบว-าเกิดการกระตุWนการผลิตไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้นประมาณสองเท-าจากการเติมb-mercaptoethanol 0.5 มิลลิโมลารO ลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

TAP และในระหว-างขั้นตอนการผลิตไฮโดรเจนภายใตWสภาวะที่ปราศจากไนโตรเจนและกำมะถันใหW

ไฮโดรเจนที ่คำนวณไดWสูงสุด 17.3 ถึง 61.7 ไมโครลิตรต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลOเอต-อชั ่วโมง 

(µmol/mg chl a/h)  เปUนอัตราการผลิตที่สูงมากเมื ่อเทียบกับสาหร-ายสีเขียวอื ่น ๆ และทำใหW

เล็งเห็นว-าการใชWสารที่เปUนตัวใหWอิเล็กตรอนนั้นมีผลต-อการเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-ายสี

เขียว 

จากงานวิจัย Lis et al. 2017 ไดWศึกษาลักษณะเชิงโมเลกุลของเอนไซมOอัลดีไฮดO/แอลกอฮอลO 

ด ีไฮโดรจีเนส (Aldehyde/alcohol dehydrogenases: ADHE) จากสาหร-ายสีเข ียวขนาดเล็ก 

Chlamydomonas reinhardtii ซึ ่งเปUนเอนไซมOที ่มีสองหนWาที ่ที ่เกี ่ยวกับการผลิตเอทานอลจาก 

อะซีติล-โคเอ โดยมีอะซีตัลดีไฮดOเปUนตัวกลางและมีบทบาทสำคัญในความสมดุลของรีดอกซOแบบไม-ใชW

ออกซิเจนในแบคทีเรียหลายชนิด จากงานวิจัยพบกิจกรรมของเอนไซมOที่กระตุWนโดย ADHE โดยเร่ิม

จากเอทานอลจะถูกออกซิไดซOไดWเปUนมีอะซีตัลดีไฮดO โดยเอนไซมOแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส ไดW

อิเล็กตรอนออกมาเปUนนิโคตินาไมดOอะดินีนไดนิวคลีโอไทดOฟอสเฟต (Nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate: NADP) จากน ั ้นจะถ ูกออกซ ิ ไดซ O ไปเป Uนอะซ ี เตท โดยเอนไซมO  

อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนส ซึ่งปฏิกิริยาดังกล-าวเปUนปฏิกิริยาท่ีสามารถยWอนกลับไดW จากรูปที่ 2.11 ซ่ึง

สามารถใชWอธิบายการเปล่ียนแปลงของสารท่ีเปUนตัวใหWอิเล็กตรอนไดW 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.11 กิจกรรมของเอนไซมOเอนไซมOอัลดีไฮดO/แอลกอฮอลO ดีไฮโดรจีเนส (Lis, et al. 2017) 

 

งานวิจัย Sengmee et al. 2017 ศึกษาความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-ายสีเขียว

โดยใชWกลีเซอรอลเปUนแหล-งคารOบอน โดยเติมกลีเซอรอลความเขWมขWน 4, 8, 12, 16, และ 20 กรัมต-อ

ลิตร ลงไปในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ผลการวิจัยพบว-าสภาวะที่เหมาะสมที่สุดสำหรับการผลิตไฮโดรเจน

และไขมันโดยสาหร-ายขนาดเล็กคือ กลีเซอรอลที่ความเขWมขWนของกลีเซอรอลท่ี 16 กรัมต-อลิตร ใหW

การผลิตไฮโดรเจนสูงสุดท่ี 10.31 ± 0.05 มิลลิลิตรต-อลิตร และเม่ือเล้ียงในถังหมัก 1 ลิตร ใหWการผลิต

ไฮโดรเจนสูงถึง 11.65 ± 0.65 มิลลิลิตรต-อลิตร พรWอมดWวยปริมาณไขมันมากกว-า 40 เปอรOเซ็นตO 

 

จากงานวิจัย Prasertsan et al. 2021 ไดWศึกษาการเพ่ิมไบโอมีเทนโดยใชWน้ำทิ้งโรงงานน้ำมัน

ปาลOมเปUนอาหารในการเลี ้ยงเชื ้อจากเติมกากตะกอนจุลินทรียOแบบไม-ใชWออกซิเจน (Anaerobic 

microbial sludge) และเติมกลีเซอรอลและเอทานอล ความเขWมขWน 1  3 และ 5 เปอรOเซ็นตO 

ผลการวิจัยพบว-า อัตราการผลิตก�าซมีเทนที่เติมกลีเซอรอล 1 เปอรOเซ็นตO ลดลง 38 เปอรOเซ็นตO  

ในขณะท่ีเติมเอทานอล 5 เปอรOเซ็นตO มีอัตราการผลิตมีเทนสูงกว-าชุดควบคุมถึง 67 เปอรOเซ็นตO 

ผลการวิจัยชี้ชัดว-าอัตราการผลิตก�าซมีเทนจากเอทานอล 5 เปอรOเซ็นตO สูงกว-าอัตราการผลิตโดยใชW 

กลีเซอรอล 1 เปอรOเซ็นตO เปUนแหล-งคารOบอนถึง 2.7 เท-า จากการตรวจสอบจุลินทรียOที่อยู-ในกาก

ตะกอนพบแบคทีเรียหลายสายพันธุO คือ Sandarakinotalea sp., Lachnobacterium sp., Blautia 

sp., Marinobacter sp., Anaerotruncus sp., Enterobacter sp. และ Acinetobacter sp.  

 

จากการศึกษาการตอบสนองระดับเมแทบอโลมจากการผลิตไฮโดรเจนที่ไม-ใชWออกซิเจนใน

สภาวะที ่ขาดกำมะถันของงานวิจ ัย Zhou et al. 2009 โดยใชWสาหร-าย Chlamydomonas 

reinhardtii โดยใชW นิวเคลียรOแมก-เนติกเรโซแนนซOสเปกโตรสโคป£ (Nuclear Magnetic Resonance 

Spectroscopy: NMR spectroscopy)  เครื ่องแมสสเปกโตรเมทรี (Mass spectrometry) และ 

เทคนิคโครมาโตกราฟ£แบบเยื่อบาง (Thin layer chromatography) ผลการวิจัยระบุว-าสาหร-าย 

สีเขียวไดWใชWอะซิเตทเพื่อสะสมพลังงานสำรองใน 24 ชั่วโมงแรกของการสูญเสียกำมะถัน นอกจากนี้ยัง

มีการสะสมไตรเอซิลกลีเซอรOไรดOไวWในเซลลOจำนวนมากในชั่วโมงที่ 24 ถึง 72 แรก  การท่ีค-าพีเอช 

ลดลงเกิดจากการเผาผลาญพลังงานจากการกระบวนหมัก มีการผลิตไฮโดรเจนและระดับกรดอะมิโน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เพิ่มขึ้น ในระยะสุดทWายจาก 72 ถึง 120 ชั่วโมง เมแทบอลิซึมชWาลงทำใหWพีเอชนั้นคงที่แมWว-ายังมีการ

สะสมของแป�งและไตรเอซิลกลีเซอรOไรดOยังคงอยู-ภายในเซลลO ดังนั้นสรุปไดWว-าการผลิตไฮโดรเจนไม-ไดW

ชะลอตัวลงเนื่องจากพลังงานสำรองหมด แต-เกิดจากการขาดกำมะถันหรือการสะสมสารที่เปUนพิษต-อ

เซลลO 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

ภาพรวมของงานในการหาสาหร-ายที่สามารถผลิตไฮโดรเจนที่ดีที่สุดในสภาวะที่มีเอทานอล 

เร ิ ่มจากการคัดกรองสาหร-ายสีเข ียวในคลังหน-วยวิจ ัยพลังงานชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรO  

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหารลาดกระบัง ที ่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดWสูงที ่สุด 

ในสภาวะที่มีเอทานอล จากน้ันทดสอบความเขWมขWนเอทานอลที่เหมาะสมต-อการผลิตไฮโดรเจน 

ติดตามหา 18S rDNA และ และศึกษาการตอบสนองของเซลลOในรูปแบบต-าง ๆ ไดWแก- การวิเคราะหO

ปริมาณเอทานอลและอะเซทัลดีไฮดOในอาหารเหลว การวิเคราะหOกิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนส 

การวิเคราะหOปริมาณคลอโรฟnลลO และ การวิเคราะหOระดับเมแทบอโลม แสดงดังในรูปท่ี 3.1  

 

รูปท่ี 3.1 ภาพรวมการดำเนินงานหาสาหร-ายสีเขียวท่ีผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงในสภาวะท่ีมีเอทานอลอยู-ใน

ระบบ 

 

3.1 สารเคมี 

3.1.1 Acetic acid glacial (CARLO ERBA, India) 

3.1.2 Acetaldehyde (ACS Chemicals, India) 

3.1.3 Ammonium chloride (LOBALO Chemie, India) 

3.1.4 Ammonium molybdate tetrahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.5 Ammonium Persulfate (LOBALO Chemie, India)

3.1.6 Calcium chloride dihydrate (CARLO ERBA, India) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.1.7 Copper(II) sulfate pentahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.8 Dipotassium hydrogen phosphate (Ajax Finechem Pty, Australia) 

3.1.9 Disodium EDTA (CARLO ERBA, India) 

3.1.10 Ethanol (RCI LABSCAN, Ireland) 

3.1.11 Hydrochloric acid (QREC, New zealand) 

3.1.12 Iron(III) chloride hexahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.13 Iron(III) sulfate heptahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.14 N-propanol (KemAus, Australia) 

3.1.15 Liquid nitrogen  

3.1.16 Magnesium sulfate heptahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.17 Manganese chloride tetrahydrate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.18 b-mercaptoehanol (Sigma-Aldrich, USA) 

3.1.19 Methanol (KemAus, Australia) 

3.1.20 Potassium chloride (LOBALO Chemie, India) 

3.1.21 Potassium dihydrogen phosphate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.22 Sodium acetate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.23 Sodium dodecyl sulfate (LOBALO Chemie, India) 

3.1.24 Sodium hydroxide (LOBALO Chemie, India) 

3.1.25 Boric acid (LOBALO Chemie, India) 

3.1.26 Tris base (CARLO ERBA, India) 

3.1.27 Zinc sulfate heptahydrate (LOBALO Chemie, India) 

 

3.2 เครื่องมือที่ใชXในงานวิจัย 

3.2.1 เคร่ืองแกWวชนิดต-าง ๆ (Glassware) 

3.2.2 จานเพาะเช้ือ (Petri dish) และเข็มเข่ียเช้ือแบบกลม (Loop) 

3.2.3 โกร-งบด (Mortar and Pestle) 

3.2.4 ชWอนตักสารสแตนเลส (Spatula Stainth) 

3.2.5 เคร่ืองเขย-าผสมสาร (Vortex mixer) 

3.2.6 เทอรOโมมิเตอรO (Thermometer) 

3.2.7 เคร่ืองช่ัง 4 ตำแหน-ง (Mettler Toledo, Thailand)) 

3.2.8 ไมโครปnเปตตO (Pipet-lite xls, Rainin Mettler Toledo, Switzerland) 

3.2.9 เคร่ืองป�µนเหว่ียงขนาดเล็ก (Mini centrifuge) (Thermo Fisher, Germany) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.10 เครื ่องป� µนเหวี ่ยงแบบควบคุมอุณหภูม ิ (Refrigerated centrifuge) (Thermo 

Fisher, Germany) 

3.2.11 เคร่ืองวัดการดูดกลืนแสงชนิดคล่ืนแสง (UV-Vis spectrophometer) 

3.2.12 เคร่ืองวัดค-าความเปUนกรดและเบส (pH meter)  

3.2.13 เคร่ืองกำเนิดคล่ืนเสียงความถ่ีสูง (Ultrasonic Processor) 

3.2.14 เคร่ืองอ-านปฏิกิริยาในถาดหลุม (Microplate reader)  

3.2.15 คิวเวตตO (Semi-micro cuvette, path length 10 mm) 

3.2.16 ตูWบ-มแบบเขย-าและควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) 

3.2.17 ตูWปลอดเช้ือ (Laminar airflow) 

3.2.18 ตูWอบลมรWอน (Hot air oven) 

3.2.19 หมWอน่ึงฆ-าเช้ือ (Autoclave) (JS Research INC, Korea) 

3.2.20 กลWองจุลทรรศนOแบบใชWแสง (Light microscope) 

3.2.21 กระบอกฉ ี ด ย า  (Syringe) แ ล ะ เ ข ็ ม ฉ ี ด ย า  (Hypodermic needle) (Nipro, 

Thailand)  

3.2.22 ต ัวล ็อคเข ็มฉ ีดยา (Syringe valve push button, luer lock) (Sigma-Aldrich, 

USA)  

3.2.23 หลอดเซนติฟnวกOพลาสติกและฝาปnด 15 และ 50 มิลลิลิตร (Centrifuge tube with 

screw cap)  

3.2.24 หลอดไมโครเซนตริฟnวจOขนาด 1 และ 2 มิลลิลิตร (Eppendorf, Germany) 

3.2.25 หลอดพีซีอารO (PCR Tube) (Eppendorf, Germany) 

3.2.26 เ ค ร ื ่ อ ง เ พ ิ ่ ม ป ร ิ ม าณสา รพ ั น ธ ุ ก ร รม  (PCR Thermal Cycler) (U-Therm 

International H.K. Limited, China) 

3.2.27 ชุดอุปกรณOแยกดWวยไฟฟ�า (Electrophoresis equipment) (BIO-RAD, USA) 

3.2.28 ตะเกียงแอลกอฮอลO (Alcohol Berner)  

3.2.29 เคร่ืองก�าซโครมาโตกราฟ (Gas chromatograph)  

3.2.30 ขวดแกWว (Gas-tight vail) ขนาด 13 และ 100 มิลลิลิตร พรWอมจุกยางและฝาล็อค

อะลูมิเนียม 

3.2.31 ขวดแกWว (Gas-tight vail) ขนาด 2 มิลลิลิตร พรWอมฝาพลาสติกและแผ-น Septa ท่ี

เคลือบซิลิโคน  

3.2.32 เคร่ืองถ-ายรูปภาพจากเจล (Gel Doc EZ Imaging System) (BIO-RAD, USA) 

 

3.3 สารเคมีสำหรับใชXในการวิเคราะหMในปฏิกิริยาลูกโซVพอลิเมอเรส 

3.3.1 ดีออกซีนิวคลีโอไทดOไตรฟอสเฟต (Deoxynuclrotide triphosphate, dNTPs) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.3.2 เอนไซมO DreamTaq DNA polymerase (Thermo Scientific, USA) 

3.3.3 ไพรเมอรO (18S Forward primer, 18S Reverse primer, HydAF primer, HvF1 

primer,  HvF2 primer,  HydAR primer,  HvR1 primer, HvR2 primer, 

ADH_F1 primer, ADH_R1 primer และ ADH_R2 primer) 

3.3.4 บัฟเฟอรO10X DreamTaq Green (Thermo Scientific, USA)  

 

3.4 สารเคมีสำหรับการแยกดีเอ็นเอดXวยกระแสไฟฟiา 

3.4.1 อะกาโรส (Agarose) (BioWhittaker Molecular Applications, USA) 

3.4.2 สารละลาย 6X loading buffer 

3.4.3 สารละลาย 50X Tris-acetate-EDTA 

3.4.4 ดีเอ็นเอมาตรฐาน (KAPA DNA Ladder) (KAPA Biosystems, USA) 

 

3.5 ชุดทดสอบ (Kit) 

3.5.1 ชุดการทำบริสุทธ์ิของผลิตภัณฑO PCR (TIANGENTM Universal DNA Purification 

Kit) 

3.5.2 ชุดการทำใหWบริสุทธ์ิของ RNA (TIANGENTM RNAprep Pure Kit For Plant) 

3.5.3 ชุดสังเคราะหO cDNA (cNDA Synthesis Kit, biotechrabbitTM) 

3.5.4 ชุด PCR Cloning (pGEM®-T Easy Vector Systems, Promega) 

3.5.5 ชุดสกัดพลาสมิด (FavorPrepTM GEL Plasmid Extraction Mini Kit) (FAVORGEN 

biotech   corp., Taiwan) 

 

3.6 สารเคมีสำหรับการวิเคราะหMการทำงานของเอนไซมMไฮโดรจีเนส 

3.6.1 Methyl viologen (ACROS OrganicsTM,China) 

3.6.2 Sodium dithionite (Sigma-Aldrich, USA)  

3.6.3 Triton X-100 (ACROS ORGANICS, USA)  

 

3.7 กnาซมาตรฐานและกnาซที่ใชXในการวิเคราะหMไฮโดรเจน 

3.7.1 ก�าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอรOเซ็นตO ในอารOกอน (Linde, Thailand) 

3.7.2 ก�าซอารOกอนท่ีมีความบริสุทธ์ิ 99.999 เปอรเOซ็นตO (Linde, Thailand) 

 

3.8 ยาปฏิชีวนะที่ใชXยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

3.8.1 แอมพิซิลลิน (Ampicillin Sodium Salt) (VMR Life science, Strongsville USA) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.8.2 กานาไมซิน (Kanamycin) (Thai Meiji Phamaceutical, Thailand) 

 

3.9 ศึกษาการเพาะเลี้ยงและการคัดเลือกสาหรVายสีเขียวที่มีประสิทธิภาพในการ

ผลิตไฮโดรเจนดีที่สุด 

เตร ียมหัวเช ื ้อสาหร -ายสายพันธ ุ Oต -าง ๆ ด Wวยอาหารเหลวสูตร TAP (Tris-Acetate-

Phosphate) (Maneeruttanarungroj et al., 2010) นำโคโลนีเด่ียวของสาหร-ายสีเขียว มาเข่ียลงใน

อาหารเหลวประมาณ 1-2 โคโลนี (จะใหWค-า OD เริ่มตWนประมาณ 0.05) เลี้ยงแบบเขย-าภายใตWความ

เขWมแสง 3,000 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปUนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นป�µนเก็บเซลลOท่ี

ความเร็ว 3,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 5 นาที เทส-วนใสทิ้งและลWางเชลลOดWวยน้ำกลั่นปลอดเช้ือ 

จากนั้นกระจายเซลลOในน้ำปลอดเชื้อ 5 มิลลิลิตร ปnเปตตOสารแขวนลอยเซลลOนี้ลงอาหาร TAP และ 

TAP ที่เติมเอทานอล โดยใหWค-าความขุ-น (OD750) สุดทWายเท-ากับ 0.1 บรรจุสารแขวนลอยเซลลO 25 

มิลลิลิตร ในขวดเก็บก�าซขนาด 103 มิลลิลิตร เปUนจำนวน 3 ซ้ำ ปnดขวดดWวยยางและล็อคดWวยแหวน

อลูมิเนียม เปºาไล-อากาศดWวยอารOกอนที่ความดัน 0.1 psi เปUนเวลา 10 นาทีเพื่อกำจัดออกซิเจนออก

จากระบบ บ-มขวดสาหร-ายนี้ที่ความเขWมแสง 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเชียส พรWอมกับเขย-า

ขวดที่ความเร็วรอบ 120 รอบต-อนาที จากนั้นตรวจวัดก�าซไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นตามช-วงเวลาที่ตWองการ

ดWวยเครื่องแก�สโครมาโตกราฟ โดยมีสภาวะของระบบดำเนินการดังแสดงในตารางที่ 3.1 สาหร-ายสาย

พันธุOท่ีถูกกระตุWนดWวยเอทานอลไดWดีท่ีสุด จะไดWรับเลือกและใชWศึกษาต-อในการทดลองต-อไป 
 

ตารางที่ 3.1 แสดงสภาวะที่ใชWในการวิเคราะหOองคOประกอบของก�าซไฮโดรเจนที่ผลิตไดWจากสาหร-าย

ดWวยเครื่องก�าซโครมาโตกราฟ£ เทอรOมอลคอนดักติวิตี ดีเทคเตอรO (Gas Chromatography-Thermal 

conductivity detector; GC-TCD) 

พารามิเตอร)   สภาวะของระบบดำเนินการ 

Carrier Gas Argon flow rate 30 mL/min (99.999% purity) 

Column - Pack column 1.5 m X 1.0 mm 

- Molecular sieve 5 Å mesh 80/100 

Detector Thermal conductivity detector (TCD) 

Temperature Program - Injector temperature: 100 °C  

- Oven temperature: 40 °C 

- Detector temperature: 150 °C 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.10 ศึกษาความเขXมขXนเอทานอลที่เหมาะสมตVอการผลิตไฮโดรเจน 

เตรียมหัวเชื้อสาหร-ายตามวิธีในขWอ 3.10 และกระจายเซลลOในอาหาร TAP ที่เติมเอทานอล  

ท่ีความเขWมขWน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิโมลารO จากนั้นจะนำไปทดสอบการผลิตไฮโดรเจน

โดยบรรจุสารแขวนลอยสาหร-าย 20 มิลลิลิตรในขวดเก็บก�าซขนาด 103 มิลลิลิตร ตามวิธีดังขWอ 3.10 

ติดตามไฮโดรเจนที่ผลิตไดWจนกว-าจะไม-พบการเพิ่มขึ้นของผลผลิต เมื่อไดWความเขWมขWนเอทานอลที่ดี

ท่ีสุดแลWว เซลลOตามช-วงเวลาต-าง ๆ จะถูกนำไปศึกษาการตอบสนองของเซลลOต-อไป 

 

3.11 ศึกษายีน 18S rDNA ดXวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซVพอลิเมอเรส (Polymerase 

Chain Reaction: PCR)  

ทำปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรสโดยใชWเซลลOสาหร-ายและ cDNA (Sirawattanamongkol et 

al., 2020) เปUนแม-แบบ ซ่ึงมีไพรเมอรOท่ีออกแบบโดย Maneeruttanarungroj et al., 2010 ดังน้ี 

1)  Forward Primer: 5’CAGCAGCCGCGGTAATT3’ 

2)  Reverse Primer: 5’CATCTAAGGGCATCACAGACC3’ 

จากนั้นใชWเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอที่ไดWมีการตั้งโปรแกรม

ไวW ดังแสดงในตารางท่ี 3.2 และตารางที่ 3.3 ตามลำดับจากนั้นนำผลิตภัณฑOที ่ไดWตรวจสอบดWวย 

วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (Agarose Gel Electrophoresis) ในความเขWมขWน 1 เปอรOเซ็นตOใน

สารละลายบัฟเฟอรO Tris-Borate-EDTA และนำไปส-องดWวยเครื่องถ-ายภาพจากเจล (Gel Doc EZ 

Imaging System) เพื ่อตรวจสอบแถบและขนาดของผลิตภัณฑOที ่ไดW จากนั ้นส-งตรวจวิเคราะหO 

หาลำดับนิวคลีโอไทดO เพ่ือนำมาสรWางแผนภูมิตWนไมWไฟโลเจเนติก (Phylogenetic tree) ต-อไป  
 

