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บทคัดย่อ 
 
  ไฮโดรเจนเป�นพลังงานทดแทนชนิดĀน่ึงที่กำลังได้รับคüามÿนใจอย่างมาก เน่ืองจากการเผา

ไĀม้ไฮโดรเจนใĀ้พลังงานÿูงและไม่ก่อใĀ้เกิดก๊าซเรือนกระจก  ไฮโดรเจนÿามารถผลิตได้Āลายüิธี 
อย่างไรก็ตาม ยังมีข้อจำกัดในการผลิต เช่น มีค่าใช้จ่ายในการผลิตÿูงและประÿิทธิภาพของ

กระบüนการผลิตตํ่า การผลิตไฮโดรเจนจากจุลินทรีย์จึงได้รับคüามÿนใจเป�นอย่างมาก โดยเฉพาะ

อย่างยิ่ง การผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียและจากการเพาะเลี้ยงร่üมกันของแบคทีเรีย งานüิจัยน้ี ทำ

การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรีย 12 ÿายพันธ์ุ ที่ได้จากภาคüิชา

ชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง และแบคทีเรีย

จำนüน 6 ไอโซเลตที่คัดแยกได้จากดินที่คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณ

ทĀารลาดกระบัง  ผลการทดลองพบü่า Staphylococcus aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับไอโซเลท EJ1 
ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB มีการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด  จากการüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S 
rDNA ของไอโซเลท EJ1 พบü่ามีลำดับนิüคลีโอไทด์คล้ายคลึงกับ Bacillus sp.  ดังนั้น จึงตั้งชื่อ EJ1 

เป�น Bacillus sp. EJ1 ÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ 

Bacillus sp. EJ1 คือ บ่มเชื ้อในอาĀารเลี ้ยงเชื ้อ LB ที่มีกลีเซอรอลคüามเข้มข้น 100 มิลลิโมล 

คาร์บอนอะตอมต่อลิตรเป�นแĀล่งคาร์บอน โดยมีอัตราÿ่üนของปริมาตรĀัüเชื้อในĀน่üยมิลลิลิตรของ 

S. aureus ต่อ Bacillus sp. EJ1 เป�น 4.5 ต่อ 0.5 และมีคüามĀนาแน่นเซลล์ของเชื้อทั้งÿองที่ค่า 

OD600 เท่ากับ 2.0 โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3.520 ± 0.034 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อ

ชั่üโมง และ 0.393 ± 0.004 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ำĀนักเซลล์แĀ้งต่อชั่üโมง และมี

ผลผลิตไฮโดรเจนÿะÿมÿูงÿุดเท่ากับ 253.447 ± 2.447  มิลลิลิตรต่อลิตร และ 28.287 ± 0.273 ไมเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง ที่ 72 ชั่üโมงของการบ่มภายใต้ÿภาüะปราýจาก

อากาý  การผลิตไฮโดรเจนจากการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 ภายใต้

ÿภาüะที่เĀมาะÿม ÿูงขึ้นกü่าการเพาะเลี้ยงเด่ียüของ S. aureus ถึง 180 เปอร์เซน็ต์  
 
คำÿำคญั : การผลิตไฮโดรเจน แบคทีเรีย การเพาะเลี้ยงร่üมกัน  
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Abstract 
 

          Hydrogen (H2) is a renewable energy that is gaining considerable attention since 
H2 combustion provides high energy and produces no greenhouse gases. H2 can be 
generated in several ways; however, there are still limitations, such as high production 
costs and poor producing efficiency. More attention has been paid to biohydrogen 
production by microorganisms, especially by bacteria and co-cultivation of bacteria. In 

this study, screening of H2 producing bacteria from twelve strains obtained from the 
department of Biology, School of Science, KMITL and six bacterial strains isolated 
from soils at School of Science, KMITL, was investigated. The result showed that 
Staphylococcus aureus co-cultured with isolate EJ1 in LB gave the highest H2 
production. From 16S rDNA sequence analysis, nucleotide sequences of isolate EJ1 

was similar to those of Bacillus sp. Therefore, EJ1 was called Bacillus sp. EJ1. The 
optimum conditions for H2 production of S. aureus co-cultured with Bacillus sp. EJ1 
were incubation in LB containing glycerol as a carbon source at a concentration of 
100 mmolC-atom/L, inoculum volume ratio of S. aureus to Bacillus sp. EJ1 as 4.5 : 
0.5 (v/v), and the cell density of both strains at OD600 as 2.0. The highest H2 
production rate was 3.520 ± 0 .034  mL/L/h and 0.393 ± 0 .004  µmolH2/mgDCW/h 
and the highest accumulative H2 production was 253.447 ± 2.447 mL/L and 28.287 
± 0 . 2 7 3  µmolH2/mgDCW at 7 2  h of anaerobic incubation. H2 production by co-
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cultivation of S. aureus and Bacillus sp. EJ1 under the optimal conditions was 
approximately 180% higher than that by single cultivation of S. aureus. 
 
Keywords : Hydrogen production, Bacteria, Co-cultivation 
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กิตติกรรมประกาý 
 

งานüิจัยเล่มนี ้ÿำเร็จลุล่üงไปด้üยดีเนื ่องจากได้รับคüามช่üยเĀลือ คüามกรุณาและการ

ถ่ายทอดüิชาคüามรู้จาก รý.ดร.ÿรัญญา พันธุ์พฤกþ์ อาจารย์ที่ปรึกþาโครงงานพิเýþที่ใĀ้คำแนะนำ

และใĀ้ข้อคิดเĀ็นต่างๆ ในการüิจัย ตลอดจนแก้ไขข้อบกพร่องต่างๆ รüมทั้งตรüจแก้ไขงานüิจัยเล่มน้ี

ทำใĀ้มีคüามÿมบรูณ์ย่ิงขึ้น ข้าพเจ้ารู้ÿึกซาบซึ้งในคüามเมตตาและเอาใจใÿ่ด้üยดีเÿมอมา ผู้üิจัยขอ

กราบขอบพระคุณเป�นอย่างÿูง 
ขอขอบพระคุณ คณาจารย์ภาคชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้า

เจ้าคุณทĀารลาดกระบัง ในการอบรมใĀ้คüามรู ้ ตลอดจนคำแนะนำด้านต่างๆ ตลอดเüลาของ

การýึกþา 
ในÿถาบันฯ 

ขอขอบคุณพี่นักüิทย์ ที่มีคüามตั้งใจในการช่üยใĀ้เบิกÿารที่ใช้ในการทดลอง ทำใĀ้เกิดผล

ÿำเร็จในงานüิจัย ขอขอบคุณพี่ๆ เพื่อนๆ Ā้องปฏิบัติการชีüüิทยาระดับโมเลกุล ที่ใĀ้คüามช่üยเĀลือ 

ปรึกþาในทุกเรื่อง 
ประโยชน์และคุณค่าของงานüิจัยฉบับนี้ ผู้üิจัยขอมอบแด่ บิดา มารดา ครูอาจารย์ ที่ได้ÿั่ง

ÿอนอบรม ตลอดจนผู้มีพระคุณทุกท่าน ที่เฝ้าเลี้ยงดู และใĀ้ทุนทรัพย์ในการýึกþาเล่าเรียน รüมทั้ง

เป�นกำลังใจในการแก้ไขป�ญĀาและอุปÿรรคต่างๆ เÿมอมา งานüิจัยเล่มนี้คงไม่ÿามารถÿำเร็จได้ด้üยดี

ถ้าไม่มีบุคคลที่เอ่ยนามมาน้ี 
ÿุดท้ายน้ี ข้าพเจ้าĀüังü่า โครงงานพิเýþเล่มนี้จะเป�นประโยชน์ต่อผู้ÿนใจýึกþาเกี่ยüกับ

ÿภาüะที่เĀมาะÿมÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจนโดยการเพาะเลี้ยงร่üมกันของแบคทีเรีย เพื่อนำไปÿู่การ

ปรับปรุงและพัฒนางานüิจัยด้านพลังงานทดแทนต่อไปในอนาคต 
 
 

 ชุติกาญจน์ ÿมÿิน 
üลัยพร พุดซ้อน 
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4.7 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus เป�นตัüĀลัก 
     เพาะเลี้ยงร่üมกับ B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, EJ1 และ EJ9     59 
4.8 การเปรียบเทียบคüามเĀมือนของลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียไอโซเลต   
     EJ1 กับลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดอ่ืนในธนาคารยีน    63 
4.9 จำนüนเซลล์ของแบคทีเรียที่ค่าการดูดกลืนแÿงที ่600 นาโนเมตรทีแ่ตกต่างกัน    66 
4.10 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus มาเพาะ 
       เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 โดยปรบัคüามĀนาแน่นเซลลข์องเช้ือ S. aureus ทีค่่า OD600      
       เท่ากับ 2.0 ÿ่üน Bacillus sp. EJ1 เท่ากับ 0.1, 1.0, 2.0 และ 3.0     69 
4.11 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ  
       Bacillus sp. EJ 1 โดยมีÿัดÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเช้ือแบคทีเรียตัüĀลักต่อเช้ือ  
       แบคทีเรยีตัüรองที่คัดเลือกเป�น 4.99 : 0.01, 4.9 : 0.1, 4.5 : 0.5, 4 : 1, 3.33 : 1.67 และ  
       2.5 : 2.54.12 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลติไฮโดรเจนÿูงÿุด     73 
4.13 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ที่เพาะ 
       เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอาĀาร LB ที่มีการแปรผันชนิดของแĀล่งคาร์บอนทั้งĀมด  
       5 ชนิด ได่แก่ น้ำตาลกลูโคÿ, น้ำตาลซูโครÿ, กรดอะซีติก, กรดซิตริก และกลีเซอรอล ซึ่งแต่ 
       ละแĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปจะมีคüามเข้มข้นอยู่ที่ 100 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอม/ลิตร   78 
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4.14 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus และ  
       Bacillus sp. EJ1 เพาะเลี้ยงร่üมกันในอาĀารเĀลü LB ที่มแีĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปคือ    
       กรดอะซติีก และกลีเซอรอลโดยแปรผันคüามเข้มขน้เท่ากับ 50, 100, 200, 500 และ  
       1000 มลิลิโมลาร ์           84 
4.15 ค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตรของเช้ือในอาĀาร LB ที่มคี่าคüามเข้มข้น

