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บทคัดย่อ 

 ไฮโดรเจน (H2) เป็นแĀล่งพลังงานที่ÿะอาด เนื่องจากการเผาไĀม้ไฮโดรเจนไม่ก่อใĀ้เกิดมลพิþ

ทางอากาý  ไฮโดรเจนÿามารถผลิตได้จากกระบüนการทางเคมีและทางชีüภาพ  ไฮโดรเจนที่ผลิต

จากจุลินทรีย์Āลายชนิดอาจเรียกü่า “ไบโอไฮโดรเจน”  ในปัจจุบัน การผลิตไฮโดรเจนโดยไซยาโน

แบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüเป็นÿิ่งที่น่าÿนใจ เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüÿามารถ

ใช้แÿงและน้ำเป็นüัตถุดิบผ่านกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงในการผลิตไฮโดรเจน  งานüิจัยนี้ÿนใจ

ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica และÿาĀร่ายÿีเขียü 

3 ÿายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. CirG, Chlamydomonas reinhardtii CC-124 และ Scene 

desmus obliquus 8546  จากผลการทดลองพบü่า A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11 

ที่ขาดไนโตรเจน ใĀ้อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงกü่าเซลล์ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11 ÿูตรปกติ และ

ในบรรดาÿาĀร่ายÿีเขียü 3 ÿายพันธุ์ที่การýึกþา Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงภายใต้ÿภาüะการ

ขาดไนโตรเจนใĀ้การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด ในการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ 

Chlorella sp. CirG ได้ทำการýึกþาผลของแĀล่งคาร์บอนและคüามเข้มแÿงต่อการผลิตไฮโดรเจน 

พบü่า Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP ที่ปราýจากไนโตรเจน (TAP-N) ทีม่ีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร ์ ภายใต้คüามเข้มแÿง 8,000 ลักซ์ ใĀ้การผลติไฮโดรเจนที่ÿูง

ที่ÿุด เท่ากับ 3,617.65 ±  23.19 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์                

คำÿำคญั : การผลิตไฮโดรเจน, ไซยาโนแบคทีเรีย, ÿาĀรา่ยÿีเขียü 
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Abstract 

 Hydrogen (H2) is a clean energy source since its combustion does not 

produce air pollution. H2 can be produced by both chemical and biological processes. 

Hydrogen produced by various kinds of microorganisms is also known as 

“Biohydrogen”. Currently, H2 production by cyanobacteria and green algae is 

interesting because they can use only light and water as substrate via photosynthetic 

process to generate H2. This work focused on studying H2 production by 

cyanobacterium Aphanothece halophytica and three strains of green algae, namely 

Chlorella sp. CirG, Chlamydomonas reinhardtii CC-124 and Scenedesmus obliquus 

8546. The result showed that A. halophytica cultivated in nitrogen deprived BG11 gave 

a higher H2 production rate than that in normal BG11. Among three green algae 

investigated, Chlorella sp. CirG cultivated under nitrogen starvation showed highest H2 

production. To optimize H2 production by Chlorella sp. CirG, effects of carbon source 
and light Intensity on H2 production were investigated. It was found that Chlorella sp. 

CirG cultivated in TAP-N medium containing 87 mM acetic acid under light intensity of 

8,000 lux, exhibited the highest H2 production with 3,617.65 ± 23.19 molH2/mgchl.                                                                                      
Keywords: Hydrogenproduction, Cyanobacteria, Green algae  
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บทที่ 1 

บทนำ 
1.1 คüามเป็นมาและคüามÿำคัญของปัญĀา  
 พลังงานไฮโดรเจนเป็นพลังงานĀมุนเüียนที่ÿะอาดและไม่ก่อใĀ้เกิดมลพิþทางอากาý ไฮโดรเจน

ÿามารถÿังเคราะĀ์ได้จากüัตถุดิบตามธรรมชาติĀลากĀลายประเภท เมื่อเกิดการเผาไĀม้ไฮโดรเจนก็จะมี

เพียงน้ำและออกซิเจนเท่านั ้นที ่ เป็นผลพลอยได้ ซึ ่งแตกต่างจากการเผาไĀม้เชื ้อเพลิงอื ่นที ่ใĀ้ก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ซึ่งÿ่งผลกระทบโดยตรงต่อการทำใĀ้โลกร้อนขึ้น (กรมพัฒนาพลังงานทดแทนและ

อนุรักþ์พลังงานกระทรüงพลังงาน , 2552) การผลิตไฮโดรเจนโดยไซยาโนแบค ทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüใน

ปัจจุบันเป็นอีกทางเลือกĀนึ่งของการผลิตไฮโดรเจน เพราะü่ามีต้นทุนที่ต่ำโดยÿามารถผลิตไฮโดรเจนจาก

พลังงานแÿงและน้ำ 
 ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) Āรือ ÿาĀร่ายÿีเขียüแกมน้ำเงิน มีĀลายลักþณะมีทั้งเป็นเซลล์

เดี่ยü เป็นเÿ้นÿายและเป็นกลุ่ม ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได ้เนื่องจากมีคลอโรฟิลล์ไซยาโนแบคทีเรียÿามารถพบ

ได้ตามธรรมชาติในÿภาพแüดล้อมที่ĀลากĀลาย ทั้งในแĀล่งน้ำจืด น้ำเค็ม น้ำพุร้อน ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิด

มีคüามÿามารถในการตรึงไนโตรเจน เนื ่องจากมีเซลล์เฮเทอโรซีÿต์ ในการทดลองนี ้ได้ ทำการýึกþา 

Aphanothece halophytica ซึ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียทนเค็มเซลล์เดียüที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน  
 ÿาĀร่ายÿีเขียü (Green algae) ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้และÿามารถเพาะเลี ้ยงโดยไม่ยุ ่งยาก 

(กระทรüงพลังงาน, 2550) มีýักยภาพในการเพิ่มจำนüนÿูง (อาภารัตน์ , 2551) ใĀ้ผลผลิตในปริมาณมาก 

นักüิทยาýาÿตร์จำนüนมากในปัจจุบันได้มีคüามÿนใจนำเอาÿาĀร่ายขนาดเล็กมาใช้ในการผลิตไฮโดรเจน การ

ทดลองนี้ได้นำเอาÿาĀร่ายÿีเขียüขนาดเล็ก 3 ÿายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. CirG, Chlamydomonas 

reinhardtii CC-124 และ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 มาทำการýึกþาการเจริญเติบโตและ

ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจน  
 งานüิจัยนี้มีจุดประÿงค์เพื่อýึกþาÿาĀร่ายที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายทั้ง 4 ÿาย

พันธุ์ โดยการเพาะเลี้ยง เพื่อýึกþาการเจริญเติบโตและýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจน ซึ่งใน

อนาคตÿามารถเป็นอีกทางเลือกĀนึ่งในนำไปพัฒนางานüิจัยในด้านพลังงานทดแทนต่อไปได้ 
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1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  
1.2.1 ýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüและไซยาโนแบคทีเรีย 

1.2.2 ýึกþาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüในอาĀารเĀลüÿูตรปกติ

และอาĀารที่ขาดธาตุอาĀารบางชนิด 

1.2.3 ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนโดยการนำÿาĀร่ายมาเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
1.2.4 ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมของการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายที่คัดเลือก 
 

1.3 ขอบเขตของงานüิจัย   
 เริ่มจากทำการýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica และÿาĀร่าย

ÿีเขียüทั ้ง 3 ÿายพันธุ ์ ได้แก่  Chlorella sp. CirG, Chlamydomonas reinhardtii CC-124 และ 

Scenedesmus  obliquus  8546  จากนั้นนำมาýึกþาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย     

A. halophytica และÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ โดยนำไปเพาะเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเชื้อÿูตรปกติและ

อาĀารเลี้ยงเชื้อที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀาร โดยทำการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ใช้อาĀาร 

BG11 ที่เÿริมด้üย Turk Island salt solution นำเซลล์มาýึกþาการผลิตไฮโดรเจนโดยเปรียบเทียบกับการ

ผลิตไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์ในอาĀาร BG11-N (ที่ปราýจากไนโตรเจน) เพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿาย

พันธุ์ ในอาĀารเĀลü TAP  (Tris acetate phosphate ) และอาĀารเĀลü TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารบาง

ชนิด อาทิ เช่น ซัลเฟอร์ (TAP-S) ไนโตรเจน (TAP-N) และโพแทÿเซียม (TAP-K)  จากนั้นคัดเลือกÿายพันธุ์

ของÿาĀร่ายที่มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนมากที่ÿุดไปทำการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน 

ได้แก่ ชนิดของแĀล่งคาร์บอน คüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนและคüามเข้มแÿงที่ทำการบ่มเซลล์เพื่อüัด

ไฮโดรเจนในขüดแก้üบรรจุÿารขนาดเล็ก (Vial) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจน

ด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ (Gas Chromatography : GC) โดยเปรียบเทียบกับก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 

เปอร์เซ็นต์ ในก๊าซอาร์กอนÿภาüะที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ก๊าซไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ  
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ  

1.4.1 ทราบการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü 
1.4.2 ทราบปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüในอาĀารÿูตรปกติและ

อาĀารที่ขาดธาตุอาĀารบางชนิด 
1.4.3 ทราบอัตราการผลิตไฮโดรเจนในÿาĀร่ายที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
1.4.4 ทราบÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่าย  
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

บทที่ 2 
ทฤþฎีที่เกี่ยüข้องและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 

 
2.1 คüามÿำคัญของพลังงานไฮโดรเจน 
 ในปัจจุบัน พลังงานได้เข้ามามีบทบาทในการดำเนินชีüิตของมนุþย์เป็นอย่างมาก โดยพลังงานÿ่üน

ใĀญ่ถูกนำมาใช้เพื่อใĀ้เกิดคüามÿะดüกÿบายในชีüิตประจำüัน นอกจากนี้ ยังถูกนำมาใช้ในงานทางด้าน

อุตÿาĀกรรม ไฟฟ้า การคมนาคม พลังงานถูกแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ พลังงานที่ใช้แล้üĀมดไปและ

พลังงานĀมุนเüียน พลังงานที่ใช้แล้üĀมดไปคือพลังงานที่มีอยู่อย่างจำกัด เช่น น้ำมัน ถ่านĀิน ในปัจจุบัน    

โลกกำลังเผชิญปัญĀาÿภาüะโลกร้อนอันเนื่องมาจากการเผาไĀม้เชื้อเพลิงที่ไม่ÿมบูรณ์มีการปลดปล่อย      

ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์และฝุ่นละออง เป็นต้น ÿำĀรับประเทýไทยมีปริมาณพลังงานÿำรองในประเทý โดย

แบ่งเป็นปริมาณน้ำมันซึ่งÿามารถใช้ได้อีกประมาณ 20 ปี ปริมาณถ่านĀินที่ÿามารถใช้ได้อีกแค่ประมาณ 60 ปี 

ดังนั้นจึงต้องมีการýึกþาค้นคü้าพลังงานทดแทนในรูปแบบต่างๆ เนื่องจากพลังงานที่มีอยู่กำลังจะĀมดไปและ

พลังงานทดแทนที่ผลิตได้นั้นจะต้องเป็นมิตรกับÿิ่งแüดล้อม พลังงานทดแทนในปัจจุบัน ได้แก่ พลังงานจากก๊าซ

ไฮโดรเจน พลังงานคüามร้อนใต้พิภพ พลังงานในมĀาÿมุทร (ชัยชาญ, 2547) 
ไฮโดรเจนมีคุณÿมบัติเป็นก๊าซที่ไม่มีÿี ไม่มีกลิ่น ไม่มีรÿ มีคุณÿมบัติเบากü่าอากาý มีคüามÿามารถใน

การติดไฟได้ง่าย ในบรรยากาýมีก๊าซไฮโดรเจนอยู่เพียงเล็กน้อย ประมาณร้อยละ 0.01 เมื่อทำการเผาผลาญ

ด้üยออกซิเจนจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นน้ำและคüามร้อน และเมื่อทำการเผาผลาญในอากาýจะผลิตออกไซด์ของ

ไนโตรเจนซึ่งจะก่อใĀ้เกิดมลพิþน้อยกü่าเมื่อใช้พลังงานอื่นๆ ไฮโดรเจนใĀ้พลังงานที่ÿูงมากๆ เมื่อนำไป

เปรียบเทียบกับเชื้อเพลิงชนิดต่างๆ โดยไฮโดรเจนใĀ้พลังงานÿูงถึง 52,000 บีทียูต่อปอนด์  
 

2.2 การผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนÿามารถผลิตได้Āลายüิธี เช่น การผลิตไฮโดรเจนด้üยüิธีกระบüนการทางเคมี 

การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบüนการทางชีüภาพ การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้เช้ือเพลิงฟอÿซิล   
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 2.2.1 การผลติก๊าซไฮโดรเจนจากการรฟีอร์มมีเทน (Methane reforming) 
 เป็นกระบüนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากไฮโดรคาร์บอน โดยอาýัยĀลักการการแตกตัüเป็นอนุมูลอิÿระ

ของก๊าซพาĀะ (Carrier gas) ด้üยแรงดันไฟฟ้าที่คüามดันบรรยากาý แล้üทำปฏิกิริยากับÿารตั้งต้น มีข้อดี คือ 

ทำใĀ้เกิดปฏิกิริยารีฟอร์มิง (Reforming reaction) ได้ดีที่อุณĀภูมิต่ํา ไม่จำเป็นต้องใช้ตัüเร่งปฏิกิริยาทำใĀ้

ÿามารถใช้ÿารตั้งต้นที่มีกำมะถันได้ มีประÿิทธิภาพดี ใช้เüลาในการทำปฏิกิริยาน้อยและใĀ้อัตราการเปลี่ยน

ÿารตั้งต้นÿูง แต่จำเป็นต้องอาýัยแĀล่งจ่ายไฟฟ้าýักย์ÿูง และอาจเกิดเÿื่อมÿภาพของขั้üไฟฟ้าได้เมื่อเพิ่ม

ýักย์ไฟฟ้า 
2.2.2 การผลติก๊าซไฮโดรเจนจากการแยกÿลายด้üยไฟฟ้า (Electrolysis) 
การใĀ้ไฟฟ้ากระแÿตรงที่ขั้üไฟฟ้าของเซลล์เคมีไฟฟ้าเพื่อใĀ้ไอออนในÿารละลายอิเล็กโทรไลต์ 

เคลื่อนที่ไปเกิดปฏิกิริยาที่ขั้üไฟฟ้า ปฏิกิริยาเคมีเกิดเป็นปฏิกิริยาออกซิเดชัน (Oxidation) Āรือ รีดักชัน 

(Reduction) ในทิýทางที่ไมÿ่ามารถเกิดเองได้ถ้าไม่ใĀ้กระแÿไฟฟ้า โดยกระแÿไฟฟ้าที่ใĀ้จะต้องใĀ้มากกü่าค่า

โüลต์มาตรฐานที่ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้น เช่น การแยกÿลายนํา้ด้üยไฟฟ้าจะต้องใช้ค่าโüลต์ที่ÿูงกü่า 1.229 โüลต์ ใน

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยการแยกÿลายนํา้ด้üยไฟฟ้าที่ขั้üแคโทดเกิดปฏิกิริยารีดักชัน (Reduction) ของ

โปรตอน (ไฮโดรเจนไอออน) ในภาüะกรด (2H+ + 2e-→H2) ÿ่üนในภาüะเบÿจะเกิดปฏิกิริยารีดักชันของนํ้า 

(2H2O + 2e-→H2 + 2OH-) (รปูที่ 2.1) ที่ขั้üแอโนดเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันได้ก๊าซออกซิเจน 

(H2O→1/2O2 + 2H+ + 2e-) ข้อดีของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากüิธีนี้จะมีคüามบริÿุทธิ์ÿูง ข้อเÿีย คือ

ค่าใช้จ่ายด้านกระแÿไฟฟ้าÿูง 
 

รูปที่ 2.1 การเคลื่อนที่ของไอออนและการเกิดปฏิกิริยาในการแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้า  
ที่มา : https://ienergyguru.com/2015/07/hydrogen-production/ 
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2.2.3 การผลติก๊าซไฮโดรเจนจากกระบüนการไอน้ำ – เĀล็ก (Steam – iron process)  
กระบüนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทางการค้าเก่าแก่ที่ÿุดทีÿ่ามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนที่มีคüามบริÿุทธิ์ÿูง

โดยใช้ปฏิกิริยารีดักชัน-ออกซิเดชัน (Reduction-Oxidation) ของเĀล็กออกไซด์ (Iron oxide) Āรือ