ตารางท่ี 3.2 แสดงส-วนประกอบของสารผสมปฏิกิริยาในกระบวนการ Polymerase chain 

reaction 

ส0วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

DNA Template 1 

Forward Primer (10 มิลลิโมลารO) 1 

Reverse Primer (10 มิลลิโมลารO) 1 

dNTPs (10 มิลลิโมลารO) 1 

DreamTaq DNA polymerase 5 U/µL 0.1 

10x DreamTaq polymerase buffer 2 

น้ำกล่ัน 13.9 

ปริมาตรรวม 20 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.3 แสดงสภาวะท่ีใชWในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 95 1 นาที 1 

Denaturation 95 30 วินาที  

35 

 

Annealing 50 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final Extension 72 5 นาที 1 

 

3.11.1) การหาลำดับนิวคลีโอไทด)ของยีน 18S rDNA 

ตัดแถบของผลิตภัณฑOที่ไดWจากการ PCR ในเจลออกจากเจลและทำใหWผลิตภัณฑO

นั้นบริสุทธิ์ดWวยชุดการทำใหWบริสุทธ์ิของผลิตภัณฑO PCR ตามขั้นตอนดังนี้ (TIANGENTM Universal 

DNA Purification Kit) นำชิ ้นเจลดีเอ็นเอที ่ตัดมาใส-ลงในหลอดเซนตริฟnวจOขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

เติมบัฟเฟอรOลงไปปริมาตร 100 ไมโครลิตร (ต-อน้ำหนัก 100 มิลลิกรัมของเจล) แลWวนำหลอดเซนตริ

ฟnวจOที่มีชิ ้นเจลอยู-ไปแช-ลงในน้ำที่มีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 30 นาที เจลที่ละลาย

หมดแลWวจะกลายเปUนสารละลายสีเหลือง   ปnเปตต¾สารละลายบัฟเฟอรO BL ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ใส-ลงใน CB2 คอลัมนOและนำหลอดไปป�µนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 1 นาที 

และทิ้งส-วนของเหลว  จากนั้นนำสารละลายสีเหลืองที่ไดWจากการละลายเจลใส-ลงใน CB2 คอลัมนOท่ี

ผ-านการลWางดWวยสารละลายบัฟเฟอรO BL นำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUน

เวลา 1 นาที ทิ้งส-วนที่เปUนของเหลว เติมสารละลายบัฟเฟอรO PW ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นำไปป�µน

เหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 1 นาที ทิ้งส-วนของเหลว ทำซ้ำในขั้นตอนนี้อีก

ครั้ง จากนั้นป�µนเหวี่ยงต-ออีกครั้งเพื่อใหWของเหลวออกจากคอลัมนOใหWหมดที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ

ต-อนาที เปUนเวลา 3 นาที  ทำการยWายคอลัมนO CB2 ใส-ลงในหลอดเซนตริฟnวจOขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม

สารละลายบัฟเฟอรO EB ปริมาตร 40 ไมโครลิตร ลงตรงกลางคอลัมนO CB2 และต้ังท้ิงไวWท่ีอุณหภูมิหWอง

เปUนเวลา 2 นาที นำหลอดไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 2 นาที จะไดW

ผลิตภัณฑO PCR ที่บริสุทธิ์  จากนั้นนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธิ์ที ่ไดWไปตรวจสอบดWวยวิธีอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรโฟลิซิสอีกครั้ง เพื่อยันยันว-าการทำผลิตภัณฑO PCR ใหWบริสุทธิ์นั้นสำเร็จ  ทำการส-งตรวจ

วิเคราะหOหาลำดับนิวคลีโอไทดOท่ีบริษัท Ward Medic ประเทศไทย  

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.11.2) การสรKางแผนภูมิตKนไมKไฟโลเจเนติก (Phylogenetic tree) ของยีน 18S 

rDNA 

เมื่อไดWผลลำดับนิวคลีโอไทดOจากการส-งวิเคราะหOแลWว ไดWนำขWอมูลมาสรWางแผนภูมิ

ต Wนไม W  (Phylogenetic tree) โดยใช Wว ิ ธ ี  Maximum Likelihood (ML)  เพ ื ่ อ ใช W เปร ียบเท ียบ 

ความคลWายคลึงกันของยีน 18S rDNA กับสาหร-ายสายพันธุOอื ่น ๆ ในฐานขWอมูล NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) นำลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ทั ้งหมดมา

วิเคราะหOความคลWายคลึง (DNA alignment) ดWวย Clustal omega  ในโปรแกรม MEGA11 โดยใหW

ทำการสุ-ม (Bootstrap) เท-ากับ 1,000 คร้ัง (Kibret et al., 2018) 

 

3.12 การติดตามยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลMดีไฮโดรจีเนส 

ในการศึกษายีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนสจะใชW cDNA เปUนแม-แบบในการ

ทำปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส ดังนั้นจึงจำเปUนที่จะตWองสกัดอารOเอ็นเอและเปลี่ยนเปUนดีเอ็นเอคู-สม 

(Complementary DNA หรือ cDNA) และใชWในการติดตามหายีนไฮโดรจีเนสและ ยีนแอลกอฮอลO- 

ดีไฮโดรจีเนส ต-อไป 

 

3.12.1) วิธีการสกัดอาร)เอ็นเอและการทำใหKบริสุทธ์ิ  

นำสาหร-ายสีเขียวท่ีเล้ียงในอาหาร TAP เล้ียงแบบเขย-าภายใตWความเขWมแสง 3,000 

ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปUนระยะเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นป�µนเก็บเซลลOที่ความเร็ว 3,000 

รอบต-อนาที เปUนเวลา 5 นาที เทส-วนใสทิ้งและลWางเชลลOดWวยน้ำกลั่นปลอดเชื้อ ต-อไปใชWชWอนตักสาร 

สแตนเลส (Spatula Stainth) ที ่ผ-านการฆ-าเชื ้อแลWวตักตะกอนสาหร-ายที ่ไดWจากการป� µนเหวี ่ยง

ประมาณ 50-100 มิลลิกรัม ใส-ลงในโกร-งบดปลอดเชื ้อ เติมไนโตรเจนเหลวลงไปประมาณ 10 

มิลลิลิตร บดอย-างระมัดระวังไม-ใหWรุนแรงมากจนเกินไป ใชWเวลาในการบดประมาณ 5 นาที จากนั้นใชW

ชWอนตักสารตักแบ-งใส-หลอดไมโครเซนตรีฟnวจOขนาด 1.5 มิลลิลตร และจะใชWชุดสกัดอารOเอ็นเอบริสุทธ์ิ 

(TIANGENTM RNAprep Pure Kit For Plant) ซ่ึงจะมีข้ันตอนดังน้ี  

เติมบัฟเฟอรO RL ลงไปในหลอดไมโครเซนตรีฟnวจOที่มีสาหร-ายที่ผ-านการบดแตก

เซลลOแลWว ปริมาตร 450 ไมโครลิตร ต-อไปนำไปแช-ลงในน้ำที่มีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 

1-3 นาที  ต-อไปยWายสารละลายทั้งหมดใส-ลงใน RNase-Free Filter CS คอลัมนO นำไปป�µนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 2-5 นาที ปnเปตตOส-วนที่เปUนสารละลายยWายลงหลอด 

ไมโครเซนตริฟnวจOใหม-ขนาด 1.5 มิลลิลตร ในขั้นตอนนี้ทำอย-างระมัดระวังไม-ใหWส-วนที่เปUนตะกอน

เซลลOติดมาดWวย ทิ้งในส-วนของคอลัมนOไป  ต-อไปเติมเอทานอล 96-100 เปอรOเซ็นตO (สารละลาย 1 

ส-วนต-อเอทานอล 0.5 ส-วน เช-น ปnเปตตOสารละลายมาไดW 500 ไมโครลิตร เติมเอทานอลลงไป 250 

ไมโครลิตร) ลงไปในหลอดท่ีมีสารละลายอยู-และผสมใหWเปUนเน้ือเดียวกันทันทีโดยใหWเทคนิคการปnเปตตO

สารขึ ้นและลง  จากนั้นยWายสารละลายผสมนี้ลงใน RNase-Free Spin CR3 คอลัมนO และปnดฝาเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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คอลัมนOอย-างระมัดระวัง นำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 0.5–1 นาที 

ทิ้งส-วนที่เปUนของเหลว  เติมบัฟเฟอรO RW1 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ลงใน RNase-Free Spin CR3 

คอลัมนO นำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 0.5–1 นาที ทิ้งส-วนที่เปUน

ของเหลว   เติม DNase I Working Solution ปริมาตร 80 ไมโครลิตร ลงไปตรงกลางของ RNase-

Free Spin CR3 คอลัมนO ตั้งทิ้งไวWที่อุณหภูมิหWอง เปUนเวลา 10 นาที และ เติมบัฟเฟอรO RW1 อีกคร้ัง 

ปริมาตร 350 ไมโครลิตร ลงใน RNase-Free Spin CR3 คอลัมนO นำไปป�µนเหวี่ยง 12,000 รอบต-อ

นาที เปUนเวลา 0.5–1 นาที ท้ิงส-วนท่ีเปUนของเหลว   ต-อไปเติมบัฟเฟอรO RW ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

ลงใน RNase-Free Spin CR3 คอลัมนO นำไปป�µนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 

0.5–1 นาที ทิ้งส-วนที่เปUนของเหลว ทำซ้ำในขั้นตอนนี้อีกครั้ง จากนั้นป�µนเหวี่ยงต-ออีกครั้งเพื่อใหW

ของเหลวออกจากคอลัมนOใหWหมดที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 2 นาที  ทำการยWาย 

RNase-Free Spin CR3 คอลัมนOใส-ลงในหลอดเซนตริฟnวจOใหม-ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย 

RNase-Free Water ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงตรงกลางคอลัมนO และต้ังท้ิงไวWท่ีอุณหภูมิหWองเปUนเวลา 

2 นาที นำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 2 นาที  จะไดWอารOเอ็นเอท่ี

บริสุทธ์ิ จากนั้นแบ-งอารOเอ็นเอบริสุทธ์ิที่ไดWไปตรวจสอบดWวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟลิซิสอีกคร้ัง 

เพื่อยันยันว-าการสกัดอารOเอ็นเอนั้นสำเร็จ ในส-วนที่เหลือนำไปจัดเก็บที่ตูWเก็บเชื้อ -80 องศาเซลเซียส 

ในทันทีเพ่ือป�องกันอารOเอ็นเอเกิดการสลายตัว 

 

3.12.2) การทำปฏิกิริยารีเวิร)สทรานสคริปชัน (Reverse transcription)  

นำอารOเอ็นเอบริสุทธิ์ที่ไดWจากการสกัดมาทำปฏิกิริยารีเวิรOสทรานสคริปชัน โดยใชW

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรสเปลี่ยนอารOเอ็นเอใหWเปUน cDNA ซึ่งองคOประกอบในการทำปฏิกิริยา

อยู-ในตารางที่ 3.4 ในการผสมองคOประกอบต-าง ๆ นั้นจะทำในอุณหภูมิที่เย็น จากนั้นจะใชWเครื่องเพ่ิม

ปริมาณสารพันธุกรรมและต้ังชุดโปรแกรมเพ่ือเปล่ียนอารOเอ็นเอใหWเปUน cDNA ดังแสดงในตารางท่ี 3.5 

เมื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเสร็จเรียบรWอยแลWวนั้น จะนำดีเอ็นเอที่ไดWไปเก็บรักษาสภาพไวWที่อุณหภูมิ -20 

องศาเซลเซียส เพื่อใชWเปUนแม-แบบในการติดตามยีนไฮโดรจีเนสและ ยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส 

ต-อไป 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.4 แสดงองคOประกอบในปฏิกิริยารีเวิรOสทรานสคริปชัน 

ส0วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

RNA (0.1-1 µg/µL) 5 

RNase Inhibitor (20 U/µL) 1 

Oligo dT (10 ไมโครโมลารO) 0.5 

dNTPs (10 มิลลิโมลารO) 4 

M-MuLVReverse transcriptase Enzyme 1 

10x Buffer 5 

น้ำ RNase Free 3.5 

ปริมาตรรวม 20 

 

ตารางท่ี 3.5 แสดงสภาวะท่ีใชWในปฏิกิริยารีเวิรOสทรานสคริป  

อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาที) 

42 60 

85 10 

4 Forever 

 

3.12.3) การติดตามลำดับนิวคลีโอไทด)ของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอล)ดีไฮโดร-

จีเนส ดKวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ0พอลิเมอเรส 

การคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดร- 

จีเนสดWวยเทคนิดปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส ไพรเมอรOทั ้งหมดที่ใชWเปUน Degenerate Primer ซ่ึง 

ไพรเมอรOในการคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส จะแสดง

ดังในตารางท่ี 3.6 และตารางท่ี 3.7  

 

ตารางท่ี 3.6 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรOท่ีใชWในการคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนส 

ออกแบบโดย Maneeruttanarungroj et al., 2010 

ชนืดของไพรเมอร) ช่ือไพรเมอร) ลำดับนิวคลีโอไทด) 

Forward primer HvF2 5’ TGCCCATGTTCACCA 3’ 

Reverse primer 
HvR1 5’ CKSCTGSCGCTTCTG 3’ 

HydAR 5’ GCCACRTAGTGBGTGTGCAG 3’ 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.7 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรOท่ีใชWในการคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนแอลกอฮอลO-

ดีไฮโดรจีเนส ออกแบบโดย Maneeruttanarungroj et al., 2010 

ชนืดของไพรเมอร) ช่ือไพรเมอร) ลำดับนิวคลีโอไทด) 

Forward primer ADH1_F1 5’ GCGAGAACATGCTSTGGT 3’ 

Reverse primer 
ADH1_R1 5’ ACTSGTACTGCGGGAAGG 3’ 

ADH1_R2 5’ AGCGGGTAGCGCGGGTTS 3’ 

 

ตารางท่ี 3.8 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรOท่ีใชWในการคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนส 

ออกแบบโดย นางสาวรชณีกร กล่ินสาลี 

ชนืดของไพรเมอร) ช่ือไพรเมอร) ลำดับนิวคลีโอไทด) 

Forward primer HydA_F1 5’ GTGCTTCCCAAGCTGAAGACT 3’ 

Reverse primer HydA_R1 5’ GCTCACTCGGACGCATAAGT 3’ 

 

ตารางท่ี 3.9 แสดงรายละเอียดของไพรเมอรOท่ีใชWในการคWนหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนแอลกอฮอลO-

ดีไฮโดรจีเนส ออกแบบโดย นางสาวรชณีกร กล่ินสาลี 

ชนืดของไพรเมอร) ช่ือไพรเมอร) ลำดับนิวคลีโอไทด) 

Forward primer ADH2_F1 5’ GGCTGAGAAGTTTGAGACGC 3’ 

Reverse primer ADH2_R2 5’ CTTCGCGGAATGTGTCGAG 3’ 

 

นอกจากน ี ้ ไพรเมอร Oท ี ่ออกแบบโดย Maneeruttanarungroj et al., 2010 

สามารถนำมาเขWาสลับไขวWเพื่อเขWาคู-กัน ไดWออกมาเปUนในดังตารางที่ 3.10 ซึ่งจะมีองคOประกอบใน 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอแสดงดังในตารางที่ 3.11 และใชWโปรแกรมในการเพิ่มปริมาณผลิตภัณฑO PCR 

โดยเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ดังในตารางที่ 3.12 จากนั้นนำผลิตภัณฑOที่ไดWตรวจสอบดWวย 

วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟลิซิส (Agarose Gel Electrophoresis) ในความเขWมขWน 1 เปอรOเซ็นตOใน

สารละลายบัฟเฟอรO Tris-Borate-EDTA และนำไปส-องดWวยเครื่องถ-ายภาพจากเจล (Gel Doc EZ 

Imaging System) เพ่ือตรวจสอบแถบและขนาดของผลิตภัณฑOท่ีไดW ทำการส-งตรวจวิเคราะหOหาลำดับ

นิวคลีโอไทดO 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.10 แสดงการสลับไขวWของไพรเมอรOเพ่ือการเขWาคู-กันของไพรเมอรOเพ่ือหาลำดับนิวคลีโอ- 

ไทดOของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนสออกแบบโดย Maneeruttanarungroj et 

al., 2010 

แบบท่ี Forward primer Reverse primer 

1 
HvF2 

HvR1 

2 HydAR 

3 
ADH1_F1 

ADH1_R1 

4 ADH1_R2 

 

ตารางท่ี 3.11 แสดงองคOประกอบของสารผสมปฏิกิริยาสำหรับ Polymerase chain reaction เพ่ือ

หาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส 

ส0วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

DNA Template 1 

Forward Primer (10 มิลลิโมลารO) 1 

Reverse Primer (10 มิลลิโมลารO) 1 

dNTPs (10 มิลลิโมลารO) 1 

DreamTaq DNA polymerase 5 U/µL 0.1 

10x DreamTaq polymerase buffer 2 

น้ำกล่ัน 13.9 

ปริมาตรรวม 20 

 

ตารางท่ี 3.12 แสดงสภาวะท่ีใชWในการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสาพันธุกรรม

เพ่ือหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา จำนวนรอบ 

Initial Denaturation 95 1 นาที 1 

Denaturation 95 30 วินาที  

35 

 

Annealing 50 30 วินาที 

Extension 72 1 นาที 

Final Extension 72 5 นาที 1 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.12.4) การเช่ือมต0อยีนเป�าหมายกับพลาสมิดพาหะ pGEM®-T Easy Vector  

นำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธิ ์มาเชื ่อมต-อกับพลาสมิดพาหะ ซึ ่งจะใชWพาหะเปUน 

pGEM®-T Easy Vector ซึ่งจะมีองคOประกอบในการเชื่อมต-อยีนเป�าหมายเขWากับพาหะดังในตารางท่ี 

3.13 ผสมเขWากันในหลอดไมโครเซนตริฟnวจO ขนาด 1.5 มิลลิลิตร จากนั้นบ-มที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปUนเวลา 24 ช่ัวใมง เม่ือเสร็จแลWวจะไดWเปUน Ligation Reaction 

 

ตารางท่ี 3.13 แสดงองคOประกอบของปฏิกิริยาการเช่ือมต-อยีนท่ีสนใจเขWากับพลาสมิด  

ส0วนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

ผลิตภัณฑO PCR บริสุทธ์ิ 3.5 

T4 DNA Ligation 2x buffer 5 

pGEM®-T Easy Vector (50ng/µL) 0.5 

T4 DNA Ligase (3 Weiss units/µL) 1 

ปริมาตรรวม 10 

 

3.12.5) การถ0ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเขKาสู0เซลล)คอมพีเทนต)หรือทรานสฟอร)เมชัน 

(Transformation) 

การถ-ายโอนดีเอ็นเอสายผสมเขWาสู-เซลลOคอมพีเทนตOหรือทรานสฟอรOเมชันเปUนการ

นำดีเอ็นเอสายผสมเขWาสู-แบคทีเรียเพ่ือใชWแบคทีเรียในการเพ่ิมจำนวนของยีนเป�าหมาย ซ่ึงจะมีข้ันตอน

ดังนี้ นำ Competent cells  (Esherlichia coli DH5a) ออกจากตูWแช- -80 องศาเซลเซียส  จากน้ัน

นำ Ligation Reaction ที่ไดWจาก 3.13.4 ปริมาตร 4 ไมโครลิตรไปผสมกับ Competent cells 100 

ไมโครลิตร ผสมอย-างเบา ๆ 1-3 ครั้งแลWวนำไปแช-น้ำแข็งเปUนเวลา 30 นาที และนำไปแช-ในน้ำท่ี

อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 45 วินาที จากนั้นนำลงไปแช-ในน้ำแข็งทันที จับเวลา 2 นาที 

เสร็จแลWวเติมอาหารเหลวเลี้ยงเชื้อสูตร LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นำไปบ-มที่ตูWบ-มอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส เขย-าท่ีความเร็วรอบ 150 รอบต-อนาที เปUนเวลา 1 ช่ัวโมง  จากน้ันนำเช้ือมา spread ลงบน

อาหารแข็งสูตร LB (ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ต-ออาหารแข็ง 1 เพลท) ซึ่งในอารหารแข็งสูตร LB จะ

มีการเติมสารอื่น ๆ เพิ่มเติมเพื่อใชWในการคัดเลือกโคโลนีที่มีชิ้นส-วนยีนเป�าหมายซึ่งจะแสดงดังใน

ตารางท่ี 3.14 เม่ือทำการกระจายเซลลOเรียบรWอยแลWว นำไปบ-มท่ีตูWบ-มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปUน

เวลา 24-36 ช่ัวโมง จากนั้นคัดเลือกโคโลนีสีขาวและเลี้ยงในอาหาร LB เพื่อเพิ่มจำนวนแลWวนำมา

สกัดพลาสมิดต-อไป  

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 3.14 แสดงองคOประกอบเติมสารอ่ืน ๆ เพ่ิมเติมเพ่ือใชWในการคัดเลือกโคโลนีท่ีมีช้ินส-วนยีน

เป�าหมาย 

ส0วนประกอบ ความเขKมขKนสุดทKาย 

Isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside (IPTG)) 0.1 มิลลิโมลารO 

Ampicillin  50 ใมโครกรัมต-อมิลลิลิตร 

X-gal 50 ใมโครกรัมต-อมิลลิลิตร 

 

3.12.6) การสกัดพลาสมิด (FavorPrepTM GEL/ Plasmid Extraction Mini Kit) 

เก ็บเกี ่ยวเซลลOแบคทีเร ียปริมาตร 1-3 มิลลิล ิตร โดยการป� µนเหวี ่ยงดWวย 

เครื่องเซนตริฟnวจOที่ความเร็วรอบ11,000 x g เปUนระยะเวลา 1 นาที และเทส-วนใสทิ้ง เติมบัฟเฟอรO 

FAPD1 (ผสม RNase แลWว) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร กระจายใหWเซลลOและบัฟเฟอรOใหWผสมกัน 

จากนั้นเติมบัฟเฟอรO FAPD2 ปริมาตร 200 ไมโครลิตร พลิกหลอดขึ้นลงอย-างเบาๆ 5-10 ครั้ง และ

บ-มที ่อุณหภูมิหWอง 2-5 นาที เพื ่อทำใหWเซลลOแตก จากนั ้นเติมบัฟเฟอรO FAPD3 ปริมาตร 300 

ไมโครลิตร พลิกหลอดข้ึนลงอย-างเบา ๆ 5-10 คร้ัง ทันทีท่ีเติมบัฟเฟอรO ป�µนเหว่ียงดWวยเคร่ืองเซนติฟnวจO

ที ่ความเร็วรอบ 18,000 x g เปUนระยะเวลา 5 นาที ยWายส-วนของเหลวที ่ไดWลงคอลัมนO (FAPD 

Column) จากนั้นป�µนเหวี่ยงดWวยเครื่องเซนติฟnวจOที่ความเร็วรอบ 11,000 x g เปUนระยะเวลา 30 