ของแĀล่งคาร์บอนต่างๆและ pH ของอาĀารเĀลüที่ 120 ชม. ภายĀลังการเพาะเลี้ยงร่üมกัน   85 
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รูปที ่ Āน้า 
2.1 กระบüนการผลิตไฮโดรเจนรูปแบบต่างๆ        7 
4.1 การเจรญิเติบโตของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลต จากการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาü 
     คลื่น 600 นาโนเมตร           44 
4.2 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต      46 
4.3 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของแบคทีเรีย  
     18 ไอโซเลต            47 
4.4 อัตราการผลิตไฮโดรเจน ของแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต       47 
4.5 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต        48 
4.6 การเจริญเติบโตของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 จากการüัดค่าการดูด 
     กลืนแÿงทีค่üามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร        49 
4.7 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9    53 
4.8 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของ S. aureus  
     ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9          53 
4.9 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9     54 
4.10 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9     54 
4.11 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของแบคทีเรียทีเ่พาะเลี้ยงร่üมกัน      56 
4.12 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของแบคทีเรีย 
       ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน            57 
4.13 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรยีเพาะเลี้ยงร่üมกัน       57 
4.14 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของแบคทีเรียเพาะเลี้ยงร่üมกัน        58 
4.15 ผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 จากการแยกด้üยกระแÿไฟฟ้าใน 
       อะกาโรÿเจลคüามเข้มข้น 1 เปอร์เซน็ต์        60 
4.16 ผลิตภัณฑ์ PCR ทีผ่่านการทำใĀ้บริÿทุธ์ิของไอโซเลต EJ1 จากการแยกด้üยกระแÿไฟฟ้า 
       ในอะกาโรÿเจลคüามเข้มข้น 1 เปอรเ์ซ็นต์        61 
4.17 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1    62 
4.18 ผลการเปรียบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 กับลำดับ 
       นิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ÿิ่งมชีีüิตอ่ืนที่ได้รายงานไü้ในธนาคารยีน     64 
4.19 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1  
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4.20 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของ  
       S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ทีม่ีค่าการดูดกลืนแÿงที่ 600  
       นาโนเมตรต่างๆ           67 
4.21 อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1  
       ในแต่ละค่าการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร        67 
4.22 การผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในแต่ละ 
       ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร         68 
4.23 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1  
       ที่อัตราÿü่นต่างๆ            71 
4.24 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของ S. aureus  
       ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp.  EJ1 ที่อัตราÿ่üนต่างๆ       71 
4.25 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ทีอั่ตรา 
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       ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ    76 
4.29 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร LB  
       ทีม่ีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ          76 
4.30 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอาĀาร LB  
       ทีม่ีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ          77 
4.31 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1  
       ในอาĀาร LB ทีม่ีแĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ       81 
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       ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร LB ที่มแีĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ   81 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
1.1 คüามเป�นมาและคüามÿำคัญของป�ญĀา  

ป�จจุบัน มีการใช้พลังงานจากเชื้อเพลิงฟอÿซิลกันอย่างแพร่Āลาย ทั้งการผลิตพลังงานไฟฟ้า 

ผลิตพลังงานคüามร้อน ใช้ในด้านการคมนาคมขนÿ่ง เกþตรกรรม และการผลิตผลิตภัณฑ์จาก

พลาÿติก จากการพัฒนาด้านเýรฐกิจและการเพิ่มขึ้นของประชากรโลกอย่างต่อเนื่อง ทำใĀ้คüาม

ต้องการพลังงานมากขึ้นตามไปด้üย แต่เนื่องจากพลังงานฟอÿซิล ได้แก่ ถ่านĀิน น้ำมัน และก๊าซ

ธรรมชาติ เป�นพลังงานÿิ้นเปลืองที่ใช้แล้üĀมดไป โดยคิดเป�นแĀล่งพลังงานประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ 

ของโลก ทำใĀ้พลังงานเชื้อเพลิงฟอÿซิลมีราคาÿูงและขาดแคลน นอกจากนี้ การใช้พลังงานจาก

เชื้อเพลิงฟอÿซิลยังปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซเรือนกระจกอื่นๆ (Greenhouse 
gases) ซึ ่งÿ่งผลกระทบเชิงลบต่อÿิ่งแüดล้อมมากมาย ดังนี้ 1) ภาüะเรือนกระจก (Greenhouse 

effect) 2) การเปลี่ยนแปลงของÿภาพภูมิอากาý (Climate change) เช่น อุณĀภูมิโลกเพิ่มÿูงขึ้น 

ÿภาüะแüดล้อมĀรือภัยธรรมชาติรุนแรง การเพ่ิมÿูงขึ้นของระดับน้ำทะเล การทำลายระบบนิเüý และ 

3) มลพิþทางอากาý (Toxic emissions) เช่น การปล่อยÿารโพลีไซคลิกอะโรมาติกไฮโดรคาร์บอน 
(Polycyclic aromatic hydrocarbons; PAHs)  PM 2.5 เ ขม ่ าดำ  (Black carbon) ปรอท  (Hg) 

ซัลเฟอร์ไดออกไซด์ (SO2) ไนโตรเจนออกไซด์ (NOx) ÿารประกอบอินทรีย์ระเĀยง่าย (Volatile 
organic compounds; VOCs) ด้üยเĀตุน้ี จึงทำใĀ้เกิดผลกระทบด้านÿุขภาพและคุณภาพชีüิตของ

ประชาชน (ÿืบพงý์, 2554; Perera, 2017; Nunez, 2019) จากงานüิจัยของ Perera (2017) ได้
รายงานü่า PM 2.5, PAHs และโอโซน (Ozone; O3) มีคüามเกี่ยüข้องต่อการพัฒนาฟ�ตัÿและเด็ก ซึ่ง

อาจก่อใĀ้เกิดผลเÿียระยะยาüต่อÿุขภาพของเด็กได้ และมลพิþทางอากาýจะÿ่งผลใĀ้การทำงานของ

ระบบภูมิคุ้มกันมีประÿิทธิภาพลดลง จากที่กล่าüมาข้างต้น ทำใĀ้ต้องมีการค้นĀาพลังงานแĀล่งใĀม่

มาทดแทนพลังงานเช้ือเพลิงฟอÿซิลอย่างเร่งด่üน 
 พลังงานทดแทน (Renewable energy) Āร ือ พล ังงานÿะอาด (Clean energy)  คือ 

พลังงานที่ÿร้างมาจากÿิ่งที่ได้จากธรรมชาติ Āรือมาจากกระบüนการที่ÿามารถเกิดขึ้นได้เรื่อยๆ จาก

ทรัพยากรธรรมชาติที ่มีไม่จำกัด เช่น พลังงานแÿงอาทิตย์ (Solar energy) พลังงานลม (Wind 
energy) พลังงานน้ำ (Water energy) พลังงานคüามร้อนใต้พิภพ (Geothermal energy) พลังงาน

ชีüภาพ (Bioenergy) พลังงานนิüเคลียร์ (Nuclear energy) และพลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen)  
 พลังงานไฮโดรเจนเป�นพลังงานทดแทนชนิดĀนึ่งที่กำลังได้รับคüามÿนใจอย่างมากในป�จจุบัน 
เน่ืองจากไฮโดรเจนเป�นเช้ือเพลิงที่ใĀ้พลังงานÿูง จึงถูกนำมาใช้ในการเผาไĀม้และใĀ้คüามร้อน และใช้

ในการเปลี่ยนแปลงพลังงานเคมีใĀ้เป�นพลังงานไฟฟ้าที่เรียกü่า เซลล์ไฟฟ้าเคมี พลังงานไฮโดรเจน

จัดเป�นพลังงานทดแทนทางเลือกชนิดĀน่ึง ไฮโดรเจนเป�นธาตุที่เบาที่ÿุดและเป�นองค์ประกอบของน้ำที่ 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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มีมากที ่ÿ ุดบนโลก นอกจากนี ้ ยังเป�นธาตุที ่รüมอยู ่ ในโมเลกุลของÿารประกอบอื ่นๆ เช่น 

ÿารประกอบจําพüกไฮโดรคาร์บอน (HC) ซึ่งเป�นผลิตภัณฑ์ของป�โตรเลียมที่มีคüามÿําคัญÿําĀรับ

การพัฒนาทางเýรþฐกิจของประเทý ไฮโดรเจนได้รับการยอมรับü่าจะเป�นแĀล่งของพลังงาน

เชื้อเพลิงที่ÿำคัญอย่างมากในอนาคต จึงทำใĀ้พลังงานไฮโดรเจนกลายเป�นที่นิยมของเทคโนโลยีที่จะ

เข้ามามีบทบาทÿำคัญต่อการเปลี่ยนแปลงในอนาคต ในป�จจุบัน ไฮโดรเจนÿามารถผลิตได้Āลาย

üิธี เช่น การÿลายน้ำด้üยคüามร้อน  กระบüนการเร่ งปฏิกิ ริยาเชิ งแÿง  การรีฟอร์มด้üย

พลาÿมา การแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้า และการÿังเคราะĀ์ด้üยแÿง แต่ยังคงมีข้อจำกัดอยู่

เช่นเดียüกัน คือ คüามคงทนของอุปกรณ์Āรือüัÿดุในกระบüนการที่ต้องทำงานที่อุณĀภูมิ

ÿูงและค่าใช้จ่ายในการผลิตÿูงและประÿิทธิภาพของกระบüนการตํ่ า  ดังนั้นจึงได้มีการใĀ้

คüามÿนใจต่อการผลิตไฮโดรเจนด้üยüิธีการทางชีüภาพ ซึ่ ง เป�นการผลิตไฮโดรเจนที่มีคüาม

บริÿุทธิ์ÿู งจากกระบüนการทางชีüภาพผ่านเมแทบอลิซึมของÿิ่ งมีชีüิตจำพüกจุลินทรีย์ 
(M icroorganism) ซึ่งÿารตั้งต้นĀลักของกระบüนการ ได้แก่ นํ้า ÿารอินทรีย์ Āรือชีüมüล 

จุลินทรีย์ที่ ใช้ในกระบüนการผลิต ได้แก่ ÿาĀร่ายซึ่งÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้จากกระบüนการ

ÿังเคราะĀ์แÿง และแบคทีเรียจากกลไกการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย กระบüนการผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนชีüภาพมีĀลากĀลายรูปแบบ เช่น Direct biophotolysis, Fermentation, Microbial 

electrolysis ข้อดีของการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากÿารชีüมüล ได้แก่ การช่üยลดการเกิดก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์และลดป�ญĀาภาüะโลกร้อน ฯลฯ 
ในบรรดาÿิ่งมีชีüิตทั้งĀลาย แบคทีเรียจัดเป�นÿิ่งมีชีüิตที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 

เนื่องจากÿามารถนำเอาทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยู่อย่างไม่จำกัดมาใช้เป�นแĀล่งพลังงานได้ แต่เนื่อง

ด้üยการผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียทำใĀ้เกิดการÿะÿมของÿารอินทรีย์ที่เป�นผลิตภัณฑ์ผลพลอยได้ 

ซึ่งจะไปยับย้ังกระบüนการผลิตไฮโดรเจน (Takagi และคณะ, 2016)  ในขณะที่การผลิตไฮโดรเจนโดย

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียร่üมกันĀลายชนิดÿามารถลดการยับยั้งกระบüนการผลิตไฮโดรเจนนี้ได้ และ

การเพาะเลี้ยงร่üมกันยังมีข้อดีĀลายประการ ได้แก่ เพ่ิมประÿิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน ลดระยะเüลา

การปรับตัüของแบคทีเรียในระยะพัก (Lag phase) มีคüามยืดĀยุ่นต่อคüามผันผüนของÿภาüะของ

อาĀารเลี้ยงเชื้อพร้อมเพิ่มคüามเÿถียรของการผลิตไฮโดรเจน และเพิ่มประÿิทธิภาพในการกำจัด 

COD (Chemical oxygen demand) ในการบำบัดน้ำเÿีย (Tao และคณะ, 2007; Pachapur และ

คณะ, 2015)  
โครงงานพิเýþนี ้จ ึงÿนใจýึกþาÿภาüะที ่เĀมาะÿมÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจนโดยการ

เพาะเลี ้ยงแบคทีเรียร่üมกัน นอกจากน้ี ยังýึกþาÿภาüะการเพาะเลี ้ยงที ่เĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจน เพ่ือนำไปÿู่การปรับปรุงและพัฒนางานüิจัยด้านพลังงานทดแทนต่อไปในอนาคต 
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1.2 üัตถุประÿงค์ของงานüิจัย  
    1) เพื่อคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการและที่แยกได้จากดินในÿถาบันเทคโนโลยี

พระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง ที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 
    2)  เพ่ือýึกþาป�จจัยที่ÿ่งผลต่อการเพ่ิมประÿิทธิภาพของการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียร่üมกัน 
     
1.3 ขอบเขตของงานüิจยั   
     1) ýึกþาคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนของเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกจากดินใน

คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังจำนüน 6 ไอโซเลต และ

เชื ้อแบคทีเรียที่ได้จากĀ้องปฏิบัติการจำนüน 12 ชนิด ได้แก่ Acetobacter xylinum, Bacillus 
cereus, Bacillus subtilis TISTR1248, Escherichia coli TISTR074, Listeria monocytogenes, 
Micrococcus luteus TISTR2374, Pseudomonas aeruginosa TISTR2370, Proteus vulgaris, 
Salmonella enterica serovar Weltevreden, Serratia marcescens TISTR1354, 
Staphylococcus aureus TISTR746 และ Vibrio parahaemolyticus  จากĀ้องปฏิบัติการ บน

อาĀารแข็ง LB และบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ ทำการตรüจÿอบคüามÿามารถในการเจริญของ

แบคทีเรียแต่ละชนิด ในอาĀารเĀลü LB (Luria-Bertani broth) โดยการüัดการเจริญด้üยการüัดค่า 

OD600 เป�นเüลา 48 ช่ัüโมง และทำการตรüจÿอบคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียแต่

ละชนิด ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 5 มิลลิล ิตร ในขüด vial 12.5 มิลลิล ิตร โดยüิธ ี Gas 
chromatography โดยทำการüัดค่าไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 
   2) ýึกþาคüามÿามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียในอาĀารเĀลü LB, Basal broth และ M9 

broth โดยการüัดการเจริญด้üยการüัดค่า OD600 เป�นเüลา 48 ช่ัüโมง และตรüจÿอบคüามÿามารถใน

การผลิตไฮโดรเจนของเช้ือแบคทีเรียในอาĀารเĀลüชนิด LB, Basal broth และ M9 broth โดยüิธี 

Gas chromatography โดยทำการüัดค่าไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 
    3) ýกึþาป�จจัยที่ÿ่งผลต่อการเพ่ิมประÿิทธิภาพของการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรยี ทั้งแบบเพาะ 
เลี้ยงเด่ียüและแบบเพาะเลี้ยงร่üมกัน   
    4) ýึกþาชนิดของแบคทีเรียที่คัดเลือกได้ โดยüิธีการüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
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1.4 ประโยชน์ท่ีคาดü่าจะได้รบั  
    1)  ทราบคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนของเช้ือแบคทีเรียในอาĀารเลี้ยงเช้ือชนิดต่างๆ  
 ทั้งการเพาะเลี้ยงเด่ียüและการเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
   2)  ทราบÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของเช้ือแบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

บทที่ 2 
ทฤþฎีและงานüิจัยท่ีเก่ียüข้อง 

 

2.1  พลังงานทดแทน  
 การค้นĀาและคิดค้นพลังงานทดแทนที่มีอยู่อย่างไม่จำกัด ÿะอาด และปลอดภัยนั้นเป�นเรื่อง

ที่ได้รับคüามÿนใจกันอย่างแพร่ĀลายในĀลายทýüรรþที่ผ่านมา  จากการที่พลังงานจากเชื้อเพลิง

ฟอÿซิลที่ใช้กันในป�จจุบันนั้นเป�นพลังงานÿิ้นเปลือง จึงไม่ÿามารถใช้ได้อย่างเพียงพอในอนาคต และ

การใช้เชื ้อเพลิงฟอÿซิลยังเป�นป�จจัยĀลักที่ก่อใĀ้เกิดภาüะเรือนกระจก อันนำไปÿู่ภาüะโลกร้อน  
(Nunez, 2019) ซึ่งทำใĀ้เกิดป�ญĀาÿุขภาพต่อประชากรโลก  ทั้งมนุþย์และÿัตü์ต่างได้รับผลกระทบ

จากมลพิþทางอากาý ÿภาüะภูมิอากาýที่รุนแรง และÿภาüะแüดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป (Perera, 
2017) จากการเผาไĀม้ของเชื้อเพลิงฟอÿซิลที่ปล่อยก๊าซเรือนกระจกออกมาในปริมาณมĀาýาล เริ่ม

ต้ังแต่ยุคปฏิüัติอุตÿาĀกรรมเมื่อýตüรรþก่อนจนถึงยุคป�จจุบัน (Pirani, 2018)  
 พลังงานทดแทนĀรือพลังงานทางเลือก (Alternative energy) เป�นพลังงานที่ได้จากแĀล่ง

พลังงานอ่ืนที่ไม่ใช่เชื ้อเพลิงฟอÿซิล เช่น ถ่านĀิน ก๊าซธรรมชาติ และป�โตรเลียม  ÿ่üนพลังงาน

Āมุนเüียน (Renewable energy) คือ พลังงานÿะอาดที่ได้จากแĀล่งพลังงานที่ไม่มีüันĀมดไป ซึ่งได้มี

การพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพื่อผลิตเป�นพลังงานทางเลือกในป�จจุบันและอนาคต  พลังงานĀมุนเüียน 

ได้แก่ พลังงานแÿงอาทิตย์ (Solar energy) พลังงานลม (Wind energy) พลังงานน้ำ (Water 
energy) พลังงานคüามร้อนใต้พิภพ (Geothermal energy) พลังงานชีüภาพ (Bioenergy) พลังงาน

นิüเคลียร์ (Nuclear energy) และพลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen and fuel cells) (Panwar และ

คณะ, 2011) 
 
2.2  พลังงานไฮโดรเจน  
 พลังงานไฮโดรเจน (H2) นับü่าเป�นพลังงานทางเลือกในอุดมคติ เนื่องจากเป�นแĀล่งพลังงาน

ÿะอาด จากการที่ไม่ปล่อยมลพิþออกมาระĀü่างการเผาไĀม้ และไม่ก่อใĀ้เกิดผลิตผลพลอยได้ที่เป�น

พิþ (Hansel และ Lindblad, 1998)  นอกจากน้ี ไฮโดรเจนยังเป�นแĀล่งพลังงานเดียüที่ปราýจาก

คาร์บอน (Carbon-free) ที่ใĀ้พลังงานมากที่ÿุด เมื่อเทียบกับเชื้อเพลิงอื่นๆ ดังตารางที่ 2.1 โดยใĀ้

พลังงานÿูงถึง 122 กิโลจูลต่อกรัม ซึ่งมากกü่าเชื้อเพลิงฟอÿซิลถึง 2.75 เท่า (Kapdan และ Kargi, 
2006) ก๊าซไฮโดรเจนเป�นเชื้อเพลิงที่นำมาใช้ในการเผาไĀม้และใĀ้คüามร้อน และใช้เป�นเครื่องมือใน

การเปลี่ยนแปลงพลังงานเคมีใĀ้เป�นพลังงานไฟฟ้า Āรือที่เรียกü่า เซลล์ไฟฟ้าเคมี เพื่อใช้ในการ

ขับเคลื่อนยานยนต์และยานอüกาý Āรือผลิตกระแÿไฟฟ้าแก่อุปกรณ์อิเล็กทรอนิกÿ์ต่างๆ (กระทรüง

พลังงาน กรมพัฒนาพลังงานทดแทน และอนุรักþ์พลังงาน, 2009) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 2.2 ค่าพลังงานคüามร้อนÿูงÿุดและต่ำÿุดของเช้ือเพลิงชนิดต่างๆ (Nikolaidis และ 

Poullikkas, 2017) 

เช้ือเพลิง ÿภาüะที่อุณĀภูมิ

และคüามดันปกติ 
ค่าคüามร้อนÿูงÿุด 

(เมกะจูลต่อกิโลกรัม) 
ค่าคüามร้อนต่ำÿุด 

(เมกะจูลต่อกิโลกรัม) 
ไฮโดรเจน ก๊าซ 141.9 119.9 
มีเทน ก๊าซ 55.5 50 
อีเทน ก๊าซ 51.9 47.8 
แก๊ÿโซลีน ของเĀลü 47.5 44.5 
ดีเซล ของเĀลü 44.8 42.5 
เมทานอล ของเĀลü 20 18.1 

 
 ไฮโดรเจนอะตอมเป�นธาตุที่พบได้มากกü่าธาตุอื่นในจักรüาล แต่กลับพบเป�นอิÿระบนโลกใน

ปริมาณไม่มากนัก (Lubitz และ Tumas, 2007) เนื่องจากไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นได้เองตามธรรมชาติน้ัน

เกิดขึ้นค่อนข้างยาก  การใช้ก๊าซไฮโดรเจนเป�นเชื้อเพลิงยังคงมีป�ญĀาĀลายประการ ได้แก่ พบก๊าซ

ไฮโดรเจนอิÿระในธรรมชาติในปริมาณน้อย ต้นทุนการผลิตÿูง เนื่องจากขั้นตอนการผลิตและการทำ

ใĀ้ก๊าซไฮโดรเจนบริÿุทธิ์นั้นยุ่งยากและซับซ้อน บรรจุภัณฑ์ในการกักเก็บก๊าซไฮโดรเจนมีราคาÿูง 

เพราะก๊าซไฮโดรเจนมีคüามĀนาแน่นต่ำ จึงทำใĀ้ต้องเก็บในลักþณะเดียüกันกับก๊าซĀุงต้ม  นอกจากน้ี 
การบรรจุก๊าซไฮโดรเจนในลักþณะนี้จะมีคüามเÿี่ยงต่อการระเบิดได้ง่าย จึงต้องทำการเก็บก๊าซ

ไฮโดรเจนในบรรจุภัณฑ์ที่เป�นüัÿดุชนิดโลĀะไฮไดรด์ เนื่องจากÿามารถดูดซับไฮโดรเจนได้ที่อุณĀภูมิ

และคüามดันปกติ แต่การใช้บรรจุภัณฑ์ลักþณะนี้ก็จะทำใĀ้ต้นทุนÿูงตามไปด้üย (รัชนีกร, 2554; 
Kapdan และ Kargi, 2006) 
 
2.3  การผลิตไฮโดรเจน 
 กระบüนการผลิตไฮโดรเจนÿามารถแบ่งได้Āลักๆ 2 üิธี ตามการใช้üัตถุดิบในการผลิต ได้แก่ 

üิธีการดั้งเดิมในการใช้เชื้อเพลิงฟอÿซิลมาผลิตก๊าซไฮโดรเจน และการใช้เทคโนโลยีในการผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนจากแĀล่งทรัพยากรĀมุนเüียน (Nikolaidis และ Poullikas, 2017) กระบüนการผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนรูปแบบต่างๆ จะแÿดงในรูปที่ 2.1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 2.2 กระบüนการผลิตไฮโดรเจนรูปแบบต่างๆ 
(Nikolaidis และ Poullikkas, 2017) 

 
     2.3.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชือ้เพลิงฟอÿซลิ 
 การผลิตไฮโดรเจนแบบดั้งเดิมจากเชื้อเพลิงฟอÿซิลมีอยู่ 2 รูปแบบĀลัก ได้แก่ กระบüนการ  
รีฟอร์มมิงÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Hydrocarbon reforming) และกระบüนการไพโรไลซิÿ 

(Pyrolysis) โดยกระบüนการผลิตไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงฟอÿซิลจะทำการเปลี่ยนแปลงโครงÿร้าง