แมกนีไทต์ (Magnetite, Fe3O4) ประกอบด้üยปฏิกิริยา 2 ขั้น ได้แก่ ขั้นของปฏกิิริยารีดักชัน 

(Reduction n) ของเĀล็กออกไซด์ด้üยก๊าซรีดิüซ์ (Reducing gas) เช่น ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์แก๊ÿ

ไฮโดรคาร์บอน และก๊าซÿังเคราะĀ์และขั้นของปฏิกิริยาออกซิเดชันของเĀล็กด้üยไอนํ้า 
 ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 : Fe3O4 + 4CO (or Reducing gas)→3Fe + 4CO2 (or Oxidizing gas) 
 ปฏิกิริยาขั้นที่ 2 : 3Fe + 4H2O→Fe3O4 + 4H2 
 ปฏิกิริยารüม : CO (or Reducing gas) + H2O→CO2 (or Oxidizing gas) + H2 
นอกจากนี้ยังเกิดปฏิกิริยาข้างเคียงอื่นๆ ที่ไม่ใช่ปฏิกิริยาขั้นที่ 1 และ 2 ด้üย จึงÿ่งผลใĀ้เกิดเĀล็ก

ออกไซด์ได้Āลายรูปแบบในผลิตภัณฑ์ เช่น üูÿไทต์ (Wustite, FeO) และเกิดปฏิกิริยาการแตกÿลาย

ออกซิเดชันขึ้นจำนüนมากพร้อมๆ กัน 
 

 2.2.4 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยการแยกกรองด้üยไฟฟ้า (Electrodialysis) 
 เป็นการแยกไอออนโดยเฉพาะไอออนของÿารละลายเกลือผ่านเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนได้คüาม

เข้มข้นของไอออนบüกและลบที่ÿูงขึ้นในแต่ละช่องเซลล์เคมีไฟฟ้าโดยอาýัยคüามต่างýักย์Āรือกระแÿไฟฟ้าที่

ใĀ้กับระบบ (รูปที่ 2.2) ÿารละลายคüามเข้มข้นตํ่าจะเข้าÿู่เซลล์เคมีไฟฟ้าที่มีเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนลบ

และบüกคั่นอยู่ระĀü่างขั้üไฟฟ้า ไอออนลบจะเคลื่อนที่ไปยังขั้üแอโนดผ่านเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนลบ 

จากนั้นจะถูกกั้นด้üยเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนบüก ÿ่üนไอออนบüกจะเคลื่อนที่ไปยังขั้üแคโทดผ่านเมมเบร

นแลกเปลี่ยนไอออนบüกและถูกกั้นด้üยเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนลบ ทำใĀ้เกิดการกรองแยกเป็นÿ่üนที่มี

คüามเข้มข้นÿูงของไอออนลบและบüกคนละช่องของเซลล์ที่กั้นด้üยเมมเบรน การกรองแยกนี้นิยมใช้กันในรูป

ของเซลล์ที่ต่อเป็นแบบอนุกรมĀลายเซลล์โดยคั่นด้üยเมมเบรนแลกเปลี่ยนไอออนลบและบüกÿลับกันไป ผล

พลอยได้ของกระบüนการนี้ คือ เกิดก๊าซไฮโดรเจนที่ขั ้üแคโทด และก๊าซออกซิเจนที่ขั ้üแอโนดโดยมีกลไก

เดียüกับการแยกน้ำด้üยไฟฟ้า 
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รูปที่ 2.2 การเคลื่อนที่ของไอออน และเซลล์เคมีไฟฟ้าในกระบüนการแยกกรองด้üยไฟฟ้า  
ที่มา : https://ienergyguru.com/2015/07/hydrogen-production/ 

 
 2.2.5 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงฟอÿซิล 

เป็นกระบüนการผลิตไฮโดรเจนจากธรรมชาติเพ่ือนำมาใช้ในอุตÿาĀกรรมเคมี อุตÿาĀกรรมปิโตรเลียม 

โดยกระบüนการÿตรีมรีฟอร์มิง (Steam reforming) เป็นปฏิกิริยาระĀü่างÿารประกอบไฮโดรคาร์บอนและไอ

น้ำ อาýัยคüามร้อนจนทำใĀ้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และไฮโดรเจน โดยในกระบüนการผลิตไฮโดรเจนที่

อุตÿาĀกรรมนิยมใช้เรียกü่า Coal gasification โดยการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้üยกระบüนการนี้ก่อใĀ้เกิดมลพิþ

อันเน่ืองมาจากÿารตกค้างของÿารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่ไม่เผาไĀม้ คาร์บอนไดออกไซด์ จึงทำใĀ้ในปัจจุบัน

มีการÿนใจการผลิตไฮโดรเจนจากÿิ่งมีชีüิตมากขึ้น 

 
2.2.6 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากÿิ่งมีชีüิต (Biohydrogen) 
การผลิตก๊าซไฮโดรเจนที่มีคüามบริÿุทธิ์ÿูงด้üยกระบüนการทางชีüภาพโดยÿิ่งมีชีüิตจำพüกจุลินทรีย์

(Microorganism) ได้แก่ ÿาĀร่ายขนาดเล็ก (Microalgae) แบคทีเรีย (Bacteria) ไซยาโนแบคทีเรีย 

(Cyanobacteria) โดยใช้เอนไซม์ Āรือÿารประกอบจำพüกโปรตีนช่üยเร่งปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจนชีüภาพ

ÿามารถจำแนกได้เป็น 2 แบบ ได้แก่ การจำแนกตามการใช้แÿงภายในกระบüนการ คือ กลุ่มที่ใช้และไม่ใช้แÿง

ภายในกระบüนการ และการจำแนกตามลักþณะของกระบüนการ การผลิตไฮโดรเจนทางตรงและทางอ้อม 

การผลิตไฮโดรเจนโดย ÿาĀร่ายÿีเขียüขนาดเล็ก และ ไซยาโนแบคทีเรีย เป็นอีกทางเลือกĀนึ่งของการผลิต

ไฮโดรเจนที่มีต้นทุนต่ำเพราะใช้ทรัพยากรÿิ่งแüดล้อมที่มีอยู่ไม่จำกัดเช่น แÿงและน้ำ นอกจากนี้ ยังง่ายต่อการ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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7 
 

 

เพาะเลี้ยงและÿามารถเพาะเลี้ยงและเจริญโตในระบบปิดทำใĀ้ÿามารถดักจับก๊าซได้ โดยเอนไซม์พื้นฐานÿาม

ชนิดÿามารถพบได้ในจุล ินทรีย ์ เĀล ่านี้ ท ี ่ เก ี ่ยüข้องก ับการผลิตไฮโดรเจนและเมแทบอลิซ ึม ได้แก่               

ไฮโดรจีเนÿแบบÿองทิýทาง ไฮโดรเจนเนÿที่จับกับเมมเบรนและไนโตรจีเนÿ เอนไซม์เĀล่านี้ÿามารถทำงาน

พร้อมกันได้และมีการเปลี่ยนแปลงในกิจกรรมโดยมีการเปลี่ยนแปลงเล็กน้อยในÿภาüะการเจริญเติบโต  
 
2.3 จุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน 
 จุลินทรีย์ที่ÿามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนÿามารถแบ่งออกได้เป็น 2 จำพüกใĀญ่ๆ ดังนี ้

2.3.1 กลุ่มโฟโตโทรฟิคโปรคาริโอต (Phototrophic prokaryote)  
จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน คือ ไซยาโนแบคทีเรียĀรือÿาĀร่ายÿีเขียü

แกมน้ำเงิน โดยไซยาโนแบคทีเรียเป็นแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการÿังเคราะĀ์แÿงและได้ออกซิเจนเป็น

ผลิตภัณฑ์ ระบบÿังเคราะĀ์แÿงของไซยาโนแบคทีเรียมี 2 ระบบมีคลอโรฟิลล์เĀมือนพืชและÿาĀร่ายÿีเขียü  

2.3.2 กลุ่มโฟโตโทรฟิคยูคาริโอต (Phototrophic eukaryote)  

จุลินทรีย์ในกลุ่มนี้เป็นกลุ่มของจุลินทรีย์ที่ใช้แÿง ได้แก่ ÿาĀร่าย ÿาĀร่ายบางชนิดมีคüามÿามารถใน

การผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยจะเกิดขึ้นในÿภาüะที่ไร้ออกซิเจน ในระĀü่างกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงของเซลล์

ÿาĀร่ายจะเกิดการกระตุ้นใĀ้เกิดการÿังเคราะĀ์เอนไซม์ชนิดĀนึ่ง คือ เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ (Hydrogenease) 

ซี่งเป็นเอนไซม์ในการผลิตไฮโดรเจน 
 
2.4 เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ  
 เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ (Hydrogen : acceptor oxidoreductase) เป็นเอนไซม์ที ่เกี ่ยüข้องกับ           

เมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในÿิ่งมีชีüิต โดยจะทำĀน้าที่เร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็น

ไฮโดรเจนĀรือเร่งปฏิกิริยาออกชิเดชันของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน เอนไซม์ไฮโด รจีเนÿ 

ÿามารถพบได้ทั้งในÿิ่งมีชีüิตประเภทโปรคาริโอตและยูคาริโอต  
 
2.5 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 
 2.5.1. ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) 
 ไซยาโนแบคทีเรีย จัดเป็นโปรคาริโอตเช่นเดียüกับแบคทีเรยี คุณÿมบัติทีÿ่ำคัญของไซยาโนแบคทีเรีย

คือ มีรงคüัตถุที่ÿามารถนำไปใช้ในการÿังเคราะĀ์ด้üยแÿงแล้üได้ผลิตภัณฑ์เป็นออกซิเจน ซึ่งคุณÿมบตัินี้มา

ÿามารถพบได้ในแบคทีเรียทัü่ไป ในโครงงานพิเýþนี้ทำการýึกþาในไซยาโนแบคทีเรีย 
 Aphanothece halophytica  (รูปที่ 2.3) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.3  ลักþณะของ A. halophytica 

ที่มา : https://colombia.inaturalist.org/taxa/1143297-Aphanothece-halophytica 

A. halophytica มีลักþณะเป็นเซลล์เดียü มีรงคüัตถุคลอโรฟิลล์เอÿามารถเจริญเติบโตได้ในÿภาพที่มี

คüามเค็มÿูง โดยÿามารถเจริญได้ในอาĀารที่มีโซเดียมคลอไรด์คüามเข้มข้น 2.5 - 3.0 โมลาร์  ÿืบพันธุ์โดยการ

แบ่งเซลล์และไม่มีการÿร้างเอกโซÿปอร์  มีเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เกี่ยüข้องกับการผลิตไฮโดรเจน  

ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ การขาดÿารอาĀาร คüามเข้มข้นของ NaCl และแĀล่งคาร์บอน ค่า 

pH คüามเข้มของแÿง และอุณĀภูมิ  

ไซยาโนแบคทีเร ีย A. halophytica ÿามารถผลิตไฮโดรเจนผ่านโฟโตไลซิÿโดยตรง ซึ ่งเป็น

กระบüนการที่ใช้พลังงานแÿงอาทิตย์ในการแยกโมเลกุลของน้ำออกเป็นไฮโดรเจนและออกซิเจน ภายใต้

ÿภาüะไร้อากาýและในที่มีแÿง A. halophytica ÿามารถเปลี่ยนüิถีเมแทบอลิซึมของÿังเคราะĀ์ด้üยแÿงไป

เป็นการผลิตไฮโดรเจน การเปลี่ยนแปลงนี้เกิดขึ้นจากการยับยั้งเอนไซม์เฉพาะที่เกี่ยüข้องกับกระบüนการผลิต

ออกซิเจน ก๊าซไฮโดรเจนที่ผลิตได้จะถูกรüบรüมและใช้เป็นแĀล่งพลังงานÿะอาด 

A. halophytica ยังÿามารถผลิตไฮโดรเจนผ่านการĀมักด้üยแÿง ซึ่งเป็นกระบüนการที่เกี่ยüข้องกับ

การเปลี่ยนÿารประกอบอินทรีย์เป็นก๊าซไฮโดรเจนเมื่อมีแÿง üิธีนี้ใช้พลังงานแÿงเพื่อÿลายÿารตั้งต้นอินทรีย์ 

เช่น คาร์โบไฮเดรตĀรือกรดอินทรีย์ ใĀ้เป็นไฮโดรเจน คาร์บอนไดออกไซด์ และผลพลอยได้อื่นๆ เÿ้นทางเม

แทบอลิซึมนี้ต้องการÿภาüะไร้อากาýและเอนไซม์เฉพาะÿำĀรับกระบüนการĀมัก 

การผลิตไฮโดรเจนโดย A. halophytica มีข้อดีĀลายประการ เช่น การผลิตในอาĀารที่มีคüามเค็มÿูง 

เนื่องจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี้เĀมาะอย่างยิ่งÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจนในÿภาพแüดล้อมที่มีน้ำเค็มĀรือ    

น้ำกร่อยเพราะมีคุณÿมบัติในการทนเค็มทำใĀ้ÿามารถเจริญเติบโตได้ในÿภาพแüดล้อมที่ มีคüามเข้มข้นของ

เกลือÿูง  

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 2.5.2. ÿาĀร่ายÿีเขียü (Green algae) 

 โครงงานพิเýþนี้ใช้ÿาĀร่ายÿีเขียüที่มีคุณÿมบัติในการผลิตไฮโดรเจน 3 ÿายพันธ์ุ ได้แก่ 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Chlorella sp. CirG และ Scenedesmus obliquus TISTR 
8546  

 2.5.2.1 โครงÿร้างของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii  

 Chlamydomonas reinhardtii จัดอยู่ใน 
Domain Eukaryota 

Kingdom Plantae 
Division Chlorophyta 

Class Chlorophyceae 
Order Chlamydomanadales 

Family Chlamydomonadaceae 
Genus     Chlamydomonas      

Species C. reinhardtii 

 ÿาĀร่าย C. reinhardtii เป็นÿาĀร่ายÿีเขียüที่พบได้ในน้ำและพบในดิน โดยทั่üไปเซลล์จะมี

รูปร่างคล้ายลูกแพร์และมีเซลล์เดียü มีคüามยาüตั้งแต่ 10 ถึง 20 ไมโครเมตร มีผนังเซลล์ประกอบไปด้üย 

Hydroxyproline glycoprotein เป็นÿ่üนมาก และมี flagella 2 เÿ้น ที่ใช้ÿำĀรับการเคลื่อนที่ มีคลอโร 

พลาÿต์เป็นรูปถ้üย มีไพรีนอยด์ขนาดใĀญ่ มีอายÿปอตทำĀน้าที่ในการรับแÿง มีคลอโรฟิลล์เอและบี รüมถึง

ÿารÿีอื่นๆ (รูปที่ 2.9) ซึ่งทำใĀ้ÿามารถจับพลังงานแÿงและแปลงเป็นพลังงานเคมีได้ C. reinhardtii ÿามารถ

เจริญเติบโตได้เองโดยใช้คาร์บอนไดออกไซด์และแÿงเพื่อผลิตÿารประกอบอินทรีย์ 

 

 

 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.4 องค์ประกอบภายในเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii 

ที่มา : https://iiif.elifesciences.org/lax/39233%2Felife-39233-fig1-v1.tif/full/full/0/default.jpg 
 
  2.5.2.1.1 การÿืบพันธุ์ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii 

  ÿาĀร่ายÿีเขียü C. reinhardtii มีการÿืบพันธ์ุแบบอาýัยเพýและไม่อาýัยเพý ภายใต้

ÿภาüะบางประการ C. reinhardtii ÿามารถÿืบพันธุ์แบบอาýัยเพýผ่านการĀลอมรüมกันของ gamete ÿอง

ตัüที่เข้ากันได้ กระบüนการนี้เกี่ยüข้องกับการก่อตัüของโครงÿร้างพิเýþที่เรียกü่า gametangia และการก่อตัü

ของไซโกตที่ตามมา โดยแต่ละเซลล์จะมีการÿร้าง Mating ring ซึ่งประกอบด้üยโปรตีนแอกติน (Actin) อยู่ใต้

เยื่อĀุ้มเซลล์ Āลังจากนั้นเซลล์จะĀลั่ง Agglutinin ซี่งเป็นÿารจำพüกไกลโคโปรตีน เพื่อกระตุ้นการจับกันของ

แฟลกเจลลาระĀü่างเซลล์ที่มี Mating type ตรงข้ามกัน จากนั้นเซลล์ทั้งÿองจะรüมตัüกันกลายเป็นเซลล์เดียü