ว ินาที และทิ ้งส -วนใส เติมบัฟเฟอรO W1 ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั ้นป� µนเหวี ่ยงดWวย 

เครื่องเซนติฟnวจOที่ความเร็วรอบ 11,000 x g เปUนระยะเวลา 30 วินาที และทิ้งส-วนใส เติมบัฟเฟอรO 

Wash ปริมาตร 700 ไมโครลิตร จากนั้นป�µนเหวี่ยงดWวยเครื่องเซนติฟnวจOที่ความเร็วรอบ 11,000 x g 

เปUนระยะเวลา 30 วินาที และทิ้งส-วนใส ป�µนเหวี่ยงดWวยเครื่องเซนติฟnวจOที่ความเร็วรอบ 18,000 x g 

เปUนระยะเวลา 3 นาที เพื่อใหWคอลัมนOแหWง นำคอลัมนOที่แหWงแลWววางลงบนหลอดไมโครเซนติฟnวจOอัน

ใหม- ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution Buffer หรือ ddH20 ปริมาตร 40 ไมโครลิตร บริเวณตรงกลาง

ของเมมเบรนของคอลัมนO ตั ้งทิ ้งไว WเปUนระยะเวลา 1 นาที ณ อุณหภูมิหWอง ป� µนเหวี ่ยงดWวย 

เครื่องเซนติฟnวจOที่ความเร็วรอบ 18,000 x g เปUนระยะเวลา 1 นาที และเก็บสารละลายพลาสมิดที่ไดW

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 

3.13 การวัดความเขXมขXนของเอทานอลและอะเซทัลดีไฮดMระหวVางกระบวนการผลิต 

ในการวิเคราะหOปริมาณเอทานอลและอะเซทัลดีไฮดOระหว-างกระบวนการผลิตนั้น เก็บ

ตัวอย-างเซลลOจากหัวขWอ 3.10 โดยใชWกระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร พรWอมเข็มฉีดยา เก็บตัวอย-าง

สารแขวนลอยเซลลO โดยการป�กเข็มลงไปใน Glass tight vials ผ-านจุกยาง ดูดสารแขวนลอยเซลลO

ออกมาปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส-ลงในหลอดไมโครเซนตริฟnวจOขนาด 1.5 มิลลิลิตร นำไปป�µนเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 4,500 รอบต-อนาที เปUนเวลา 2 นาที ดูดส-วน supernatant ไปกรองดWวยฟnลเตอรOกรอง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นปnเปตตOตัวอย-างอาหารเลี้ยงเชื้อที่ผ-านการกรองแลWวปริมาตร 500 

ไมโครลิตร ลงในขวดแกWว (Gas-tight vail) ขนาด 2 มิลลิลิตร ซึ่งเปUนขวดใส-ตัวอย-างสำหรับฉีด Gas 

Chromatography โดยเฉพาะ  จากนั ้นเติมโพรพานอล (N-propanol) ซึ ่งจะใชWเปUน Internal 

Standard ความเขWมขWน 1 เปอรOเซ็นตO (ที่ผ-านการกรองดWวยฟnลเตอรOกรองขนาด 0.45 ไมโครเมตร) 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ในอัตราส-วน ตัวอย-าง 1 ส-วน ต-อ โพรพานอล 1 ส-วน v/v) จากนั้นปnดดWวย

ฝาเกลียวและนำไปวิเคราะหOความเขWมขWนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดOดWวยเครื่องแก�สโครมาโต

กราฟ (GC-2014 Capillary GC: SHIMADZU) โดยมีสภาวะของระบบดำเนินการดังแสดงในตารางท่ี 

3.14 

 

ตารางท่ี 3.15 แสดงสภาวะท่ีใชWในการวิเคราะหOวิเคราะหOความเขWมขWนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดO

ท่ีอย ู - ในระบบด Wวยเคร ื ่ องก � าซโครมาโตกราฟ £  เฟรมไออนไนท O เซช ัน ด ี เทคเตอรO  (Gas 

Chromatography-Flame Ionization Detector ; GC-FID) 

พารามิเตอร)   สภาวะของระบบการดำเนินการ 

Carrier Gas Helium flow rate 40 mL/min  

Column DB-1 (Inner Diameter: 0.25mm และ Length: 30m) 

Detector Flame Ionization Detector (FID) 

Temperature Program - Injector temperature: 180 °C  

- Column temperature: 60 °C 

- Detector temperature: 60 °C 

 

3.14 ศึกษากิจกรรมของเอนไซมMไฮโดรจีเนส 

เตรียมสารละลายเมทิลไวโอโลเจนท่ีความเขWมขWน 20 มิลลิโมลารO (Sirawattanamongkol et 

al., 2020)และสารละลายไทรทอน เอ็กซO 100 (Triton X-100) ที่ความเขWมขWน 4 เปอรOเซ็นตO (โดย

มวลต-อปริมาตร) ละลายในสารละลายบัฟเฟอรOฟอสเฟตท่ีความเขWมขWน 50 มิลลิโมลารO หลังจากน้ันทำ

การเติมเมทิลไวโอโลเจนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายไทรทอน เอ็กซO 100 ปริมาตร 0.1 

มิลลิโมลารO โดยใชWเข็มเก็บก�าซฉีดสารต-าง ๆ เขWาไปในขวด vial ที่ปราศจากอากาศขนาด 13 มิลลิลิตร 

เติมสารละลายโซเดียมไดไทโอไนทOที่ความเขWมขWน 400 มิลลิโมลารO ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เติมสาร

แขวนลอยเซลลOสาหร-ายสีเขียวตามหัวขWอ 3.9 มาไล-ก�าซออกซิเจนดWวยการพ-นอารOกอน ปริมาตร 1.0 

มิลลิลิตรทำการบ-มใน water bath อุณหภูมิ 50 องซาเซลเซียส เปUนเวลา 10 นาที แลWววัดปริมาณ

ของก�าซไฮโดรเจนท่ีผลิตไดWดWวยเคร่ืองแก�สโครมาโตกราฟโดยใชWระบบเดียวกันกับตารางท่ี 3.1  

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.15 การวัดปริมาณคลอโรฟ�ลลMของสาหรVายสีเขียว 

นำสารแขวนลอยสาหร-ายปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส-หลอดฝาเกลียว นำไปป�µนเหวี่ยงและเทส-วน

ใส 900 ไมโครลิตรทิ้ง เติมเมทานอล 900 ไมโครลิตร เขย-ากระจายเซลลO นำไปบ-มในที่มืดอย-างนWอย  

3 ชั ่วโมง ป� µนเหวี ่ยงที ่ความเร็ว 13,000 รอบต-อนาที เปUนเวลา 5 นาที จากนั ้นนำส-วนใสไป 

วัดค-าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 665 และ 650 นาโนเมตร คำนวณหาปริมาณคลอโรฟnลลOดังสมการ 

(Lee and Shen, 2004) 

 

ปริมาณคลอโรฟnลลO (a+b) = (4.0 x A665) + (25.5 x A650) 

 

3.16 การวัดน้ำหนักแหXงของสาหรVายสีเขียว 

อบกระดาษกรองรูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 24 

ชั่วโมง ทิ้งใหWเย็นลงในเดซิเคเตอรO ชั่งน้ำหนักบนเครื่องชั่ง 4 ตำแหน-ง จนไดWน้ำหนักคงที่ (A) จากน้ัน

น้ำเซลลOแขวนลอยของสาหร-ายปริมาตร 30 มิลลิลิตร มากรองผ-านชุดกรอง โดยใชWกระดาษกรอง 

รูพรุนขนาด 0.45 ไมโครเมตร ที่ชั่งน้ำหนักแลWว จากนั้นนำไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส และ 

ท้ิงใหWเย็นลงในเดซิเคเตอรO ช่ังน้ำหนักกระดาษหลังกรองจนไดWน้ำหนักคงท่ี (B) ทำการทดลอง 3 ซ้ำ ซ่ึง

น้ำหนักเซลลOแหWงของสาหร-ายสามารถหาไดWจาก  

 

น้ำหนักเซลลOแหWงของสาหร-าย (g/L) = (B – A)x1000/30 

 

3.17 การวิเคราะหMเมแทบอโลมภายในเซลลMระหวVางกระบวนการการผลิตกnาซ

ไฮโดรเจน 

เก็บเกี ่ยวสารแขวนลอยสาหร-ายจากขWอ 3.10 โดยป�µนเหวี่ยง 4,300 รอบต-อนาที 5 นาที  

ลWางเซลลOดWวย 1X PBS บัฟเฟอรO (Phosphate Buffered Saline) ปริมาตร 30 มิลลิลิตร กระจาย

ตะกอนเซลลOใน 1X PBS บัฟเฟอรO ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทำใหWเซลลOแตกดWวยเครื่องผสมอัลตราโซนิค 

ความถี ่สูงที ่ 25 kHz, 500 watt, on/off ที ่ 1s/1s และ Amplitude 40% เปUนเวลา 5 นาทีบน

น้ำแข็ง จากนั ้นนำไปป� µนเหวี ่ยง 4,300 รอบต-อนาที 5 นาที  ดูดส-วนใส 500 ไมโครลิตร ใส- 

ไมโครเซนตริฟnวจOนำส-งวิเคราะหO Metabolomics คณะเทคนิคการแพทยO มหาวิทยาลัยมหิดล  

ซ่ึงตัวอย-างจะถูกระเหยแหWงและละลายตัวอย-างในเอทานอลก-อนเขWาเคร่ืองวิเคราะหO  

ในการระบุสารเมแทบอไลตOท่ีภายในเซลลOระหว-างกระบวนการการผลิตก�าซไฮโดรเจนขWอมูล

แมสสเปกตรัม (Mass spectrum) ทั ้งหมดถูกกำหนดโดยใชWซอฟตOแวรOวิเคราะหO คือ MetFrag 

(https://msbi.ipb-halle.de/MetFrag) การระบุเมแทบอไลตOดำเนินการโดยใชWฐานขWอมูล KEGG 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ซึ่งในฐานขWอมูลนี้จะเปUนสารเมแทบอไลตOท่ีอยู-

ในส่ิงมีชีวิตผูWวิจัยจึงใชWฐานขWอมูล KEGG ในการระบุสารเมแทบอไลตO 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
 

การศึกษาครั้งนี้เปUนการศึกษาเพื่อต-อยอดการใชWประโยชนOจากงานวิจัยก-อนหนWานี้ที่พบว-า 

การเติมเอทานอล พบว-าใหWผลผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้นมากกว-า 2 เท-า (Laokua. et al., 2022)  ซ่ึง

อาจจะมีสาหร-ายสีเขียวสายพันธุOที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะที่มีเอทานอลดWวย

เช-นกันเพ่ือเปUนประโยชนOและเปUนขWอมูลไวWภายในอนาคตสำหรับการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-ายสีเขียว 

การศึกษาน้ันจะเร่ิมจากการคัดเลือกสายพันธุOท่ีมีความสามารถท่ีผลิตไฮโดรเจนไดWสูงท่ีสุดในสภาวะท่ีมี

เอทานอล และศึกษาความเขWมขWนที่เหมาะสมของเอทานอลที่จะใหWไฮโดรเจนไดWดีที่สุด จากนั้นจะ

ศึกษาเกี่ยวกับลักษณะของสายพันธุOของสาหร-ายที่ใชWในการศึกษา ติดตามความเขWมขWนของเอทานอล

และอะเซทัลดี-ไฮดO รวมถึงติดตามกิจกรรมไฮโดรจีเนสเอนไซมO และวิเคราะหOเมแทบอโลมระหว-าง

กระบวนการผลิต  

 

4.1 ผลการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหรVายสีเขียว 

จากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร-ายสีเขียว ทั้งหมด 14 สายพันธุO โดยนำสาหร-าย 

สีเขียวมาเพาะเลี้ยงในฟลาสกOขนาด 100 มิลลิลิตรที่มีอาหาร TAP ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยมีความ

ขุ-นเริ่มตWนเท-ากับ 0.1 โดยเขย-าที่ความเร็ว 120 รอบต-อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตW

ความเขWมแสง 3,000 ลักซO ทำการเก็บตัวอย-างเซลลOแขวนลอยสาหร-ายทุกๆ 12 ชั่วโมง มาศึกษาการ

เจริญเติบโตโดยวัดความขุ-นของเซลลOจากการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร 

พบว-า ในรูปที่ 4.1 ตั ้งแต-ระยะการเพาะเลี ้ยงตั ้งแต-จนถึงชั ่วโมงที่ 12 หรือระยะ Lag phase มี

สาหร -ายหลายสายพันธ ุ Oท ี ่ม ีการเจร ิญเต ิบโตส ูง ได Wแก -  G2, SK G4, Chlorella sp. KLSc59, 

Tetraspora sp. CU2551, CUJR08, Chlorella sp. LT และ CUJR04 และชั ่วโมงที ่ 24 ถึง 36 

ชั ่วโมง หลังจากชั ่วโมงที ่ 36 ของการเพาะเลี ้ยงเซลลOสาหร-ายอยู -ในระยะการเจริญแบบคงท่ี 

(Stationary phase)   

เมื่อสาหร-ายสีเขียวเจริญเติบโตภายใตWการเพาะเลี้ยงในสภาวะโฟโตออโตโทรฟnค สาหร-ายจะ

ใช Wคาร Oบอนไดออกไซด Oเป Uนแหล-งคาร Oบอนและใช WแสงเปUนแหล-งพล ังงานสาหร -ายจะตรึง

คารOบอนไดออกไซดOจากอากาศร-วมกับการแตกตัวของน้ำจากกระบวนการสังเคราะหOแสงเพื่อใหWไดW

ผลิตภัณฑOเปUนกลูโคสและออกซิเจน สำหรับการเจริญเติบโตภายใตWการเพาะเลี ้ยงในสภาวะ 

เฮเทอโรโทรฟnค สาหร-ายจะใชWอะซีเตทเปUนแหล-งคารOบอน เพื ่อใหWไดWอะซีเตทและโซเดียมเปUน

ผลิตภัณฑO และการเจริญเติบโตภายใตWสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบมิกโซโทรฟnค สาหร-ายสามารถใชWท้ัง

คารOบอนไดออกไซดOและอะซีเตทเปUนแหล-งคารOบอนสาหรับการเจริญเติบโต (Heifetz et al., 2000)  

ในการศึกษานี้สาหร-ายสีเขียวทุกที่เลี ้ยงไวWทั้งหมด 14 สายพันธุOสามารถเพาะเลี้ยงภายใตWสภาวะ 
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เฮเทอโรโทรฟnคโดยใชWอะซีติกหรืออะซีเตทในอาหาร TAP เปUนแหล-งคารOบอนในการเจริญเติบโต 

(Heifetz et al., 2000) โดยสามารถแบ-งระยะการเจริญเติบโตออกเปUน 4 ระยะ ไดWแก- (1) ระยะการ

ปรับตัวของเซลลO (Lag phase)  (2) ระยะการเพิ่มจานวนเซลลOแบบทวีคูณ (Exponential phase 

หรือ ระยะ Log phase)  (3) ระยะการเจริญเติบโตคงท่ี (Stationary phase) และ  (4) ระยะการ

ตายของเซลลO (Death phase) นอกจากน้ี อาหาร TAP ยังประกอบดWวยธาตุอาหารที่จำเปUนต-อการ

เจริญเติบโตของสาหร-าย ไดWแก- ไนโตรเจน ซัลเฟอรO ฟอสฟอรัส เปUนตWน (Harris, 1989) โดย 

ไนโตรเจนเปUนองคOประกอบของเบสในกรดนิวคลีอิก กรดอะมิโนในโปรตีน และเปUนองคOประกอบของ

โมเลกุลคลอโรฟnลลOอีกดWวย (Philipps et al., 2012; Preininger et al., 2015) สำหรับซัลเฟอรOเปUน

องคOประกอบของกรดอะมิโนซีสเทอีนและเมทไธโอนีนในโปรตีน (Leustek et al., 2000) ซึ่งเปUน

กรดอะมิโนที่มีความสำคัญต-อกระบวนการสังเคราะหOแสงของเซลลO (Grossman and Takahashi, 

2001) ฟอสฟอรัสเปUนองคOประกอบในโครงสรWางของหมู-ฟอสเฟตในกรดนิวคลีอิกฟอสโฟลิปnดใน 

เยื่อหุWมเซลลOและเปUนองคOประกอบของ ATP ซึ่งเปUนตัวใหWพลังงานแก-เซลลOอีกดWวย (Rausch and 

Bucher, 2002) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.1 การเจริญเติบโตของสาหร-ายสีเขียวท้ัง 14 สายพันธOุ ท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP จากการวัดค-าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร (n=3)
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จากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร-ายสีเขียว พบสาหร-ายที่มีอัตราการเจริญเติบโตท่ีดี

จ ำนวน  8  ส ายพ ั น ธุO  ค ื อ  CUJR01, CUJR04, G2, G4, Chlorella sp. KLSc59 , LT, SK และ 

Chlorella sp. KLSc61 เลี ้ยงที ่ความเขWมแสง 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ดังน้ัน 

การศึกษาครั ้งนี ้จ ึงนำสาหร-ายขนาดเล็กทั ้ง 8 สายพันธุ O น้ี มาศึกษาความสามารถในการผลิต 

ก�าซไฮโดรเจนภายใตWสภาวะท่ีมีเอทานอลความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 20 มิลลิโมลารO และสภาวะท่ีไม-

มีอากาศ ในขวดแกWวไรWอากาศขนาด 13 มิลลิลิตร และใส-สารแขวนลอยเชื้อเปUนการทดสอบลงไป 5 

มิลลิลิตร เปUนระยะเวลา 3 วัน และวัดการผลิตก�าซไฮโดรเจนจากสาหร-ายดWวยเครื่องแก�สโครมาโต

กราฟ ในการทดสอบการผลิตก�าซไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียว จะตรวจสอบจากผลโครมาโทรแกรม 

(chromatogram) จากเครื่องแก�สโครมาโตกราฟ พบว-าก�าซท่ีมีระยะเวลาท่ีอยู-ในคอลัมนO (retention 

time, RT) ช-วง 0.4, 0.6 และ 1.15 นาที คือ ก�าซไฮโดรเจน ก�าซออกซิเจนและก�าซไนโตรเจน 

ตามลำดับ และการว ิเคราะหOผลจะนำพื ้นท่ีใตWกราฟ (peak) ของไฮโดรเจนที ่ ได Wมาคำนวน

ผลเปรียบเทียบกับพ้ืนท่ีใตWกราฟของสารไฮโดรเจนมาตรฐาน 4 เปอรOเซ็นตO (ภาคผนวก ข) 

 

จากการทดสอบการผลิตก�าซไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียวภายใตWสภาวะที่มีเอทานอล พบว-า

สาหร-ายสีเขียวสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบ

กับสายพันธุOอื ่น ๆ โดยมีอัตราการผลิตก�าซไฮโดรเจนภายใตWสภาวะที่มีเอทานอลเท-ากับ 129.56  

ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-าความขุ-นของเซลลO (OD750) ในขณะที่ภายในสภาวะที่ไม-มีเอทานอลใหW 

ก�าซไฮโดรเจนเท-ากับ 83.32 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-าความขุ-นของเซลลO  ส-วนสาหร-ายสีเขียว G2, 

SK, CUJR04, G4, CUJR01, Chlorella sp. KLSc59 และ LT มีอัตราการผลิตก�าซไฮโดรเจนสูงที่สุด

เท-ากับ 69.31, 68.49, 64.76, 62.84, 43.52, 34.92, 15.92 และ ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-าความขุ-น

ของเซลลO (OD750) ตามลำดับ (รูปท่ี 4.2) ในขณะท่ีสภาวะท่ีไม-มีเอนอลน้ันสาหร-าย G2, SK, CUJR04, 

G4, CUJR01, Chlorella sp. KLSc59 และ LT สามารถผลิตก�าซไฮโดรเจนไดWเท-ากับ 67.33, 63.64, 

58.53, 57.03, 37.85, 37.71 และ 17.57 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-าความขุ-นของเซลลO (OD750) 

ตามลำดับ จะเห็นไดWว-าในสภาวะที่มีเอทานอลนั้นสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 มี

อัตราการผลิตไฮโดรเจนไดWสูงที ่ส ุดเมื ่อเทียบกับสายพันธุ Oอ ื ่น ๆ ซึ ่งไดWมีการทดลองการผลิต 

ก�าซไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียวภายใตWสภาวะที่มีเอทานอลทั้งหมด 3 ครั้ง พบว-า Chlorella sp. 