โมเลกุลไฮโดรเจนที่อยู ่ในรูปต่างๆ เช่น ก๊าซโซลีน แอมโมเนีย และเมทานอล ใĀ้กลายเป�นก๊าซ

ไฮโดรเจน  
 
 2.3.1.1 กระบüนการรฟีอร์มมิงด้üยไอน้ำ  
 กระบüนการรีฟอร์มมิงด้üยไอน้ำ (Steam reforming) Āรือเรียกü่า Steam Methane 
Reformation (SMR) เป�นการผลิตไฮโดรเจนจากก๊าซธรรมชาติที่มีÿ่üนประกอบĀลักเป�นมีเทน   
กระบüนการน้ีมี 3 ขั้นตอน ดังน้ี 
 1. ปฏิกิริยาการเปลี่ยนแปลงโครงÿร้างโมเลกุลของมีเทนด้üยไอน้ำที่อุณĀภูมิÿูงระĀü่าง 700-
1,100 °C  โดยมีตัüเร่งปฏิกิริยาร่üมด้üย (Catalytic steam reforming)  ปฏิกิริยาเป�นปฏิกิริยาดูด

คüามร้อน ซึ่งจะทำใĀ้ได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเป�นก๊าซไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ เรียกü่า 

ซินแก๊ÿ (Syngas; Synthesis gas) จากÿมการเคมีที่ 1 และ 2 
 Reforming:     CH4 + H2O  ⇌ CO + 3H2     ∆H298 K = 206 kJ mol-1                  (1)      

                     CH4 + 2H2O ⇌ CO2 + 4H2   ∆H298 K = 165 kJ mol-1                  (2)      เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 2. ปฏิกิริยา Water-gas shift (WGS) ปฏิกิริยาน้ีเป�นปฏิกิริยาคายคüามร้อน  จากÿมการที่ 1 

จะเĀ็นได้ü่ามีผลิตภัณฑ์เป�นก๊าซคาร์บอนมอนนอกไซด์ (CO) ร่üมด้üย จึงนำมาทำปฏิกิริยากับไอน้ำ

อีกครั้ง เพื่อใĀ้ได้ก๊าซไฮโดรเจนเพิ่มมากขึ้น (รัชนีกร, 2554; Nikolaidis และ Poullikas, 2017; 
Steinberg, 1999) ดังÿมการเคมีที่ 3 
 WGS reaction:   CO + H2O ⇾ CO2 + H2      ∆H298 K = -41 kJ mol-1                (3)                           

 3. กระบüนการÿร้างมีเทน (Methanation) เป�นกระบüนการทำใĀ้ก๊าซไฮโดรเจนบริÿุทธ์ิมาก

ขึ้น โดยก๊าซผÿมจากขั้นตอนที่ 2 จะถูกกำจัด CO2 ออกในขั้นตอนน้ี แล้üจะได้ก๊าซไฮโดรเจนที่มีคüาม

บริÿุทธ์ิมากขึ้นจนเกือบถึง 100 เปอร์เซ็นต์ (Steinberg และ Cheng, 1989) ดังÿมการเคมีที่ 4 
 Methanation:     CO + 3H2 ⇾ CH4 + H2O     ∆H298 K = -206 kJ mol-1                (4)      

             
 2.3.1.2 ปฎิกิริยาออกซิเดชนัแบบบางÿ่üน  
 ปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบบางÿ่üน (Partial oxidation; POX) เป�นปฏิกิริยาที่ใช้คüามร้อนใน

การผลิตก๊าซไฮโดรเจน  กระบüนการน้ีมี 3 ขั้นตอน ดังน้ี  
 1. ปฏิกิร ิยาออกซิเดชันแบบบางÿ่üน เป�นเทคนิคที ่ม ีการใช้ตัüเร่งปฏิกิร ิยาร่üมด้üย 

(Catalytic partial oxidation; CPOX) Āรือบางครั้งเรียกü่า Gasification โดยÿารตั้งต้นทั่üไปที่นิยม

ใช้มักเป�นÿารประกอบอินทรีย์ เช่น มีเทน เอทานอล และแนฟทา เป�นต้น  ปฏิกิริยานี้จะเกิดที่

อ ุณĀภูมิÿ ูงกü่า 700 °C Āรืออยู ่ท ี ่ประมาณ 950 °C โดยได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิร ิยาเป�นก๊าซ

คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) และก๊าซไฮโดรเจน (H2) ดังÿมการเคมีที่ 5 
 Reforming:     CnHnm + (½)nO2 ⇾ nCO + (½)mH2   ∆H298 K = -36 kJ mol-1              (5)       

 ในขณะที่ปฏิกิริยาที่ไม่มีการใช้ตัüเร่งปฏิกิริยา (Thermal partial oxidation; TPOX) จะ

เกิดปฏิกิริยาที่อุณĀภูมิ 1,150-1,315 °C โดยจะใช้ÿารตั้งต้นเป�นÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน เช่น 

มีเทน น้ำมันดิบ และถ่านĀิน (Steinberg และ Cheng, 1989) จะได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเป�นก๊าซ

คาร์บอนมอนนอกไซด์ และก๊าซไฮโดรเจนเช่นกัน ดังÿมการเคมีที่ 6 
 Reforming:   CnHm + nH2O ⇾ nCO + [n + (½)m]H2   ∆H298 K = -880 kJ mol-1     (6) 
 2. ปฏิกิริยา Water-gas shift (WGS) จะได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเป�นก๊าซคาร์บอนได-
ออกไซด์ และก๊าซไฮโดรเจน ดังÿมการเคมีที่ 7 
 WGS reaction:    CO + H2O ⇾ CO2 + H2      ∆H298 K = -41 kJ mol-1                  (7) 
 3. กระบüนการÿร้างมีเทน (Methanation) จะได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเป�นก๊าซมีเทน และ

น้ำ ดังÿมการเคมีที่ 8 
 Methanation:     CO + 3H2 ⇾ CH4 + H2O     ∆H298 K = -206 kJ mol-1               (8) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 ปฏิกิริยา Water-gas shift และ Methanation เรียกได้ü่าเป�นปฏิกิริยาออกซิเดชันÿมบูรณ์ 

(Full combustion) ซึ่งตัüแปรที่คüบคุมการเกิดปฏิกิริยาü่าจะเป�นแบบบางÿ่üนĀรือÿมบูรณ์ก็คือ

ปริมาณของก๊าซออกซิเจนที่เข้าทำปฏิกิริยา 
 
 2.3.1.3 กระบüนการร่üมระĀü่างกระบüนการรีฟอร์มมิงด้üยไอน้ำกับออกซิเดชัน 
บางÿ่üน  
 กระบüนการร่üมระĀü่างกระบüนการรีฟอร์มมิงด้üยไอน้ำกับออกซิเดชันบางÿ ่üน 

(Autothermal reforming, ATR) เป�นกระบüนการที่รüมข้อดีของ Steam reforming และ Partial 
oxidation เข้าไü้ด้üยกัน โดยจะใช้ปฏิกิริยาคายคüามร้อนจากกระบüนการ Catalytic partial 
oxidation เพื่อเพื่มคüามร้อน และปฏิกิริยาดูดคüามร้อนจากกระบüนการ Steam reforming เพ่ือ

เพิ่มการผลิตก๊าซไฮโดรเจน  โดยทั่üไป ไอน้ำ ออกซิเจน Āรืออากาýที่ใÿ่เข้าไปในปฏิกิริยารีฟอร์มมิง

จะทำใĀ้เกิดปฏิกิริยารีฟอร์มมิงและออกซิเดชันในเüลาเดียüกัน (Chen และคณะ, 2008; Holladay 
และคณะ, 2009) ดังÿมการเคมีที่ 9 
 CnHm + (½)nH2O + (¼)nO2 ⇾ nCO + [(½)n + (½)m]H2 ∆H298 K = -41 kJ mol-1       (9) 
 กระบüนการ Autothermal reforming นี ้ม ีข ้อได ้ เปร ียบÿำค ัญที ่ เĀน ือกü ่า Steam 
reforming คือÿามารถĀยุดและเริ่มกระบüนการได้อย่างรüดเร็ü และผลิตไฮโดรเจนในปริมาณที่

มากกü่า POX เพียงอย่างเดียü ซึ่งกระบüนการนี้อาจได้รับคüามนิยมในอุตÿาĀกรรมก๊าซธรรมชาติ

และป�โตรเลียมในอนาคต เนื ่องจากองค์ประกอบของก๊าซนั ้นดีต่อปฏิกิริยา Fischer-Tropsch 
synthesis Āรือกระบüนการ Syngas และด้üยคüามกะทัดรัดของกระบüนการ ATR ต้นทุนต่ำ และมี

ýักยภาพในการเพิ่มการผลิตมากจนทำใĀ้ต้นทุนต่ำลงได้ (Economies of scale) (Holladay และ

คณะ, 2019) 
 
 2.3.1.4 กระบüนการไพโรไลซิÿ  
  กระบüนการไพโรไลซิÿของÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน (Hydrocarbon pyrolysis) เป�น

กระบüนการที ่มีแĀล่งกำเนิดไฮโดรเจนเพียงแĀล่งเดียüคือÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน ซึ ่งจะ

เกิดปฏิกิริยาการÿลายตัüด้üยคüามร้อนโดยใช้ตัüเร่งปฏิกิริยา (Thermo-catalytic decomposition) 

ของÿารประกอบไฮโดรคาร์บอนเĀลüเบา โดยมีจุดเดือดระĀü่าง 50-200 °C และได้ผลิตภัณฑ์ของ

ปฏิกิริยาเป�นก๊าซไฮโดรเจน ดังÿมการเคมีที่ 10 
 Thermal decomposition:   CnHm ⇾ nC + (½)mH2                                               (10)                  
 แต่ในกรณีที่ÿารประกอบไฮโดรคาร์บอนĀนักมีจุดเดือดÿูงกü่า 350 °C จะมีกระบüนการผลิต

ไฮโดรเจน 2 ขั้นตอนคือ Hydrogasification และกระบüนการแตกตัüของมีเทน (Muradov, 1993) 

ดังÿมการเคมีที่ 11-13 
 Hydrogasification:                  CH1.6 + 1.2H2 ⇾ CH4                                           (11)                 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 กระบüนการแตกตัüของมีเทน:      CH4 ⇾ C + 2H2                                                   (12)                           
 ÿมการรüม:                            CH1.6 ⇾ C + 0.8H2                                             (13)                       
 กระบüนการไพโรไลซิÿต้องการพลังงานในการผลิตไฮโดรเจนเพียง 37.6 kJ/mol ซึ่งน้อยกü่า

กระบüนการ Steam methane reforming ที่ใช้พลังงานกü่า 63.3 kJ/mol (Muradov, 2001) และ

กระบüนการน้ียังไม่มีขั้นตอนการกำจัด CO2 และ Water-gas shift ทำใĀ้ต้นทุนการผลิตลดลงถึง 25-
30% (Muradov, 1993) แต่กระบüนการนี้มีข้อเÿียในกระบüนการแยกไฮโดรเจนคือ คüามดันย่อย

ของไฮโดรเจนในปฏิกิริยาต่ำ และป�ญĀาคüามทนทานของเมมเบรนที่ต้องทนต่ออุณĀภูมิÿูงในÿมดุล

การลดการปล่อยก๊าซคาร์บอน (De-carbonization) (Falco และคณะ, 2011)  
 
 2.3.1.5 การรฟีอร์มด้üยพลาÿมา  
 กระบüนการรีฟอร์มด้üยพลาÿมา (Plasma reforming) มีปฏิกิร ิยารีฟอร์มมิงโดยรüม