ที่ประกอบไปด้üยแฟกเจลลา 4 ÿาย เมื่อแฟลกเจลลาÿลายไป เซลล์จะÿร้างผนังเซลล์ที่มีคüามĀนาเป็นพิเýþ

เพื่อปกป้องไซโกตที่อยู่ในรูปของดิพลอยด์ เมื่อÿภาüะแüดล้อมเĀมาะÿม ไซโกตจะแบ่งเซลล์ไมโอซิÿ เกิดเป็น

แฮพลอยด์ 4 เซลล์และจะแบ่งเซลล์แบบไมโทซิÿต่อไป (รูปที่ 2.6) (Harris, 2001) 

 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 2.5  üัฏจักรชีüิตของ Chlamydomonas 
ที่มา : อัญชลี ýิริขจรกิจ, 2011 

 
  2.5.2.1.2 การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas  

   reinhardtii 
 ÿาĀร่ายÿีเขียü C. reinhardtii มีเอนไซม์ไฮโดรจิเนÿ ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มีĀน้าที่ใน

การผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยเอนไซม์เĀล่านี้ÿามารถเร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยนโปรตอนและอิเล็กตรอน

เป็นโมเลกุลไฮโดรเจน การจำกัดซัลเฟอร์ เป็นüิธีการที่ใช้บ่อยที่ÿุดในการกระตุ้นการผลิตไฮโดรเจนใน 

C. reinhardtii ในการจำกัดปริมาณซัลเฟอร์ เซลล์จะเปลี่ยนกระบüนการ  เมแทบอลิซึมของเซลล์

ของÿาĀร่าย ซึ่งนำไปÿู่การเพ่ิมการผลิตไฮโดรเจนได้  
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 2.5.2.2 โครงÿร้างของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG 
ในปี ค.ý. 1890 นักüิทยาýาÿตร์ชาü Dutch ชื่อ Matinus Beijerinck ได้ค้นพบÿาĀร่าย 

Chlorella vulgaris ซึ่งเป็นÿาĀร่ายขนาดเล็กที่มีนิüเคลียÿที่ชัดเจน Chlorella  (Safi, Zebib, 

Merah, Pontalier, & Vaca-Garcia, 2014)  
Kingdom Protista 
 Division Chlorophyta 

Class Trebouxiophyceae 
Order Chlorellales 

Family Chlorellales 
Genus Chlorella 

            Species Chlorella vulgaris 

  C. vulgaris เป็นÿาĀร่ายขนาดเล็ก ที่มีอัตราการเจริญเติบโตÿูงเป็นÿาĀร่ายเซลล์เดียü มี

ลักþณะเป็นทรงกลม ขนาด 5-10 μm (Scragg, Morrison, & Shales, 2003) มีองค์ประกอบĀลายอย่าง

คล้ายกับพืช ĀลังÿาĀร่าย C. vulgaris แบ่งตัüเÿร็จÿมบูรณ์มีขนาด 17-21 m (M. Yamamoto, Fujishita, 

Hirata, & Kawano, 2004) และที่ผนังเซลล์ชั้น Microfibrillar มีลักþณะเĀมือน Chitosan ซึ่งประกอบไป

ด้üย Glucosamine C. vulgaris มี Mitochondria ที่มีเยื ้อĀุ ้ม 2 ชั ้น โดยเยื ่อĀุ ้มชั ้นนอกĀุ้มล้อมรอบ 

Organelle ซึ่งจะประกอบด้üย โปรตีน และ Phospholipid ÿ่üนเยื่อĀุ้มชั้นในจะประกอบด้üยโปรตีน ซึ่ง

ล้อมรอบพื้นที่ภายในที่เรียกü่า Matrix โดย Matrix จะประกอบด้üย Mitochondrial protein ÿาĀร่าย       

C. vulgaris มี Chloroplast 1 อันที่มีเยื่อ Āุ้ม 2 ชั้นที่ประกอบด้üย Phospholipid โดยเยื่อĀุ้มชั้นนอกทำ

Āน้าที่ดูดซึมÿารและไอออน เยื่อĀุ้มชั้นในทำĀน้าที่เฉพาะในการขนÿ่งโปรตีน C. vulgaris มีเม็ดแป้งที่ÿะÿม 

Amylose และ Amylopectin ในÿภาüะแüดล้อมที ่ไม่เĀมาะต่อการเจริญเติบโต ใน Pyrenoid จะมี 

Ribulose-1,5-bisphosphatecarbox-ylaseoxygenase (RuBisCO) ปริมาณมาก ซึ่งจะทำĀน้าที่ตรึงก๊าซ 

CO2 Chloroplast เป็นที่เก็บ Thylakoids ที่มี Chlorophyll เป็นรงคüัตถุĀลัก และมีการÿังเคราะĀ์ÿีอื่น ๆ 

ด้üย เช่น Lutein (รูปที่ 2.6) (Safi et al., 2014)  

 

 

 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



13 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.6 องค์ประกอบภายในเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella vulgaris 
ที่มา : Safi et al. (2014) 

 
 

  2.5.2.2.1 การÿืบพันธุ์ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella vulgaris 

  ÿาĀร่าย C. vulgaris ÿืบพันธุ์แบบไม่อาýัยเพýโดยการÿร้าง Autospore ภายใน

เซลล์แม่ (Mother cell) ใน Autospore จะมีเซลล์ลูก (Daughter cell) 2 Āรือ 4 เซลล์ต่อĀนึ่ง Autospore 

แต่ÿามารถมีเซลล์ลูกได้ถึง 3, 4, 8, 16 Āรือ 32 เซลล์ในĀนึ่ง autospore (M. Yamamoto, Nozaki, 

Miyazawa, Koide, & Kawano, 2003) การแบ่งเซลล์แบ่งได้ 7 ระยะ ได้แก่ Early cell growth phase, 

Late cell growth phase, Chloroplast dividing phase, First protoplast dividing phase, Second 

protoplast dividing phase, Autospore maturing phase และ Hatching phase (M. Yamamoto et 

al., 2004) (รูปที่ 2.7)   

รูปที่ 2.7 การแบ่งเซลล์ระยะต่างๆ ของ C. vulgaris 
ที่มา: M. Yamamotoetal.(2004) 

(a) Early cell growth phase (b) Late cell growth phase 
(c) Chloroplast dividing phase (d) First protoplast dividing phase 
(e) Second protoplast dividing phase (f) Autospore maturing phase  
(g) Hatching phase เÿ้นÿีอ่อนเป็นผนังเซลล์ของเซลล์แม่และเÿ้นÿีเขม้เป็น                                            

ผนังเซลล์ของเซลล์ลูก 
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  2.5.2.2.2 การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella vulgaris 

  ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella ÿามารถผลิตไฮโดรเจนผ่านกระบüนการÿังเคราะĀ์ด้üย

แÿง เมื่อÿาĀร่ายÿัมผัÿกับแÿงและอยู่ในÿภาüะที่มีออกซิเจนจำกัด ÿาĀร่ายจะกระตุ้นเอนไซม์ที่เรียกü่าไฮโดร

จีเนÿ ช่üยใĀ้โมเลกุลของน้ำ (H2O) แตกตัüเพื่อปล่อยก๊าซไฮโดรเจน (H2) อย่างไรก็ตาม ประÿิทธิภาพของ

กระบüนการนี้มักจะถูกจำกัดโดยคüามไüของไฮโดรจีเนÿต่อออกซิเจนและการแข่งขันÿำĀรับอิเล็กตรอนกับüถิี

เมแทบอลิซึมอื่นๆ ในÿาĀร่าย 
 
  2.5.2.3 โครงÿร้างของÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus (ลัดดา üงý์รัตน์, 2542) 

  Scenedesmus จัดจำแนกตามĀลักอนุกรมüิธานของ Desikachary (1959) พบü่า  
 Scenedesmus obliquus จัดอยู่ใน 

Kingdom Plantae 
Division Chlorophyta 

Phylum Chlorophyta 
Class Chlorophyceae 

Order Chlorococcales 
Family Scenedesmaceae 

Genus Scenedesmus   
เป็นÿาĀร่ายที่พบในน้ำจืด อาýัยอยู่ในน้ำนิ่ง Āรืออาจพบในดิน ภายใต้การเพาะเลี้ยงในอาĀารแข็ง ÿาĀร่ายÿี

เขียü Scenedesmus จะอยู่ในÿภาพเซลล์เดี่ยü แต่ถ้าĀากนำมาเลี้ยงในอาĀารเĀลüโดยมีการเขย่า เซลล์จะไม่

จับกันเป็นกลุ่มแต่มักจะอยู่เป็นเซลล์เดี่ยüๆ โดยมีขนาดเซลล์ประมาณ 10-20 ไมโครเมตร (รูปที่ 2.8 ) ขึ้นอยู่

กับÿปีชีÿ์ ประกอบด้üยออร์แกเนลล์ต่างๆ เช่น นิüเคลียÿ (Nucleus) คลอโรพลาÿต์ (Chloroplast) ไมโตคอน

เดรีย (Mitochondria) ซึ่งแต่ละออร์แกเนลล์ก็จะมีĀน้าที่ที่แตกต่างกันไป  
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รูปที ่2.8 ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus obliquus ภายใต้กล้องจุลทรรýน์ 

ที่มา : https://ccala.butbn.cas.cz/en/scenedesmus-obliquus-turpin-kuetzing-0 

  2.5.2.3.1 รูปร่างและลักþณะของÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus  
  ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus มีรูปร่างและลักþณะแบ่งออกเป็น 2 แบบดังนี้ (1) 

เซลล์เดียü (Unicellular form) มีรูปร่างได้Āลายแบบคือ กลม กลมรี รูปร่างคล้ายรูปกระÿüย พระจันทร์เÿี้ยü

เป็นต้น ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus obliquus (Turpin) Kuetzing เป็นเซลล์เดียüที่มีรูปร่างทรงกลม (2) 

เซลล์อยู่รüมกันเป็นกลุ่ม (Colony form) เซลล์จะเกาะกันเป็นกลุ่มจํานüน 2, 4, 8, 16 Āรือ 32 เซลล์ โดย

ด้านข้างของผนังเซลล์แต่ละเซลล์แตะกัน (ดังรูปที่ 2.9) (Hindák and Hindáková, 2008)  

รูปที่ 2.9 องค์ประกอบภายในเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus 
ที่มา : http://cronodon.com/BioTech/Algal_Bodies.html 
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2.5.2.3.2 การÿืบพันธุ์ของÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus  

  ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus  มีการÿืบพันธุ์ทั้งแบบอาýัยเพýและไม่อาýัยเพý 

โดยในการÿืบพันธ์ุแบบอาýัยเพý ÿาĀร่ายÿีเขียüจะÿืบพันธ์ุโดยใช้เซลล์ÿืบพันธุ์ แกมีต (Gamete) เมื่อเกิดการ

ผÿมพันธุ ์ของแกมีต จะพัฒนากลานเป็นไซโกต (Zygote) Āลังจากนั้นไซโกตจะพัฒนาไปเป็นÿปอร์ที ่มี

โครโมโซม 2 ชุด เรียกü่า ไซโกÿปอร์ (Zygospore) และเจริญกลายเป็นเซลล์ใĀม่ต่อไป ÿ่üนการÿืบพันธุ์แบบ

ไม่อาýัยเพý ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus จะอาýัยการแบ่งเซลล์จาก 1 เป็น 2 Āรือการÿร้างออโตÿปอร์ 

ซึ่งในแต่ละเซลล์จะÿร้างออโตÿปอร์เท่ากับจำนüนเซลล์ปกติของ Scenedesmus ชนิดนั้น เมื่อเซลล์แก่ออโต

ÿปอร์จะĀลุดจากผนังเซลล์แม่และจับกันเป็นโคโลนีใĀม่ 
 
  2.5.2.3.3 การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus  

  เซลล์ของÿาĀร่ายจะมีเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ที ่มีบทบาทÿำคัญในการผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจน เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿÿามารถกระตุ้นการแยกโมเลกุลของน้ำ (H2O) เพื่อปลดปล่อยก๊าซโมเลกุล

ไฮโดรเจน (H2) โดยภายใต้ÿภาüะไร้อากาýÿาĀร่ายขนาดเล็กเติบโตในÿภาพแüดล้อมที่ปราýจากออกซิเจน 

(O2) ซึ่งเอื้อต่อการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ 
 
2.6 งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 
 Nattanon Chinchusak และคณะ (2022) ได้ทำการýึกþาการเพิ่มประÿิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน

ในไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica โดยทำการýึกþาผลของน้ำตาลรีดิüซ์และÿารรีดิüซ์ชนิด

ต่างๆ ต่อการผลิตไฮโดรเจนพบü่ามีอัตราการผลิตไฮโดรเจน ÿูงÿุดที่ 55.80 ± 0.50 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ

กรัมต่อน้ำĀนักแĀ้ง บ่มเซลล์ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ BG11 ที่มีกลูโคÿ 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร 

ภายใต้ÿภาüะไร้อากาýในที่มืด อัตรานี้ÿูงกü่าอัตราที่ไม่มีน้ำตาลถึง 1.5 เท่า ในบรรดาตัüรีดิüซ์ที่ทดÿอบ 

เบต้า-เมอร์แคปโตเอทานอล ไดไทโอทรีทอล แอล-ซิÿเทอีน และโซเดียมซัลไฟด์มีýักยภาพÿูงในการเป็นตัü

รีดิüซ์ที่มีประÿิทธิผลในการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน โดย A. halophytica เซลล์ที่บ่มด้üยโซเดียมซัลไฟด์ 50 

มิลลิโมลาร์ มีการÿะÿม ไฮโดรเจนÿูงÿุดที่ 4815.59 ± 194.78 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อกรัมต่อน้ำĀนักแĀ้ง 

Āลังจากการบ่มแบบไม่ใช้ออกซิเจนในที่มืดเป็นเüลา 24 ชั่üโมง การเพิ่มขึ้นของการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นจาก

กิจกรรมของไฮโดรจีเนÿที่เพิ่มขึ้นและอัตราการผลิตออกซิเจนที่ลดลง ผลผลิตการผลิตไฮโดรเจนนี้ÿูงกü่าเมื่อไม่

มีÿารรีดิüซ์ประมาณ 20 เท่า  
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 Alejandro Ruiz‐Marin และคณะ (2020) พบü่า Chlorella vulgaris และ Scenedesmus 

obliquus  ที่เพาะเลี้ยงในน้ำเÿียÿามารถผลิตไบโอไฮโดรเจนในÿภาüะการจำกัดกำมะถัน ( S) ในÿภาüะไร้

อากาýที่ pH 7.5 และอุณĀภูมิที่ 30 °C ที่คüามเข้มแÿง 140 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที พบü่า

แÿงÿีน้ำเงินกระตุ้นการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายมากกü่าแÿงÿีม่üง ในขณะที่การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดในการ

เพาะเลี้ยงภายใต้แÿงÿีม่üงคือ 128 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อลิตร (ผลผลิต 204.8 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อลิตรต่อ

üัน) และ 60.4 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อลิตร (ผลผลิต 39.18 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อลิตรต่อüัน)  S. obliquus 

และ C. vulgaris ตามลำดับ  

  Jun Pyo Kim และคณะ (2006) ได้ทำการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนใน C. reinhardtii  โดยการ แปร

ผันคüามเข้มแÿงตั้งแต่ 60-200 ไมโครโมลไอน์ÿไตน์ต่อตารางเมตรต่อüินาที ในอาĀารที่ขาดซัลเฟอร์ ภายใต้

ÿภาüะไร้อากาý พบü่า C. reinhardtii ผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด คือ 225 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อลิตรของการ

เพาะเลี้ยง Āรือ 2.01 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมเซลล์ต่อชั่üโมง ใน 24 ชั่üโมงแรก ที่คüามเข้มแÿง 200 ไมโคร

โมลไอน์ÿไตน์ต่อตารางเมตรต่อüินาที แต่เมื่อคüามเข้มแÿงที่ 300 ไมโครโมลไอน์ÿไตน์ต่อตารางเมตรต่อüินาที 

พบü่าการผลิตไฮโดรเจนĀยุดลง เนื่องมาจากระบบแÿงÿองถูกยับยั้งโดยแÿง (photodamage) 

 Neda Fakhimi และคณะ (2019) ได้ทำการýึกþาการปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้การ

เพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E. coli, P. stutzeri และ P. putida ร่üมกับ Chlamydomonas reinhardtii  พบü่าใน