KLSc61 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงท่ีสุดท้ัง 3 คร้ัง และดWวยเน่ืองจากงานวิจัยก-อนหนWาน้ี Laokua. 

et al., (2022) ไดWศึกษาการคัดแยกสาหร-ายสีเขียวที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนและปรับ

สภาวะเพื่อเพิ่มการผลิต พบว-าสาหร-ายสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 สามารถสรWางไฮโดรเจนไดW

สูงท่ีสุดเม่ืออยู-ในสภาวะท่ีมีเอทานอล  
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ดังนั้น ในการงานวิจัยนี้จึงเลือก สาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. KLSc61 ภายใตWสภาวะที่ไล-

อากาศมาศึกษาชนิด และศึกษาหาความเขWมขWนที่เหมาะสมที่สุดในการผลิตไฮโดรเจน ในการทดลอง

ต-อไป  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 ความสามารถในการผลิตก�าซไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO CUJR01, CUJR04, 

G2, G4, Chlorella sp. KLSc59, LT, SK และ Chlorella sp. KLSc61 ภายใตWสภาวะที่มีเอทานอล

ความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 20 มิลลิโมลารO ภายใตWแสง 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปUน

เวลา 3 วัน 

 

4.2 ผลการศึกษาหาความเขXมขXนของเอทานอลที ่เหมาะสมที ่ส ุดในการผลิต

ไฮโดรเจน 

เมื่อไดWสายพันธุOที่ดีที่สุดในการผลิตไฮโดรเจนภายใตWสภาวะที่มีเอทานอลแลWว คือ Chlorella 

sp. KISc61 จากนั้นไดWแปรผันความเขWมขWนสุดทWายของเอทานอลเท-ากับ 20, 40, 60, 80 และ 100 

มิลลิโมลารO ภายใตWสภาวะท่ีไม-ม ีอากาศ ในขวดแกWวไร Wอากาศขนาด 103 มิลลิล ิตร และใส- 

สารแขวนลอยเชื้อเปUนการทดสอบลงไป 20 มิลลิลิตร ติดตามไฮโดรเจนที่ผลิตไดWจนกว-าจะไม-พบการ

เพิ่มขึ้นของผลผลิต  จากการศึกษาพบว-าในรูปที่ 4.3 สาหร-ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะที่มี

เอทานอลสูงกว-าตัวควบคุม (เลี้ยงในอาหาร TAP) อย-างเห็นไดWชัดในวันที่ 7 ซึ่งความเขWมขWนของ 

เอทานอลสุดทWายเท-ากับ 20 มิลลิโมลารO ใหWไฮโดรเจนสูงถึง 148.622 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-า 

ความขุ-นของเซลลO (OD750) เมื่อเทียบกับอาหารสูตร TAP ปกติ ในวันที่ 7 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน

เพียง 11.279 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อค-าความขุ-นของเซลลO (OD750)  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.3 ปริมาณก�าซใฮโดรเจนสะสมของสาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. KLSc61 ที่บ-มในอาหาร 

TAP ส ู ต รปกต ิ  แ ละอาหา ร  TAP ส ู ต รปกต ิ เ ต ิ ม เ อทานอล  20, 40 , 60, 80 และ  100  

มิลลิโมลารO ภายใตWการใหWแสงอย-างต-อเน่ืองท่ี 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องคาเซลเซียส  

 

เน่ืองจากเอนไซมOไฮโดรจีเนสน้ันมีระบบการทำงานท่ีเกี่ยวขWองกันกับความสมดุลของปฏิกิริยา

รีดอกซO (Redox balancing) กระบวนการทางชีวเคมีที่ช-วยใหWสิ่งมีชีวิตรับมือกับโมเลกุลที่โดนทำลาย

ดWวยแสงอาทิตยO (Photoprotection) และกระบวนการหมักทางเมแทบอลิซึม (Fermentative 

metabolism) ภายในสิ่งมีชีวิต ดังนั ้นสารที่เปUนตัวใหWอิเล็กตรอน ถือว-าเปUนแหล-งอิเล็กตรอนท่ี

เหมาะสมต-อตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัด ๆ ไป ซึ่งไปสอดคลWองกับงานวิจัยของ Maneeruttanarungroj. 

et al., (2011) และ Ruttana. et al. (2010) ที่พบว-าเมื่อเติมสารใหWอิเล็กตรอนเบตWาเมอแคปโต- 

เอทานอลความเขWมขWนในช-วง 0.25-1.25 มิลลิโมลารOและความเขWมขWน 0.5 มิลลิโมลารO ในสาหร-าย 

สีเขียว Tetraspora sp. CU2551 และ สาหร-ายสีเขียว Scenedesmus sp. KMITL-O1 ตามลำดับ 

ส-งผลใหWความสามารถในการผลิตก�าซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับอาหารเหลว TAP ปกติ ในทาง

กลับกันเมื่อเติมสารที่ใหWอิเล็กตรอนไดไทโอทริทอลความเขWมขWนในช-วง 0.25 - 1.25 มิลลิโมลารO ใน

สาหร -ายส ี เข ียว Tetraspora sp. CU2551 และเต ิมสารให Wอ ิ เล ็กตรอนไดไทโอไนทO  และ 

เมทิลไวโอโลเจนความเขWมขWน 0.5 มิลลิโมลารOในสาหร-ายสีเขียว Scenedesmus sp. KMITL-O1 

ส-งผลใหWความสามารถในการผลิตก�าซไฮโดรเจนลดลงเมื่อเทียบกับอาหารเหลว TAP ปกติ ซึ่งอาจมี

สาเหตุมาจากสารแต-ละชนิดมีโครงสรWางและสภาพขั้วที่แตกต-างกันทำใหWสารบางชนิดสามารถแพร-เขWา 

สู-เซลลOไดWโดยซึมผ-านเยื่อหุWมเซลลOหรือแพร-ผ-านช-องของเซลลOใด และศักยOของไฟฟ�าของตัวรับและใหW
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อิเล็กตรอนไม-เหมาะสมต-อการทำงานของเซลลO นอกจากนี้งานวิจัยของ Kruse and Hankamer 

(2010) ยังกล-าวถึงการทำงานของเอนไซมไฮโดรจีเนสที่ทำหนWาที่เปUนแอ-งอิเล็กตรอน (electrom 

sink) ของปฏิกิริยารีดอกซOต-าง ๆ ในเซลลO อย-างไรก็ตาม สารที่เปUนตัวใหWอิเล็กตรอนบางชนิดไม-

สามารถเปUนตัวใหWอิเล็กตรอนท่ีดีไดW 

ดังนั้นผูWวิจัยจึงมีความสนใจท่ีใชWเอทานอลเปUนแหล-งอิเล็กตรอนที่เหมาะสมสำหรับสาหร-าย 

สีเขียว Chlorella sp. KLSc61 เนื่องจากเมื่อเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะอาหาร TAP ท่ี

เติมเอทานอลความเขWมขWนสุดทWาย 20 มิลลิโมลารO สูงกว-าอาหาร TAP สูตรปกติถึง 13.5 เท-า ดังน้ันไดW

เลือกสาหร-าย Chlorella sp. KLSc61 ไปศึกษาความเขWมขWนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดOใน

ข้ันตอนถัดไป  

แต-เนื ่องจากสถานการณOโควิด-19 ผลกระทบทางลบจากการแพร-กระจายของเชื ้อไวรัส 

โควิด-19 จึงเกิดป�ญหาอย-างมาก ทางคณะวิทยาศาสตรO สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหาร

ลาดกระบัง จึงไดWมาตรการเพื่อความปลอดภัย ไม-อนุญาตใหWเขWามาทำงานวิจัยไดW ทำใหWเกิดความไม-

ต-อเนื่องในการทำงานวิจัย ผูWวิจัยจึงไดWนำเพลทอาหารเลี้ยงเชื้อแบบแข็งและเชื้อที่อยู-ในอาหารเอียงไป

ไปแช-ตูWเย็นอุณหภูมิประมาณ 0 ถึง 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นผ-านไป 3 เดือน เมื่อมาตรการ

คลี่คลายลงสามารถเขWามาทำงานวิจัยต-อไดW ผูWวิจัยจึงไดWนำสาหร-ายที่ไดWเก็บเอาไวWในตูWเย็นมา Activate 

เพื่อจะนำมาทำการศึกษา พบว-าในรูปที่ 4.4 สาหร-ายสีเขียวในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลนั้นมี

อัตราการผลิตท่ีลดลงและเปลี่ยนไปเมื่อเทียบจากรูปที่ 4.3 จะเห็นไดWว-าในวันที่ 3 สภาวะอาหาร TAP 

ที่มีเอทานอลนั้นเริ่มมีอัตราการเพิ่มของไฮโดรเจนเมื่อเทียบกับอาหาร TAP ปกติ เมื่ออัตราการผลิต

ไฮโดรเจนเปลี่ยนแปลงไป ผูWวิจัยเลยไดWทำการเลี้ยงเชื้อไปเรื่อย ๆ ทั้งหมด 30 รุ-น (Generations) ซ่ึง 

1 รุ-นจะใชWเวลาเลี้ยง 5 วัน โดยจะนำรุ-นที่ 1, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30 ไปทดสอบอัตราการผลิต

ไฮโดรเจน ซึ่งพบว-าการผลิตไฮโดรเจนยังคงมีแนวโนWมที่ลดลงในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลเม่ือ

เทียบกับรูปที ่ 4.3 เมื ่อเกิดเหตุการณOเช-นนี ้ผ ู Wว ิจ ัยจึงมีความจำเปUนที ่จะตWองนำสาหร-ายใน

หWองปฏิบัติการมาคWนหาสายพันธุOที่มีความสามารถในการผลิตในสภาวะที่มีเอทานอลใหม-อีกครั้ง  นำ

สาหร-ายสายพันธุO G2 และ G4 เลี้ยงในอาหาร TAP สูตรปกติและอาหาร TAP ที่มีการเติมเอทานอล

ลงไปความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 10 มิลลิโมลารO ในขวดแกWวไรWอากาศขนาด 103 มิลลิลิตร และ 

ใส-สารแขวนลอยเชื้อเปUนการทดสอบลงไป 20 มิลลิลิตร โดยทำใหWเปUนสภาวะไรWอากาศโดยการเปºาไล-

อากาศดWวยก�าซอารOกอน 10 นาที นำไปบ-มโดยเขย-าที่ความเร็ว 120 รอบต-อนาที ที่อุณหภูมิ 35  

องศาเซลเซียส ภายใตWความเขWมแสง 3,000 ลักซO และวัดความสามารถในการผลิตก�าซไฮโดรเจนดWวย

เครื ่องแก�สโครมาโตกราฟ (Chromatograph) ทุกๆ 24 ชั ่วโมง โดยนำพื ้นที ่ใตWกราฟที ่ไดWจาก 

โครมาโตรแกรม (Chromatogram) มาคำนวณผลเปรียบเทียบกับก�าซไฮโดรเจนมาตรฐาน 
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รูปที่ 4.4 ปริมาณก�าซใฮโดรเจนสะสมของสาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. KLSc61 รุ-นที่ 30 ที่บ-มใน

อาหาร TAP ส ูตรปกติ และอาหาร TAP ส ูตรปกติเต ิมเอทานอล 20, 40, 60, 80 และ 100  

มิลลิโมลารO ภายใตWการใหWแสงอย-างต-อเน่ืองท่ี 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องคาเซลเซียส  

 

จากผลการศึกษาในรูปที่ 4.5 พบว-าในวันที่ 2 สาหร-ายสายพันธุO G2 และ G4 มีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนไดWเท-ากับ 2501.8 และ 2712.7 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO ตามลำดับซ่ึง

อาจจะไม-แตกต-างกันมาก แต-ในวันท่ี 3 และ วันท่ี 4 สายพันธุO G2 มีการผลิตไฮโดรเจนเท-ากับ 2,561.0 

และ 2,542.3 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO ซึ่งคงที่และนWอยกว-าไฮโดรเจนที่ไดWจาก 

สายพันธุO G4 ที่ผลิตไฮโดรเจนไดW 2,837.9 และ 2,931.2 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO 

ตามลำดับ  ดังน้ันจึงนำสาหร-ายสายพันธุO G4 ไปศึกษาหาความเขWมขWนท่ีเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจน

ต-อไป 

หลังจากการนำสาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. KLSc61 ไปแช-เย็นมาเพ่ือเปUนการเก็บรักษา 3 

เดือนอย-างต-อเนื่อง ดWวยเหตุผลการแพร-ระบาดจากโรคโควิด 19 พบว-าอัตราการผลิตไฮโดรเจน 

ที่ลดลงในสายพันธุO Chlorella sp. KLSc61 สภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลนั้นอาจเกิดสภาวะ

ความเครียดจากความเย็น (Cold Stress) อาจจะทำใหWสาหร-ายมีการเปลี่ยนแปลงระดับยีนเพื่อใหW 

อยู-รอดไดWในสภาวะความเครียด อาจจะส-งผลใหWการทำงานของยีนไฮโดรจีเนสลดลง ซึ่งสอดคลWองกับ 

Calhoun et al., 2021 ไดWศึกษาการแสดงลักษณะเฉพาะแบบหลายโอมิกท่ีมีผลจากความเครียดท่ีมา

จากอุณหภูมิในสาหร-ายสายพันธุO Scenedesmus  ซึ่งการปรับปรุงประสิทธิภาพการผลิตสาหร-ายเพ่ือ

นำไปใชWประโยชนOดWานอื่น ๆ และความทนทานต-อความเครียดจากสิ่งมีชีวิตจำเปUนตWองมีการระบุ

ลักษณะเฉพาะในระดับจีโนมิกสO ผูWวิจัยไดWทำการเลี้ยงสาหร-ายท่ีอุณหภูมิ 13 องศาเซลเซียส (Cold 
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stress)  28.2 องศาเซลเซียส (Control) และ 38.2 องศาเซลเซียส (Heat stress) โดยใชWสาหร-าย 

Scenedesmus sp. NREL 46B-D3 พบว-าการเจริญเติบโตสูงสุดและมีความสามารถในการสะสม 

มวลชีวภาพสูงสุดอยู-ที่ 28.2 องศาเซลเซียส ซึ่งสูงถึง 30 กรัม/วัน และการวิเคราะหOฟ�งกOชันจีโนมิกสO

เผยใหWเห็นว-ายีนที่เกี่ยวขWองกับการผลิตไขมัน Ion channels และ anti-porters มีการแสดงออกเพ่ิม

มากขึ้น ความเครียดจากอุณหภูมิทำใหWเมแทบอลิซึมของกรดไขมันและการสังเคราะหOกรดอะมิโน 

เปลี่ยนแปลงไป การวิเคราะหOการแสดงออกของยีนแสดงใหWเห็นว-า มีการสังเคราะหOกรดไขมันจำนวน

มากและมีการแสดงออกมากเกินไปดWวยภายใตWความเครียดจากความเย็น ทำใหWเกิดการเปลี่ยนแปลง

การแสดงออกระดับยีนซ่ึงส-งผลต-อระดับเมแทบอลิซึมไดW 

 

 
รูปที่ 4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร-ายสายพันธO G2 และ G4 ในอาหาร TAP ปกติ และ

อาหาร TAP ที่เติมเอทานอล 10 มิลลิโมลารO ในสภาวะไรWอากาศ บ-มอย-างต-อเนื่องภายใตWแสง 3,500 

ลักซO ท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

โดยที่ Lindberg et al., 2022 ไดWทำการศึกษาการกระตุWนการสรWางสารประกอบต-าง ๆ 

จากสาหร-ายสีเขียวภายใตWสภาวะความเครียดจากอุณหภูมิที่ต่ำ โดยทำการเลี้ยงสาหร-ายสายพันธุO 

Chlorella vulgaris และ Scenedesmus sp. ในที ่อุณหภูมิ 22 และ 5 องศาเซลเซียส พบว-าท่ี

อุณหภูมิต่ำสาหร-ายจะมีการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีและสัณฐานวิทยาอย-างมาก ณ อุณหภูมิต่ำ

สาหร-าย C. vulgaris มีการตอบสนองต-อการสรWางโปรไฟลOน้ำตาลไดWแตกต-างจาก Scenedesmus 

sp. พบการเพิ่มปริมาณทั้ง sucrose และ Raffinose Family Oligosaccharides (RFOs) ในขณะท่ี

สายพันธุO Scenedesmus sp. มีการผลิตปริมาณ sucrose อย-างลดลงเมื ่อเลี ้ยงในอุณหภูมิ 5  

องศาเซลเซียส และยังพบว-าทั้งสองสายพันธุOเพิ่มปริมาณ total fatty acid methyl ester (FAME) 
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ไดW ณ อุณหภูมิต่ำ แต-อย-างไรก็ตามโปรไฟลOของ FAME แตกต-างกันมาก สาหร-าย C. vulgaris  

ส-วนใหญ-จะพบการเพิ่มของไขมัน C18:1 และนWอยกว-าไขมัน C18:3 ในขณะท่ี Scenedesmus sp. 

พบว-าไขมัน C18:1 นั้นลดลง แต-พบการเพิ่มของไขมัน C18:3 อย-างมาก นอกจากน้ีสัณฐานวิทยาของ  

C. vulgaris เปลี่ยนไปเล็กนWอยที่อุณหภูมิต่ำ ลง ขณะท่ี Scenedesmus sp. นั้นแสดงใหWเห็นการ

เปลี่ยนแปลงขนาดและรูปร-างอย-างมาก อุณหภูมิต่ำทำใหWเกิดการสังเคราะหOกรดไขมันไม-อิ ่มตัว 

ที่จำเปUนต-อโภชนาการของมนุษยOไดW เพราะฉะนั้นความเย็นมีผลต-อการเปลี่ยนแปลงของการสรWาง

ไขมันในสาหร-าย ซึ่งสอดคลWองกับการเปลี่ยนแปลงไปของความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร-ายท่ีพบในงานวิจัย 

เมื่อพบว-าสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะที่มี

การเติมเอทานอลไดW จึงไดWทำการสืบคWนความเขWมขWนที ่เหมาะสมที ่ส ุดในการผลิต ซึ ่งไดWเติม 

สารแขวนลอยโดยความขุ-นเซลลOเริ่มตWนเท-ากับ 0.1 (OD750) และกระจายเซลลOในอาหาร TAP ที่เติม 

เอทานอล ท่ีความเขWมขWน 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 และ 100 มิลลิโมลารO จากนั้นจะ

นำไปทดสอบการผลิตไฮโดรเจนโดยบรรจุสารแขวนลอยสาหร-าย 20 มิลลิลิตร ในขวดเก็บก�าซขนาด 

103 มิลลิลิตร ในสภาวะที่ไรWอากาศ จากผลจากการศึกษาพบว-ารูปที่ 4.6 ปริมาณไฮโดรเจนในอาหาร 

TAP ที่เติมเอทานอลใหWความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 10 ถึง 100 มิลลิโมลารO มีการสะสมไฮโดรเจนโดย

เริ่มจากวันที่ 2 มีการสะสมอย-างต-อเนื่องและเพิ่มสูงขึ้นเรื่อย ๆ และคงที่ในวันที่ 10 ซึ่งปริมาณ 

ก�าซไฮโดรเจนที่สะสมที่สูงที่สุดเปUนอาหาร TAP ที่มีการเติมเอทานอล ความเขWมขWนสุดทWายเปUน 30  

มิลลิโมลารO ในวันที ่ 7 มีการสะสมไฮโดรเจนเท-ากับ 6,090.5 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัม

คลอโรฟnลลO รองลงมาเปUนความเขWมขWน 40 มิลลิโมลารO ในอาหาร TAP มีการสะสมไฮโดรเจนในวันที่ 7 

เท-ากับ 5,722.5 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO 

ดังนั้น ในสภาวะอาหาร TAP ที่เติมเอทานอล ความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 30 มิลลิโมลารO 

ส-งผลใหWสาหร-ายสายพันธุO G4 ผลิตไฮโดรเจนไดWสูงท่ีสุด โดยมากกว-าในอาหาร TAP ปกติถึง 29.5 เท-า  
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รูปที่ 4.6 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 ที่บ-มในอาหาร TAP สูตรปกติ 

แ ล ะ อ า ห า ร  T A P  ท ี่ เ ต ิ ม เ อ ท า น อ ล  1 0 , 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 แ ล ะ  1 0 0  

มิลลิโมลารO ที่ความเขWมขWนเซลลOเริ่มตWนเท-ากับ 0.1 (OD750) ภายใตWการใหWแสงอย-างต-อเนื่องท่ี 3,500 

ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส 

 

4.3 ผลการวัดความเขXมขXนของเอทานอลและอะเซทัลดีไฮดMระหวVางกระบวนการ

ผลิต 

 การศึกษาความเขWมขWนของเอทานอลและอะเซทัลดีไฮดOระหว-างกระบวนการผลิตโดยใชW

สาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 ไดWเซลลOเก็บตัวอย-างละ 1 มิลลิลิตร กรองตัวอย-างดWวยฟnลเตอรOกรอง

ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  ผสมตัวอย-างและ Internal standard (N-propanol) อัตราส-วน 1 ต-อ 1 

จากนั้นนำไปวิเคราะหOความเขWมขWนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดOดWวยเครื่องแก�สโครมาโตกราฟ 

(GC-2014 Capillary GC: SHIMADZU) จะตรวจสอบจากผลโครมาโทรแกรม (chromatogram)  

รูปที่ 4.7 พบว-าที่มีระยะเวลาที่อยู-ในคอลัมนO (retention time, RT) ช-วง 1.9, 2.5 และ 4.5 นาที คือ 

เอทานอล อะเซทัลดีไฮดO และ เอ็น-โพรพานอล ตามลำดับ และการวิเคราะหOผลจะนำพื้นท่ีใตWกราฟ 

(peak) ของเอทานอลและอะซีทัลด ีไฮดOท ี ่ ได Wมาคำนวณผลเปร ียบเท ียบก ับพื ้นท ี ่ ใต Wกราฟ 

ของสารมาตรฐาน 1 เปอรOเซ็นตO เอ็น-โพรพานอล (ภาคผนวก ค)  
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รูปที่ 4.7 ตัวอย-างโครมาโตแกรมของอะซีทัลดีไฮดO  เอทานอลและเอ็น-โพรพานอลที่ไดWจากการ

วิเคราะหOจากเคร่ืองแก�สโครมาโตกราฟ 

 

รูปที่ 4.8 แสดงปริมาณความเขWมขWนของเอทานอลระยะเวลาต-าง ๆ  ของสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 

เพาะเลี้ยงในแสง 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ที่ความเขWมขWนเซลลOเริ่มตWนเท-ากับ 0.1 

(OD750)  
 

จากการศึกษาพบว-า การคำนวณคิดหาปริมาณของเอทานอลที่เติมลงไปใหWความเขWมขWนสุดทWาย

เมื่ออยู-ในอาหาร TAP นั้นค-อนขWางที่จะแม-นยำเมื่อวิเคราะหOดWวยเครื่องแก�สโครมาโทกราฟ จากรูปท่ี 

4.8 พบว-า ในทุก ๆ ความเขWมขWนนั้นเริ่มมีอัตราการลดงตั้งแต-วัน 1 และลดลงเรื่อย ๆ และในวันที่ 10 

เอทานอลนั ้นลดลงมากกว-า 40 เปอรOเซ็นตO แสดงใหWเห็นชัดว-าเซลลOนั ้นใชWเอทานอลเปUนแหล-ง
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อิเล็กตรอนไดWเปUนอย-างดีเมื่อเปรียบเทียบกับผลการทดสอบอัตราการผลิตไฮโดรเจนจากรูปที่ 4.6 

และพบว-าอาหารที่เติมเอทานอลที่ความเขWมขWน 10 และ 20 มิลลิโมลารO นั้นสาหร-ายสีเขียว G4 

สามารถนำเอทานอลไปเปUนแหล-งอิเล็กตรอนไดWอย-างดี เนื่องจากในวันที่ 5 พบว-าความเขWมขWนของ 

เอทานอลลดลงเหลือเพียงแค- 0.37 และ 1.70 มิลลิโมลารO ตามลำดับ  

 

จากการติดตามความเขWมขWนของอะซีทัลดีไฮดOนั้นจากรูปที่ 4.9 จะเห็นไดWว-าความเขWมขWนของ 

อะซีทัลดีไฮดOที่ไดWจากการวิเคราะหOในอาหาร TAP ที่เติมเอทานอลความเขWมขWนต-าง ๆ นั้นมีค-าท่ี

แปรปรวนและยังพบว-าตัวอย-างที ่เติมเอทานอลในทุกความเขWมขWนนั ้นมีปริมาณความเขWมของ 

อะซีทัลดีไฮดOเพิ ่มสูงขึ ้นในวันที ่ 1 จากนั ้นจะลดลงและเพิ ่มขึ ้น ไม-คงท่ี นั ้นอาจจะเนื ่องจาก  

อะซีทัลดีไฮดOนั้นเปUนสารตัวกลาง (intermediary metabolite) สามารถสรWางปฏิกิริยา Anabolism 

คือ การสังเคราะหOสารโมเลกุลเล็กเปUนสารโมเลกุลใหญ- และยังสามารถสรWางปฏิกิริยา Catabolism 

คือกระบวนการสลายโมเลกุลใหญ-ใหWเปUนสารโมเลกุลเล็กไดW ทำใหWความเขWมขWนของอะซีทัลดีไฮดOน้ันข้ึน