เĀมือนกับปฏิกิริยารีฟอร์มมิงทั่üๆ ไป โดยพลังงานและอนุมูลอิÿระที่ใช้ในปฏิกิริยารีฟอร์มมิงมาจาก

พลาÿมาที่ได้จากกระแÿไฟฟ้าและคüามร้อน (Holladay และคณะ, 2009)  เมื่อน้ำĀรือไอน้ำฉีดเข้า

ไปพร้อมกับเชื้อเพลิงจะเกิดอนุมูลไฮโดรเจน (H) ไฮดรอกไซด์ (OH) และออกซิเจน (O) ได้เป�นÿภาüะ

ÿำĀรับการเกิดปฏิกิริยารีดักชันและออกซิเดชัน (Sekiguchi และคณะ, 2003)  
 กระบüนการ Plasma reforming มีÿองประเภทĀลัก คือ แบบใช้คüามร้อน (Thermal 
plasma reforming) และแบบไม่ใช้คüามร้อน (Non-thermal reforming) โดย Thermal plasma 
reforming จะมีการใช้กระแÿไฟฟ้าÿูงมากกü่า 1 kW ทำใĀ้อิเล็กตรอนและอนุภาคที่เป�นกลางมี

อุณĀภูมิÿูงมาก (ประมาณ 4,700-9,700 °C) จึงต้องมีการใช้พลังงานในการลดอุณĀภูมิของอิเล็กโทรด

ลง เพื่อป้องกันไม่ใĀ้โลĀะระเĀิดเนื่องจากอุณĀภูมิที่ÿูงเกินไป  ÿ่üน Non-thermal reforming มี

เพียงอิเล็กตรอนที่มีอุณĀภูมิเพิ่มÿูงขึ้น โดยมีอุณĀภูมิÿูงมากกü่า 4,700 °C เนื่องจากอิเล็กตรอนถูก

กระตุ้นเพียงอย่างเดียü จึงทำใĀ้ต้องการพลังงานไม่กี่ร้อยüัตต์เท่านั้น ซึ่งกระบüนการ Non-thermal 
reforming มี  4  ร ู ป แ บบ  ไ ด ้ แ ก่  Gliding arc plasma, Dielectric barrier discharge (DBD), 

Microwave plasma, และ Corona discharge (Bromberg และคณะ, 1999; Paulmier และคณะ

, 2005; Bromberg และคณะ, 1997; Hammer และคณะ, 2004; Biniwale และคณะ, 2004) 
 กระบüนการ Plasma reforming ÿามารถเอาชนะข้อจำกัดĀลายประการของเทคนิคทั่üไป 

เช่น ต้นทุน การเÿื่อมÿภาพของตัüเร่งปฏิกิริยา ขนาดและน้ำĀนักที่จำกัด คüามเฉื่อยในการตอบÿนอง 

และข้อจำกัดในการผลิตไฮโดรเจนจากไฮโดรคาร์บอนĀนัก โดยกระบüนการ Plasma reforming ถูก

พัฒนาเพื ่อÿนับÿนุนกระบüนการ Partial oxidation, Autothermal reforming และ Steam 
reforming โดยท ี ่ เคร ื ่องปฏ ิกรณ ์ÿ ่üนใĀญ ่ เป �นแบบ Partial oxidation และ Autothermal 
reforming  แต่กระบüนการนี้ก็มีข้อเÿียอยู่เช่นกัน ได้แก่ คüามต้องการกระแÿไฟฟ้า และการÿึก

กร่อนของอิเล็กโทรดที่คüามดันÿูง (Biniwale และคณะ, 2004; Paulmier และคณะ, 2005) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     2.3.2 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากพลงังานĀมุนเüียน  
 ถึงแม้ü่าการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้เชื้อเพลิงฟอÿซิลจะเป�นกระบüนการĀลักในขณะนี้ แต่

คüามต้องการในการผลิตไฮโดรเจนจากพลังงานĀมุนเüียนยังคงเพิ่มÿูงขึ ้นอย่างĀลีกเลี ่ยงไม่ได้ 

เนื ่องจากพลังงานเชื้อเพลิงฟอÿซิลก่อใĀ้เกิดภาüะเรือนกระจก และป�ญĀาÿิ่งแüดล้อมมากมาย

มĀาýาล จึงทำใĀ้มีการใช้เทคโนโลยีพลังงานĀมุนเüียนเพิ่มขึ้นในอนาคต และคาดการณ์ü่าในระยะ

ยาüน้ันอาจใช้เป�นพลังงานน้ีแทนเทคโนโลยีด้ังเดิม (Nikolaidis และ Poullikas, 2017) 
 
 2.3.2.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้üยกระบüนการแยกÿลายน้ำ 
 น้ำเป�นĀนึ่งในแĀล่งพลังงานที่มีมากที่ÿุดบนโลก และÿามารถนำมาผลิตไฮโดรเจนได้ด้üย

กระบüนการแยกÿลายน้ำ (Water-splitting) จึงนับü่าเป�นแĀล่งพลังงานĀมุนเüียนที่ÿะอาดที่ÿุดของ

มüลมนุþยชาติ ÿามารถแบ่งออกได้เป�น 3 ประเภท ได้แก่ การแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้า การแยกÿลาย

น้ำโดยใช้คüามร้อน และการแยกÿลายน้ำโดยใช้แÿง (Nikolaidis และ Poullikas, 2017) 
 
   2.3.2.1.1 การแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้า  
 การแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้า (Electrolysis) เป�นüิธีการแยกÿลายน้ำที ่ง ่ายที ่ÿุด โดยใช้

กระแÿไฟฟ้าไĀลผ่านอิเล็กโทรด 2 ขั้ü เพ่ือแยกน้ำใĀ้ได้ไฮโดรเจน และออกซิเจน  เทคโนโลยีอิเล็กโตร

ไลซิÿที่นิยมกันมากที่ÿุดคือ การแยกÿลายน้ำด้üยไฟฟ้าแบบแอลคาไลน์ (Alkaline electrolyzer) 

โดยเป�นระบบที่มีการพัฒนา และมีต้นทุนต่ำมากที่ÿุด แต่เนื่องจากมีประÿิทธิภาพต่ำที่ÿุด จึงมีต้นทุน

พลังงานไฟฟ้ามากที่ÿุด และยังมีการแยกÿลายน้ำด้üยการใช้เมมเบรนแลกเปลี่ยนโปรตอน (Proton 
exchange membrane electrolysis; PEM) และการแยกÿลายน้ำด้üยเซลล์อิเล็กโทรไลต์ชนิด

ออกไซด์แข็ง (Solid oxide electrolysis cells; SOEC) โดย PEM จะมีประÿิทธิภาพมากกü่าแบบ

แอลคาไลน์ และไม่มีป�ญĀาÿึกกร่อนเĀมือน SOEC แต่มีต้นทุนÿูงกü่าแบบแอลคาไลน์ และ SOEC 
เป�นระบบที่มีประÿิทธิภาพทางไฟฟ้ามากที่ÿุด แต่ได้รับการพัฒนาน้อยที่ÿุด (Holladay และคณะ, 
2009) 
 
   2.3.2.1.2 การแยกÿลายน้ำโดยใช้คüามรอ้น  
 การแยกÿลายน้ำโดยใช้คüามร้อน (Thermolysis Āรือ Thermochemical water splitting) 

เป�นกระบüนการแยกน้ำโดยใช้คüามร้อนÿูงจนได้ไฮโดรเจน และออกซิเจนออกมา ถึงü่าจะเป�น

กระบüนการที่ง่าย แต่กระบüนการแยกÿลายน้ำนั้นจะไม่มีประÿิทธิภาพเลยจนกระทั่งได้คüามร้อนที่

ÿูงมากๆ ซึ่งโดยทั่üไปอุณĀภูมิจะอยู่ที่ 2,500 °C เพื่อใĀ้พลังงานอิÿระของกิ๊บบÿ์กลายเป�นýูนย์ และ

ÿามารถแยกไฮโดรเจนออกมาได้ (Funk, 2001) แต่ด้üยอุณĀภูมิที่ÿูงขนาดน้ีทำใĀ้üัÿดุที่มีคüามเÿถียร

และทนต่ออุณĀภูมิÿูงน้ันĀาได้ยาก (Norbeck และคณะ, 1996)  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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12 
 

 

   2.3.2.1.3 การแยกÿลายน้ำโดยใช้แÿง  
 การแยกÿลายน้ำโดยใช้แÿง (Photoelectrolysis) เป�นกระบüนการใช้แÿงอาทิตย์ในการ

แยกÿลายน้ำได้เป�นไฮโดรเจน และออกซิเจน โดยใช้üัÿดุเซมิคอนดักเตอร์ที่คล้ายคลึงกันกับที่มีการใช้

งานในเซลล์ÿุริยะ (Solar cell Āรือ Photovoltaic)  เทคโนโลยีนี้ÿามารถแยกได้เป�น 4 ชนิด ได้แก่ 

เซลล์ไฟฟ้าแÿงอาทิตย์ (Photovoltaic cell) เซลล์ไฟฟ้าเคมีแÿงอาทิตย์ (Photoelectrochemical 
cell) กระบüนการเชิงชีüภาพของจุลินทรีย์โดยใช้แÿง (Photobiological system) และระบบการ

ย่อยÿลายโดยใช้แÿง (Photodegradation system) (รัชนีกร, 2554)  
 
 2.3.2.2 พลังงานชีüมüล 
 พลังงานชีüมüลเป�นแĀล่งพลังงานĀมุนเüียนที่ได้จากüัÿดุจากพืชและÿัตü์ เช่น กากพืช เýþ

ไม ้Āญ้า ของเĀลือจากโรงงานอุตÿาĀกรรมและมูลÿัตü์ (Demirbaş, 2001)  พลังงานชีüมüลที่ได้จาก

พืชที่เป�นÿารอินทรีย์ ซึ่งจะเก็บพลังงานแÿงอาทิตย์โดยใช้กระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง (McKendry, 
2002) ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่ปล่อยออกมาจากการใช้พลังงานในกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง มี

ปริมาณเท่าๆ กับที่ถูกดูดซึมโดยพืชนั้นขณะยังมีชีüิต (Flamos และคณะ, 2011)   พลังงานชีüมüล

ÿามารถแบ่งได้เป�น 2 ประเภทĀลัก ได้แก่ พลังงานจากกระบüนการทางชีüภาพ (Biological 
process) และพลังงานจากกระบüนการทางคüามร้อนเคมี (Thermochemical process)  
 
   2.3.2.2.1 กระบüนการทางคüามร้อนเคมี  
 กระบüนการทางคüามร้อนเคมี (Thermochemical process) เป�นเทคนิคที่ÿามารถเปลี่ยน

ÿารชีüมüลใĀ้เป�นก๊าซไฮโดรเจนได้ (Liu และคณะ, 2014; Wang และคณะ, 2015) ซึ่งกระบüนการ

ดังกล่าüเป�นขั้นตอนที่มีประÿิทธิภาพÿำĀรับกระบüนการผลิตไฮโดรเจนที่ไม่มีการปล่อยก๊าซเรือน

กระจก ซึ่งจำเป�นมากÿำĀรับการพัฒนาที่ย่ังยืน (Fremaux และคณะ, 2015)  กระบüนการทางคüาม

ร้อนเคมีเกี่ยüข้องกับกระบüนการ Pyrolysis และกระบüนการ Gasification ซึ่งกระบüนการทั้งÿองมี