ÿภาüะที่มีคüามเข้มแÿงน้อย การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียร่üมกับ Chlamydomonas ÿามารถเพิ่มการผลิต

ไฮโดรเจนได้มากถึง 56 เปอร์เซ็นต์ การĀายใจของแบคทีเรียช่üยใĀ้ออกซิเจนในระบบลดลง ÿ่งผลใĀ้ไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้น  
Samart Taikhao และคณะ (2015) ได้ทำการýึกþาการเพาะเลี้ยง A. halophytica ในน้ำทะเล

ธรรมชาติที่มีคüามเค็มและแร่ธาตุÿูง โดยเติมÿารอาĀารที่จำเป็นบางชนิด และýึกþาผลกระทบของปัจจัย ทาง

ช ีüภาพและกายภาพต ่อการผล ิตไฮโดรเจนในÿภาüะท ี ่ปราýจากแÿง ซ ึ ่ งจากการทดลองพบü่า                      

A. halophytica ÿามารถเติบโตได้ในน้ำทะเลธรรมชาติที่เติม NaNO3 โดยเซลล์ที่เติบโตในน้ำทะเลที่เÿริมด้üย 

NaNO3 เพียง 1.76 มิลลิโมลาร์ มีการเติบโตที่คล้ายคลึงกันกับเซลล์ที่เพาะเลี้ยงใน BG11 ปกติที่เÿริมด้üย

ÿารละลายเกลือ Turk Island โดยมีการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดเมื่อบ่มเซลล์ในน้ำทะเลที่ไม่มีการเÿริม NaNO3 

ภายใต้ÿภาüะนี้ A. halophytica มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 82.79 ± 3.47 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อ

มิลลิกรัมของน้ำĀนักแĀ้ง พบได้ในเซลล์ที่บ่มที่อุณĀภูมิ 35 องýาเซลเซียÿ ที่ pH 6 ด้üยการเÿริมกลูโคÿ 378 

มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร, 0.25 โมลาร์ NaCl และ 0.4 ไมโครโมล Fe3+ การÿะÿมไฮโดรเจนระยะยาü

ที่ 1,864 ± 81 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม โดยüัดน้ำĀนักแĀ้งĀลังจากการบ่มในที่มืดเป็นเüลา 8 üัน

ภายใต้ÿภาüะปราýจากออกซิเจนและผลผลิตการผลิตไฮโดรเจนนั้นคงอยู่อย่างน้อยถึง 14 üัน ซึ่งบ่งชี้ถึงคüาม

เป็นไปได้ในการใช้ประโยชน์จากน้ำทะเลธรรมชาติในการเพาะเลี้ยง A. halophytica เพื่อผลิตการผลิต

ไฮโดรเจนในระยะยาü  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

บทที่ 3  

üิธีการดำเนินงานüิจัย  
 

3.1 ÿาĀร่ายที่ใช้ในโครงงานพิเýþ 

     3.1.1 ÿาĀร่าย 4 ÿายพันธุ์ ได้จากĀ้องปฏิบัติการ 

3.1.1.1 ไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica  
3.1.1.2 ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG 
3.1.1.3 ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 
3.1.1.4 ÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus obliquus TISTR 8546 

 

3.2 ÿารเคมี 

     3.2.1 อาĀารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง 

3.2.1.1 อาĀารเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย BG11 (ภาคผนüก ก) 
3.2.1.2 อาĀารเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย BG11 ที่ปราýจากธาตุไนโตรเจน  
3.2.1.3 อาĀารเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü TAP (ภาคผนüก ข) 
3.2.1.4 อาĀารเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü TAP ที่ปราýจากธาตุไนโตรเจน  
3.2.1.5 อาĀารเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü TAP ที่ปราýจากธาตุโพแทÿเซียม  
3.2.1.4 อาĀารเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü TAP ที่ปราýจากธาตุซัลเฟอร์  

 

 3.2.2 เคมีภัณฑ์ÿำĀรับการÿกัดคลอโรฟิลล์ 

3.2.2.1 เมทานอล 99 เปอร์เซ็นต์ (99% methanol) 

  
 3.2.3 ÿารเคมทีี่ใช ้
 3.2.3.1 แอมโมเนียมคลอไรด ์
 3.2.3.2 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต 
 3.2.3.3 แมกนเีซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 3.2.3.4 เฟอรัÿซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
 3.2.3.5 ซิงคซ์ัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 
 3.2.3.6 กรดบอริก 
 3.2.3.7 แมงกานีÿคลอไรด์เตตตระไฮเดรต 
 3.2.3.8 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต 
 3.2.3.9 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต 
 3.2.3.10 โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต 
 3.2.3.11 โพแทÿเซียมคลอไรด ์
 3.2.3.12 Tris-Base  
 3.2.3.13 Glacial Acetic Acid (17.4 mM acetate) 
 3.2.3.14 ÿารละลาย ไดโซเดียม EDTA   
  3.2.3.15 โซเดียมไฮดรอกไซด ์
  3.2.3.16 โพแทÿเซียมไดไฮโดรเจนฟอÿเฟต 
  3.2.3.17 ไดโพแทÿเซียมไฮโดรเจนฟอÿเฟต 
 

3.3 ก๊าซที่ใช้ÿำĀรับüิเคราะĀ์การผลิตไฮโดรเจน 

3.3.1 อาร์กอน 99 เปอร์เซ็นต์ (Argon 99%) 
3.3.2 ไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต ์ในอาร์กอน (Hydrogen 4% in argon) 

 

3.4 อุปกรณ์ 

 3.4.1 กรüยกรอง (Funnel) 
 3.4.2 กระบอกตüง (Cylinder) 
 3.4.3 กระดาþกรอง (Glass Microfiber Filter GF/C) 
 3.4.4 กล้องจุลทรรýน์ (Microscope) 
 3.4.5 ขüดแก้üบรรจุÿารขนาดเล็ก (Vial)  
 3.4.6 ขüดแก้üขนาด 500 มลิลิลิตร 
 3.4.7 ขüดแก้üขนาด 1000 มิลลิลิตร 
 3.4.8 ขüดรูปชมพู่ขนาด 250 มลิลิลิตร (Erlenmeyer flask) 
 3.4.9 เข็มฉีดยา (Syringe) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 3.4.10 เข็มเขีย่เชื้อปลายมน (Loop)  
 3.4.11 เครื่องกüนÿาร (Magnetic stirrer) 
 3.4.12 เครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ (Gas chromatograph : GC) 
 3.4.13 เครื่องเขย่าÿาร (Vortex mixer) 
 3.4.14 เครื่องชั่งละเอียด 3,4 ตำแĀน่ง (Analytical balance) 
 3.4.15 เครื่องบ่มเขย่า (Incubator shaker)  
 3.4.16 เครื่องปั่นเĀü่ียง (Centrifuge) 
 3.4.17 เครื่องปั๊มÿุญญากาý รุ่น VE-11 (Aspirator pump)  
 3.4.18 เครื่องüัดคüามเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 3.4.19 เครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง (Spectrophotometer) 
 3.4.20 จานอาĀารเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petridish) 
 3.4.21 ตะเกียงแอลกอฮอล ์(Alcohol burner) 
 3.4.22 ตู้ปลอดเช้ือ (Laminar flow) 
 3.4.23 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
 3.4.24 ตู้แช่เย็นอุณĀภูมิ 7 และ -4 องýาเซลเซียÿ 
 3.4.25 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) 
 3.4.26 ÿไลด์นับเซลล์ (Hemocytometer) 
 3.4.27 Āม้อนึง่คüามดันไอฆ่าเชื้อ (Autoclave) 
 3.4.28 อ่างคüบคุมอุณĀภูม ิ(Water bath) 
 3.4.29 แท่งแม่เĀล็กกüนÿาร (Magnetic bar) 
 3.4.30 แท่งแก้üตัüแอล (L-shape glass rod) 
 3.4.31 Āลอดไมโครเซนตริฟüิจ์ (Microcentrifuge tube) 
 
 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.5 üิธีการดำเนินงานüิจัย    

   3.5.1 üิธีการต่างๆ ทีเ่กี่ยüข้อง 

   3.5.1.1 การเตรียมĀัüเชื้อไซยาโนแบคทีเรีย 

   ทำการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica เพือ่ใช้เป็นĀัüเช้ือเริ่มต้น 

บนจานอาĀารแข็ง BG11 ที่มคี่า pH 7.5 เปน็เüลา 7-14 üัน จากนั้นจึงนำโคโลนีเดี่ยü 1 โคโลน ีบนอาĀารแข็ง

มาเพาะเลี้ยงลงในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลติรที่มีอาĀารเĀลü BG11 ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร นำเซลล์ไปเขย่าที่

คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูม ิ30 องýาเซลเซียÿ ที่คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง

เมตรต่อüินาที ภายใต้การเพาะเลี้ยงแบบใĀ้แÿงÿลับกับไมม่ีแÿง (แÿง16 ชั่üโมง : มืด 8 ชั่üโมง) เป็นเüลา

ระยะเüลา 14-21 üัน 
   3.5.1.2 การเตรียมĀัüเชื้อÿาĀร่ายÿเีขียü 

   ทำการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพนัธุ ์  ได้แก ่  Chlamydomonas   reinhardtii   
CC-124, Chlorella sp. CirG  และ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ในอาĀาร Tris acetate 

phosphate (TAP) เป็นเüลา 7 üัน จากนั้นเขี่ยโคโลนขีองÿาĀร่ายบนอาĀารแข็งมาเพาะเลี้ยงลงในฟลาÿก์

ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาĀารเĀลü TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำเซลล์ไปเขย่าทีค่üามเร็üรอบ 120 รอบ

ต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ และใĀ้คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที  เป็น

เüลา 3-5 üัน  
    3.5.1.3 üิธีการÿกัดคลอโรฟลิล์และüิเคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์ไซยาโนแบคทเีรีย 

   นำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์ 100  ไมโครลิตร จากนั้นเติมเมทา

นอล 900 ไมโครลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน ตัüอย่างละ 3 ซ้ำ เพื่อนำมาทำการüัดปริมาณคลอโรฟิลล์ นำไปบ่มในที่มืด

เป็นเüลา 1 ชั่üโมง นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12 ,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิĀ้อง เป็นเüลา 2 นาที 

จากนั้นนำÿ่üนใÿไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่ 665 นาโนเมตร คำนüณปริมาณคลอโรฟิลล์ดังในÿมการที่ 1.1 
ปริมาณคลอโรฟิลล์ = 12.7 x ค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 665 นาโนเมตร x 10 (ÿมการที่ 1.1) 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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   3.5.1.4 üิธีการÿกัดและüเิคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์ÿาĀร่ายÿีเขียü 

   นำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์ ปริมาตร 100  ไมโครลิตร จากนั้น

เติมเมทานอล 900 ไมโครลิตร ผÿมใĀ้เข้ากัน ตัüอย่างละ 3 ซ้ำ เพื่อนำมาทำการüัดปริมาณคลอโรฟิลล์  

จากนั้น นำไปใĀ้คüามร้อนในอ่างคüบคุมอุณĀภูมิที่อุณĀภูมิ 70 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 2-3 ชั่üโมง เมื่อครบ

เüลา นำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,000 รอบต่อนาที  เป็นเüลา 2 นาที จากนั้นนำÿ่üนใÿไปüัดค่าการ

ดูดกลืนแÿงที ่ 650 และ 665 นาโนเมตร (ÿมการที ่ 1.2) นำค่าการดูดกลืนแÿงที ่ได้มาคำนüณปริมาณ

คลอโรฟิลล์ 

ปริมาณคลอโรฟิลล์เอและบี =  Chlorophyll A + B = (4.0 x A665) + (25.5 x A650 ) (ÿมการที่ 1.2) 

   3.5.1.5 นับจำนüนเซลลข์องÿาĀร่ายÿีเขยีü 

    นำÿารแขüนลอยเซลล์ที่ได้จากการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü ปริมาตรละ 10 

ไมโครลิตร ในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์ ทำการนับเซลล์โดยใช้ÿไลด์นับเซลล์ (Hemacytometer) ภายใต้กล้อง

จุลทรรýน์ โดยใช้ÿูตรการคำนüณดังนี ้
จำนüนเซลล์ (106  cell mL-1) =  (x̄ × 25 × 104)  (ÿมการที่ 1.3) 

   3.5.1.6 การĀาน้ำĀนักแĀ้งของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿเีขียü  

     นำกระดาþกรอง Glass Microfiber Filters GF/C ไปอบในตู้อบลมร้อนที่อุณĀภูมิ 70 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 24 ชั่üโมง ชั่งน้ำĀนักจนได้น้ำĀนักคงที่ นำเซลล์แขüนลอยที่เĀลือไปกรองผ่านกระดาþ

กรองโดยใช้เครื่องปั๊มÿุญญากาý จากนั้นนำกระดาþกรองที่มีเซลล์ไปอบที่ตู้อบลมร้อนที่อุณĀภูมิ 70 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 24-48 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำไปใÿ่ลงในโถดูดคüามชื้น(Desiccator) เป็นเüลา 24-48 

ชั่üโมง จากนั้นนำมาชั่งน้ำĀนักแĀ้งคำนüณĀาน้ำĀนักแĀ้งดังÿมการที่ 1.4 

น้ำĀนักแĀ้ง =  นน. กระดาþกรองĀลังการกรอง −  นน. กระดาþกรองก่อนการกรอง (ÿมการที่ 1.4) 

   3.5.1.7 การüเิคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจน 

   นำเซลล์ÿาĀร่ายที่ต้องการüิเคราะĀ์การผลิตไฮโดรเจน มาทำการพ่นก๊าซอาร์กอนเป็นเüลา 

15-20 นาที เพื่อไล่อากาýออกและชักนำใĀ้ÿาĀร่ายผลิตไฮโดรเจนภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากอากาý  เมื่อครบ

เüลา แล้üนำมาทำการüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการใช้เข็มฉีดยาดูดก๊าซบริเüณช่องü่าง

เĀนือของเĀลüภายในขüดแก้üบรรจุÿารขนาดเล็ก (Vial) ปริมาตรละ 500 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์

ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ (Gas Chromatograph : GC) เพื่อเปรียบเทียบกับก๊าซ

มาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ ในก๊าซอาร์กอน ÿภาüะที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ก๊าซไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿ

โครมาโทกราฟ  แÿดงในตารางที่ 1 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 3.1 ÿภาüะที่ใช้ในการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้üยเครื่องเครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ         
  (Gas Chromatograph : GC)  

พารามิเตอร ์ ÿภาüะในการเดินระบบ 

Column 
Packed SS column 2 m × 4 mm OD × 3 mm I.D. p/w 

Molecular sieve 5°A 60/80 mesh 

Temperature Program 

Injector temperature : 100 °C 

Column temperature : 50 °C 

Detector temperature : 100 °C 

Argon Carrier gas Flow rate 20 ml/min (99.999% purity) (Praxair, Korea, co.,Ltd.) 