และลงเพื่อรักษาสมดุลของเซลลOเอาไวWใหWอยู-รอดต-อไปไดW ซึ่งสอดคลWองกับรายงานของ Lis et al., 

2017 ได Wศ ึกษาล ักษณะเช ิ ง โมเลก ุลของเอนไซมOอ ัลด ี ไฮดO /แอลกอฮอลO  ด ี ไฮโดรจ ี เนส 

(Aldehyde/alcohol dehydrogenases: ADHE) จากสาหร-ายสีเขียวขนาดเล็ก Chlamydomonas 

reinhardtii ซ ึ ่งเป UนเอนไซมOท ี ่ม ีสองหนWาที ่ท ี ่ เก ี ่ยวกับการผลิตเอทานอลจาก อะซีต ิล-โคเอ  

(Acetyl Co-A) โดยมีอะซีทัลดีไฮดO (Acetaldehyde) เปUนตัวกลางและมีบทบาทสำคัญในความสมดุล

ของรีดอกซOแบบไม-ใชWออกซิเจนในแบคทีเรียหลายชนิด จากงานวิจัยพบกิจกรรมของเอนไซมOที่กระตุWน

โดย ADHE โดยเร ิ ่มจากเอทานอลจะถ ูกออกซ ิ เดช ันได W เป Uนม ีอะซีทัลด ี ไฮดO  โดยเอนไซมO  

แอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส (Alcohol dehydrogenase) ไดWอิเล็กตรอนออกมาเปUนนิโคตินาไมดOอะดินีน

ไดนิวคลีโอไทดOฟอสเฟต (Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate: NADPH) จากน้ัน

จะถูกออกซิไดซOไปเปUนอะซีเตท (Acetate) โดยเอนไซมOอ ัลดีไฮดOด ีไฮโดรจีเนส (Aldehyde 

dehydrogenase) ซ่ึงปฏิกิริยาดังกล-าวเปUนปฏิกิริยาท่ีสามารถยWอนกลับไดW (Bifunction) 

ดังนั้นเอทานอลสามารถเปUนแหล-งอิเล็กตรอนที่ดีและเหมาะสมต-อสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO 

G4 ไดWและยังใหWผลผลิตก�าซไฮโดรเจนไดWสูงถึง 29.5 เท-า ศึกษาดูลักษณะทางสัณฐานวิทยาภายใตW

กลWองจุลทรรศนOแบบใชWแสงและติดตามหาลำดับนิวคลีโอไทดOของ 18S rDNA ต-อไป 
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รูปที่ 4.9 แสดงปริมาณความเขWมขWนของอะซีทัลดีไฮดOระยะเวลาต-าง ๆ โดยสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO 

G4 เพาะเลี้ยงในแสง 3,500 ลักซO อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ที่ความเขWมขWนเซลลOเริ่มตWนเท-ากับ 0.1 

(OD750) วิเคราะหOดWวยเคร่ืองแก�สโครมาโตรกราฟ (GC-2014 Capillary GC: SHIMADZU) 

 

4.4 ผลการศึกษาสายพันธุMของสาหรVายสีเขียวที่สามารถในการผลิตกnาซไฮโดรเจนที่

ดีที่สุด 

การแสดงลักษณะสายพันธุOของสาหร-ายสีเขียว G4 จะศึกษาใน 2 ลักษณะ คือ การดูสัณฐาน

วิทยาภายใตWกลWองจุลทรรศนOแบบใชWแสง และวิธีการติดตามหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA 

 

4.4.1 การศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาโดยใชKกลKองจุลทรรศน)แบบใชKแสง 

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานทางวิทยาของสาหร-ายสายพันธุO G4 โดยนำเซลลOใน

ระยะเจริญคงที่ (Stationary phase) มาศึกษาดูรูปร-างและลักษณะของเซลลOภายใตWกลWองจุลทรรศนO

ที่มีกำลังขยาย 1,000 เท-าและบันทึกภาพโดยใชWโปรแกรม NS-Elements D 3.2 พบว-า สาหร-าย 

สายพันธุO G4 มีลักษณะเปUนเซลลOเด่ียว มีรูปร-างค-อนขWางกลมหรือเปUนวงรี สีเขียว ซ่ึงมีเสWนผ-าศูนยOกลาง

เฉลี่ย 2-10 ไมโครเมตร คลอโรพลาสตOมักอยู-ดWานขWาง หรือมักเปUนรูปถWวย สอดคลWองกับรายงานของ 

Yamamoto et al.,(2004) ซ่ึงมีความคลWายคลึงกับสาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. 
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รูปที่ 4.10 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 ภายใตWกลWองจุลทรรศนOแบบใชW

แสง กำลังขยาย 1000 เท-า  

 

4.4.2 การคKนหายีน 18S rDNA ดKวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ0พอลิเมอเรส  

เพิ่มปริมาณชิ้นยีน 18S rDNA ดWวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส โดยใชWเซลลO

สาหร-ายเปUนแม-แบบ และเติมองคOประกอบส-วนอื่น ๆ ลงไป ดังตารางที่ 3.2 และจะใชWไพรเมอรOทั้ง 2 

ชนิด คือ ใชWไพรเมอรO 2 ชนิด คือ ไพรเมอรO 18S rDNA Forward (5 'CAGCAGCCGCGGTAATT 3') 

และ ไพรเมอรO 18S rDNA Reverse (5' CATCTAAGGGCATCACAGACC 3') และเม่ือผลิตภัณฑO PCR 

ไปวิเคราะหOดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตร-โฟเรชิส กระแสไฟฟ�าที่ความต-างศักยO 80 โวลดO เปUน

เวลา 1 ชั่วโมง ถ-ายภาพดWวยเครื่องถ-ายรูปภาพจากเจล (Gel Doc EZ Imaging System) ผลการ

ทดลองพบว-า ไพรเมอรO 18S rDNA Forward และ18S rDNA Reverse เจอดีเอ็นเอเป�าหมายของ

สาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 และสามารถที่จะเพิ่มจำนวนไดW หลุมแรกคือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA 

Ladder) และ 18S rDNA คือ ผลิตภัณฑO PCR (รูปท่ี 4.11) พบว-าเจอชิ้นส-วนเป�าหมายอยู- 3 แถบท่ีมี

ขนาด 800 คู-เบส 550 คู-เบส และ 350 คู-เบส ตามลำดับ และเมื่อเทียบปริมาณความเขWมขWนของ 

ยีน 18S rDNA น้ันเท-ากับ 40, 30 และ 40 นาโนกรัมต-อ 5 ไมโครลิตร  
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รูปที่ 4.11 แสดงผลิตภัณฑO PCR ของยีน 18S rDNA จากการนำไปวิเคราะหOดWวยเทคนิคอะกาโรส 

เจลอิเล็กโตรโฟเรซิส โดยใชW 1.5 เปอรOเซ็นตOอะกาโรส DNA Ladder: ดีเอ็นเอมาตรฐาน (SMOBIO 

ExcelBand™ 100 bp+3K DNA Ladder) 

 

เมื่อทราบขนาดและปริมาณของผลิตภัณฑO PCR ทั้ง 3 แถบ ของยีน 18S rDNA ที่ไดW

จากเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส และเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส ขั ้นต-อไป นำ

ผลิตภัณฑO PCR มาทำบริสุทธ์ิโดยใชWชุดสกัดบริสุทธ์ิผลิตภัณฑOจาก PCR (TIANGENTM Universal DNA 

Purification Kit) ก็จะไดWผลิตภัณฑO PCR ที ่ผ -านการทำใหWบริสุทธ์ิ จากนั ้นนำดีเอ็นเอบริสุทธ์ิ  

ไปวิเคราะหOขนาดและปริมาณของผลิตภัณฑO PCR ดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสอีกคร้ัง 

ก-อนทำการส-งตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทดO ซึ่งมีการตั้งชื่อใหWกับดีเอ็นเอตัวอย-างที่นำส-งไปตรวจหา

ลำดับนิวคลีโอไทดO ดีเอ็นขนาด 800 คู-เบส  550 คู-เบส และ 350 คู-เบส ว-า 18S L  18S M และ  

18S S ตามลำดับ 

ผลของการตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA พบว-าตัวอย-าง 18S L  

18S M และ 18S S มีขนาด  513  324 และ 312 คู-เบส เมื่อนำดีเอ็นเอทั้ง 3 แถบนี้มา Alignments 

เขWาดWวยกัน พบว-า ลำดับนิวคลีโอไทดOของ 18S S และ 18S M เปUนส-วนหนึ่งของ 18S L แสดงในรูปท่ี 

4.12  

18S L 

18S M 

18S S 
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รูปที่ 4.12 แสดงการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดO (alignment) ของ 18S L  18S M และ 18S S 

เพ่ือหาความสัมพันธOของดีเอ็นเอท้ัง 3 แถบ จากสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO G4 

 

จากการที่พบชิ้นยีน 18S rDNA 3 แถบ อาจจะเกิดจากความซับซWอนของโครงสรWาง 

Genomic DNA และโครงสรWางทุติยภูมิเสียสภาพ หรืออาจะเกิด Hairpin Loop อาจจะเกิดการขาด

ของเสWนแม-แบบจากความรWอนที่ใชWในการทำใหWเซลลOแตกทำใหWปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรสเกิดความไม-

ต-อเนื่อง ทำใหWไดWเป�าหมายของยีน 18S rDNA หลายชิ้นส-วนหรือหลายแถบนั่นเอง  อย-างไรก็ตามจะ

เห็นว-าทั ้ง 3 ชิ ้นยีน คือส-วนของ DNA เสWนเดียวกัน จึงใชW 18S ชิ ้นส-วนขนาดใหญ-ที ่สุดไปใชWใน

การศึกษาต-อไป 
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4.4.3 การศึกษาความสัมพันธ)เชิงวิวัฒนาการและการเปรียบเทียบความคลKายคลึงกันของ

ยีน 18S rDNA ของสาหร0ายสีเขียว 

เมื่อทราบลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ของสาหร-ายสีเขียว G4 แลWวนำลำดับ

นิวคลีโอไทดOที่วิเคราะหOไดWมาเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ของสาหร-ายสี

เขียวและสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น ๆ ที่ถูกรายงานไวWใน NCBI Genbank (Laokua et al., 2022) ทำการ

คัดเลือก ยีน 18S rDNA ที่มีความคลWายกันกับยีน 18S rDNA ของสาหร-ายสีเขียว G4 จำนวนทั้งส้ิน 

26 สายพันธุO ดังน้ี Scenedesmus acutus AJ249513.1, Scenedesmus obliquus AJ249515.1, 

Scenedesmus arcuatus AY170311.1, Tetraspora sp. CU2551 KT984853.1, 

Haematococcus pluvialis KU193764.1, Dunaliella parva M62998.1, Dunaliella 

bardawil AF150905.1, Chlamydomonas reinhardtii AB511834.1, Chlamydomonas 

orbicularis AB511839.1, Oedogonium pakistanense DQ076244.1, Trebouxia usneae 

Z68702.1, Trebouxia arboricola Z68705.1, Trebouxia jamesii Z68700.1, Botryococcus 

braunii KR869725.1, Micractinium sp. LUCC 023 KC794710.1, Micractinium sp. CCNM 

1030 JX051610.1, Micractinium sp. BLD-13 JF343796.1, Micractiniuma sp. XS04 

KF574393.1, Chlorella sp. KLSc61 OM260169.1, Chlorella sp. KLSc59 MZ475289.1, 

Chlorella sp. Y9 JF950558.1, Chlorella vulgaris DB2 KX494990.1, Chlorella sorokiniana 

NZmm3W1 KY054944.1, Chlorella sp. QUCCCM7 KM985379.1 

Micractinium sp. RT C KY302861.1 โดยใชW Saccharomyces cerevisiae AB278124.1  เปUน 

outer group จากนั้นนำขWอมูลลำดับนิวคลีโอไทดO ของยีน 18S rDNA ท่ีไดWทำการคัดเลือกไวW รวมถึง

ลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ของสาหร-ายสีเขียว G4 มาจัดลำดับความคลWายและแผนภูมิ

ตWนไมWพรWอมทั้งคำนวณระยะทางดWวยวิธี Maximum Likelihood Method (ML) ซึ่งเปUนโปรแกรม

แพ็คเกจใน โปรแกรม MEGA 11 และทำการ bootstrap 1,000 ครั ้ง เพื ่อสรWางแผนภูมิตWนไมW 

(Phylogenetic tree) ในรูปท่ี 4.13 
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รูปที ่ 4.13 แสดงแผนภูมิตWนไมW (Phylogenetic tree) คำนวณระยะทางดWวยใชWวิธี Maximum 

Likelihood Method (Bootstrap 1,000 รอบ) โดยท่ีใชWลำดับนิวคลีโอไทดOยีน 18S rDNA ของ

สาหร-ายสีเขียว G4 (Micractinium sp. KLSc62) และสาหร-ายสีเขียวสายพันธุOอื่น ๆ 26 สายพันธุO 

โดยมี outer group คือ ยีสตO Saccharomyces cerevisiae และ ตัวเลขที่ลงทWายของสิ่งมีชีวิตในแต-

ละสายพันธุOแสดง accession number ในฐานขWอมูล NCBI 

  

 Scenedesmus acutus AJ249513.1 

 Scenedesmus obliquus AJ249515.1 

 Tetraspora sp. CU2551 KT984853.1 

 Scenedesmus arcuatus AY170311.1 

 Haematococcus pluvialis KU193764.1 

 Dunaliella parva M62998.1 

 Dunaliella bardawil AF150905.1 

 Chlamydomonas reinhardtii AB511834.1 

 Chlamydomonas orbicularis AB511839.1 

 Oedogonium pakistanense DQ076244.1 

 Trebouxia usneae Z68702.1 

 Trebouxia arboricola Z68705.1 

 Trebouxia jamesii Z68700.1 

 Botryococcus braunii KR869725.1 

 Micractinium sp. LUCC 023 KC794710.1 

 Micractinium sp. CCNM 1030 JX051610.1 

 Micractinium sp. BLD-13 JF343796.1 

 G4: Micractinium sp. KLSc62 

 Micractinium sp. XS04 KF574393.1 

 Chlorella sp. KLSc61 OM260169.1 

 Chlorella sp. KLSc59 MZ475289.1 

 Chlorella sp. Y9 JF950558.1 

 Chlorella vulgaris DB2 KX494990.1 

 Chlorella sorokiniana NZmm3W1 KY054944.1 

 Chlorella sp. QUCCCM7 KM985379.1 

 Micractinium sp. RT C KY302861.1 
Saccharomyces cerevisiae AB278124.1 

100 

99 

71 
69 

99 

98 
56 

79 64 

39 

22 

18 

14 

37 

9 

4 

22 

0.020 
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จากแผนภูมิตWนไมWในรูปท่ี 4.13 พบว-าแผนภูมิสามารถจำแนกความแตกต-างกันในแต-ละกลุ-ม 

ของสาหร-ายสีเขียวในแต-ละสายพันธุO โดยระยะทางระหว-างแต-ละกลุ-มของแผนภูมิตWนไมWมีความใกลWชิด

กันมาก เนื ่องจากลักษณะสัณฐานวิทยาของสาหร-าย G4 นั ้นมีความคลWายคลึงและใกลWเคียงกับ

สาหร-ายสายพันธุ O Chlorella sp. มาก ผู WวิจัยเลยนำลำดับนิวคลีโอไทดO ของยีน 18S rDNA ของ

สาหร-าย Micractinium sp. และ Chlorella sp. มาศึกษาความคลWายคลึงกันเปUนพิเศษเพื่อที่จะระบุ

สายพันธุOของสาหร-ายไดWอย-างชัดเจน ดังน้ัน ความแตกต-างของลำดับนิวคลีโอไทดOเพียงเล็กนWอยอาจทำ

ใหWเกิดการแยกไปสู-อีกกลุ-มหน่ึงไดW  

 

ผลการทดลองที่ไดWในรูปท่ี 4.13 แสดงว-านิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ของสาหร-ายสีเขียว 

G4 มีความคลWายคลึงกับกลุ-มของสาหร-ายสีเขียวสายพันธุOอื่น ๆ นอกจากนี้ยังพบว-า สาหร-ายสีเขียว 

G4 มีความใกลWชิดกับสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. XS04 มากที่สุด ดังนั ้น ผู Wวิจัยจึงแสดง

ลักษณะของสาหร-ายสีเขียว G4 ที่คัดเลือกไดWจากแหล-งน้ำจืดภายในสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWา

เจWาคุณทหารลาดกระบัง ว-าควรอยู-ในจีนัสของ Micractinium และทำการตั้งชื่อใหม-เรียกว-า สาหร-าย

สีเขียว Micractinium sp. KLSc62 โดย KL หมายถึงสถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหาร

ลาดกระบัง และ Sc62 คือ การคัดแยกสาหร-ายสีเขียวในป£ 2562 โดยคณะวิทยาศาสตรO ดังน้ัน ในการ

ทดลองลาดับถัดไปผูWวิจัยจะใชWชื่อสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 แทนการเรียก สาหร-าย

สีเขียว G4  

เมื่อจำแนกสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ตามหลักอนุกรมวิธานพบว-า จัดอยู-

ในไฟลัมคลอโรไฟตา (Chlorophyta) โดยสามารถแสดง อนุกรมว ิธานของสาหร-ายส ีเข ียว 

Micractinium sp. KLSc62 ไดWดังน้ี 

 

Domain: Eukaryota  

Kingdom: Plantae 

Division: Chlorophyta 

Class: Trebouxiophyceae 

Order: Chlorellales 

Family: Chlorellaceae 

Genus: Micractinium 
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4.5 ผลการศึกษาการตามหายีนไฮโดรจีเนสและแอลกอฮอลM/อัลดีไฮดMดีไฮโดรจีเนส 

4.5.1 การคKนหายีนไฮโดรจีเนสดKวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ0พอลิเมอเรส  

4.5.1.1 การคWนหายีนไฮโดรจีเนสออกแบบไพรเมอรOโดย Maneeruttanarungroj et 

al., 2010 

การตามหายีนไฮโดรจีเนสใชWไพรเมอรOทั ้งหมด 3 เสWน โดยเปUน Forward 

primer 1 เสWน และ Reverse primer 2 เสWน (Maneeruttanarungroj et al., 2010) ดังแสดงในรูป

ท่ี 4.14 

CTGCCCATGTTCACC Forward primer HvF2  5’TGCCCATGTTCACCA3’ 

CAGAAGCGCC AGCAG Reverse primer HvR1  5’CKSCTGSCGCTTCTG3’ 

TGCTGCACAC ACACTATGTGGC Reverse primer HydAR  5’GCCACRTAGTGBGTGTGCAG3’ 

รูปที่ 4.14 แสดงตำแหน-งไพรเมอรOท่ีใชWในการติตตามยีนไฮโดรจีเนสโดยใชWสาหร-ายสีเขียว Chlorella 

fusca เปUนแม-แบบในการออกแบบไพรเมอรOบน cDNA (Maneeruttanarungroj et al., 2010) 
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การเพิ่มปริมาณยีนไฮโดรจีเนส ดWวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส จะใชWแม-แบบ

เปUน cDNA จากสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 โดยการเติมองคOประกอบต-างๆ ลงไปดัง

ในตารางที่ 3.2 และใชWเครื่องเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรม ดังในตารางที่ 3.3 ซึ่งไพรเมอรOทั้งหมด 3 เสWน 

โดยเปUน Forward primer 1 เสWน และ Reverse primer 2 เสWน ไพรเมอรOทั้ง 3 เสWนสามารถจับคู- 

ไพรเมอรOไดWทั ้งหมด 2 รูปแบบที่แตกต-างกัน ดังในตารางท่ี 3.10 โดยสามารถยืนยันว-าตำแหน-ง 

ไพรเมอรOทั้ง 3 เสWน อยู-บริเวณยีนไฮโดรจีเนส (Fe-hydrogenase : hydA gene) ของสาหร-ายสีเขียว 

Chlorella fusca AJ298228.1 ทั้งหมด (รูปท่ี 4.14) เมื่อนำผลิตภัณฑO PCR จากการทำปฏิกิริยา

ลูกโซ-พอลิเมอเรสไปวิเคราะหOดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส กระแสไฟฟ�าที่ความต-างศักยO 

100 โวลดO เปUนเวลา 1 ชั่วโมง และถ-ายดWวยเครื่องถ-ายภาพจากเจล (Gel Doc) จากผลการทดลอง

พบว-าการจับคู-ไพรเมอรOทั้ง 2 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป�าหมายโดยใชW cDNA เปUนแม-แบบไดW โดย

หลุมแรกจะเปUน ดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมที่ 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจากไพรเมอรO HvF2 และ HvR1 

พบผลิตภัณฑO PCR เกิดขึ้นหลายแถบ แต-เกิดดีเอ็นเอเป�าหมายที่มีปริมาณสูงที่สุด 2 แถบ มีขนาด

ประมาณ 550 และ 450 คู-เบส ตามลำดับ ส-วนหลุมที่ 3 เปUนผลิตภัณฑO PCR ที่เกิดจากไพรเมอรO 

HvF2 และ HydAR พบผลิตภัณฑO PCR เกิดขึ้นหลายแถบเช-นกัน แต-มี 1 แถบที่มีความเขWมขWนของ 

ดีเอ็นเอเป�าหมายสูงท่ีสุด มีขนาดประมาณ 500 คู-เบส ดังในรูปท่ี 4.15 

เมื่อทำการตัดชิ้นเจลในรูป 4.15 ตามแถบต-าง ๆ ทั้ง 3 ขนาด ดังที่กล-าวไปทำใหW

บริสุทธ์ิ จากนั้นนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธิ์ที่ไดWไปยืนยันดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสอีก

ครั้ง เนื่องจากพบแถบดีเอ็นเอ 3 แถบ และ 3 ขนาด ซึ่งคาดว-ายีนทั้ง 3 ขนาดนี้อาจมียีนใดยีนหน่ึง

เปUนยีนไฮโดรจีเนส 

การหาลำดับนิวคลีโอไทดOนั้นจะเริ่มจากนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธ์ิมาเชื่อมต-อเขWากับ 

พลาสมิดพาหะเปUน pGEM®-T Easy Vector ซ่ึงจะมีองคOประกอบในการเช่ือมต-อยีนเป�าหมายเขWากับ

พาหะดังในตารางที ่  3.13 ผสมเข Wาก ันในหลอดไมโครเซนตริฟ nวจ Oจากนั ้นบ-มที ่อ ุณหภูม ิ 4  

องศาเซลเซียส เปUนเวลา 24 ชั่วใมง  นำLigation Reaction ที่ไดWจาก 3.13.4 ปริมาตร 4 ไมโครลิตร

ไปผสมกับ Competent cells และตรวจสอบการเพิ ่มส-งต-อชิ ้นดีเอ็นเอเป�าหมายสู -พาหะ ดWวย 

วิธี Blue-White colony screening เมื่อผ-านการบ-มที่อุณหภูมิ 37 องศาเปUนเวลา 24-36 ชั่วโมง 