การผลิตก๊าซมีเทน และก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ ท่ามกลางก๊าซอื่นๆ ซึ่งÿามารถนำมาผลิตก๊าซ

ไฮโดรเจนเพิ่มเติมได้ โดยผ่านกระบüนการ Steam reforming และ Water-gas shift (Ni และคณะ, 
2006) 
 
   2.3.2.2.2 กระบüนการทางชีüภาพ 
 กระบüนการทางชีüภาพ (Biological process) โดยÿ่üนใĀญ่จะดำเนินการที่คüามดัน และ

อุณĀภูมิĀ้อง ดังนั้นจึงใช้พลังงานน้อยกü่า นอกจากนี้ยังใช้üัตถุดิบเป�นแĀล่งพลังงานĀมุนเüียนที่ไม่มี

üันĀมด และยังÿามารถใช้ของเĀลือทางการเกþตร และอุตÿาĀกรรมต่างๆ เป�นüัตถุดิบได้อีกด้üย 

(Das, 2001)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 การผลิตไฮโดรเจนด้üยกระบüนการทางชีüภาพมีกระบüนการĀลักๆ ได้แก่ กระบüนการไบ

โอโฟโตไลซิÿทางตรงและทางอ้อม (Direct and Indirect bio-photolysis) กระบüนการĀมักโดยไม่

ใช้แÿง (Dark fermentation) และกระบüนการĀมักโดยใช้แÿง (Photo-fermentation) โดยüัตถุดิบ

ÿำĀรับการผลิตไฮโดรเจนทางชีüภาพÿำĀรับกระบüนการโฟโตไลซิÿคือน้ำ ไฮโดรเจนจะถูกผลิตโดย

แบคทีเรียและÿาĀร่ายบางชนิด  จากการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿĀรือไนโตรจีเนÿ และการ

ÿร้างÿารชีüมüลจากกระบüนการĀมัก โดยคาร์โบไฮเดรตจะถูกเปลี่ยนรูปเป�นกรดอินทรีย์แล้üถูก

เปลี่ยนเป�นก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้เทคโนโลยีชีüภาพ (Kapdan และคณะ, 2006; Holladay, 2009) 
 
2.4  จุลินทรีย์ท่ีมีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน 
     2.4.1 จุลนิทรีย์กลุ่มโฟโตโทรฟ�กยูคารโิอต 
 จุลินทรีย์กลุ่มโฟโตโทรฟ�กยูคาริโอต (Phototrophic Eukaryote) ได้แก่ ÿาĀร่าย  ÿาĀร่ายมี

โครงÿร้างและการจัดเรียงเซลล์อย่างง่ายและไม่ซับซ้อน อาจประกอบด้üยเซลล์เดียüĀรือĀลายเซลล์ 

ไม่มีเนื ้อเยื ่อในการทำĀน้าที ่อย่างจำเพาะ และไม่มีท่อลำเลียงราก ลำต้น และใบอย่างแท้จริง   
ÿาĀร่ายเซลล์เดียüนับü่าเป�นแพลงค์ตอนพืชกลุ่มที่ใĀญ่ที่ÿุดในกลุ่มแพลงค์ตอนพืชทั้งĀมด และ

ÿาĀร่ายยังÿามารถÿร้างอาĀารได้เองด้üยการÿังเคราะĀ์แÿงได้เช่นเดียüกับพืชชั้นÿูง ซึ่งในกลุ่ม

ÿิ่งมีชีüิตที่มีคüามÿามารถในการÿังเคราะĀ์แÿง พบü่าเป�นÿาĀร่ายประมาณ 50-60 เปอร์เซ็นต์ 

(üิทüัÿ, 2553) 
 การผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายนั้นได้จากกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง ซึ่งแบ่งออกได้เป�น 2 

แบบ คือ โฟโตออโตโทรฟ (Photoautotroph) และโฟโตเฮทเทอโรโทรฟ (Photoheterotroph) 
(Asimov, 1968) โดยจะได้ไฮโดรเจนก็ต่อเมื่อเกิดการปรับตัüของÿาĀร่ายในÿภาüะที่ไม่มีออกซิเจน 

ระĀü่างนั้นเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ (Hydrogenase) เร่งปฏิกิริยาการÿ่งผ่านอิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอก

ซิน (Ferredoxin) ไปทำการรีดิüซ์โปรตอน (H+) ใĀ้เป�นก๊าซไฮโดรเจน แต่ปฏิกิริยาของเอนไซม์ไฮโดร

จีเนÿนั้นเกิดขึ้นเพียงชั่üคราüเท่านั้น (อาจเกิดไม่กี่üินาทีจนถึงĀลายนาที) เพราะปฏิกิริยาออกซิเดชัน

กับน้ำในÿภาüะที่มีแÿง (Light-dependent oxidation) จะทำใĀ้เกิดการÿร้างออกซิเจน ซึ่งเป�นตัü

ยับยั ้งการทำงานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿอย่างรุนแรง (Ghirardi และคณะ, 2000; Melis และ 
Happe, 2001)  
 
     2.4.2 จุลนิทรีย์กลุ่มโฟโตโทรฟ�กโพรคาริโอต  
 จุลินทรีย์กลุ่มโฟโตโทรฟ�กโพรคาริโอต (Phototrophic Prokaryote) Āรือกลุ่มแบคทีเรียที่

ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้ (Photosynthetic bacteria) มีทั้งแบบที่ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงแล้üใĀ้

ผลิตภัณฑ์เป�นออกซิเจนĀรือไม่ก็ได้ โดยÿามารถแบ่งได้จากชนิดของคลอโรฟ�ลล์ (Chlorophyll) และ

แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) และยังแบ่งได้จากตัüใĀ้อิเล็กตรอนในระบบการÿังเคราะĀ์แÿง (Imhoff, 

2008) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 2.4.2.1 แบคทีเรียทีÿ่ามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้และใĀ้ออกซิเจนเป�นผลิตภัณฑ์  
 แบคทีเร ียที ่ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได ้และใĀ้ออกซิเจนเป�นผลิตภัณฑ์ (Oxygenic 
photosynthetic bacteria; OPB) น้ีได้แก่ ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) ĀรือÿาĀร่ายÿีเขียü

แกมน้ำเงิน (Blue-green algae) เป�นแบคทีเรียกลุ่มเดียüที่ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงแล้ü ทำใĀ้น้ำแตก

ตัüได้เป�นโมเลกุลของออกซิเจนและโปรตอน โดยไซยาโนแบคทีเรียÿามารถเปลี ่ยนการÿร้าง

อิเล็กตรอนจากน้ำใĀ้กลายเป�นการผลิตไฮโดรเจนแทนได้ภายใต้ÿภาüะจำเพาะ  ไซยาโนแบคทีเรีย

Āลายชนิดÿามารถตรึงไนโตรเจน (N2) ในอากาýใĀ้เป�นแอมโมเนีย (NH3) และผลิตไฮโดรเจนเป�น

ผลิตผลพลอยได้อีกด้üย โดยกระบüนการผลิตไฮโดรเจนดังกล่าüจะถูกเร่งด้üยเอนไซม์ไนโตรจีเนÿ 

(Nitrogenase) (Allahverdiyeva และคณะ, 2010)  
 ไซยาโนแบคทีเรียน้ันพบได้ทั่üไปในธรรมชาติ และÿามารถอยู่รอดได้แม้อยู่ในÿภาüะแüดล้อม

ที่รุนแรง (Allahverdiyeva และคณะ, 2014) และยังมีรูปแบบการใช้ชีüิตĀลายแบบ  บางÿป�ชีÿ์อาจ

เป�นเซลล์เดียü (Unicellular) Āรืออาจÿร้างเÿ้นÿายและโคโลนี Āรืออาจอยู่ร่üมกัน (Symbiosis) กับ

ÿิ่งมีชีüิตกลุ่มยูคาริโอตอ่ืน (Bergman และคณะ, 1992)   
 
 2.4.2.2 แบคทีเรียทีÿ่ามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้ แต่ไม่ใĀ้ออกซิเจนเป�นผลิตภัณฑ์  
 แบคทีเรียที ่ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้ แต่ไม่ใĀ้ออกซิเจนเป�นผลิตภัณฑ์ (Anoxygenic 
photosynthetic bacteria; APB) แบคทีเรียกลุ่มนี้ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้แต่ไม่ÿร้างออกซิเจน 

โดยใช้ตัüใĀ้อิเล็กตรอน (Electron donor) ทั้งที่เป�นÿารอินทรีย์และÿารอนินทรีย์ĀลากĀลายชนิด 

และยังมีคุณลักþณะที่น่าÿนใจĀลายประการ ประกอบด้üย คüามÿามารถในการเจริญแบบไร้

ออกซิเจน (Anaerobic growth) คüามต้องการพลังงานต่ำ มีกระบüนการเมตาบอลิซึมĀลากĀลาย

รูปแบบ ต้นทุนการบำรุงรักþาและการเจริญต่ำ ซึ่งÿามารถนำมาใช้ประโยชน์ทางเทคโนโลยีชีüภาพ

ด้านÿิ่งแüดล้อมได้Āลายอย่าง  อย่างไรก็ตาม เมื่อเทียบกับÿาĀร่ายและไซยาโนแบคทีเรีย การนำ APB 
ไปประยุกต์ใช้งานน้ันยังได้รับคüามÿนใจน้อยกü่ามาก แม้ü่าจะมีการýึกþาüัฏจักรชีüิตĀลายๆ üัฏจักร

นั้นได้เน้นย้ำและแÿดงใĀ้เĀ็นถึงคüามไม่ยั่งยืนของพลังงานชีüภาพจากÿาĀร่าย (Stephenson และ

คณะ, 2010; Batan และคณะ, 2010; Clarens และคณะ, 2010) และคüามเÿี ่ยงจากการเลี ้ยง

ÿาĀร่ายĀลายชนิดที่อาจเกิดการÿร้างÿารพิþจากไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanotoxin) (Corbel และ

คณะ, 2014; George และคณะ, 2020)  
 แบคทีเรียกลุ่ม APB ÿามารถแบ่งออกได้เป�น 6 กลุ่ม ดังน้ี 
 1) แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีม่üงกลุ่มÿะÿมกำมะถัน  
 แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีม่üงกลุ่มÿะÿมกำมะถัน (Purple sulfur bacteria; PSB) ÿามารถ

แบ่งออกได้เป�น 2 กลุ่มĀลักๆ ได้แก่ 1. Chromatiacaeae ที่ÿามารถÿร้างกำมะถันเก็บÿะÿมไü้ใน

เซลล์ และ 2. Ectothiorhodospiraceae ที่ÿามารถÿร้างกำมะถันÿะÿมไü้นอกเซลล์ได้  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 แบคทีเรียกลุ่ม PSB ÿามารถใช้ÿารประกอบซัลเฟอร์ ซัลไฟด์ และไทโอซัลเฟตเป�นตัüใĀ้

อิเล็กตรอน เพื่อรีดิüซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป�นÿารอาĀารในเซลล์ได้ (กระทรüงüิทยาýาÿตร์

และเทคโนโลยี, 2549) ดังÿมการเคมีที่ 14-16 
                  CO2 + 2H2S ⇾ (CH2O) + H2O + 2S                                                     (14)                            
            S + CO2 + 3H2O ⇾ (CH2O) + H2SO4 + H2                                                    (15)                                    
 2CO2 + Na2S2O3 + 3H2O ⇾ 2(CH2O) + Na2SO4 + H2SO4                                             (16)                  
 แบคทีเรียกลุ่ม PSB มีรงคüัตถุคือแบคเทอริโอคลอโรฟ�ลล์ (Bacteriochlorophyll; BChl) 