  

 3.5.2 การýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü 

   3.5.2.1 การýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรยี 

   การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica เพื่อใช้เป็นĀัüเชื้อ เริ่มจาก

การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียบนจานอาĀารแข็ง BG-11 ที่มีค่า pH 7.5 เป็นเüลา   7-14 üัน จากนั้น จึงนำ

โคโลนีเดี่ยü 1 โคโลนีบนอาĀารแข็งมาเพาะเลี้ยงลงในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาĀารเĀลü  BG11 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำเซลล์ไปเขย่าที่คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ ที่

คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที ภายใต้การเพาะเลี้ยงแบบการใĀ้แÿงÿลับกับไม่มี

แÿง (16 แÿง : 8 มืด)  เป็นเüลา 14-21 üัน จากนั้นนำเซลล์มาเก็บเกี่ยüโดยนำเซลล์Āัüเชื้อมาปั่นเĀüี่ยงที่

คüามเร็üที่ 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที โดยนำเซลล์ของไซยาโน

แบคทีเรียเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเĀลü BG11 โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่นที่ 

730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 ýึกþาการเจริญเติบโต โดยเก็บตัüอย่างในแต่ละการทดลองใÿ่ลงในĀลอดไมโคร

เซ็นตริฟิüจ์ ตัüอย่างละ 3 ซ้ำ เป็นเüลา 21 üัน โดยนำไปüัดค่าการดูดกลนืแÿงทีค่üามยาüคลืน่ 750 นาโนเมตร

และüัดปริมาณคลอโรฟิลล์ 

    

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



24 
 

 

   3.5.2.2 การýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขยีü 

   เพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์, ได้แก่ Chlamydomonas reinhardtii CC-124, 

Chlorella sp. cirG และ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 บนอาĀารแข็ง TAP (Tris acetate 

phosphate) เป็นเüลา 7 üัน จากนั้นจึงนำโคโลนีเดี่ยü 1 โคโลนีบนอาĀารแข็งมาเพาะเลี้ยงลงในฟลาÿก์ขนาด 

250 มิลลิลิตร ที่มีอาĀารเĀลü TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำเซลล์ไปเขย่าที่คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที 

ที่อุณĀภูมิĀ้องและใĀ้คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที  เป็นเüลา 3-5 üัน เมื่อครบ

เüลาแล้üนำเซลล์ไปเก็บเกี่ยüด้üยเครื่องปั่นเĀüี่ยงคüามเร็üที่ 6,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýาเซลเซียÿ 

เป็นเüลา 10 นาที ทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü TAP 3 ครั้ง จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเĀลü TAP 

ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จำนüนอย่างละ 3 ฟลาÿก์ โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿง

ของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่นที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เพาะเลี้ยงภายใต้การเขย่าที่คüามเร็üรอบ 

120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ คüามเข้มแÿงที่ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที  

ทำการเก็บตัüอย่างทุกๆ 6 ชั่üโมง เป็นเüลา 120 ชั่üโมง  โดยเก็บตัüอย่างที่ได้ใÿ่ลงในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์

ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตัüอย่างละ 3 ซ้ำ เพื่อทำการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿี

เขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ โดยนำไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 750 นาโน,ปริมาณคลอโรฟิลล์และคüาม

Āนาแน่นของเซลล์ 

 3.5.3 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรยีและÿาĀรา่ยÿีเขียü 

   3.5.3.1 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

   นำĀัüเชื้อไซยาโนแบคทีเรียตามĀัüข้อที่ 3.5.1.1 มาเก็บเกี่ยüเซลล์ จากนั้นนำเซลล์ของไซยา

โนแบคทีเรียที่ได้ไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเĀลü BG11 โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาü

คลื่นที่ 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เป็นเüลา 7 üัน  เมื่อครบเüลา นำไซยาโนแบคทีเรียที่ได้มาเก็บเกี่ยü

เซลล์ โดยปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที  และทำ

การล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü BG11 3 ครั้ง จากนั้นนำเซลล์ไปกระจายในอาĀารเĀลü BG11 และ BG11-N 

(Blue-green Medium + Turk Island salt solution ÿูตรที่ปราýจากไนโตรเจน) ลงในฟลาÿก์ขนาด 250 

มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จำนüนอย่างละ 3 ฟลาÿก์ จากนั้นนำไปเขย่าที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที  

ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ ที่คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที ภายใต้การใĀ้แÿง

ÿลับกับไม่มีแÿง (16 ชั่üโมง แÿง : 8 ชั่üโมง มืด)  เป็นเüลา 48 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและ

ปรับคüามเข้มข้นเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์Āาปริมาณ

การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7  

    
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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   3.5.3.2 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀรา่ยÿีเขียü  

    นำĀัüเชื้อÿาĀร่ายÿีเขียüตามĀัüข้อที่ 3.5.1.2 มาทำการเก็บเกี่ยü จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงใน

อาĀารเĀลü TAP ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร อย่างละ 3 ฟลาÿก์ โดยใĀ้มีค่าการ

ดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เพาะเลี้ยงภายใต้การเขย่าที่

คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ คüามเข้มแÿงที่ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง

เมตรต่อüินาที เป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบเüลาแล้ü นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀาร

เĀลü TAP  จากนั้นกระจายเซลล์ลงในอาĀารเĀลü TAP (ÿูตรปกติ) และอาĀารเĀลüที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀาร 3 

ชนิด ได้แก่ ซัลเฟอร์(TAP-S), ไนโตรเจน(TAP-N) และโพแทÿเซียม(TAP-K) ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จำนüนอย่างละ 3 ฟลาÿก์ จากนั้นนำไปเขย่าที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 

30 องýาเซลเซียÿ ที่คüามเขม้แÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบ

เüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและปรับคüามเข้มข้นเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 

จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7  

 3.5.4 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันของÿาĀรา่ย 

 นำĀัüเชื้อไซยาโนแบคทีเรียตามĀัüข้อที่ 3.5.1.1 มาเก็บเกี่ยüเซลล ์ จากนั้นนำเซลล์ของไซยาโน

แบคทีเรียที่ได้ไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเĀลü BG11 โดยใĀ้มีค่าการดดูกลืนแÿงของเซลล์เริม่ต้นทีค่üามยาü

คลื่นที่ 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เป็นเüลา 7 üัน  เมื่อครบเüลาแล้üนำไซยาโนแบคทีเรียที่ได้มาเก็บเกี่ยü

เซลล์ นำไปปัน่เĀüี่ยงที่คüามเร็ü 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที และทำ

การล้างเซลล์ดü้ยอาĀารเĀลü BG11 3 ครั้ง จากนั้นไปกระจายลงในอาĀารเĀลü BG11 และ BG11-N (ÿูตรที่

ปราýจากไนโตรเจน) ลงในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จำนüนอย่างละ 3 ฟลาÿก ์

จากนั้นนำไปเขย่าที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที  ที่อุณĀภูม ิ30 องýาเซลเซียÿ ทีค่üามเขม้แÿง 30 ไมโครโมลโฟ

ตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที ภายใตก้ารใĀ้แÿงÿลับกับไม่มแีÿง (16 แÿง : 8 มืด)  เป็นเüลา 48 ชั่üโมง           

เมื่อครบเüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและปรับคüามเข้มข้นเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 

2.0 นำĀัüเชื้อÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ตามĀัüข้อที่ 3.5.1.2 มาทำการเก็บเก่ียü จากนั้นนำ ไปเพาะเลี้ยง

ลงในอาĀารเĀลü TAP ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลลิิตร ปรมิาตร 100 มิลลิลิตร อย่างละ 3 ฟลาÿก ์โดยใĀ้มีค่า

การดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เพาะเลี้ยงภายใต้การเขย่าที่

คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูม ิ30 องýาเซลเซียÿ คüามเข้มแÿงที่ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง

เมตรต่อüินาที เป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบเüลาแล้ü นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü 

TAP  จากนั้นกระจายเซลลล์งในอาĀารเĀลü TAP (ÿูตรปกติ) และอาĀารเĀลüที่ขาดแĀล่งธาตอุาĀาร 3 ชนิด 

ได้แก่ ซัลเฟอร,์ ไนโตรเจน, โพแทÿเซียม ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลลิิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จำนüนอย่างเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ละ 3 ฟลาÿก ์จากนั้นนำไปเขย่าที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูม ิ30 องýาเซลเซียÿ ที่คüามเขม้แÿง 30 

ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบเüลานำเซลลม์าเก็บเกี่ยüและปรับคüาม

เข้มข้นเซลล์ทีค่่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 จากนัน้ นำÿารละลายเซลล์ที่ได้ใÿใ่นขüดแก้ü

บรรจุÿารขนาดเล็ก(Vial) ขนาด 12.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  โดยใช้ไซยาโนแบคทีเรียเปน็Āลักในการ

ทดลองและปรมิาตรที่อัตราÿ่üน 1 : 1  Āรือ ใÿ่ไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüอย่างละ 2.5 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ĀาอัตราการผลิตไฮโดรเจนตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7 ของการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยาโน

แบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü  
 
 3.5.5 การýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจน 

   3.5.5.1 การýึกþาชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 

   นำĀัüเชื้อÿาĀร่ายที่มีปริมาณการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดมาทำเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยปั่นเĀüี่ยงที่

คüามเร็ü 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงใน

อาĀารเลี้ยงเชื้อ TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร อย่างละ 3 ฟลาÿก์ โดยใĀ้มีค่า

การดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ ่มต้นที่คüามยาüคลื่นที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เพา ะเลี้ยงโดยเขย่าที่

คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ คüามเข้มแÿงที่ 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตาราง

เมตรต่อüินาที เป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและนำไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเลี้ยง

เชื้อ TAP ที่แปรผันแĀล่งคาร์บอนต่างๆ ได้แก่ กลูโคÿ ซูโครÿ กลีเซอรอล กรดซิตริก โซเดียมอะซิเตต กรดแอ

ซีติก (ÿูตรปกติ) เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบเüลานำ เซลล์ที่แปรผันแĀล่งคาร์บอนข้างต้นมาเก็บเกี่ยüและ

ปรับคüามเข้มข้นเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 ตามลำดับ จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์

ĀาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7  

   3.5.5.2 การแปรผนัคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอน 

   นำĀัüเชื้อÿาĀร่ายที่คัดเลือกจากชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อปริมาณการผลิต

ไฮโดรเจน มาทำเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยนำไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 20 องýา

เซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเลี้ยงเช้ือ TAP ในฟลาÿก์ ขนาด 250 มิลลิลิตร 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร อย่างละ 3 ฟลาÿก์ โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่น 750 

นาโนเมตร ประมาณ 0.1 เพาะเลี้ยงภายใต้การเขย่าที่คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýา

เซลเซียÿ คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที  เป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำ

เซลล์มาเก็บเกี่ยü จากนั้นนำเซลล์ÿาĀร่ายไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีคüามเข้มข้นของแĀล่ง

คาร์บอนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0, 8.7, 17.4 (ÿูตรปกติ), 34.8 และ 87 มิลลิโมลาร์ ในฟลาÿก์ขนาด 250 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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มิลลิลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร อย่างละ 3 ฟลาÿก์ เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยü

และปรับคüามเข้มข้นเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 ตามลำดับ จากนั้นนำไป

üิเคราะĀ์ĀาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7  

   3.5.5.3 การแปรผนัคüามเข้มของแÿง 

   นำĀัüเชื้อมาทำการเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 

20 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 10 นาที จากนั้นนำไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเลี้ยงเชื้อ TAP-N ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ ่มต้นที่คüามยาüคลื่นที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 

เพาะเลี้ยงภายใต้การเขย่าที่คüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ คüามเข้มแÿงที่ 30 

ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 24 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา นำเซลล์มาเก็บเกี่ยüและปรับ

คüามเข้มข้นของเซลล์ที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร ประมาณ 2.0 จากนั้นนำไปใÿ่ในขüดแก้üบรรจุ

ÿารขนาดเล็ก (Vial) ขนาด 12.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ปิดด้üยจุกยางและฝาอลูมิเนียม นำไปไล่

อากาýออก โดยพ่นก๊าซอาร์กอน เป็นเüลา 15 นาที  นำไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่อุณĀภูมิ 

36 องýาเซลเซียÿ ที่คüามเข้มข้นแÿงที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0(Ā่อฟอยล์), 800, 1,600, 4,000 และ 8,000 ลักซ์

(Lux) จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์ĀาปริมาณการผลิตไฮโดรเจนตามĀัüข้อที่ 3.5.1.7 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

บทที่ 4  
ผลการüิจัยและการอภิปรายผล  

 
4.1 การýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขยีü 

 4.1.1 การýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica 
 จากการýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica  โดยนำไปเพาะเลี้ยงบนจาน

อาĀารแข็ง BG-11เป็นเüล 14-21 üัน จากนั้นนำโคโลนีเดี่ยü 1 โคโลนีบนอาĀารแข็งมาเพาะเลี้ยงลงในฟลาÿก์

ขนาด 250 มิลลิลิตรที่ มีอาĀารเĀลü BG-11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใĀ้มีค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์

เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่นที่ 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1  ทำการเก็บตัüอย่างเซลล์แขüนลอยทุกๆ 48 ชั่üโมง 

เป็นเüลา 16 üัน  ใÿ่ลงในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์ จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์การเจริญเติบโตของ A. halophytica 

โดยนำไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 730 นาโนเมตร ด้üยเครื่องÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์และüิเคราะĀ์

ปริมาณคลอโรฟิลล์ จากการทดลองพบü่า A. halophytica  ÿามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาĀาร BG-11 ที่เÿริม

ด้üย Turk Island salt solution คüามเข้มข้นของโซเดียมไนเตรต 1.76 มิลลิโมลาร์  (รูปที่ 4.1A) และพบü่า

ในการเพาะเลี้ยงที่มีระยะเüลานานขึ้นจะทำใĀ้มีปริมาณคลอโรฟิลล์ที่ÿูงขึ้นอีกด้üย (รูปที่ 4.1B)   

 

 

 

 

 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.1 การเจริญเติบโตของ A. halophytica   ในอาĀาร BG-11 ที่เÿริมด้üย Turk Island salt solution       

โดยüัดค่าการดูดกลืนแÿงทีค่üามยาüคลื่น 730 นาโนเมตร (ก) และการüัดปริมาณคลอโรฟิลล์ (ข) 

 

  

  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 4.1.2 การýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿเีขียü 

 จากการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü 3 ÿายพันธุ์ เป็นเüลา 7 üัน โดยนำไปเพาะเลี้ยงบน

จานอาĀารแข็ง Tris acetate phosphate (TAP) เป็นเüลา 14-21 üัน จากนั้นนำโคโลนีเดี่ยü 1 โคโลนี บน

อาĀารแข็งมาเพาะเลี้ยงในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาĀารเĀลü TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใĀ้มี

ค่าการดูดกลืนแÿงของเซลล์เริ่มต้นที่คüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร ประมาณ 0.1  ทำการเก็บตัüอย่างเซลล์

แขüนลอยทุกๆ 6 ชั่üโมง เป็นเüลา  120 ชั่üโมง ใÿ่ลงในĀลอดไมโครเซ็นตริฟิüจ์ จากนั้นนำไปüิเคราะĀ์การ

เจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü โดยนำไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร ด้üยเครื่องüัด

ค่าการดูดกลืนแÿง üิเคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์ และนับจำนüนเซลล์ด้üยฮีโมไซโตมิเตอร์  จากการทดลอง

พบü่าÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ÿามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาĀาร TAP ซึ่งมีกรดอะซีติกเป็นแĀล่ง

คาร์บอนที่มีคüามเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ จากการทดลองเปรียบเทียบการเจริญเติบโต

ของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ พบü่า Chlorella sp. CirG มีการเจริญเติบโตÿูงกü่า Scenedesmus 

obliquus TISTR 8546  และ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ซึ่ง Chlorella sp. cirG มีการ

เจริญเติบโตได้ดีในอาĀาร TAP ซึ่งเซลล์ÿาĀร่ายจะเข้าÿู่ระยะ Log phase ตั้งแต่ 6-30 ชั่üโมงแรกของการ

เพาะเลี้ยง(รูปที่ 4.2) และมีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.048 ± 0.002 ต่อชั่üโมง(ตารางที่ 4.1) Āลังจาก

นั้นจะมีการเจริญเติบโตที่ช้าลงเข้าÿู่ช่üงระยะ Stationary phase ภายĀลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 36 

ชั่üโมง เมื่อทำการýึกþาการเจริญเติบโต Scenedesmus obliquus TISTR 8546 และ Chlamydomonas 

reinhardtii CC-124 พบü่าการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายทั้งÿองมีลักþณะค่อนข้างคล้ายกันตั้งแต่ 6-12 ชั่üโมง

แรกของการเพาะเลี ้ยง มีการเจริญเติบโตที ่ค่อนข้างต่ำ ซึ ่งเป็นระยะ Lag phase เÿาĀร่ายปรับตัüต่อ

ÿภาพแüดล้อมและอาĀารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง  ซึ่งเซลล์ÿาĀร่ายจะเข้าÿู่ระยะ Log phase ตั้งแต่ 12-24 

ชั่üโมงแรกของการเพาะเลี้ยง(รูปที่ 4.2)  และมีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.028 ± 0.002 และ 0.020 ± 

0.003  ต่อชั่üโมง(ตารางที่ 4.1) Āลังจากนั้นจะมีการเจริญเติบโตที่ช้าลงเข้าÿู่ช่üงระยะ Stationary phase 

ภายĀลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเüลา 36 ชั่üโมง จากการüิเคราะĀ์คüามĀนาแน่นของเซลล์ มีคüามÿอดคล้อง

กันกับการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์(รูปที่ 4.2ค) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.2 การเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์  ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ÿูตรปกติ จาก

การüัดค่าการดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร (รูปที่ 4.2ก) ปริมาณคลอโรฟิลล์โดยนำไปüัดค่าการ 