จะเห็นโคโลนีของเชื้อ E.coli เจริญขึ้นมา จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวนวลไปเพิ่มจำนวนดWวย 

วิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส เพื่อที่จะนำมาสกัดพลาสมิด และคัดเลือกพลาสมิดที่มีชิ ้นส-วน 

ดีเอ็นเอเป�าหมายอยู- พบว-ามี 18 ตัวอย-างที่มีชิ้นส-วนดีเอ็นเอเป�าหมายอยู-จึงไดWทำการสกัดพลาสมิด

เพ่ือส-งไปวิเคราะหOหาลำดับนิวคลีโอไทดO  
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รูปที่ 4.15 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการติดตามยีนไฮโดรจีเนสดWวยเทคนิค PCR โดยไพรเมอรO 

HvF2 และ HvR1/HydAR และตรวจสอบผลดWวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis หลุมที่ 1 คือ 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมที่ 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจากไพรเมอรO HvF2 และ HvR1 และหลุมท่ี 3 

คือ เปUนผลิตภัณฑO PCR ท่ีเกิดจากไพรเมอรO HvF2 และ HydAR  

 

หลังจากที่ทำการส-งตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรีเนส เพื่อที่จะทราบ

ขนาดคู-เบสและลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนแต-ละตัวอย-าง จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทดOที่วิเคราะหOไดW

ทั้ง 18 ชิ้นไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนที่ถูกรายงานไวWในฐานขWอมูล NCBI โดยใชW

โปรแกรม BlastN ผลที่ไดWคือ ชนิดดีเอ็นเอทั้ง 3 ขนาด ที่ทำการโคลนเขWาพาหะนั้นไม-ใช-ยีนของ

เอนไซมOไฮโดรจีเนส แต-เปUนยีนที่เปUน unknown เนื่องจากลำดับนิวคลีโอไทดOที่ไดWจากการวิเคราะหO

นั้นยังไม-ใช-ยีนไฮโดรเจน ผูWวิจัยไดWทดลองทำการทดลองเริ่มตั้งแต-การทำ PCR และโคลนชิ้นส-วน 

ดีเอ็นเอเป�าหมาย และส-งตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทดOผลที่ไดWก็ยังคง ยีนที่เปUน unknown อยู- ซ่ึง

อาจจะเกิดจากความหลากหลายของยีนไฮโดรจีเนสหลากหลายสายพันธุOอาจทำใหWไพรเมอรOอาจจะไม-

จำเพาะกับสาหร-าย Micractinium sp. KLSc62 จากนั้นผูWวิจัยจึงไดWออกแบบและสังเคราะหOไพรเมอรO

ใหม- 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 67 

 
4.5.1.2 การคWนหายีนไฮโดรจีเนส 

การเพิ่มปริมาณยีนไฮโดรจีเนส ดWวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส จะใชW

แม-แบบเปUน cDNA จากสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ใชWไพรเมอรOทั้งหมด 2 เสWน โดย

เปUน Forward primer 1 เสWน และ Reverse primer 1 เสWน สามารถยืนยันไดWว-าตำแหน-งไพรเมอรO

ทั้ง 2 เสWน อยู-บริเวณยีนไฮโดรจีเนสของสาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii  ไดW (รูปท่ี 

4.16) จากผลการทดลองพบว-าการจับคู-ไพรเมอรOทั้ง 2 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอเป�าหมายโดยใชW 

cDNA เปUนแม-แบบไดW โดยหลุมแรกจะเปUน ดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมที่ 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจาก

ไพรเมอรO HydA_F1 และ HydA_R1 พบผลิตภัณฑO PCR เกิดขึ้นหลายแถบ แต-เกิดดีเอ็นเอเป�าหมาย

ที่มีปริมาณสูงที่สุด 1 แถบ มีขนาดประมาณ 475 คู-เบส ดังในรูปที่ 4.17 เมื่อทำการตัดชิ้นเจล ดังท่ี

กล-าวไปเพื่อทำบริสุทธิ์ชิ้น PCR จากนั้นนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธิ์ที่ไดWไปยืนยันดWวยเทคนิคอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสอีกคร้ัง  

การหาลำดับนิวคลีโอไทดOนั้นจะเริ่มจากนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธ์ิมาเชื่อมต-อเขWากับ 

พลาสมิดพาหะเปUน pGEM®-T Easy Vector และตรวจสอบการเพิ่มส-งต-อชิ้นดีเอ็นเอเป�าหมายสู-

พาหะ ดWวยวิธี Blue-White colony screening จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวนวลไปเพิ่มจำนวน

ดWวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเร-ซิส เพื่อที่จะนำมาสกัดพลาสมิด และคัดเลือกพลาสมิดที่มีชิ้นส-วน 

ดีเอ็นเอเป�าหมายอยู- พบว-ามี 9 ตัวอย-างที่มีชิ้นส-วนดีเอ็นเอเป�าหมายอยู-จึงไดWทำการสกัดพลาสมิดเพ่ือ

ส-งไปวิเคราะหOหาลำดับนิวคลีโอไทดO  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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CCTGCAAGAGTCCCCAGATGATG คือ Forward primer HydA_F1 

5’GTGCTCCAAGCTGAAGACT3’ 

ACTTATGCGTCCGAGTGAGC คือ Reverse primer HydA_R1 

5’CTTCGCGGAATGTGTCGAG3’  

รูปที ่ 4.16 แสดงตำแหน-งไพรเมอรOที ่ใชWในการติตตามยีนไฮโดรจีเนสโดยใชWสาหร-ายสีเขียว 

Chlamydomonas reinhardtii เปUนแม-แบบในการออกแบบไพรเมอรOบน cDNA  

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 รูปที่ 4.17 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการติดตามยีนไฮโดรจีเนสดWวยเทคนิค PCR โดยไพรเมอรO 

HydA_F1 และ HydA_R1 และตรวจสอบผลดWวยวิธี Agarose Gel Electrophoresis  หลุมที่ 1 คือ 

ดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมท่ี 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ท่ีไดWจากไพรเมอรO HydA_F1 และ HydA_R1 

 

จากการนำลำดับนิวคลีโอไทดOที ่ว ิเคราะหOไดWทั ้ง 9 ตัวอย-างไปเปรียบเทียบกับลำดับ 

นิวคลีโอไทดOของยีนที่ถูกรายงานไวWในฐานขWอมูล NCBI โดยใชWโปรแกรม BlastN ผลที่ไดWคือ ดีเอ็นเอท่ี

ทำการโคลนเขWาพาหะนั้น ไม-ใช-ยีนของเอนไซมOไฮโดรจีเนส แต-เปUนยีนที่เปUน unknown ผูWวิจัยไดW

ทดลองทำการทดลองเร่ิมต้ังแต-การทำ PCR และโคลนช้ินส-วนดีเอ็นเอเป�าหมาย และส-งตรวจหาลำดับ

นิวคลีโอไทดOผลท่ีไดWก็ยังคง ยีนท่ีเปUน unknown 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.5.2 การคKนหายีนแอลกอฮอล)/อัลดีไฮด)ดีไฮโดรจีเนสดKวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ0พอลิเมอ-

เรส  

 4.5.2.1 การคWนหายีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนสออกแบบไพรเมอรOโดย 

Maneeruttanarungroj et al., 2010 

การตามหายีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนสใชWไพรเมอรOทั้งหมด 3 เสWน 

โดยเปUน Forward primer 1 เสWน และ Reverse primer 2 เสWน (Maneeruttanarungroj et al., 

2010) ดังแสดงในรูปที ่ 4.18   การเพิ ่มปริมาณยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนส ดWวย 

เทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส จะใชWแม-แบบเปUน cDNA จากสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. 

KLSc62 โดยการเติมองคOประกอบต-างๆ ลงไปดังในตารางที่ 3.2 และใชWเครื่องปริมาณสารพันธุกรรม 

ดังในตารางที่ 3.3 ซึ่ง ไพรเมอรOทั้ง 3 เสWนสามารถจับคู-ไพรเมอรOไดWทั้งหมด 2 รูปแบบที่แตกต-างกัน ดัง

ในตารางท่ี 3.10 โดยสามารถยืนยันว-าตำแหน-งไพรเมอรOท้ัง 3 เสWน อยู-บริเวณยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดO

ดีไฮโดรจีเนสของสาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii ทั ้งหมด (รูปท่ี 4.18) เมื ่อนำ

ผลิตภัณฑO PCR จากการทำปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรสไปวิเคราะหOดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตร

โฟเรซิส กระแสไฟฟ�าที่ความต-างศักยO 100 โวลดO เปUนเวลา 1 ชั่วโมง และถ-ายดWวยเครื่องถ-ายภาพจาก

เจล (Gel Doc) จากผลการทดลองพบว-าการจับคู -ไพรเมอรOทั ้ง 2 สามารถเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอ

เป�าหมายโดยใชW cDNA เปUนแม-แบบไดWเหมือนกันกับยีนไฮโดรจีเนส โดยหลุมแรกจะเปUน ดีเอ็นเอ

มาตรฐาน หลุมที่ 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจากไพรเมอรO ADH1_F1 และ ADH1_R1 และหลุมที่ 3 

คือ ผลิตภัณฑO PCR ท่ีเกิดจากไพรเมอรO ADH1_F1 และ ADH1_R2 จะเห็นไดWว-าท้ังหลุมท่ี 2 และหลุม

ท่ี 3 พบผลิตภัณฑO PCR เกิดข้ึนหลายแถบ  แต-มีแถบของดีเอ็นเอเป�าหมายท่ีมีปริมาณสูงท่ีสุดและเห็น

ไดWอย-างชัดเจนเพียง 1 แถบ มีขนาดประมาณ 700 คู-เบส ดังในรูปท่ี 4.19 

เมื่อทำการตัดชิ้นเจลในรูป 4.19 ที่สนใจแลWวนำไปทำใหWบริสุทธ์ิ จากนั้นนำผลิตภัณฑO 

PCR บริสุทธิ ์ท ี ่ไดWไปยืนยันดWวยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิสอีกครั ้ง  การหาลำดับ 

นิวคลีโอไทดOนั้นจะเริ่มจากนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธ์ิมาเชื่อมต-อเขWากับพลาสมิดพาหะเปUน pGEM®-

T Easy Vector ซึ่งจะมีองคOประกอบในการเชื่อมต-อยีนเป�าหมายเขWากับพาหะดังในตารางที่ 3.13 

ผสมเขWากันในหลอดไมโครเซนตริฟnวจOจากน้ันบ-มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปUนเวลา 24 ช่ัวใมง  นำ 

Ligation Reaction ที ่ไดWจาก 3.13.4 ปริมาตร 4 ไมโครลิตรไปผสมกับ Competent cells และ

ตรวจสอบการเพิ่มส-งต-อชิ้นดีเอ็นเอเป�าหมายสู-พาหะ ดWวยวิธี Blue-White colony screening เม่ือ

ผ-านการบ-มที่อุณหภูมิ 37 องศาเปUนเวลา 24-36 ชั่วโมง จะเห็นโคโลนีของเชื้อ E. coli เจริญขึ้นมา 

จากน้ันคัดเลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวนวลไปเพ่ิมจำนวนดWวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส เพ่ือท่ีจะนำมา

สกัดพลาสมิด และคัดเลือกพลาสมิดที่มีชิ้นส-วนดีเอ็นเอเป�าหมายอยู- พบว-ามีเพียง 2 ตัวอย-างที่มี

ช้ินส-วนดีเอ็นเอเป�าหมายอยู-จึงไดWทำการสกัดพลาสมิดเพ่ือส-งไปวิเคราะหOหาลำดับนิวคลีโอไทดO  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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GCGAGAACATGCTGTGGT คือ Forward primer ADH1_F1  5’GCGAGAACATGCTSTGGT3’ 

รูปที่ 4.18 แสดงตำแหน-งไพรเมอรOท่ีใชWในการติตตามยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนสโดยใชW

สาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii เปUนแม-แบบในการออกแบบไพรเมอรOบน cDNA 

(Maneeruttanarungroj et al., 2010) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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CCTTCCCGCAGTACGAGT คือ Reverse primer ADHR1  5’ CKSCTGSCGCTTCTG 3’ 

CAACCCGCGCTACCCGCT คือ Reverse primer ADHAR  5’ GCCACRTAGTGBGTGTGCAG 3’ 

รูปที่ 4.18 แสดงตำแหน-งไพรเมอรOที่ใชWในการติตตามยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนสโดยใชW

สาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii เปUนแม-แบบในการออกแบบไพรเมอรOบน cDNA  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.19 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการติดตามยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนส 

ดWวยเทคนิค PCR โดยไพรเมอรO ADH1_F1 และ ADH1_R1 /ADH1_R2 และตรวจสอบผลดWวยวิธี 

Agarose Gel Electrophoresis หลุมที่ 1 คือ ดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมท่ี 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดW

จากไพรเมอรO ADH1_F1 และ ADH1_R1 และหลุมท่ี 3 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที ่เกิดจากไพรเมอรO 

ADH1_F1 และ ADH1_R2 

 

หลังจากที ่ทำการส-งตรวจหาลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนไฮโดรีเนส นำลำดับ 

นิวคลีโอไทดOที่วิเคราะหOไดWทั้ง 2 ตัวอย-างไปเปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดOของยีนที่ถูกรายงานไวW

ในฐานขWอมูล NCBI โดยใชWโปรแกรม BlastN ผลที่ไดWคือ ดีเอ็นเอที่ทำการโคลนเขWาพาหะนั้น ไม-ใช- 

ยีนของเอนไซมOแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนส แต-เปUนยีนที่เปUน unknown เนื่องจากลำดับ 

นิวคลีโอไทดOท่ีไดWจากการวิเคราะหOน้ันยังไม-ใช-ยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนส ผูWวิจัยไดWทดลอง

ทำการทดลองเริ ่มต้ังแต-การทำ PCR และโคลนชิ้นส-วนดีเอ็นเอเป�าหมาย และส-งตรวจหาลำดับ 

นิวคลีโอไทดOผลที ่ไดWก็ยังคง ยีนที ่เปUน unknown อยู - ซึ ่งอาจจะเกิดจากความหลากหลายของ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนสหลากหลายสายพันธุOอาจทำใหWไพรเมอรOอาจจะไม-จำเพาะกับ

สาหร-าย Micractinium sp. KLSc62 จากน้ันผูWวิจัยจึงไดWออกแบบและสังเคราะหOไพรเมอรOใหม- 

 

4.5.2.2 การคWนหายีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนส 

GGCTGAGAAGTTTGAGACGC คือ Forward primer ADH2_F1  

5’GGCTGAGAAGTTTGAGACGC3’ 

CTCGACACATTCCGCGAAG คือ Reverse primer ADH2_R2  5’CTTCGCGGAATGTGTCGAG3’ 

รูปที่ 4.20 แสดงตำแหน-งไพรเมอรOที่ใชWในการติตตามยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอ

จีเนสโดยใชWสาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii เปUนแม-แบบในการออกแบบไพรเมอรO

บน cDNA 

 

การเพิ่มปริมาณยีนไฮโดรจีเนส ดWวยเทคนิคปฏิกิริยาลูกโซ-พอลิเมอเรส จะใชW

แม-แบบเปUน cDNA จากสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ใชWไพรเมอรOทั้งหมด 2 เสWน โดย

เปUน Forward primer 1 เสWน และ Reverse primer 1 เสWน ไพรเมอรOทั้ง 2 เสWนสามารถยืนยันไดWว-า

ตำแหน-งไพรเมอรOทั ้ง 2 เสWน อยู -บริเวณยีนไฮโดรจีเนสของสาหร-ายสีเขียว Chlamydomonas 

reinhardtii  ไดW (รูปท่ี 4.20) จากผลการทดลองพบว-าการจับคู-ไพรเมอรOทั้ง 2 สามารถเพิ่มปริมาณ 

ดีเอ็นเอเป�าหมายโดยใชW cDNA เปUนแม-แบบไดW โดยหลุมแรกจะเปUนดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมที่ 2 คือ 

ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจากไพรเมอรO ADH2_F1 และ ADH2_R1 พบผลิตภัณฑO PCR ดีเอ็นเอเป�าหมาย

ที่มีปริมาณสูงที่สุด 1 แถบ มีขนาดประมาณ 250 คู-เบส ดังในรูปที่ 4.21 เมื่อทำการตัดชิ้นเจล ดังท่ี

กล-าวไปเพื่อทำบริสุทธิ์ชิ้น PCR จากนั้นนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธิ์ที่ไดWไปยืนยันดWวยเทคนิคอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรโฟเรซิสอีกคร้ัง  

การหาลำดับนิวคลีโอไทดOนั ้นจะเริ ่มจากนำผลิตภัณฑO PCR บริสุทธ์ิมาเชื ่อมต-อเขWากับ 

พลาสมิดพาหะเปUน pGEM®-T Easy Vector และตรวจสอบการเพิ่มส-งต-อชิ ้นดีเอ็นเอเป�าหมาย 

สู-พาหะ ดWวยวิธี Blue-White colony screening จากนั้นคัดเลือกโคโลนีที่มีสีขาวนวลไปเพิ่มจำนวน
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ดWวยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟเรซิส เพื่อที่จะนำมาสกัดพลาสมิด และคัดเลือกพลาสมิดที่มีชิ้นส-วน 

ดีเอ็นเอเป�าหมายอยู- พบว-ามี 6 ตัวอย-างที่มีชิ้นส-วนดีเอ็นเอเป�าหมายอยู-จึงไดWทำการสกัดพลาสมิดเพ่ือ

ส-งไปวิเคราะหOหาลำดับนิวคลีโอไทดO 

รูปที่ 4.21 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในการติดตามยีนแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮดOดรอจีเนสดWวย

เทคนิค PCR โดยไพรเมอรO ADH2_F1 และ ADH2_R1 และตรวจสอบผลดWวยวิธ ี Agarose Gel 

Electrophoresis หลุมที่ 1 คือดีเอ็นเอมาตรฐาน หลุมท่ี 2 คือ ผลิตภัณฑO PCR ที่ไดWจากไพรเมอรO 

ADH2_F1 และ ADH2_R1 
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จากการนำลำดับนิวคลีโอไทดOที ่ว ิเคราะหOไดWทั ้ง 6 ตัวอย-างไปเปรียบเทียบกับลำดับ 

นิวคลีโอไทดOของยีนที่ถูกรายงานไวWในฐานขWอมูล NCBI โดยใชWโปรแกรม BlastN ผลที่ไดWคือ ดีเอ็นเอท่ี

ทำการโคลนเขWาพาหะนั้น ไม-ใช-ยีนของเอนไซมOไฮโดรจีเนส แต-เปUนยีนที่เปUน unknown ผูWวิจัยไดW

ทดลองทำการทดลองเร่ิมต้ังแต-การทำ PCR และโคลนช้ินส-วนดีเอ็นเอเป�าหมาย และส-งตรวจหาลำดับ

นิวคลีโอไทดOผลท่ีไดWก็ยังคง ยีนท่ีเปUน unknown ดังในรูปท่ี 4.22  

รูปที่ 4.22 ตัวอย-างผลการวิเคราะหO blastn ของชิ้นส-วน DNA ที่ไดWจากการ PCR ในสาหร-ายสีเขียว 

Micractinium sp. KLSc62 

 

จากผลการทดลองทั้งหมด พบว-าไม-สามารถติดตามหายีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลO/อัล

ดีไฮดOดีไฮโดรจีเนสในสาหร-ายสีเขียวสายพันธุO Micractinium sp. KLSc62 ไดW อาจจะเปUนเพราะว-า

ไพรเมอรOที่ใชWศึกษาครั้งนี้เปUน Degenerate primer จึงมีความจำเพาะเจาะจงนWอยลงเมื่อเทียบกับ 

Specific primer หากมีการทดลองระดับต-อไปใน การศึกษายีนไฮโดรจีเนสและยีนแอลกอฮอลO/อัลดี

ไฮดOดีไฮโดรจีเนส ของสาหร-ายชนิดน้ี อาจตWองทำการศึกษาในระดับโปรตีน หรือทำการศึกษาในระดับ

พันธุวิศวกรรม 
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4.6  ผลการศึกษากิจกรรมของเอนไซมMไฮโดรจีเนส 

ความสามารถในการทำงานของเอนไซมOไฮโดรจีเนส (hydrogenase activity) ปริมาณของ

ซับสเตรท และปริมาณออกซิเจน โดยเอนไซมOไฮโดรจีเนสมีกิจกรรมในการทำงานมากดังน้ัน 

เซลลOสาหร-ายก็ควรท่ีจะผลิต ก�าซไฮโดรเจนไดWมาขึ ้น อย-างไรก็ตามป�จจัยที ่ส-งผลต-อการผลิต 

ก�าซไฮโดรเจนของเซลลOยังขึ ้นกับปริมาณซับสเตรท ไดWแก- อิเล็กตรอนและโปรตอนภายในเซลลO 

นอกจากนี้ปริมาณออกซิเจนยังส-งผลต-อผลผลิตก�าซไฮโดรเจนอีกดWวย เนื่องจากโมเลกุลของออกซิเจน

จะเปUนตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซมOไฮโดรจีเนส ดังน้ัน ระบบการสังเคราะหOแสงท่ี 2 จะเปUนตัว

ควบคุมปริมาณของอิเล็กตรอน โปรตอน และ ออกซิเจน ดังน้ัน ถWาระบบแสงท่ี 2 ทำงานไดWดี ส-งผลใหW

มีอิเล็กตรอนและโปรตอนซึ่งเปUนซับสเตรทในการผลิตก�าซไฮโดรเจนมาก อย-างไรก็ตามปริมาณ

ออกซิเจนที่เปUนตัวยับยั้งเอนไซมOไฮโดรจีเนสก็จะมากตามไปดWวย แต-ในทางกลับกันถWาระบบแสงท่ี 2 

ทำงานไดWนWอย ปริมาณอิเล็กตรอนก็จะนWอย ซึ่งออกซิเจนที่เปUนตัวยับยั้งการผลิตก�าซไฮโดรเจนก็จะ

ลดลงตามไปดWวย (Scoma et al., 2012) ดWวยเหตุน้ีผูWวิจัยไดWทำการศึกษาในการเติมสารใหWอิเล็กตรอน

ภายนอกใหWกับเซลลOเพื่อที่จะเซลลOจะไดWนำอิเล็กตรอนเสริมนอกเซลลOเขWาไปเปUนซับสเตรทเพื่อเพ่ิม

อัตราการผลิตไฮโดรเจนไดWเพ่ิมสูงข้ึน และไดWทำการวัดกิจกกรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนส ในรูปท่ี 4.23  

 

รูปท่ี 4.23  กิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนสในอาหารเหลว TAP สูตรปกติและเติมเอทานอล 

ท่ีมีต-อกิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนสของสาหร-าย สีเขียว Micractinium sp. KLSc62 

 

 พบว-ากิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนสในอาหารสูตร TAP ที่มีการเติมเอทานอลความ

เขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 30 มิลลิโมลารO ในวันที่ 3, 5, 7 และวันที่ 10 สูงกว-าในอาหาร TAP สูตรปกติ 