เช่น BChl a/b และแคโรทีนอยด์ (Frigaard, 2016)  ÿ่üนใĀญ่แบคทีเรียกลุ่มนี้จะมีการเจริญแบบโฟ

โตออโตโทรฟ แต่ Chromatiacaeae ÿามารถเจริญได้ในทั้งแบบแบบโฟโตออโตโทรฟ แบบโฟโตเฮท

เทอโรโทรฟ เคโมออโตโทรฟ (Chemoautotroph) และเคโมเฮทเทอโรโทรฟ (Chemoheterotroph) 

(Imhoff, 2008) แบคทีเรียกลุ่มนี้จะÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้ในÿภาüะที่มีออกซิเจนต่ำ ดังนั้นจะพบ

แบคทีเรียกลุ่มน้ีได้ในน้ำน่ิง Āรือบ่อน้ำพุร้อนที่มีกำมะถัน  
 
 2) แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีม่üงกลุ่มไม่ÿะÿมกำมะถัน  
   แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿมี่üงกลุ่มไม่ÿะÿมกำมะถัน (Purple non-sulfur bacteria; 
PNSB) มีทั้งĀมด 6 ÿกลุ ดังน้ี Rhodospirillum, Rhodopila, Rhodobacter, Rhodo-
pseudomonas, Rhodomicrobium และ Rhodocyclus โดยแบคทีเรียกลุ่มน้ีไม่ÿามารถÿร้าง

กำมะถันได้ เน่ืองจากใช้ไฮโดรเจนเป�นตัüรับอิเล็กตรอน เพ่ือรีดิüซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป�น

ÿารอาĀารในเซลล ์ แบคทีเรียกลุ่มน้ีÿามารถทนต่อกำมะถันได้พียงเล็กน้อยเท่าน้ัน และไฮโดรเจน 
ซัลไฟด์ (H2S) ที่มากเกินไปก็ÿามารถเป�นพิþต่อแบคทีเรียกลุ่มน้ีได้ด้üยเช่นกัน  
 แบคทีเรียกลุ่ม PNSB มีรงคüัตถุแบคเทอริโอคลอโรฟ�ลล์ เช่น BChl a, b และแคโรทีนอยด์ 

ได้แก่ Spirilloxanthin, Spheroidene, Lycopene และ Rhodopsin (Frigaard, 2016; Madigan 

และ Jung, 2009) และมีเมตาบอลิซึมที่ดีกü่าแบคทีเรียกลุ่ม PSB เน่ืองจากÿามารถเจริญได้ทั้งแบบโฟ

โตเฮทเทอโรโทรฟ และโฟโตออโตโทรฟ และ PNSB จะÿามารถทนต่อÿภาพที่มีออกซิเจน จึงÿามารถ

เจริญเติบโตได้ภายใต้ÿภาüะแบบเฮทเทอโรโทรฟที่มีอากาý และไร้แÿงได้  
 แบคทีเรียกลุ่ม PNSB ÿามารถพบได้ในแĀล่งน้ำธรรมชาติที่มีÿารอินทรีย์และแÿงÿü่างÿ่องถึง

แĀล่งน้ำที่ไม่มีออกซิเจนแต่มีแÿงÿü่างÿ่องถึงเล็กน้อย พบได้น้อยมากในแĀล่งน้ำจืดที่มีกำมะถัน และ

บางชนิดก็พบได้ในแĀล่งน้ำที่มีกำมะถันÿูง นอกจากนี้ยังÿามารถพบแบคทีเรียกลุ่มนี้ได้ในดิน และ

แĀล่งน้ำÿกปรกที ่มีปริมาณÿารอินทรีย์ÿูง เช่น บ่อบำบัดน้ำเÿีย (กระทรüงüิทยาýาÿตร์และ

เทคโนโลยี, 2549) เป�นต้น 
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 3) แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีเขียüกลุ่มÿะÿมกำมะถัน 
 แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีเขียüกลุ่มÿะÿมกำมะถัน (Green Sulfur Bacteria; GSB) ได้แก่ 

Chlorobium tepidum และ Chlorobium vibrioforme ซึ่งอยู่ในไฟลัม Chlorobi เป�นแบคทีเรียที่

เจริญเติบโตในÿภาพไร้อากาýแบบโฟโตออโตโทรฟ (Strictly anaerobic photoautotroph) โดยใช้

ÿารอนินทรีย ์เป�นตัüใĀ้อ ิเล ็กตรอน (Jagannathan และ Golbeck, 2009) ซึ ่งจะทำการรีดิüซ์

ÿารประกอบซัลเฟอร์ เช่น ซัลไฟด์ และไทโอซัลเฟต (Imhoff, 2008) แล้üได้กำมะถันÿะÿมไü้นอก

เซลล์  แบคทีเรียกลุ่ม GSB มีรงคüัตถุแบคเทอริโอคลอโรฟ�ลล์ เช่น BChl c, d และ e อยู่ในคลอโร

โซม (Chlorosome) (Frigaard, 2016) และแคโรทีนอยด์ เช่น Chlorobactene, Gamma-carotene 
isorenieratene (Takaishi, 1999)  แบคทีเรียกลุ่ม GSB ÿามารถพบได้ในแĀล่งน้ำที่มีคüามเค็มมาก 

(Hypersaline water) และÿามารถพบได้ในทะเลÿาบน้ำเค็ม ตะกอนน้ำเค็ม ทะเลÿาบน้ำจืด และใน

ตะกอนทะเล (Nicholson และคณะ, 1987)  
 
 4) แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีเขียüกลุม่ไม่ÿะÿมกำมะถัน (Green non-sulfur bacteria; 
GNSB)  
 แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีเขียüกลุ่มไม่ÿะÿมกำมะถัน (Green non-sulfur bacteria; GNSB)  
 เป�นแบคทีเรียในไฟลัม Chloroflexota เป�นแบคทีเรียกลุ ่มที ่มีเซลล์เป�นเÿ้นÿายĀรือไตรโคม 

(Filamentous anoxygenic phototrophic bacteria) ซ ึ ่ ง ม ี ท ั ้ ง Āมด  3  ตระก ู ล  (Family) ที่

ประกอบด้üย Chloroflexaceae, Oscillochloridaceae และ Roseiflexaceae (Hanada, 2014)  
แบคทีเรียกลุ่ม Chloroflexaceae ÿ่üนใĀญ่จะเจริญเติบโตแบบโฟโตเฮทเทอโรโทรฟ ในÿภาüะที่มี

อากาý ÿ่üนแบคทีเร ียกลุ ่ม Oscillochloridaceae จะเจริญเติบโตแบบโฟโตลิโทออโตโทรฟ 

(Photolithoautotroph) และแบบโฟโตลิโทเฮทเทอโรโทรฟ (Photolithoheterotroph) ในÿภาüะ

ไร้อากาý และแบคทีเรียกลุ่ม Roseiflexaceae จะมีการเจริญเติบโตแบบเฟคัลเททีฟโฟโตโทรฟ 

(Facultative phototroph) (Imhoff, 2008; Hanada, 2014)  แบคทีเรียกลุ่ม GNSB มีรงคüัตถุแบ

คเทอริโอคลอโรฟ�ลล์ เช่น BChl a Āรือ BChl a และ c/d (Hanada, 2014) และมีแคโรทีนอยด์ที่

แ ตกต ่ า ง ก ั นĀล ายชน ิ ด  โ ด ยจะข ึ ้ น อย ู ่ ก ั บ จ ี น ั ÿ  เ ช ่ น  Carotene, ß-Carotene, OH-γ-

Caroteneglucoside ester แบคทีเรียกลุ ่ม GNSB ÿามารถพบได้ทั ้งในน้ำทะเลและน้ำจืด ที ่มี

อุณĀภูมิปานกลาง (Mesophilic) และบางชนิดÿามารถพบได้ในบ่อน้ำพุร้อน (George, 2020)   
 
 5) แอซิโดแบคทีเรีย 
 แอซิโดแบคทีเรีย (Acidobacteria) ประกอบด้üย 3 ตระกูล ได้แก่ Acidobacteriaceae, 
Holophagaceae และ Acanthopleuribacteraceae  ÿ่üนใĀญ่จะมีการเจริญเติบโตแบบเคโมออกา

โนโทรฟ (Chemoorganotroph) แต่บางชนิดก็ÿามารถเจริญแบบโฟโตเฮทเทอโรโทรฟ โดยเอซิโด

แบคทีเรียจะมีการใช้น้ำตาลและÿารประกอบอินทรีย์ เช่น อะซิเตท (C2H3O2; Acetate), ซักซิเนต 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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((CH2)2(CO2H)2; Succinate) และโพรพิโอเนต (Na(C2H5COO); Propionate) เป�นตัüใĀ้อิเล็กตรอน

เพื่อใช้ในการเจริญ แอซิโดแบคทีเรียมีรงคüัตถุแบคเทอริโอคลอโรฟ�ลล์ เช่น BChl c, BChl aP, Chl 
aPD และ Zn-BChl a’P และอาจมีรงคüัตถุแคโรทีนอยด์ เช่น Echinenone, Canthaxanthin, 
Lycopene, γ และ ß-Larotene (Garcia Costas และคณะ, 2012)  แอซิโดแบคทีเรียจะเจริญใน

ÿภาพแüดล้อมที่มีอากาý (Aerobic) และมีอากาýเล็กน้อย (Microaerobic) ÿามารถพบได้ในบ่อน้ำพุ

ร้อน ดินที่มีโลĀะปนเป��อน และในตะกอนน้ำทะเล (Thrash และ Coates, 2010; Tank และ Bryant, 
2015) 
 
 6) เฮลิโอแบคทีเรีย  
 เฮล ิ โอแบคท ี เร ี ย  (Heliobacteria) ถ ูกจ ัดอย ู ่ ในไฟล ัม  Firmicutes และในตระกูล 

Heliobacteriaceae มีลักþณะการเจริญแบบโฟโตเฮทเทอโรโทรฟที ่ต ้องการแÿงÿü่างในการ

เจริญเติบโต และจะขึ้นอยู่กับÿารประกอบอินทรีย์ที่ใช้เป�นแĀล่งคาร์บอนด้üย (Asao และ Madigan, 
2010) โดยจะใช้ซัลเฟตเป�นตัüใĀ้อิเล็กตรอน เฮลิโอแบคทีเรียรงคüัตถุดังนี้ BChl g (Imhoff, 2008) 
และแคโรทีนอยด์ ได้แก่ 4,4’-Diaponeurosporene, OH-Diapneurosporene glucoside esters 
เฮลิโอแบคทีเรียÿามารถพบได้ในดินในÿüนและดินจากการเกþตร และมีแค่ไม่กี ่ÿป�ชีÿ์เท่านั้นที่

ÿามารถอยู่รอดได้ในÿภาพแüดล้อมที่เป�นน้ำ (Asao และ Madigan, 2010) 
 
2.5 การเพาะเลี้ยงร่üม  
 การเพาะเลี้ยงร่üม (Co-culture) ในธรรมชาติมีจุลินทรีย์อาýัยอยู่ด้üยกันĀลากĀลายÿป�ชีÿ์ 

โดยมีปฏิÿัมพันธ์ซึ่งกันและกัน ทำใĀ้ÿามารถอยู่ร่üมกันได้อย่างมีประÿิทธิภาพมากขึ้น (Chang และ