(รูปที่ 4.2ข) และคüามĀนาแน่นของเซลล์(รูปที่ 4.2ค) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.2 (ต่อ) การเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ÿูตรปกติ 

จากการüัดค่าการดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร (รูปที่ 4.2ก) ปริมาณคลอโรฟิลล์โดยนำไปüัดค่า

การ (รูปที่ 4.2ข) และคüามĀนาแน่นของเซลล์(รูปที่ 4.2ค) 
 

ตารางที่ 4.1 อัตราการเจริญจำเพาะและระยะการทüีคูณของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธ์ุ  

ÿายพันธุ ์ อัตราการเจริญจำเพาะ (ชั่üโมง-1) ระยะการทüีคูณ (ชั่üโมง) 

Chlorella sp. CirG 0.048 ± 0.002a 14.489 ± 0.647a 

Chlamydomonas reinhardtii CC.124 0.020 ± 0.003c 34.262 ± 0.492c 

Scenedesmus obliquus 8546 0.028 ± 0.002b 24.845 ± 0.363b 

 

  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.2 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀรา่ยÿีเขียü 
 4.2.1 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรยี 
 จากการนำเซลล์ของไซยาโนแบคทีเรียไปเพาะเลี้ยงลงในอาĀารเĀลü BG11 ÿูตรปกติ ที่มีคüามเข้มข้น

ของโซเดียมไนเตรทเท่ากับ 1.76 มิลลิโมลาร์ เป็นเüลา 7 üัน เก็บเก่ียüไปกระจายลงในอาĀารเĀลü BG11 และ 

BG11-N (ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท) เป็นเüลา 48 ชั่üโมง จากน้ันทำการเก็บเกี่ยüเซลล์และกระจายใÿ่ในขüด

แก้üบรรจุÿารขนาดเล็ก (Vial) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิดด้üยจุกยางและฝาอลูมิเนียมĀ่อĀุ้มขüดด้üยอลูมิเนียม

ฟอยล์ จากนั้นนำไปพ่นอาร์กอนเป็นเüลา 15 นาที ทำการüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง 

จากการทดลองพบü่า A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดเท่ากับ 

0.03 ± 0.006  ไมโครลิตรต่อลิตรต่อชั่üโมง และ A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11-N มีอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดเท่ากับ 1.45 ± 0.201 ไมโครลิตรต่อลิตรต่อชั่üโมง(ดังรูปที่ 4.3, ตารางที ่4.2)  จะเĀ็นได้

ü่า A. halophytica ที่เพาะเลี ้ยงในอาĀาร BG11-N มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ ่มขึ ้น 44 เท่า เมื่อ

เปรียบเทียบÿาĀร่ายที่เพาะเลี ้ยงในอาĀาร BG11 ÿูตรปกติ(ดังรูปที่ 4.3) ซึ ่งผลทดลองดังกล่าüมีคüาม

ÿอดคล้องกับผลการýึกการผลิตไฮโดรเจนแบบระยะยาüภายใต้ระบบการเพาะเลี้ยงแบบ Two-stage โดย

พบü่าการเพาะเลี้ยง A. halophytica  ในระบบ Two-stage เพื่อผลิตไฮโดรเจนอย่างยั่งยืน มี 2 ขั้นตอน คือ 

ขั้นแรกเพาะเลี้ยงในอาĀารที่เĀมาะÿมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ โดยเพาะเลี้ยงในน้ำทะเลที่มีคüามเข้มข้น

ของโซเดียมไนเตรทเท่ากับ 1.76 มิลลิโมลาร์ เป็นเüลา 7 üัน ขั้นที่ÿองนำÿารละลายเซลล์มาเĀนี่ยüนำในน้ำ

ทะเลที่ปราýจากโซเดียมไนเตรทและÿารอื่นๆ  พบü่าการผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica  เพิ่มÿูงขึ้น เมื่อ

นำไปบ่มĀรือเĀนี่ยüนำในน้ำทะเลÿภาüะที่ปราýจากโซเดียมไนเตรต เป็นเüลา 2 üัน (ÿรัญญา พันธุ์พฤกþ์ , 

2554) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ชั่üโมงที่ 24 ของ A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11 ÿูตรปกติ

และอาĀาร BG11-N (ปราýจากโซเดียมไนเตรท) 

 

ตารางที่ 4.2 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica 

ชนิดของอาĀาร 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง 

µl /L/h µmol H2/mg chl/h µmol H2/mg DCW/h 
BG11 0.03 ± 0.01b 3.99 ± 0.83b 1.08 ± 0.23b 

BG11-N 1.45 ± 0.20a 102.16 ± 14.26 a 20.88 ± 2.91a 

 

ตารางที่ 4.3 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11 ÿูตรปกติและอาĀาร BG11-N 

ชนิดของอาĀาร 
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl /L µmol H2/mg chl µmol H2/mg DCW 

BG11 0.79 ± 0.17b 95.86 ± 20.03b 26.005 ± 5.433b 

BG11-N 34.71 ± 4.84a 2451.77 ± 342.29a 501.167 ± 69.969a 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.4  ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG-11 ÿูตรปกติและเพาะเลี้ยง

ในอาĀาร BG11-N (ที่ปราýจากโซเดียมไนเตรท) 
  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 4.2.2 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿเีขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์  

 จากการเพาะเลี้ยงÿาĀร่าÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ลงในอาĀารเĀลü TAP เป็นเüลา 36 ชั่üโมง จากนั้น

เก็บเกี่ยüเซลล์และกระจายเซลล์ลงในอาĀารเĀลü TAP (ÿูตรปกติ) และอาĀารเĀลüที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀาร 3 

ชนิด ได้แก่ ซัลเฟอร์ ,ไนโตรเจนและโพแทÿเซียม เป็นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นนำเซลล์ไปใÿ่ในขüดแก้üบรรจุ

ÿารขนาดเล็ก (Vial) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ขนาด 12.5 มิลลิลิตร ปิดด้üยจุกยางและฝาอลูมิเนียม นำไปไล่

อากาýออกเป็นเüลา 15 นาที ทำการüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง  จากการทดลอง

พบü่า Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ÿูตรปกติและขาดแĀล่งธาตุอาĀารทั้ง 3 ชนิด 

ได้แก่  โพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และซัลเฟอร์ (TAP-S) มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน 

โดยÿาĀร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจน(TAP-N) มีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 47.26 ± 0.92 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.4) 

และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 1,500.52 ± 24.37 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 

4.5) ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 2-3 เทา่ เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ (รูปที่ 4.5 ) 
 จากรายงานüิจัยÿ่üนใĀญ่พบü่า แĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจนมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่าย 

Chlorella เนื่องจากไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบที่ÿำคัญของคลอโรฟิลล์และยังเป็นองค์ประกอบĀลักของ

โปรตีน กรดนิüคลีอีกและไนโตรจีนัÿเบÿ การจำกัดĀรือการขาดแĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจนทำใĀ้การ

ÿังเคราะĀ์แÿงและÿังเคราะĀ์คลอโรฟิลล์ลดลง ÿ่งผลกระทบต่อการทำงานของระบบแÿงÿอง (PSII) โดยทำใĀ้

ออกซิเจนที่เกิดจากการแตกตัüของน้ำในระบบแÿงÿองมีปริมาณลดลง ÿ่งผลใĀ้ไม่มีออกซิเจนไปรบกüนการ

ทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ทำใĀ้กระบüนการผลิตไฮโดรเจนมีประÿิทธิภาพมากขึ้น  ดังนั้นจึงมีผลในการ

ช่üยÿ่งเÿริมการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella ใĀ้มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงขึ้น เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP 

ÿูตรปกติ (Meilin He et al., 2012 ) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง ของ Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ÿูตร

ปกติและอาĀารที่ขาด โพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และ ซัลเฟอร ์(TAP-S) 
 
 ตารางที่ 4.4 อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. CirG 

 

 ตารางที่ 4.5 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. CirG 

ชนิดของอาĀาร 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl /L/h µmol H2/mg chl/h 
µmol H2/mg 

DCW/h 
TAP 20.93 ± 0.76d 12.09 ± 0.44d 0.75 ± 0.02c 

TAP-K 24.76 ± 1.37c 19.65 ± 1.09c 1.27 ± 0.07d  
TAP-N 42.86 ± 0.84a 47.26 ± 0.92a 2.08 ± 0.04b 

TAP -S 37.12 ± 0.97b 36.12 ± 0.95b 1.66 ± 0.04a 

ÿายพันธุ ์
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl /L µmol H2/mg chl µmol H2/mg DCW 
TAP 814.56 ± 18.05d 470.47 ± 16.20b 29.33 ± 1.01d 
TAP-K 881.84 ± 7.00c 699.93 ± 5.55c 45.42 ± 0.36c 
TAP-N 1360.87 ± 34.71b 1500.52 ± 24.37b 55.57 ± 1.55b 

TAP -S 1244.94 ± 22.10a 1211.28 ± 33.77a 66.04 ± 1.07a 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.6 ผลผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG ทีเ่พาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ÿูตรปกติและอาĀารที่

ขาดโพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และซัลเฟอร ์(TAP-S) 
  
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus obliquus TISTR 8546 พบü่า 

S. obliquus TISTR 8546 ผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงÿุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-K ที่ขาดแĀล่งธาตุ

อาĀารโพแทÿเซียม โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 50.48 ± 0.24  ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ

มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.6) และใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 907.67 ± 12.41 ไมโคร

โมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.7) ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 5 เท่า เมื่อ

เทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ (รูปที่ 4.7) 
 โพแทÿเซียมเป็นองค์ประกอบĀลักของเอนไซม์ที่ÿำคัญภายในเซลล์ของÿาĀร่าย ซึ่งจะÿ่งผลต่อการ

ทำงานของระบบแÿงÿอง (PSII)  ทำใĀ้ปริมาณออกซิเจนภายในระบบลดลง เซลล์จะเก็บแĀล่งคาร์บอนในรูป

ของแป้ง    ซึ่งในการขาดแĀล่งธาตุโพแทÿเซียมเซลล์จะไปยับยั้งการเปลี่ยนน้ำตาลกลูโคÿไปเป็นแป้ง ดังนั้น

ภายในเซลล์จึงมีน้ำตาลกลูโคÿจำนüนมากพอÿำĀรับใช้ในการผลิตไฮโดรเจน โดยเซลล์ÿามารถใช้แĀล่ง

อิเล็กตรอนจากน้ำตาลกลูโคÿได้อย่างมีประÿิทธิภาพ เนื่องจากไม่ต้องÿะÿมพลังงานในรูปของแป้ง ทั้งĀมดที่

กล่าüจึงเป็นเĀตุผลที่ทำใĀ้เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿทำงานได้อย่างมีประÿิทธิภาพ ÿ่งผลใĀ้มีการผลิตไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้น (Aikaterini Papazi et al., 2014) 
 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.7 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมงของ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ที่เพาะเลี้ยงใน

อาĀารเĀลü TAP ÿูตรปกติและอาĀารที่ขาดโพแทÿเซียม(TAP-K), ไนโตรเจน(TAP-N) และซัลเฟอร์ (TAP-S)  
 
ตารางที่ 4.6 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 

 

ตารางที่ 4.7 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 

ชนิดของอาĀาร 
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl /L µmol H2/mg chl µmol H2/mg DCW 
TAP 436.55 ± 1.73d 696.98 ± 2.76d 29.23 ± 0.12d 
TAP-K 907.67 ± 12.41a 1537.03 ± 21.00a   75.97 ± 1.04a 
TAP-N 555.15 ± 18.96c 857.71 ± 19.30c 30.98 ± 1.06c 

TAP -S 603.95 ± 9.86b 1155.66 ± 18.88b  44.91 ± 0.73b 

ชนิดของอาĀาร 
อัตราการผลิตไฮโดรเจน 

µl /L/h µmol H2/mg chl/h µmol H2/mg DCW/h 

TAP 6.22 ± 0.04d 9.93 ± 0.06d 0.42 ± 0.01d 

TAP-K 32.76 ± 0.15a 50.48 ± 0.24a 2.74 ± 0.01a 
TAP-N 14.65 ± 2.67b 22.64 ± 0.72b  0.82 ± 0.26b 

TAP -S 15.57 ± 0.42c 19.83 ± 0.46c  1.16 ± 0.01c 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.8 ผลผลิตไฮโดรเจนของ Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP 

ÿูตรปกติและอาĀารที่ขาดโพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และซัลเฟอร ์(TAP-S) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124  
พบü่า Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงÿุด เมื่อบ่มในอาĀารเĀลü TAP-

S (TAที่ขาดแซัลเฟอร์) โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 43.04 ± 0.75  ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อ

มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัüโมง (ตารางที่ 4.8) และมีผลผลิตไฮโดรเจนผลได้ÿูงÿุดเท่ากับ 1,298.69 ± 11.71 ไม

โครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.9) ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 2.3 เทา่ 

เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ (รูปที่ 4.9 ) 
 ซัลเฟอร์เป็นธาตุอาĀารที่มีคüามจำเป็นต่อการÿังเคราะĀ์กรดอะมิโนภายในเซลล์การขาดซัลเฟอร์ทำ

ใĀ้เซลล์ไม่ÿามารถÿังเคราะĀ์กรดอะมิโนซีÿเทอีน (Cyteine) และเมไทโอนีน (Methionine) ได้ โดยกรดอะมิ

โน 2 ชนิดนี้เป็นองค์ประกอบที่ÿำคัญในการÿร้างโปรตีน D1 ซึ่งโปรตีนชนิดนี้มีคüามÿำคัญในการซ่อมแซมการ

ทำงานของระบบแÿงÿอง  เมื ่อระบบแÿงÿองมีปัญĀาจะทำใĀ้เกิดการยับยั้งการแตกตัüของน้ำ  ทำใĀ้มี

ออกซิเจนในระบบลดลง ทำใĀ้เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿÿามารถทำงานได้มีประÿิทธิภาพมากขึ้น ดังนั้นจึงทำใĀ้มี

อัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น (T.K Antal et al., 2003) 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.9 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü 

TAP ÿูตรปกติและอาĀารที่ขาดโพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และซัลเฟอร์ (TAP-S)   

 ตารางที่ 4.8 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 

 

ตารางที่ 4.9 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 

ชนิดของอาĀาร 
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl /L µmol H2/mg chl µmol H2/mg DCW 
TAP 338.13 ± 2.72d 540.75 ± 4.35d 25.16 ± 0.20d 

TAP-K 404.36 ± 0.77c 624.45 ± 1.19c 38.68 ± 0.07c 
TAP-N 567.31 ± 6.01b 1107.16 ± 11.73b 43.31 ± 067b 
TAP-S 897.79 ± 8.09a 1298.69 ± 11.71a 55.88 ± 0.77a 

ชนิดของอาĀาร 
อัตราการผลิตไฮโดรเจน 

µl /L/h µmol H2/mg chl /h  µmol H2/mg DCW/h 
TAP 11.81 ± 0.14d 18.88 ± 0.23d 0.87 ± 0.01d 

TAP-K 17.37 ± 0.03c 26.82 ± 0.04c 1.66 ± 0.02c  
TAP-N 20.39 ± 0.91b 39.81 ± 1.77b 2.27 ± 0.10b 

TAP -S 29.75 ± 0.52a 43.04 ± 0.75a  2.85 ± 0.04a 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที ่4.10 ผลผลิตไฮโดรเจนของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลีย้งในอาĀารเĀลü TAP

ÿูตรปกติและอาĀารที่ขาดโพแทÿเซียม (TAP-K), ไนโตรเจน (TAP-N) และซัลเฟอร ์(TAP-S) 

  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียüในĀัüข้อที่ 4.2 พบü่าไซยา

โนแบคทีเรียและÿาĀร่ายทั ้ง 4 ÿายพันธุ ์ ที ่นำมาบ่มในอาĀารที ่ขาดธาตุอาĀารบางชนิด ÿามารถเพิ่ม

ประÿิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนได้ เมื่อเทียบกับอาĀารÿูตรปกติ ดังนั้นจึงทำการคัดเลือกอาĀารที่ขาดธาตุ