0

20

40

60

80

100

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10H 2 
as

e 
ac

tiv
ity

 (μ
m

ol
 /

m
g 

Ch
l/ 

m
in

)

Time (Day)

TAP 30mM

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 78 

เซลลOในอาหารที่เติมเอทานอลในวันที่ 3 กิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนสมีอัตาราการผลิตไฮโดรเจน

ไดWเท-ากับ 81.557 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลOต-อนาที และในวันที่ 5 ลดลงเหลือ 

34.280 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลOต-อนาที ซึ่งสอดคลWองกับผลการวัดอัตราการ 

ผลิตไฮโดรเจนในสภาวะที่มีเอทานอลที่ความเขWมขWนต-าง ๆ ในรูปที่ 4.6 อาจจะเนื่องจากในวันที่ 3 

เปUนช-วงเวลาที่เซลลOผ-านการปรับตัวในสภาวะที่มีเอทานอล ซึ่งเอทานอลนั้นจถูกออกซิไดซO โดย

เอนไซมOแอลกอฮอลOดีไฮโดรจีเนส กลายเปUนอะซีทัลดีไฮดOซึ่งจะไดWอิเล็กตรอนออกมาในรูปของ NADH 

(Nicotinamide adenine dinucleotide) และอะซีทัลดีไฮดO จะถูกออกซิไดซOโดยอะซีทัลดีไฮดOดี-

ไฮโดรจีเนส กลายไปเปUนอะซีเตท ซึ่งอิเล็กตรอนที่ไดWจากการถูกออกซิไดซOนี้จะเขWาสู-ระบบแสงที่ 2 

โดยพลาสโตคิวโนน (Plastoquinone) ซึ่งเปUนตัวรับอิเล็กตรอน และจะถูกส-งต-อใหWตัวรับอิเล็กตรอน

ตัวถัดไป จากนั้นอิเล็กจะถูกส-งไปจนถึงเฟอรีดอกซิน (Ferredoxin) อิเล็กตรอนที่ถูกส-งไปจะทำ

ปฏิกิริยากับโปรตอนในสโตรมา (Stroma) โดยใชWเอนไซมOไฮโดรจีเนส เกิดเปUนก�าซไฮโดรเจน แสดงว-า

ปริมาณชับสเตรทมีผลโดยตรงกับการเกิดผลิตภัณฑO ซึ ่งหมายความว-า เอทานอลเปUนสารที ่ใหW

อิเล็กตรอนไดWดีและเซลลOสาหร-ายสามารถนำอิเล็กตรอนที ่ไดWจากเอทานอลเขWาสู-เชลลOไดW และ 

ยังนำไปใชWในการเพ่ิมปริมาณก�าซไฮโดรเจนสะสมอีกดWวย 

 

4.7 ผลการวิเคราะหMเมแทบอโลมระหวVางกระบวนการผลิตกnาซไฮโดรเจน 

จากการศึกษาการระบุสารเมแทบอไลตO ผูWวิจัยไดWส-งตัวอย-างโดยคัดเลือกจากกราฟแสดงอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนในสภาวะอาหาร TAP ปกติ และอาหาร TAP ที่มีการเติมเอทานอลลงไป 30  

มิลลิโมลารO ในรูปที่ 4.24 กำหนดใหWจุดเริ่มตWนของการลงสารแขวนลอยเซลลOสาหร-ายหรือวันที่ 0 เปUน

จุด A  จุด B และจุด C คือวันท่ี 3 และ 7 วันในสภาวะปกติ ตามลำดับ  ซ่ึงจุด D และจุด E คือวันท่ี 3 

และวันท่ี 7 คือสภาวะที่เติมเอทานอลลงไป ตามลำดับ ผูWวิจัยไดWทำการเลือกส-งตัวอย-างจากวันที่ 3 

เนื่องจากในสภาวะที่มีเอทานอลนั้นเปUนระยะที่เริ่มมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่เพิ่มสูงขึ้นจึงไดWเลือกจุด

นี้เพื่อเปรียบเทียบกับตัวควบคุม  และเลือกส-งตัวอย-างในวันที่ 7 เนื่องจากทั้งในสภาวะปกติและใน

สภาวะที่เติมเอทานอลนั้นจากรูปที่ 4.24 จะเห็นไดWว-าทั้ง 2 สภาวะนี้มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่คงท่ี

ในวันท่ี 7 จึงไดWเลือกจุดน้ีเพ่ือเปรียบเทียบกับจุดอ่ืน ๆ    

หล ังจากท ี ่ ไดWส - งต ัวอย -างให Wก ับทางศ ูนย O  Metabolomics คณะเทคน ิคการแพทยO

มห า ว ิ ท ย า ล ั ย มห ิ ด ล  เ พ ื ่ อ ว ิ เ ค ร า ะห O เ ม แทบอ โ ลมภ าย ใ น เ ซ ลลO  ด W ว ย เ ค ร ื ่ อ ง  Gas 

chromatography/quadrupole time-of-flight mass spectrometry (GC/Q-TOF) ซ่ึงจะไดWขWอมูล

เปUนค-า Parent mass, Retention time และ Mass spectrum และทำการ Normalize ดWวยพื้นท่ี

ใตWกราฟทั้งหมด (Total Area) หลังจากนั้นผูWวิจัยไดWทำการหาค-าเฉลี่ยขWอมูลจาก 3 ซ้ำ เมื่อไดWค-าเฉล่ีย

ออกมาแลWวจึงไดWคิดขWอมูลออกมาเปUนในรูปของ Relative เพื ่อความง-ายของการคัดเลือกขWอมูล 

จากน้ันผูWวิจัยจึงไดWแบ-งการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOออกเปUน 2 กลุ-มใหญ-คือ   

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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1)  การแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึน (Up Regulation)  

รูปแบบที่ 1 การแสดงออกของสารเมแทบอไลตOในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลมี

การแสดงออกเพิ ่มขึ ้นและในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับ 

เมแทบอโลมลดลง   

รูปแบบที่ 2 การแสดงออกของสารเมแทบอไลตOในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลมี

การแสดงออกเพิ ่มขึ ้นและในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับ 

เมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึนตามเช-นกัน 

2)  การแสดงออกท่ีลดลง (Down Regulation) 

รูปแบบที่ 3 การแสดงออกของสารเมแทบอไลตOในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลมี

การแสดงออกลดลงแต-ในอาหาร TAP ปกติม ีการแสดงออกระดับ 

เมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึน 

รูปแบบที่ 4 การแสดงออกของสารเมแทบอไลตOในสภาวะอาหาร TAP ที่มีเอทานอลมี

การแสดงออกลดลงและในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับ 

เมแทบอโลมท่ีลดลงตามเช-นกัน 

 

ผู WวิจัยจึงไดWคัดเลือกขWอมูลและจัดขWอมูลตามของสารเมแทบอไลตOออกเปUน 2 กลุ -ม คือ  

Up Regulation และ Down Regulation และจำแนกออกเปUนรูปแบบต-าง ๆ  รูปท่ี 4.25 พบว-า 

มี Parent Mass ทั ้งหมด 9 ที ่ม ีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที ่ เพ ิ ่มขึ ้นแบบที ่ 1 (Up-

Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นแต-ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออก

ระดับเมแทบอโลมที่ลดลง  และพบว-ามี Parent Mass 12 ตัว ที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตO

ที่เพิ่มขึ้นแบบที่ 2 (Up-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นและในอาหาร TAP 

ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึนตามเช-นกัน แสดงดังรูปท่ี 4.26 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.24 แสดงการคัดเลือกตัวอย-างในจุด A-E เพื่อนำส-งวิเคราะหOเมแทบอโลมภายในเซลลO ใน

สาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 จากอัตราการผลิตไฮโดรเจนในอาหาร TAP และใน

อาหาร TAP ท่ีเติมเอทานอลความเขWมขWนสุดทWายเท-ากับ 30 มิลลิโมลารO 

 

ในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 3 (Down-Regulation) สภาวะ

ท่ีมีเอทานอลมีการแสดงออกลดลงแต-ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึน 

รูปที่ 4.27 พบว-ามี Parent Mass 9 ตัวที่มีการแสดงออกอย-างชัดเจนดังตามในกลุ-มที่จำแนกไวW และ 

รูปที่ 4.28 พบว-ามี Parent Mass 14 ตัวที่มีการแสดงออกอย-างชัดเจนในกลุ-มที่มีการแสดงออกของ

สารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 4 (Down-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกลดลง

และในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีลดลงตามเช-นกัน  

เน่ืองจากมี Parent Mass หลายตัวท่ีน-าสนใจจากการจำแนกกลุ-มต-าง ๆ จากการแสดงออกท่ี

แตกต-างกัน ผูWวิจัยจึงตWองการที่อยากจะทราบและศึกษาของสารเมแทบอไลตO จึงจำเปUนที่ตWองมี 

การระบุสารเมแทบอไลตOท่ีภายในเซลลOระหว-างกระบวนการการผลิตก�าซไฮโดรเจน ซ่ึงการระบุช่ือสาร

นั ้นจำเปUนที ่จะตWองขWอมูลแมสสเปกตรัม (Mass spectrum) และ Parent Mass (m/z) ซึ ่งจะใชW

ซอฟตOแวรOวิเคราะหO คือ MetFrag (https://msbi.ipb-halle.de/MetFrag) การระบุเมแทบอไลตO

ดำเน ินการโดยใช WฐานขWอมูล KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) ซ ึ ่งใน

ฐานขWอมูลนี ้จะเปUนสารเมแทบอไลตOที ่อยู -ในสิ ่งมีชีวิตผู WวิจัยจึงใชWฐานขWอมูล KEGG ในการระบุ 

สารเมแทบอไลตO  

จากการศึกษาสารเมแทบอไลตOที่มีความโดดเด-นและน-าสนใจในกลุ-มต-าง ๆ ที่ไดWจำแนกไวWจะ

แสดงดังในรูปที่ 4.25-4.28 และไดWถูกนำมาคWนหาชื่อสารเคมีผ-าน MetFrag ทำใหWไดWขWอมูลสารเคมีใน

แต-ละกลุ-มออกมาดังแสดงในตารางที่ 4.1 - 4.4 ซึ่งสารเมแทบอไลตOที่ระบุไดWในกลุ-ม Up regulation 
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พบว - าม ีความเก ี ่ ยวข Wองก ับสารส ีท ี ่ มาจากสาหร - าย Micractinium sp. KLSC62 ค ือสาร 

Thermocryptoxanthin-15 เปUน Provitamin A อยู-ในกลุ-มแซนโทฟnลลO และสาร Peonidin-3-(p-

coumaroyl)-rutinoside-5-glucoside เป UนสารสีฟลาโวนอยดO ในกลุ -มของแอนโทรไซยานิน 

สารเมแทบอไลตOที่ระบุไดWในกลุ-มของ Down regulation คือสาร gamma-Terpinyl acetate เปUน 

สารเมแทบอไลตOที่น-าสนใจและเปUนหนึ่งในสารเมแทบอไลตOที่อยู-ในวัฏจักร Mevalonate ซึ่งมีสารต้ัง

ตWนเปUนอะซิติล-โคเอ จากการออกซิไดซOอะซีทัลดีไฮดOกลายเปUนอะซิเตท จากนั้นอะซิเตทจะเขWาใน 

วัฎจักรกรดไตรคารOบอกซิลิก (Tricarboxylic acid cycle) แลWวอาจจะเปUนไปไดWที่อะซิเตทจะถูกเติม

โคเอเขWาไปกลายเปUนอะซิติล-โคเอ และเขWาสู-วัฏจักร Mevalonate เพื่อตอบสนองต-อการดำรงชีวิต

ของเซลลOต-อไปก็เปUนไดW   ซึ่งการระบุสารเมแทบอไลตOสามารถนำไปต-อยอดในการศึกษาเมแทบอไลตO

ท่ีสำคัญและสามารถผลิตไปใชWประโยชนOในสภาวะท่ีเติมเอทานอลในอนาคตไดW 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.25 แสดงการจัดกลุ-มของ Parent Mass Retention time (min) ในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่เพิ่มขึ้นแบบที่ 1 (Up-Regulation) สภาวะที่มี 

เอทานอลมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนแต-ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีลดลง 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.26 แสดงการจัดกลุ-มของ Parent Mass Retention time (min) ในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่เพิ่มขึ้นแบบที่ 2 (Up-Regulation) สภาวะที่มี 

เอทานอลมีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนและในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึนตามเช-นกัน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.27 แสดงการจัดกลุ-มของ Parent Mass Retention time (min)  ในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 3 (Down-Regulation) สภาวะที่มี

เอทานอลมีการแสดงออกลดลงแต-ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึน 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปที่ 4.28 แสดงการจัดกลุ-มของ Parent Mass Retention time (min) ในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 4 (Down-Regulation) สภาวะที่มี

เอทานอลมีการแสดงออกลดลงและในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีลดลงตามเช-นกัน 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 4.1 แสดงการระบุเมแทบอไลตOในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่เพิ่มขึ้นแบบที่ 1 (Up-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นแต-

ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีลดลง ท่ีระบุโดย Mass spectrometry ESI/QTOF 

 

  

No InChIKey1 RT (min) mass (m/z) MolecularFormula CompoundName ANOVA p value 

1 KLSLBUSXWBJMEC 11.28 137.09 C9H12O 4-Propylphenol 7.11E-07 

2 FZPHMACGWIAGFA 10.18 325.26 C19H32O4 Decylubiquinol 0.0432 

3 LVBIMVQYUKOENY 5.25 352.13 C13H21NO10 N-Acetyl-4-O-acetylneuraminate 9.75E-05 

4 KGNWKZGVYSTAOX 14.75 507.45 C29H30O8 Piperaduncin B 0.021108 

5 NNPBOGAWNUIKAO 10.45 556.09 C26H19Cl2N3O7 4''-O-Demethylrebeccamycin 0.026756 

6 FNZZYRONWCJZTM 11.58 642.99 C32H34O14 Haemocorin 4.09E-07 

7 YPXWWSJGANMFFQ 9.34 758.36 C36H37O18 Cyanidin 3-O-(6-O-p-coumaroyl) glucoside-5-O-glucoside 4.09E-07 

8 ZFWOUNNKSHIAFK 10.99 849.28 C42H40O19 Sennoside C 0.029637 

9 RDUYXVUZPBWYNT 8.97 939.44 C61H94O7 Thermocryptoxanthin-15 0.044256 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.2 แสดงการระบุเมแทบอไลตOในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่เพิ่มขึ้นแบบที่ 2 (Up-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกเพิ่มข้ึน

และในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึนตามเช-นกัน ท่ีระบุโดย Mass spectrometry ESI/QTOF 

 

 

  

NO InChIKey1 RT (min) mass (m/z) MolecularFormula CompoundName ANOVA p value 

1 SZWBRVPZWJYIHI 8.32 179.15 C12H18O 4-n-Hexylphenol 0.008295 

2 VZCCETWTMQHEPK 15.94 279.30 C18H30O2 (6Z,9Z,12Z)-Octadecatrienoic acid 0.004145 

3 NCYCYZXNIZJOKI 10.35 285.22 C20H28O Retinal 0.007763 

4 JSFATNQSLKRBCI 7.29 321.24 C20H32O3 (15S)-15-Hydroxy-5,8,11-cis-13-trans-eicosatetraenoate 0.006095 

5 UIFMNMVSZSUBTD 5.25 352.13 C12H22N3O7P N-Acetyl dimethyl phosphinothricin tripeptide 9.75E-05 

6 USFJGINJGUIFSY 5.80 435.33 C27H46O4 3alpha,7alpha,12alpha-Trihydroxy-5beta-cholestan-26-al 0.001532 

7 HBLUGHSSFJXCOA 5.99 493.37 C28H36N4O4 Mucronine B 4.09E-08 

8 PHBDHXOBFUBCJD 9.07 521.90 C11H18N5O13P3 5''-Guanylylmethylenebisphosphonate 1.02E-07 

9 SRNWOUGRCWSEMX 6.63 559.92 C15H23N5O14P2 ADP-ribose 0.006823 

10 VULLCGFNYWDRHL 6.13 653.26 C32H44O14 beta-D-Gentiobiosyl crocetin 0.000522 

11 BQRWHFIYTDHAGA 6.77 738.88 C20H24N10O13P2S2 Molybdopterin guanine dinucleotide 0.021703 

12 HSCDIYSCENTRGJ 7.03 918.41 C43H49O22 Peonidin-3-(p-coumaroyl)-rutinoside-5-glucoside 0.043513 
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ตารางที่ 4.3 แสดงการระบุเมแทบอไลตOในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 3 (Down-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกลดลงแต-

ในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีเพ่ิมข้ึน ท่ีระบุโดย Mass spectrometry ESI/QTOF 

No InChIKey1 RT (min) mass (m/z) MolecularFormula CompoundName ANOVA p value 

1 FPXSXMFOYWRHDX 12.95 249.24 C17H28O Sterol 0.00483 

2 VOKSWYLNZZRQPF 4.51 286.25 C19H27NO Pentazocine 6.30E-05 

3 BMPKIAPYMZISRD 8.57 347.26 C22H34O3 Taxa-4(20),11(12)-dien-5alpha-acetoxy-10beta-ol 0.026946 

4 WRILMBKQMSIVJG 1.38 499.23 C24H34O11 Iridodial glucoside tetraacetate 0.002063 

5 FJAQNRBDVKIIKK 9.47 697.27 C35H37ClN2O11 Clorobiocin 0.014678 

6 NXMILGRUJOPZOM 5.70 715.21 C37H46O14 Urdamycin G 4.96E-05 

7 ULGZDMOVFRHVEP 9.36 734.75 C37H67NO13 Erythromycin 0.04053 

8 APTYNAZODMUFPO 5.23 878.39 C26H38N7O17P3S2 Thiophene-2-carbonyl-CoA 6.06E-05 

9 KIAIWUYRVXWYAI 8.89 897.15 C44H56N4O16 Precorrin 6Y 0.011133 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.4 แสดงการระบุเมแทบอไลตOในกลุ-มที่มีการแสดงออกของสารเมแทบอไลตOที่ลดลงแบบที่ 4 (Down-Regulation) สภาวะที่มีเอทานอลมีการแสดงออกลดลง

และในอาหาร TAP ปกติมีการแสดงออกระดับเมแทบอโลมท่ีลดลงตามเช-นกัน ท่ีระบุโดย Mass spectrometry ESI/QTOF 

 

No InChIKey1 
RT 

(min) 

mass 

(m/z) 
MolecularFormula CompoundName 

ANOVA p 

value 

1 FRPZMMHWLSIFAZ 6.85 185.15 C11H20O2 Undecylenic acid 0.020758 

2 ZKKBZSOYCMSYRW 7.79 197.16 C12H20O2 gamma-Terpinyl acetate 0.003999 

3 ISAVYTVYFVQUDY 8.65 207.18 C14H22O 4-tert-Octylphenol 0.003025 

4 ZNAJIKYTBCGAQQ 1.73 225.06 C11H12O5 2-Benzylmalic acid 0.01218 

5 BIGUPJIJZYZJMV 4.59 330.14 C18H19NO5 1-O-Acetyllycorine 0.00017 

6 RCBRFGAYXGRKBS 9.97 400.98 C9H22O13P2 Bis(glycerophospho)-glycerol 0.000513 

7 LYHFPFHWBXEUPX 6.80 439.40 C32H54 
3,22-Dimethyl-1,2,23,24-tetradehydro-2,3,22,23-

tetrahydrosqualene 
0.001031 

8 SENPVEZBRZQVST 11.99 665.98 C21H27N6O15P2 Deamino-NAD+ 0.019667 

9 AGJUUQSLGVCRQA 11.60 671.51 C35H58O12 Fungichromin 0.007118 

10 HBNALZRPCNRSPZ 11.89 778.57 C49H94O6 1-Dodecanoyl-2-hexadecanoyl-3-octadecanoyl-sn-glycerol 0.016249 

11 LPGWZGMPDKDHEP 0.88 809.24 C46H56N4O9 Leurosine 4.77E-12 

12 UFPHFKCTOZIAFY 6.10 847.64 C55H91O4P all-trans-Undecaprenyl phosphate 6.16E-05 

13 IIKOXWXMCPEVLL 8.59 861.44 C26H38N7O18P3S 2-Furoyl-CoA 0.002442 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.4 (ต-อ) 

 

No InChIKey1 
RT 

(min) 

mass 

(m/z) 
MolecularFormula CompoundName 

ANOVA p 

value 

14 NUWRQHMMPHBACN 7.82 991.70 C55H92O11P2 
trans,octacis-Decaprenylphospho-beta-D-ribofuranose 5-

phosphate 
1.30E-07 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขBอเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

เมื่อทำการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร-ายสีเขียวใหWหWองปฏิบัติการทั้งหมด 14 สายพันธุO 

เพื่อที่จะคัดเลือกมาศึกษาต-อในแง-ของความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน พบว-ามี 8 สายพันธุO ที่มี

การเจริญเติบโตที ่ด ีท ี ่ส ุดคือ CUJR01, CUJR04, G2, G4, Chlorella sp. KLSc59, LT, SK และ 

Chlorella sp. KLSc61 จึงนำมาทดสอบความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในอาหารที่มีการเติม 

เอทานอลความเขWมขWน 20 มิลลิโมลารO เมื่อบ-มเซลลOภายใตWสภาวะที่ไล-อากาศเปUนระยะเวลา 3 วัน 

พบว-าสาหร-ายสายพันธุO Chlorella sp. KLSc59 สามารถใหWผลผลิตก�าซไฮโดรเจนไดWสูงที่สุด จึงนำมา

ศึกษาหาความเขWมขWนของเอทานอลต-อไป แต-เนื่องจากสถานการณOการแพร-ระบาดของโรคโควิด 19 

เกิดความไม-ต-อเน่ืองของการเขWามาทำงานวิจัยและไดWนำสาหร-ายสายพันธุO Chlorella sp. KLSc59 ไป

เก็บรักษาในตูWแช-เย็นอุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ทำใหWสาหร-ายเกิดสภาะ Cold stress และทำใหW

สาหร-ายสีเขียว Chlorella sp. KLSc59 สูญเสียประสิทธิภาพในการผลิตก�าซไฮโดรเจนซึ่งผูWวิจัยไดWมี

การ Activate สาหร-ายดWวยวิธีการเลี้ยงบนอาหารแข็ง TAP ไป 30 รุ-น (Generation) เพื่อใหWเซลลOไดW

มีการปรับตัวกลับมาเปUนเช-นเดิม แต-ไม-สำเร็จ ผูWวิจัยจึงตWองทำการคัดเลือกหาสาหร-ายสายพันธุOอ่ืน

เพื่อใหWงานวิจัยไดWเดินหนWาต-อไป เมื่อทำการคัดเลือกพบว-าสาหร-ายสายพันธุO G4 มีความสามารถสูงใน