อาĀารที่ทำใĀ้อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของÿาĀร่ายทั้ง 4 ÿายพันธ์ุ ได้แก่  
 1) A. halophytica : BG11-N (ปราýจากโซเดียมไนเตรต) 
 2) Chlorella sp. CirG  : TAP-N (ปราýจากไนโตรเจน) 
 3) Chlamydomonas reinhardtii CC-124 : TAP-S (ปราýจากซัลเฟอร์)  
 4) Scenedesmus obliquus TISTR 8546 : TAP-K (ปราýจากโพแทÿเซียม) 
 เมื่อทำการคัดเลือกเรียบร้อยแล้ü นำมาทำการýึกþาการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียร่üมกับÿาĀร่ายÿี

เขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ โดยใช้ไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü ในอัตราÿ่üน 1 : 1 ภายใต้ÿภาüะที่ใช้ในการ

ทดลอง 2 แบบ คือ ÿภาüะที่ปราýจากแÿงและÿภาüะที่มีแÿงในการทดลองต่อในĀัüข้อที่ 4.3 
   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขยีü 

 จากการนำไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica มาบ่มร่üมกับÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ชนิด  
และนำมาüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿี

เขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿงและÿภาüะที่มีแÿง พบü่าÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 4 ÿายพันธุ์มี

คüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน ซึ่งอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดพบใน A. halophytica ที่บ่มในอาĀาร 

BG11-N ภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿง ซึ่งเป็นÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนใน A. halophytica 

เมื่อนำไซยาโนแบคทีเรียที่บ่มร่üมกับÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ที่ในÿภาüะที่เĀมาะÿมมีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนที่น้อยกü่าการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายแบบเดี่ยü อีกทั้งการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในÿภาüะที่

ปราýจากแÿงเป็นÿภาüะที่ไม่เĀมาะÿมÿำĀรับÿาĀร่ายÿีเขียü จากýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในÿภาüะที่มีแÿง

นั้นÿามารถบ่งชี้ü่าÿาĀร่ายÿีเขียüมีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนในÿภาüะที่มีแÿงได้ÿูงมากกü่าÿภาüะที่

ปราýจากแÿง ÿามารถÿรุปได้ü่าการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยาโนแบคทีเรีย

และÿาĀร่ายÿีเขียüนั้น มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนน้อยกü่าการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายแบบเลี้ยงเดี่ยüทั้งในÿภาüะที่

ปราýจากแÿงและÿภาüะที่มีแÿง  
 ดังนั้นจึงทำการคัดเลือกÿาĀร่าย 1 ÿายพันธุ์ ที่มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดทั้ง ในÿภาüะที่

ปราýจากแÿงและÿภาüะที่มีแÿง โดยพบü่าการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร 

TAP-N ในÿภาüะที่ปราýจากแÿงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 12.79 ± 0.19  ไมโครโมลไฮโดรเจน

ต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.10) และภายใต้ÿภาüะที่มีแÿง พบü่ามีอัตราการผลิตไฮโดรเจน

ÿูงÿุดเท่ากับ 39.47 ± 0.21 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.12)  อัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนที่เพาะเลี ้ยง Chlorella sp. CirG ในÿภาüะที่มีแÿงเพิ ่มขึ ้นประมาณ 3 เท่า เมื ่อนำมา

เปรียบเทียบกบัÿภาüะปราýจากแÿง  
 ดังนั้น จึงทำการคัดเลือก Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP-N ซึ่งมีกรดอะซีติก คüาม

เข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ เป็นแĀล่งคาร์บอน ภายใต้ÿภาüะที่มีแÿงไปทำการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับ

การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่าย Chlorella sp. CirG ต่อไป 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3.1 การเพาะเลีย้งร่üมกันในÿภาüะที่ไมม่ีแÿง 

รูปที่ 4.11 อตัราการผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica  ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11-N ร่üมกับÿาĀร่ายÿี

เขียüทั้ง 3 ÿายพันธ์ุ ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP ที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแต่ละÿายพันธุ์

ภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿง 
 
ตารางที่ 4.10 อตัราการผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica และÿาĀรา่ยÿีเขียüภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿง 

 
ÿายพันธุ ์

อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง 

µl /L/h µmol H2/mg Chl/h µmol H2/mg/h DCW 

A. halophytica (BG11-N 0.47 ± 0.02 g 1.28 ± 0.04g 0.04 ± 0.01g 

Chlorella sp. CirG (TAP-N) 8.94 ± 0.13 a 12.79 ± 0.19 a 0.86 ± 0.01a 

A. halophytica (BG11-N) + Chlorella sp. CirG (TAP-N) 7.23 ± 0.18 b  10.89 ± 0.26b 0.67 ± 0.02b 

Scenedesmus obliquus 8546 (TAP-K) 6.75 ± 0.01 c 8.51 ± 0.01c 0.50 ± 0.02c 

A. halophytica (BG11-N) + S.obliquus 8546 (TAP-K) 5.82 ± 0.15 d 6.93 ± 0.16 d 0.35 ± 0.01d 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 (TAP-S) 5.75 ± 25.06ed 6.49 ± 0.01e 0.24 ± 0.01e 

A. halophytica (BG11-N) + C.reinhardtii CC-124 (TAP-S) 2.89 ± 3.48f 2.84 ± 0.03 f 0.16 ± 0.02 f เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.11 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของA. halophytica และÿาĀร่ายÿีเขียüภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿง 
 

ÿายพันธุ ์
ผลได้ÿูงÿุด 

µl /L µmol H2/mg Chl µmol H2/mg DCW 

A. halophytica (BG11-N) 7.03 ± 0.47f 19.14 ± 1.29 c 0.59 ± 0.04f 

Chlorella sp. CirG (TAP-N) 255.03 ± 8.66a 364.47 ± 12.38a 24.39 ± 0.83a 

A. halophytica (BG11-N) + Chlorella sp. CirG (TAP-N) 224.79 ± 13.80d 338.65 ± 20.94c 20.90 ± 1.29f 

Scenedesmus obliquus 8546 (TAP-K) 212.06 ± 0.01b 267.34 ± 0.01b 15.78 ± 0.01b 

A. halophytica (BG11-N) + S.obliquus 8546 (TAP-K) 193.66 ± 3.28e 216.12 ± 3.66c 8.11 ± 0.13de 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 (TAP-S) 203.86 ± 0.01c 245.61 ± 0.01c 12.41 ± 0.01c 

A. halophytica (BG11-N) + C.reinhardtii CC-124 (TAP-S) 94.10 ± 4.57 d 92.23 ± 1.93d 5.25 ± 0.26d 

 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.12 การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ A. halophytica ที่บ่มในอาĀาร BG11-N ร่üมกับÿาĀร่ายÿเีขียüทั้ง 3 

ÿายพันธ์ุ ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารที่เĀมาะÿมตอ่การผลิตไฮโดรเจนของแต่ละÿายพันธุ์

ภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากแÿง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3.2 การเพาะเลีย้งร่üมกันของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿเีขียüในÿภาüะที่มีแÿง 

รูปที่ 4.13 อตัราการผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11-N ร่üมกับÿาĀร่ายÿี

เขียüทั้ง 3 ÿายพันธ์ุ ที่บ่มเลีย้งในอาĀารเĀลü TAP ที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแต่ละÿายพันธุภ์ายใต้

ÿภาüะที่มีแÿง 
 
ตารางที่ 4.12  อัตราการผลิตไฮโดรเจน A. halophytica และÿาĀร่ายÿีเขียüภายใต้ÿภาüะทีม่ีแÿง 

 
ÿายพันธุ ์

อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง 

µl /L/h  µmol H2/mg Chl/h  µmol/mg DCW/h 

A. halophytica (BG11-N) 0.22 ± 0.04g  0.67 ± 0.11g  0.02 ± 0.01g 

Chlorella sp. CirG (TAP-N) 33.41 ± 0.18 a   39.47 ± 0.21a  2.03 ± 0.01a 

A. halophytica (BG11-N) + Chlorella sp. CirG (TAP-N) 26.06 ± 0.13c  30.91 ± 0.16c  1.59 ± 0.01c 

Scenedesmus obliquus 8546 (TAP-K) 30.07 ± 0.73b  38.44 ± 0.94b   2.01 ± 0.01b  

A. halophytica (BG11-N) + S.obliquus 8546 (TAP-K) 5.33 ± 0.49e  10.72 ± 0.99e  0.41 ± 0.04e 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 (TAP-S) 22.34 ± 0.03d  25.32 ± 0.03d  1.36 ± 0.01d 

A. halophytica (BG11-N) + C.reinhardtii CC-124 (TAP-S) 4.69 ± 0.39f  5.02 ± 0.41f  0.29 ± 0.02 f 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



51 
 

 

ตารางที่ 4.13 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด A. halophytica และÿาĀร่ายÿีเขยีüภายใต้ÿภาüะที่มีแÿง 
 

ÿายพันธุ ์
ผลไดÿู้งÿุด 

µl /L µmol H2/mg Chl µmol H2/mg DCW 

A. halophytica (BG11-N) 2.57 ± 0.29g 7.97 ± 0.89 g 0.28 ± 0.03g 

Chlorella sp. CirG (TAP-N) 1179.31 ± 4.00a 1393.32 ± 4.62a 71.79 ± 0.23b 

A. halophytica (BG11-N) + Chlorella sp. CirG (TAP-N) 883.52 ± 2.39c 1047.82 ± 2.84c 53.78 ± 0.14c 

Scenedesmus obliquus 8546 (TAP-K) 958.51 ± 5.28b 1225.40 ± 6.76b 64.18 ± 0.35b 

A. halophytica (BG11-N) + S.obliquus 8546 (TAP-K) 183.59 ± 2.73e 369.48 ± 5.51e 13.66 ± 0.20e 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 (TAP-S) 849.46 ± 8.92d 962.69 ± 12.45d 51.71 ± 1.15d 

A. halophytica (BG11-N) + C.reinhardtii CC-124 (TAP-S) 163.77 ± 2.69f 175.16 ± 2.88f 9.97 ± 0.16f 

  

  

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.14 การผลิตไฮโดรเจนของ A. halophytica ที่บ่มในอาĀาร BG11-N ที่เพาะเลีย้งร่üมกับÿาĀร่ายÿีเขียü

ทั้ง 3 ÿายพันธ์ุที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP ทีข่าดอาĀารบางชนิดที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแต่ละÿาย

พันธ์ุการโตในÿภาüะที่มีแÿง 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.4 การýึกþาÿภาüะทีเ่ĀมาะÿมของการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. Cir-G  

 4.4.1 การýึกþาชนิดแĀล่งคาร์บอนเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 

 Chlorella sp. Cir-G  
 ที่นำ Chlorella sp. CirG  ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีชนิดของแĀล่งคาร์บอนแตกต่างกัน โดย

ใĀ้มีคüามเข้มข้นของคาร์บอนอะตอมเท่ากับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ ที่คüามเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์  ได้แก่ 

น้ำตาลกลูโคÿ  น้ำตาลซูโครÿ กลีเซอรอล  กรดอะซีติก กรดซิตริก  โซเดียมอะซีเตต และ อาĀารเĀลü TAP-N 

(ที่ปราýจากแĀล่งคาร์บอน) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเüลา 24 ชั่üโมง นำมาüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิต

ไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง พบü่า Chlorella sp. Cir-G ที่บ่มในอาĀาร TAP-N ซึ่งมีกรดอะซีติกคüามเข้มข้น 

17.4 มิลลิโมลาร์ เป็นแĀล่งคาร์บอน โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดเมื่อเทียบกับแĀล่งคาร์บอนชนิดอื่น

ที่อยู่ในอาĀาร TAP-N มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 60.96 ± 0.86 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อ

ชั่üโมง (ตารางที่ 4.14) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด เท่ากับ 1682.20 ± 2.98 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม

คลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.15) 
 จึงนำ Chlorella sp. CirG ที่บ่มในอาĀาร TAP-N ที่มีกรดอะซีติกคüามเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ เป็น

แĀล่งคาร์บอนไปýึกþาคüามเข้มข้นของกรดอะซีติกที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ต่อไป 
  
 

รูปที่ 4.15 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N  
มีแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 
ตารางที่ 4.14  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ที่บ่มใน TAP-N มีแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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แĀล่งคาร์บอน 
อัตราการผลิตไฮโดรเจน 

µl /L/h µmol H2/mg Chl/h   µmo H2l/mg DCW/h 

Glucose 45.69 ± 1.00 b  41.01 ± 0.90b  2.02 ± 0.04 b  
Sucrose 39.35 ± 0.37 c  26.47 ± 0.25c  1.88 ± 0.01c 
Glycerol 28.29 ± 0.96 d  21.33 ± 0.72d  1.58 ± 0.05d 
Acetic acid 52.56 ± 0.34 a  60.96 ± 0.86a  3.20 ± 0.02 a  
Citric acid 20.67 ± 0.78 f  12.82 ± 0.48e  1.15 ± 0.04f 
Sodium acetate 23.00 ± 0.15 e  21.25 ± 0.13d  1.28 ± 0.01e 
No Carbon 6.41 ± 0.14 g  3.69 ± 0.08f  0.31 ± 0.01g 

 
ตารางที่ 4.15 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. ที่บ่มใน TAP-N มีแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 

แĀล่งคาร์บอน 
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl/L µmol H2/mg Chl  µmol H2/mg DCW 

Glucose 1297.52 ± 24.91 b  1175.45 ± 11.91 b  57.92 ± 0.58 b 

Sucrose 1170.89 ± 24.04 c  787.68 ± 22.90 c  56.01 ± 1.63c 

Glycerol 951.51 ± 32.36 d  717.39 ± 24.40 d  53.10 ± 1.81d 

Acetic acid 1450.55 ± 2.60 a  1682.20 ± 2.98 a  88.30 ± 0.15a  

Citric acid 584.32 ± 5.78 f  362.63 ± 22.20 f  32.61 ± 1.99f  

Sodium acetate 700.59 ± 3.81 e  647.31 ± 28.47 e  39.09 ± 1.72e  

No Carbon 237.44 ± 4.78 g  136.68 ± 2.75 g  11.36 ± 0.22g  

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.16 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N 
ที่มีแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 
   

  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.4.2. การผลติไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. Cir-G ในอาĀารที่มคีüามเข้มข้นของ

 กรดอะซีติกที่แตกต่างกัน 
 นำĀัüเชื้อ Chlorella sp. Cir-G  ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N ที่แปรผันคüามเข้มข้นของกรดอะซีติกที่

แตกต่างกัน คือ 0 , 8.7, 17.4 (ÿูตรปกติ) , 34.8 , 87 และ 174 มิลลิโมลาร์  ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเüลา 

24 ชั่üโมง üิเคราะĀป์ริมาณการผลิตไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง พบü่าจากการทดลองการýึกþาÿภาüะที่

เĀมาะÿมÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจน พบü่า Chlorella sp. CirG ที่บ่มในอาĀาร TAP-N ซึ่งมีกรดอะซีติกคüาม

เข้มข้น 87 มิลลิโมลาร ์ เป็นแĀล่งคาร์บอนมีอัตราการผลติไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 49.41 ± 0.51 ไมโครโมล

ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัüโมง (ตารางที่ 4.16) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 1777.85 

± 14.25 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.17) ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น

ประมาณ 1.2  เท่า เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP-N  ÿูตรปกติ  

 ดังนั้น จึงนำ Chlorella sp. CirG ที่บ่มในอาĀาร TAP-N ที่มีกรดอะซีติกคüามเข้มข้น 87 มิลลิโมลาร์ 

เป็นแĀล่งคาร์บอน ไปýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลติไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG ภายใตค้üามเข้ม

แÿงต่างๆต่อไป 
 

รูปที่ 4.17 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มี

คüามเข้มข้นของกรดอะซีติกต่างๆ  
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.16 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG ที่บ่มเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติกต่างๆ 
คüามเข้มข้นของ

กรดอะซีติก 
(มิลลิโมลาร์) 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง 

µl /L/h µmol H2/mg Chl/h  µmol H2/mg DCW/h 

0 mM 6.38 ± 0.03 e  8.41 ± 0.05 e  0.15 ± 0.01f 
8.7 mM 22.49 ± 0.70 d  22.03 ± 0.69 d  0.33 ± 0.01d 
34.8 mM 31.02 ± 1.00 c   36.72 ± 1.19 c   0.63 ± 0.02c  
17.4 mM 38.40 ± 0.88 b  45.52 ± 1.04 b  0.78 ± 0.01b 
87 mM 42.00 ± 0.44 a  49.41 ± 0.51a  0.91 ± 0.01a 
174 mM 21.96 ± 0.22 d  20.92 ± 0.21d  0.27 ± 0.01e 

 
 