การผลิตไฮโดรเจนภายในสภาวะที่เติมเอทานอล ผูWวิจัยจึงไดWเลือกสาหร-ายสายพันธุO G4 มาศึกษาหา

ความเขWมขWนของเอทานอลท่ีเหมาะสมต-อการผลิตไฮโดรเจนต-อไป  

การศึกษาหาความเขWมขWนของเอทานอลใหWเหมาะสมต-อการผลิตไฮโดรเจนนั้นพบว-าสาหร-าย

สายพันธุ O  G4 ในอาหารที ่ความเขWมขWนเอทานอลสุดทWาย 30 มิลลิโมลารOสามารถใหWผลผลิต 

ก�าซไฮโดรเจนไดWสูงที่สุดในวันที่ 7 มีค-าเท-ากับ  6,090.5 ไมโครโมลไฮโดรเจนต-อมิลลิกรัมคลอโรฟnลลO 

ซึ่งสูงกว-าตัวควบคุมถึง  29.5 เท-า และจากการติดตามความเขWมขWนของเอทานอลและอะซีทัลดีไฮดO 

พบว-าความเขWมขWนของเอทานอลลดลงในระหว-างกระบวนการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเทียบจากความ

เขWมขWนเริ่มตWนและยังพบการทำงานของอะซีทัลดีไฮดOอีกดWวย ทำใหWเห็นไดWว-าเอทานอลที่เติมลงไป

สามารถเปล่ียนไปเปUนอะซีทัลดีไฮดOไดW 

เมื่อศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร-ายสีเขียว G4 พบว-า เซลลOสาหร-ายมีลักษณะ 

เปUนเซลลOเดียว รูปร-างกลม มีขนาดประมาณ 2-10 ไมโครเมตร และเมื่อนำลำดับนิวคลีโอไทดOมา

เปรียบเทียบกับลำดับนิวคลีโอไทดOของยีน 18S rDNA ของสิ่งมีชีวิตอื่น ๆ ทำแผนภูมิตWนไมW พบว-า 

สาหร-ายสีเขียว G4 มีความใกลWชิดกับสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. XS04 มากที่สุด ดังนั้นควร

จัดใหWสาหร-ายสีเขียว G4 อยู-ในจีนัส ของ Micractinium และทำการตั้งชื่อใหม- เรียกว-า สาหร-าย 

สีเขียว Micractinium sp. KLSc62 อย-างไรก็ตามไม-สามารถติดตามหายีนของเอนไซมOไฮโดรจีเนสเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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และแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนสไดWในการศึกษาครั้งน้ี เนื่องจากลำดับดีเอ็นเอไพรเมอรOท่ี

ออกแบบไวWอาจจะยังไม-เหมาะสม  

นำสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 มาศึกษากิจกรรมของเอนไซมOไฮโดรจีเนส 

พบว-าสภาวะที่มีเอทานอลนั้นกิจกรรมการทำงานของเอนไซมOไฮโดรจีเนสสูงกว-าในสูตรอาหารปกติ

ตั ้งแต-ว ันที ่  3 ของการเลี ้ยงดังนั ้นเอทานอลสามารถเปUนตัวใหWอ ิเล ็กตรอนที ่ด ีแก-สาหร-าย 

Micractinium sp. KLSc62  ไดW และในการศึกษาเมแทบอโลมน้ันพบว-ามีสารเมแทบอไลตOหลาย 

สารที่แสดงออกทั้งในเชิงของ Up Regulation และ Down Regulation ทั้ง 2 รูปแบบตามที่ไดWจัด

กลุ-มไวW และยังสามารถระบุชื่อของสารเมแทบอไลตOไดWถึง 44 สาร ซึ่งสามารถนำไปต-อยอดงานวิจัยใน

แง-ของการศึกษาเมแทบอไลตOท่ีมีประโยชนOโดยมีเอทานอลเปUนตัวชักนำไดW 

 

5.2 ขXอเสนอแนะ 

ผลการทดลองของการเพิ ่มประสิทธิภาพในการผลิตก�าซไฮโดรเจนของสาหร-ายสีเขียว 

Micractinium sp. KLSc62  ใหWผลเปUนที่น-าพึงพอใจ ซึ่งสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตก�าซ

ไฮโดรเจนไดW อาจจะศึกษาสารใหWอิเล็กตรอนตัวอื่น ๆ หรือปรับปรุงสายพันธุO Micractinium sp. 

KLSc62 และยังไม-สามารถอธิบายบทบาทหนWาที ่ของอิเล็กตรอนไดWอย-างลึกซึ ้ง ควรศึกษาการ

เปล่ียนแปลงของเอทานอลในแง-มุมอ่ืน ๆ เพ่ือหาหลักฐานยืนยันบทบาทของเอทานอลไดWอย-างชัดเจน 

ควรมีการศึกษาการเก็บรักษาเชื้อในรูปแบบวิธีอื่นเพื่อป�องกันการสูญเสียความสามารถในการ

ผลิตไฮโดรเจนและควรทำการศึกษาอิทธิพลจากสภาวะความเครียดจากความเย็น (Cold stress) 

ในส-วนของการตามหายีนของเอนไซมOไฮโดรจีเนสและแอลกอฮอลO/อัลดีไฮดOดีไฮโดรจีเนส 

สามารถศึกษาเพ่ิมเติมในระดับจีโนมแทน 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 

 
1) อาหาร Tris acetate phosphate (TAP) 

เตรียม Stock solution และผสมสำหรับอาหาร TAP ดังตารางที่ ก-1  ปรับ pH เปUน 7.2 

ดWวยโซเดียมไฮดรอกไซดOหรือกรดไฮโดรคลอลิกจากน้ันปรับปริมาตรดWวยน้ำกล่ันเปUน 1 ลิตร 

 

ตารางท่ี ก-1 อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Tris acetate phosphate medium (TAP) 

 

 

 

 

 

หมายเลข สารเคมี ปริมาณ (กรัม) 
Stock 

(มิลลิลิตร) 
TAP 1 ลิตร 

1 Tris-base 2.42 กรัม 100 10 มิลลิลิตร 

 NH4Cl 0.40 กรัม 

250 

 

2 CaCl2.2H2O 0.05 กรัม 25 มิลลิลิตร 

 MgSO4.7H2O 0.10 กรัม  

3 
KH2PO4 0.05 กรัม 

10 1 มิลลิลิตร 
K2HPO4 0.10 กรัม 

4 

Na2-EDTA 0.05 กรัม 

10 1 มิลลิลิตร 

FeSO4.7H2O 5.60 มิลลิกรัม 

ZnSO4.7H2O 22.00 มิลลิกรัม 

H3BO3 11.40 มิลลิกรัม 

MnCl2.4H2O 5.52 มิลลิกรัม 

CuSO4.5H2O 0.16 มิลลิกรัม 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 1.10 มิลลิกรัม 

CoCl2.6H2O 0.16 มิลลิกรัม 

5 Glacial acetic acid - - 1 มิลลิลิตร 
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2) ยาปฏิชีวนะ  

ชั่งยาปฏิชีวนะจากนั้นละลายในน้ำกลั่นปราศจากเชื้อ ใหWไดWความเขWมขWน 10 มิลลิกรัมต-อ

มิลลิลิตร กรองดWวยแผ-นกรองปราศจากเชื้อ 0.22 ไมโครเมตร ลงในภาชนะที่ผ-านการฆ-าเชื้อแลWว เก็บ

ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

 

3) อาหารวุXน TAP 

- อาหารเหลว TAP   100 มิลลิลิตร 

- อะการO อะการO (Agar Agar)  1.5 กรัม 

 

4) สารละลายบัฟเฟอรM Tris-Acetate-EDTA 

4.1 สารละลาย 50X TAE 1 ลิตร 

   - ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base)   242 กรัม 

   - กรดอะซิติก (Acetic acid)     57.1 มิลลิลิตร 

   - อีดีทีเอ (EDTA) 0.5 M     100 มิลลิลิตร 

4.2 นำ Tris-base มาละลายในน้ำกล่ัน 600 มิลลิลิตร 

  4.3 เติมอีดีทีเอ และกรดอะซิติกลงในสารละลาย 

4.4 ปรับค-าความเปUนกรดเบส เปUน 8.0 

4.5 จากน้ันปรับปริมาตรสารละลายใหWเปUน 1 ลิตรดWวยน้ำกล่ัน 

4.6 นำสารละลาย 50X TAE เจือจาง 1000 เท-าใหWมีความเขWมขWน 0.5X TAE ดWวยน้ำกล่ัน 
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ภาคผนวก ข 

การคำนวณปริมาณไฮโดรเจน 

 
ในงานวิจัยนี้จะใชW 4 เปอรOเซ็นตOของก�าซไฮโดรเจนในอารOกอนเปUนสารมาตรฐานเพื่อนำมาใชW 

ในการคำนวณปริมาณก�าซไฮโดรเจน โดยคำนวณจากการเทียบกับพื้นที่ใตWกราฟของสารมาตรฐาน 

แบบ single point calibration ซ่ึงแสดงการคานวณไดWดังน้ี 

1) นำพื้นที่ใตWกราฟของโครมาโตแกรมของไฮโดรเจนมาตรฐาน 4 เปอรOเซ็นตOมาเทียบกับพื้นที่ใตW

กราฟของโครมาโตแกรมที่วัดไดWจากขวด vial เพื่อคำนวณหาเปอรOเซ็นตOไฮโดรเจนในขวด 

vial ดังสมการดWานล-างน้ี 

 

%H2 =  
พ้ืนท่ีใตWกราฟของตัวอย-าง

พ้ืนท่ีใตWกราฟของ 4% ไฮโดรเจนมาตรฐาน
 X 4% 

 

2) เมื่อไดWเปอรOเซ็นตOไฮโดรเจนในขวด vial แลWวทำการเปลี่ยนเปอรOเซ็นตOใหWเปUนหน-วยลิตรโดย 

คิดเทียบจาก head space ท่ีใชWจริงในการทดลอง 

3) คำนวณจำนวณโมลของไฮโดรเจน โดยใชWสูตร PV = nRT (เทียบจากปริมาตรของก�าซ ณ 

ความดันบรรยากาศและท่ีอุณหภูมิหWอง เม่ือ P = 1 atm, R = 0.0821 L•atm•K-1•mol-1) 

4) คำนวณปริมาณไฮโดรเจนในหน-วยไมโครโมลไฮโดรเจนต-อคลอโรฟnลลO (μmol H2/mg Chl.)  
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ภาคผนวก ค 

การคำนวณปริมาณคลอโรฟNลลOจากความขุPนของสาหรPาย 

 
 การวัดปริมาณคลอโรฟnลลOของสาหร-ายสีเขียว โดยนำเชลลOสาหร-ายสีเขียว Micractinium 

sp. KLSc62 ที่ไดWจากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP เปUนระยะเวลา 24 ชั่วโมง โดยมีการแปรผัน

ค-าความขุ-นสุดทWายตั้งแต- 0.1 ถึง 0.8 โดยแต-ละค-าความขุ-นจะเติมลงหลอดไมโครเซนตริฟnวจOปริมาตร 

1,000 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10.000 รอบต-อนาที และ ทิ้งส-วนใสจากน้ัน

เติมเมทานอลปริมาตร 1,000 ไมโครลิตรทุกหลอด นำไปบ-มในที่มืดเปUนระยะเวลา 24 ชั่วโมงโดยจะ

เขย-าตลอดเวลา เมื่อครบตามระยะเวลาแลWวนำไปป�µนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต-อนาทีเปUน

เวลา 5 นาที จากนั้นนำไปวัดค-าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 665 และ 650 นาโนเมตร นำค-าการ

ดูดกลืนแสงท่ีวัดไดWมาคำนวณปริมาณคลอโรฟnลลO ดังสมการน้ี  

 

Chlorophyll (a+b) = (4.0 x A665) + (25.5 x A650) 

 

 ปริมาณคลอโรฟnลลO (a+b) ของสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ในอาหาร TAP 

สามารถคำนวณไดWจากสมการเสWนตรง y = 1.0357x เมื่อ y คือ ค-าดูดกลืนแสงหรือค-าความขุ-นของ

สาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (OD750) และ x คือ

ปริมาณคลอโรฟnลลO (a+b) ในหน-วยมิลลิกรัมคลอโรฟnลลOต-อมิลลิลิตรอาหารเหลว TAP ซึ่งคำนวณไดW

จากสมการดังกล-าว 
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y = 1.0357x

R² = 0.9918
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รูปท่ี ค-1 แสดงความสัมพันธOระหว-างค-าความขุ -นของสาหร-ายสีเขียวเขียว Micractinium sp. 

KLSc62 (OD750) และปริมาณคลอโรฟnลลO 

 

รูปท่ี ค-2 แสดงการสกัดคลอโรฟnลลOหลังจากบ-มครบ 24 ชั่วโมงของสาหร-าย Micractinium sp. 

KLSc62   
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ภาคผนวก ง 

การคำนวณน้ำหนักเซลลOแหBงจากคPาความขุPนของสาหรPาย 

 
 น้ำหนักเซลลOแหWงของสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 สามารถคำนวณไดWจาก

สมการเสWนตรง y = 0.018x โดยท่ี y คือค-าการดูดกลืนแสงหรือค-าความขุ -นของสาหร-ายสีเขียว 

Micractinium sp. KLSc62 ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (OD750) และ x คือน้ำหนักเซลลOแหWง

ของสาหร-ายสีเขียว Micractinium sp. KLSc62 ในหน-วยมิลลิกรัมน้ำหนักแหWงต-อมิลลิลิตรอาหาร

เหลว TAP  

 

 
รูปท่ี ง-1 แสดงความสัมพันธOระหว-างค-าความขุ-นของสาหร-ายสีเขียว (OD750) และน้ำหนักเซลลOแหWง 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี ง-2 แสดงปริมาณน้ำหนักเซลลOแหWงของสาหร-ายสีเขียวเขียว Micractinium sp. KLSc62 

หลังจากการกรอง 
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ภาคผนวก จ 

การคำนวณปริมาณความเขBมขBนของเอทานอล 

 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานโพรพานอล (N-propanol) ความเขWมขWนรWอยละ 1 โดย

ปริมาตรเปUนสารละลายมาตรฐาน 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานเอทานอลใหWมีความเขWมขWน 10-100 มิลลิโมลารO 

3. ใส-สารละลายมาตรฐานแต-ละความเขWมขWนในขวดแกWวขนาด 2 มิลลิลิตร พรWอมปnดฝาขวด 

4. การวิเคราะหOปริมาณเอทานอลจะใชWเครื่องแก�สโครมาโตรกราฟ£ (GC-2014, Shimadzu) 

ต-อกับ Auto Injector (AOC-20i) 

5. ใชWคอลัมนO DB-1 (Agilent J&W GC Column) ความยาว 30 เมตร เสWนผ-านศูนยOกลาง 

0.32 มิลลิเมตร ความหนาของฟnลOม 5 ไมครอน อุณหภูมิคอลัมนO 60 องศาเซลเซียส  ใชWตัวตรวจวัด 

(Detector) ชนิด FID (Flame Ionization Detector) โดยปรับอุณหภูมิเท-ากับ 180 องศาเซลเซียส  

Sampling rate เท-ากับ 40 มิลลิลิตรต-อนาที อุณหภูมิของตำแหน-งฉีดสาร (Injector) เท-ากับ 150 

องศาเซลเซียส ใชWก�าซฮีเลียมเปUนก�าซตัวพา 

6. นำพื ้นที ่ใตWกราฟ (Peak Area) ของสารมาตรฐานแต-ละความเขWมขWนมาสรWางกราฟ

มาตรฐาน โดยคำนวณอัตราส-วนพื้นที่ใตWกราฟของเอทานอลต-อโพรพานอลในแต-ละความเขWมขWนซ่ึง

กําหนดใหWเปUนแกน y และความเขWมขWนของสารละลายมาตรฐานเอทานอลเปUนแกน x 

 

 วิธีการวิเคราะห)เอทานอลในตัวอย0าง 

1. วิเคราะหOปริมาณเอทานอลในตัวอย-างโดยผสมสารละลายโพรพานอลรWอยละ 1 โดย

ปริมาตร  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตัวอย-าง 500 ไมโครลิตร 

2. วิเคราะหOดังสภาวะขWางตWนจากนั้นนำเอาอัตราส-วนพื้นที่ใตWกราฟของเอทานอลในสาร

ตัวอย-างต-อโพรพานอลมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาความเขWมขWนของเอทานอล 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี จ-1 กราฟมาตรฐานเอทานอล 

 

 
รูปท่ี จ-2 ตัวอย-างโครมาโตแกรมของเอทานอลท่ีไดWจากการวิเคราะหOจากเคร่ืองแก�สโครมาโตกราฟ 
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ภาคผนวก ฉ 

การคำนวณปริมาณความเขBมขBนของอะซีทัลดีไฮดO 

 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานโพรพานอล (N-propanol) ความเขWมขWนรWอยละ 1 โดย

ปริมาตรเปUนสารละลายมาตรฐาน 

2. เตรียมสารละลายมาตรฐานอะซีทัลดีไฮดOใหWมีความเขWมขWน 1.7  3.5 และ 5.3 มิลลิโมลารO 

3. ใส-สารละลายมาตรฐานแต-ละความเขWมขWนในขวดแกWวขนาด 2 มิลลิลิตร พรWอมปnดฝาขวด 

4. การวิเคราะหOปริมาณอะซีทัลดีไฮดOจะใชWเครื ่องแก�สโครมาโตรกราฟ£ (GC-2014, 

Shimadzu) ต-อกับ Auto Injector (AOC-20i) 

5. ใชWคอลัมนO DB-1 (Agilent J&W GC Column) ความยาว 30 เมตร เสWนผ-านศูนยOกลาง 

0.32 มิลลิเมตร ความหนาของฟnลOม 5 ไมครอน อุณหภูมิคอลัมนO 60 องศาเซลเซียส  ใชWตัวตรวจวัด 

(Detector) ชนิด FID (Flame Ionization Detector) โดยปรับอุณหภูมิเท-ากับ 180 องศาเซลเซียส  

Sampling rate เท-ากับ 40 มิลลิลิตรต-อนาที อุณหภูมิของตำแหน-งฉีดสาร (Injector) เท-ากับ 150 

องศาเซลเซียส ใชWก�าซฮีเลียมเปUนก�าซตัวพา 

6. นำพ้ืนที ่ใตWกราฟ (Peak Area) ของสารมาตรฐานแต-ละความเขWมขWนมาสรWางกราฟ

มาตรฐาน โดยคำนวณอัตราส-วนพ้ืนท่ีใตWกราฟของอะซีทัลดีไฮดOต-อโพรพานอลในแต-ละความเขWมขWนซ่ึง

กําหนดใหWเปUนแกน y และความเขWมขWนของสารละลายมาตรฐานเอทานอลเปUนแกน x 

 

 วิธีการวิเคราะห)อะซีทัลดีไฮด)ในตัวอย0าง 

1. วิเคราะหOปริมาณอะซีทัลดีไฮดOในตัวอย-างโดยผสมสารละลายโพรพานอลรWอยละ 1 โดย

ปริมาตร  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และตัวอย-าง 500 ไมโครลิตร 

2. วิเคราะหOดังสภาวะขWางตWนจากนั้นนำเอาอัตราส-วนพื้นที่ใตWกราฟของอะซีทัลดีไฮดOในสาร

ตัวอย-างต-อโพรพานอลมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพ่ือหาความเขWมขWนของอะซีทัลดีไฮดO 
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รูปท่ี ฉ-1 กราฟมาตรฐานอะซีทัลดีไฮดO 
 

 
รูปท่ี ฉ-2 ตัวอย-างโครมาโตแกรมของอะซีทัลดีไฮดOท่ีไดWจากการวิเคราะหO 

จากเคร่ืองแก�สโครมาโตกราฟ 
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ภาคผนวก ช 

การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อที่ใชBในการทรานฟอรOม 

  
1. Luria-Bertani broth (LB broth) 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast-extract    5  กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

ผสมส-วนประกอบทั้งหมดในน้ำกล่ันจนละลายเปUนเนื้อเดียวกันแลWวจึงเติมน้ำกลั่นใหWครบปริมาตร 

1 ลิตรและนำไปนึ่งฆ-าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ที่ความดัน 15 ปอนดOต-อดารางนิ้ว เปUนเวลา 

15 นาที 

 

2. Luria-Bertani agar (LB agar) 

Tryptone   10  กรัม 

Yeast-extract    5  กรัม 

Sodium chloride  10  กรัม 

Agar    15  กรัม 

 

ผสมส-วนประกอบทั้งหมดยกเวWน Agar ในน้ำกล่ันจนละลายเปUนเนื้อเดียว จากนั้นจึงเติม Agar 

แลWวเติมน้ำกลั่นใหWครบปริมาตร 1 ลิตรและนำไปนึ่งฆ-าเชื้อที่อุณหภูมิ 121องศาเซลเซียส ที่ความดัน 

15 ปอนดOต-อดารางน้ิว เปUนเวลา 15 นาที 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ซ 

การเตรียมการเตรียมเจลอะกาโรส 

 
1. เตรียมสารละลายบัฟเฟอรO 0.5X TAE 

2. เติมผงอะกาโรส 1 เปอรเซ็นตO 

3. นำมาผสมกัน  

4. ใหWความรWอนจนสารละลายเปUนเน้ือเดียวกัน 

 

สารละลายบัฟเฟอร) Tris-Acetate-EDTA 

1. สารละลาย 50X TAE 1 ลิตร 

- ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base)   242 กรัม 

- กรดอะซิติก (CH3COOH)     57.1 กรัม 

- อีดีทีเอ (EDTA) 0.5 M       100 มิลลิลิตร 

2. นำ Tris-base มาละลายในน้ำกล่ัน 600 มิลลิลิตร 

3. เติมอีดีทีเอ และกรดอะซิติกลงในสารละลาย 

4. ปรับ pH เปUน 8.0 

5. จากน้ันปรับปริมาตรสารละลายใหWเปUน 1 ลิตรดWวยน้ำกล่ัน 

6. นำสารละลาย 50X TAE เจือจาง 1000 เท-าใหWมีความเขWมขWน 0.5X TAE ดWวยน้ำกล่ัน 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ฌ 

รายชื่อสายพันธุOสาหรPายในคลังหนPวยวิจัย 

 
ตารางท่ี ฌ-1 รหัสและรายชื่อของสาหร-ายสีเขียวในคลังหน-วยวิจัยพลังงานชีวภาพ คณะวิทยาศาสตรO 

สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลWาเจWาคุณทหารลาดกระบัง 

รหัส สายพันธุ)ของสาหร0าย 

C CUJR01 

D CUJR03 

E CUJR06 

F CUJR08 

G CUJR04 

H G2 

I G4 

J Chlorella sp. KLSc59 

K Chlorella sp. LT 

L PK 

M Scenedesmus 005(25.2) 

N Scenedesmus 006(B10) 

O SK 

P Chlorella sp. KLSc61 

Q Tetraspora sp. CU2551 
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