ตารางที่ 4.17 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. CirG ที่บ่มเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติกต่างๆ 

คüามเข้มข้นของ

กรดอะซีติก 
(มิลลิโมลาร์) 

ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl/L µmol H2/mg Chl  µmol H2/mg DCW 

0 mM 238.71 ± 2.35 f  314.35 ± 6.54f  5.51 ± 0.05f 
8.7 mM 790.29 ± 1.82 d  773.79 ± 11.37 d  11.50 ± 0.31d 

34.8 mM 1028.64 ± 7.71c  1217.59 ± 14.64c  20.87 ± 0.76c 
17.4 mM 1236.35 ± 4.01b   1463.26 ± 12.08b  25.09 ± 0.89b  
87 mM 1511.25 ± 12.97a  1777.85 ± 15.26a  32.64 ± 0.28a 
174 mM 761.86 ± 3.20 e  725.85 ± 5.94e  9.27 ± 1.09e 

 
 
 
 
 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.18 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติกที่แตกต่างกัน  
 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 4.4.3. การผลติไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. Cir-G ภายใต้คüามเข้มแÿงที่ต่างกนั 
 จากการบ่ม Chlorella sp. CirG ในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüามเข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโม

ลาร์ เป็นเüลา 24 ชั่üโมง นำมาüิเคราะĀป์ริมาณการผลิตไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง โดยบ่มในขüดทีป่ดิด้üยจุก

ยางและฝาอลูมิเนียม นำไปพน่ไล่อากาýออก โดยใช้ก๊าซอาร์กอนพ่น เป็นเüลา 15 นาที  นำไปบ่มในเครื่องเขย่า

แบบคüบคุมอุณĀภูมิที่อุณĀภูมิ 36 องýาเซลเซียÿ ภายใต้คüามเข้มแÿงแตกต่างกัน ได้แก่ 0, 800 (ÿูตรปกติ) 

1,600, 4,000 และ 8,000 ลักซ์ จากนัน้นำมาüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนทุกๆ 24 ชั่üโมง พบü่า 

Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP-N มีกรดอะซีติกคüามเข้มข้น 87 มิลลิโมลาร์ เป็นแĀล่ง

คาร์บอนที่มีคüามเข้มแÿงที ่8,000 ลักซ์ มีอตัราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 110.73 ± 1.57 ไมโครโมลไฮโดรเจน

ต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.18) และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3,617.65 ± 23.19 ไม

โครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล ์ (ตารางที่ 4.19) ซึ่งมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 1.4 

เท่า เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP-N ภายใตค้üามเข้มแÿงปกต ิ(ดังรูปที่ 4.19) 

 

รูปที่ 4.19 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N 

ที่มีคüามเข้มขน้ของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ ภายใตค้üามเข้มแÿงทีแ่ตกต่างกนั   
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.18  อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ ภายใต้คüามเข้มแÿงที่แตกต่างกนั   

คüามเข้มข้นของ

กรดอะซีติก 
(มิลลิโมลาร์) 

อัตราการผลิตไฮโดรเจน 

µl/L/h    µmol H2/mg Chl/h µmol H2/mg DCW/h 

0 lux 1.21 ± 0.06 e 2.02 ± 0.11 e 0.08 ± 0.01e 

800 lux 42.37 ± 0.59 d 74.86 ± 1.05 d 3.15 ± 0.04d 

1,600 lux 43.97 ± 0.35c 79.04 ± 1.04 c 3.68 ± 0.03c 

4,000 lux 46.76 ± 0.75b 84.26 ± 1.19 b  4.47 ± 0.07b  

8,000 lux 55.15 ± 0.78 a 110.73 ± 1.57 a 6.15 ± 0.08a 
 

ตารางที่ 4.19 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. CirG ที่เพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ ภายใต้คüามเข้มแÿงที่แตกต่างกนั   

คüามเข้มข้นของ

กรดอะซีติก 
(มิลลิโมลาร์) 

ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

µl/L µmol H2/mg Chl µmol H2/mg DCW 

0 lux 63.17 ± 1.05e 105.77 ± 1.77e 4.23 ± 0.07e 

800 lux 1,498.29 ± 12.69d 2,646.93 ± 22.42d 111.48 ± 0.94d 

1,600 lux 1,633.78 ± 16.45c  2,936.66 ± 29.56c 136.75 ± 1.37c  

4,000 lux 1,685.22 ± 13.01 b 30,36.25 ± 23.43b 161.21 ± 1.24b 

8,000 lux 1,801.82 ± 11.55a 3,617.65 ± 23.19a 201.09 ± 1.29a 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.20 การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp.CirG ที่บ่มในอาĀารเĀลü TAP-N ที่มีคüาม

เข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ ภายใต้คüามเข้มแÿงที่แตกต่างกนั   
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 5  
ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ   

5.1 ผลการýึกþาการเจริญเติบโตของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü  

 จากการทดลองพบü่าไซยาโนแบคทีเรีย  A. halophytica  ÿามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาĀาร  BG11  
ที่เÿริมด้üย Turk Island salt solution ยิ่งระยะเüลาในการเพาะเลี้ยงเพิ่มมากขึ้นก็จะทำใĀ้ปริมาณของ

คลอโรฟิลล์ÿูงขึ้น 
 จากการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüในอาĀารเĀลü TAP  พบü่า  Chlorella  sp.  CirG 
มีอัตราการเจริญเติบโตÿูงÿุด โดยมีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.048 ± 0.002 ต่อชั่üโมง รองลงมาเป็น 

Scenedesmus obliquus TISTR 8546 มีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.028 ± 0.002 ต่อชั่üโมง และ 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 โดยมีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 0.020 ± 0.002 ต่อช่ัüโมง 
 

5.2 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀรา่ยÿีเขียü  

 จากการทดลองพบü่า A. halophytica ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร BG11-N มีอัตรการผลิตไฮโดรเจน

เพิ่มขึ้นประมาณ 44 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับอาĀาร BG11 ÿูตรปกติ และÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ที่

เพาะเลี้ยงในอาĀารขาดอาĀารชนิดต่างๆÿามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนได ้ดังนี้ 
1) Chlorella sp. CirG  ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP-N มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นประมาณ 2 เท่า เมื่อ

เทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ  
2) Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP-K มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น

ประมาณ 5 เท่า เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ 
3) Chlamydomonas reinhardti CC-124 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP--S มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น

ประมาณ 2.5 เท่า เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติ 
  
5.3 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกนัของไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขยีü  

 จากการทดลองพบü่า A. halophytica  มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนทั้งการเพาะเลี้ยงในÿภาüะที่

ปราýจากแÿงและมีแÿงน้อยกü่าÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ ÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงแบบเดี่ยü (ไม่-

เพาะเลี้ยงร่üมกัน) มีอัตราในการผลิตไฮโดรเจนÿูงกü่าÿาĀร่ายที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน  
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5.4 การýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมของการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG 

 จากการทดลองพบü่า Chlorella sp. CirG ที่บ่มในอาĀาร TAP-N มีกรดอะซีติก (Acetic acid) คüาม

เข้มข้น 87 mM เป็นแĀล่งคาร์บอนภายใต้คüามเข้มแÿง 8,000 ลักซ์ มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 

110.73 ± 1.57 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัüโมง และอัตราการผลิตไฮโดรเจนผลได้ÿูงÿุด 

เท่ากับ 3,617.65 ±  23.19 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ซึ่งมีการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น

ประมาณ 1.4 เท่า เมื่อเทียบกับอาĀาร TAP ÿูตรปกติและเป็นÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจน

ของÿาĀร่ายÿีเขียüชนิดนี้ÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจนในอนาคต 

 

5.5 ข้อเÿนอแนะ  

 1. ýึกþาอัตราÿ่üนของÿาĀร่ายที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายร่üมกัน 
 2. ýึกþาอายุเซลล์ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. CirG ที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน  
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ภาคผนüก ก 
อาĀาร BG11 + Turk Island Salt Solution + Modified BG11 Medium  
Sodium chloride (NaCl)    28.16 มิลลิลิตร 
BG11       10 มิลลิลิตร 
BG11 Trace metal mix     1000 ไมโครลิตร  
Stock A      100 มิลลิลิตร 
Stock B       100 มิลลิลิตร 

BG11 (100x) NaNO3     119.55 กรัม/ลิตร 
  MgSO4 7H2O    7.48 กรัม/ลิตร 
  CaCl2 2H2O    3.60 กรัม/ลิตร 
  Citric acid     0.60 กรัม/ลิตร 
  Na2EDTA    0.104 กรัม/ลิตร 

Stock A KCI     6.66  กรัม/ลิตร 
  MgCl2 6H2O    55.00 กรัม/ลิตร 
  CaCl2 2H2O    14.66 กรัม/ลิตร 

Stock B  MgSO4 7H2O    74.80 กรัม/ลิตร 

Trace metal Mix H2BO3     2.86 กรัม/ลิตร 

  MnCl2 4H2O    1.81 กรัม/ลิตร 

  ZnSO4 7H2O    0.220 กรัม/ลิตร 

  NaMO4 2H2O    0.390 กรัม/ลิตร 

  CuSO4 5H2O    0.790 กรัม/ลิตร 

  Co(NO3)2 6H2O    0.049 กรัม/ลิตร 

ÿาร 3 ตัü Na2CO3     1000 ไมโครลิตร 
  KH2PO4     1000 ไมโครลิตร 
  K2HPO4  3H2O    1000 ไมโครลิตร 

อาĀารเĀลü ทำการเคลฟÿ่üนผÿมทั้งĀมดก่อนแล้üทิ้งไüใ้Ā้เย็นก่อน จากนั้นเติมÿาร 3 ตัü 
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ภาคผนüก ข 
อาĀารที่ใชÿ้ำĀรับเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขยีü Tris acetate medium (TAP) (Harris, 1989) 
2X Filner’s Beijernicks Solution    25 มิลลิลิตร/ลิตร 
1M Potassium Phosphate     1 มิลลิลิตร/ลิตร 
Trace mineral Solution     5 มิลลิลิตร/ลิตร 
Tris Base       2.42  กรัม/ลิตร 
Glacial Acetic Acid (17.4 mM)    1 มิลลิลิตร/ลิตร 

(อาĀารแข็งใĀ้เติมüุ้น 15 กรมั/ลิตร และทำการปรับพีเอชเป็น 7.2) 

2X Filner’s Beijernicks Solution (500 มิลลิลิตร)    
 แอมโนเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)    8 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)   1 กรัม 
 แมกนีเชียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  2 กรัม 
(เติมน้ำกลั่นปริมาตร 500 มิลลิลิตร นำไปเข้าเคร่ืองอบไอน้ำฆ่าเชื้อและทำการเก็บไü้ที่ 4 องýาเซลเซียÿ) 

ÿ่üนประกอบ Trace mineral Solution      
 ประกอบไปด้üยÿารละลาย Disodium EDTA 5 กรัม ในนำ้ 400 มิลลลิิตร ทำการคนและใĀ้คüามร้อน 

ปรับพีเอชเป็น 6.5 ด้üย โซเดียมไฮดรอกไซด์ เติมÿารตามด้านล่างเพิ่มตามลำดับ 
 เฟอรัÿซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)  0.50 กรัม 
 ชิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H20)   1.14 กรัม 
 กรดบอริก (H3BO3)     2.20 กรัม 
 แมงกานีÿคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)  0.51 กรัม 
 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)  0.016 กรัม 
 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H20)  0.073 กรัม 
 โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O)  0.016 กรัม 
ปรับปริมาตรใĀไ้ด้ 500 มิลลิลิตร แล้üนำไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อณุĀภมูิ 121 องýาเซลเซียÿ เüลา 15 นาท ี
ÿ่üนประกอบ 1M Potassium Phosphate 
 โพแทÿเซียมไดไฮโดรเจนฟอÿเฟต (KH2PO4) 1M stock 20 มิลลิลิตร 
 ไดโพแทÿเชียมไฮโดรเจนฟอÿเฟต (K2HPO4) 1M stock 30 มิลลิลิตร 
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ภาคผนüก ค 
การüิเคราะĀ์ข้อมูลทางÿถิต ิ

 ข้อมูลที่ได้จากการทดลองนี้นำมาüิเคราะĀ์คำนüณทางÿถิติ เพื่อใช้ในการเปรียบเทียบคüามÿามารถใน

การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายทั้ง 4 ÿายพันธ์ุ ในเพาะเลี้ยงในอาĀารที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน ซึ่งใช้

โปรแกรมในการคำนüณทางÿถิติ SPSS โดยใช้üิธี ANOVA ในการüิเคราะĀ ์

 

 

ตาราง ค.1 การýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ เช่น อัตราการเจริญจำเพาะและ

ระยะการทüีคูณของเซลล์ เป็นต้น 
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ตาราง ค.2 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 3 ÿายพันธุ์ที่

เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP ÿูตรปกติและขาดแĀล่งธาตุอาĀารบางชนิด 

 
 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 24 ชั่üโมง 
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ผลที่ได้ผลิตÿูงÿุดในการผลิตไฮโดรเจน 
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ตาราง ค.3 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยา

โนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขยีüทั้ง 3 ÿายพนัธุ ์ภายใตÿ้ภาüะที่ปราýแÿง 
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ตาราง ค.4 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของการเพาะเลี้ยงร่üมกันของไซยา

โนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขยีüทั้ง 3 ÿายพนัธุ ์ภายใตÿ้ภาüะที่มีแÿง 
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ตาราง ค.5 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG เพาะเลี้ยง

ในอาĀาร TAP-N (ปราýจากไนโตรเจน) ที่มีชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่แตกต่างกัน 
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ตาราง ค.6 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG เพาะเลี้ยง

ในอาĀาร TAP-N (ปราýจากไนโตรเจน) ที่มีคüามเข้มข้นของกรดอะซีติก (Acetic acid) ต่างๆ 
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ตาราง ค.7 คüามแตกต่างทางÿถิติของคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. CirG เพาะเลี้ยง

ในอาĀาร TAP-N (ปราýจากไนโตรเจน) ที่มกีรดอะซีติก (Acetic acid) คüามเข้มข้นของ 87 มิลลิโมลาร ์เป็น

แĀล่งคาร์บอน ภายใตค้üามเข้มแÿงต่างๆ 
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üันที่ 20 เดือนมิถุนายน พ.ý. 2566 

 ข้าพเจ้า นางÿาü ชมพูพรรณ ลูกýร รĀัÿนักýึกþา 62050583 

  นางÿาü ธัญชนก ýิริธรรมคณุ รĀัÿนักýึกþา 62050603 

นักýึกþาĀลักÿูตรüิทยาýาÿตร์บัณฑิต ÿาขาüิชาจุลชีüüิทยาอุตÿาĀกรรม ภาคüิชาชีüüิทยาประยุกต์ ขอรับรอง

ü่าโครงงานพิเýþ เรื่อง 
ชื่อภาþาไทย    ผลของแĀล่งคาร์บอนและคüามเข้มแÿงต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 
เซลล์เดียü Chlorella sp. CirG 
ชื่อภาþาอังกฤþ  Effects of Carbon Source and Light Intensity on Hydrogen  
Production by Unicellular Green Alga Chlorella sp.  
ปีการýึกþา 2565 
 เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลอกĀรือละเมิดลิขÿิทธิ์ของผู้อื่นและได้ผ่านการตรüจÿอบคüามซ้ำซ้อน

เรียบร้อยแล้ü และได้แนบเอกÿารการตรüจÿอบการลอกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿอบจากเล่มโครงงาน

พิเýþฉบับÿมบูรณ์แล้ü 
โปรแกรมอักขราüิÿุทธิ์ 0.87% Āรือโปรแกรม Turnitin – 
 
 ลงชื่อ............................................            ลงชื่อ............................................  
         (ชมพูพรรณ ลูกýร)                   (ธัญชนก ýิริธรรมคุณ)                    
         นักýึกþา                    นักýึกþา                          
 
 ข้าพเจ้า รý.ดร.ÿรัญญา พันธ์ุพฤกþ์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþได้ตรüจÿอบโครงงานพิเýþของ

นักýึกþาข้างต้นแล้ü ขอรับรองü่าเป็นผลงานüิจัยของนักýึกþาจริงและมเีนื้อĀาÿมบูรณ์  จึงขอลงชื่อไü้เป็น

Āลักฐาน 

 

ลงชื่อ............................................... 
(รý.ดร.ÿรัญญา พันธ์ุพฤกþ์) 

อาจารย์ที่ปรึกþา 
 

San Maf

ธัญชนก ศิริธรรมคุณ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้