คณะ, 2008) และจากคüามพยายามในการเพิ่มประÿิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน โดยการเพาะเลี้ยง

จุลินทรีย์ร่üมกัน พบü่ามีข้อดีมากกü่าการเลี้ยงจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียüĀลายประการ และเมื่อเทียบ

กันแล้üการเพาะเลี ้ยงจุลินทรีย์ชนิดเดียüนั้นจะใĀ้ปริมาณและผลผลิตไฮโดรเจนที่ต่ำกü่า จึงมี

ประÿิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนที่ต่ำ แต่การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ร่üมกันจะมีผลÿ่งเÿริมซึ่งกันและกัน 

จึงทำใĀ้มีผลผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงกü่า ÿ่งผลใĀ้ใช้เüลาในการบ่มน้อย แต่ได้ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงกü่า 

(Bao และคณะ, 2012; Patel และคณะ, 2014; Kao และคณะ, 2014) และยังทำใĀ้กระบüนการ

ผลิตไฮโดรเจนมีคüามเÿถียร มีประÿิทธิภาพที่ดีกü่าการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์แบบผÿม และก้าüข้าม

ข้อจำกัดต่างๆ ในการเพาะเลี ้ยงจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียü (Zeidan และคณะ, 2010) โดยการ

เพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ร่üมกันจะÿามารถลดระยะเüลาบ่มลงเĀลือประมาณ 2 üัน จาก 4 üัน ซึ่งทำใĀ้

ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากขึ้น และลดต้นทุนการผลิตไฮโดรเจนโดยรüมตลอดทั้งป�ได้ (Patel และ

คณะ, 2010; Vatsala และคณะ, 2008) การเลือกใช้Āรือคัดเลือกÿายพันธุ ์ของจุลินทรีย์ในการ

เพาะเลี้ยงร่üมเพื่อใĀ้เกิดกระบüนการทำงานที่ซับซ้อนมากขึ้น เช่น การไฮโดรไลซิÿÿารตั้งต้น การใช้เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ÿารตั้งต้นพร้อมกัน และการแลกเปลี่ยนÿารเมแทบอไลต์ ทำใĀ้ÿามารถลดระยะเüลาบ่ม เพิ่มผลผลิต

ไฮโดรเจน (Pachapur และคณะ, 2015)  
ในบรรดาÿิ่งมีชีüิตทั้งĀลายแบคทีเรียจัดเป�นÿิ่งมีชีüิตที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 

เนื่องจากÿามารถนำเอาทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยู่อย่างไม่จำกัดมาใช้เป�นแĀล่งพลังงานได้ แต่เนื่อง

ด้üยการผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียจะทำใĀ้เกิดการÿะÿมของÿารอินทรีย์ที่เป�นผลิตผลพลอยได้น้ัน

จะไปยับยั้งกระบüนการผลิตไฮโดรเจน (Takagi และคณะ, 2016)  ในขณะที่การผลิตไฮโดรเจนโดย

การเพาะเลี ้ยงแบคทีเรียร่üมกันÿามารถลดการยับยั ้งกระบüนการผลิตไฮโดรเจนนี้ได้ และการ

เพาะเลี้ยงร่üมกันยังมีข้อดีĀลายประการ ได้แก่ เพิ่มประÿิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน ลดระยะเüลา

การปรับตัüของแบคทีเรียในระยะพัก (Lag phase) มีคüามยืดĀยุ่นต่อคüามผันผüนของÿภาüะของ

อาĀารเลี้ยงเชื้อพร้อมเพิ่มคüามเÿถียรของการผลิตไฮโดรเจน และเพิ่มประÿิทธิภาพในการกำจัด 

COD (Chemical Oxygen Demand) ในการบำบัดน้ำเÿีย (Tao และคณะ, 2007; Pachapur และ

คณะ, 2015)  Miyake และคณะ (1984) ได้รายงานü่าการเพาะเลี ้ยงร่üมกันของ Clostridium 
butyricum และ Rhodobacter sphaeroides ใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงมาก จากการที่กลูโคÿถูกใช้

โดยแบคทีเรียที่Āมักแบบไม่ใช้แÿง (Dark-fermentative bacteria) แล้üได้ผลิตภัณฑ์เป�นกรดอินทรีย์ 

ซึ่งจะถูกใช้โดยแบคทีเรียที่ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้ (Photosynthetic bacteria) แล้üได้ไฮโดรเจน

เป�นผลิตภัณฑ ์
 

2.6  ป�จจัยท่ีÿ่งผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย   
     2.6.1 ป�จจัยทางกายภาพ 
 1) แÿง 

ในการýึกþาÿภาüะในการเจริญและการผลิตก๊าซไฮโดรเจนมีกระบüนการĀมัก 2 รูปแบบ คือ 
กระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿง (Dark-fermentation) และ กระบüนการĀมักแบบใช้แÿง (Photo-
fermentation) กระบüนการĀมักแบบใช้แÿงเป�นกระบüนการที่เกิดขึ้นในแบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง 
เช่น แบคทีเรียÿีม่üง (Purple bacteria) โดยแบคที ่เร ียÿังเคราะĀ์แÿงจะประกอบด้üยระบบ

ÿังเคราะĀ์แÿงเดียüและไม่ÿร้างออกซิเจน ซึ่งแตกต่างจากÿาĀร่ายÿีเขียüแกมน้ำเงิน ÿาĀร่ายและพืช

ชั้นÿูง แบคที่เรียÿังเคราะĀ์แÿงจะผลิตไฮโดรเจนผ่านเอนไซม์ในโตรเนÿภายใต้ÿภาüะที่ใช้แÿงและ

ÿารประกอบอินทรีย์Āรือชีüมüลภายใต้ÿภาüะไร้อากาý แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿงจะใช้กรดอินทรีย์

อย่างง่ายเป�นตัüใĀ้อิเล็กตรอน ซึ่งอิเล็กตรอนจะถูกÿ่งผ่านไปยังเฟอร์รีดอกซินโดยพลังงานในรูป ATP 
ซึ่งอิเล็กตรอน 1 ตัüจะต้องการพลังงาน 2 ATP จากนั้นเอนไซม์ในโตรจีเนÿจะรับอิเล็กตรอนตัü

ÿุดท้ายเพ่ือÿร้างไฮโดรเจน (รัชนีกร, 2555) 
กระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿง ÿามารถใช้จุลินทรีย์แบบเพาะเลี้ยงเด่ียüและกลุ่มจุลินทรีย์มา

ผลิตไฮโดรเจน ข้อดีของการใช้จุลินทรีย์ÿายพันธุ์เดียü คือ มีประÿิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน แต่ยัง

ข้อจำกัดอยู่ โดยจำเป�นที่จะต้องรักþาÿภาüะปลอดเชื้อระĀü่างการผลิตไฮโรเจน โดยแบคทีเรียพüก 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Clostridium และ Enterobacter นิยมนำมาใช้ในกระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿง ÿ่üนของการใช้

กลุ่มจุลินทรีย์ในการผลิตไฮโดรเจนนั้นไม่จำเป�นต้องคüบคุมใĀ้อยู่ภายใต้ÿภาüะปลอดเชื้อ ซึ่งÿามารถ

ผลิตไบโอไฮโดรเจนได้ในปริมาณที่ÿูงกü่า แต่ในกลุ่มจุลินทรีย์นั้นอาจมีจุลินทรีย์ที่ผลิตมีเทนปนอยู่ ซึ่ง

ทำใĀ้ÿามารถนำไฮโดรเจนไปใช้ในการผลิตมีเทนได้ จึงมีการกำจัดจุลินทรีย์ที่ได้ก่อนนำมาเป�นĀัüเช้ือ

ผลิตไฮโดรเจน  โดยüิธีที่ทำใĀ้การผลิตไบโอไฮโดรเจนเกิดได้ดีที่ÿุด คือ üิธีการĀมักแบบไม่ใช้แÿงใน

ÿภาüะไร้อากาý โดยไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นระĀü่างการÿลายตัüของÿารอินทรีย์โดยจุลินทรีย์ เมื่อ

ÿารอินทรีย์เป�นแĀล่งคาร์บอนและแĀล่งพลังงานเพียงอย่างเดียüÿำĀรับการเผาผลาญพลังงาน

กระบüนการน้ีจึงเรียกü่ากระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿง (ณĀทัย, 2562) 
 

 2) อุณĀภูมิ (Temperature) 
อุณĀภูมิเป�นĀน่ึงในป�จจัยที่ÿาํคัญที่ÿุดทีม่ีอิทธิพลต่อกิจกรรมของแบคทีเรียที่ผลิตไฮโดรเจน   

อุณĀภูมิที่เพ่ิมขึ้นÿามารถเพ่ิมคüามÿามารถของแบคทีเรยีที่ผลิตไฮโดรเจนในการผลิตไฮโดรเจนใน

ระĀü่างการผลิตไฮโดรเจนĀมัก แต่อุณĀภูมใินระดับที่ÿูงขึน้มากอาจลดลงตามระดับที่เพ่ิมขึ้นอุณĀภูมิ

ÿ่งผลต่อกิจกรรมแบคทีเรียทีผ่ลิตไฮโดรเจนและอัตราการผลิตไฮโดรเจน (Nath และคณะ, 2006) 
ปฏิกิริยาการĀมักแบบไม่ใช้แÿงÿามารถผลติไฮโดรเจนได้ที่อุณĀภูมิต่างกัน Mesophilic 25 ถึง 40 

องýาเซลเซียÿ  Thermophilic 40 ถึง 65 องýาเซลเซียÿ Extreme-thermophilic 65 ถึง 80 องýา

เซลเซียÿ และ Hyperthermophilic มากกü่า 80  องýาเซลเซียÿ (Levin และคณะ, 2004) แต่ใน

ป�จจุบันกระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿงÿ่üนใĀญจ่ะทำทีอุ่ณĀภูมิ 35 ถึง 55 องýาเซลเซียÿ การผลิต

ไฮโดรเจนในÿภาüะ Extreme-thermophilic ÿามารถใĀผ้ลิตไฮโดรเจนได้มากกü่าและอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนÿูงกü่าการผลิตไฮโดรเจนในÿภาüะ Mesophilic และ Thermophilic  กระบüนการการ

Āมักไฮโดรเจนแบบไม่ใช้ออกซิเจนแบบ Extreme-thermophilic ÿามารถใĀ้ผลิตไฮโดรเจนได้มาก 
กü่าและอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงกü่าการĀมักไฮโดรเจนแบบ Mesophilic (Nath และคณะ, 

2006) ที่ÿภาüะ Exteme-thermophilic  เมื่อใช้น้าตาลกลูโคÿ 1 โมล เป�นÿารต้ังต้นจะÿามารถ ผลิต

ไฮโดรเจนได้ÿูงÿุด 4 โมล แต่ในทางปฏิบัติการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 4 โมลต่อ 1 โมลกลูโคÿไมÿ่ามารถ

เกิดได้จริงเน่ืองจากกลูโคÿจะถูกเปลี่ยนเป�นชีüมüลของจุลินทรีย์  (ณĀทัย, 2562) 
 

 3) คüามเป�นกรด-ด่าง (pH) 
 ระดับ pH มีผลต่อการทํางานของเอนไซม์ในจุลินทรีย์ เน่ืองจากเอนไซม์แต่ละตัüทํางาน

เฉพาะในช่üง pH ที่เฉพาะเจาะจงและมีกิจกรรมÿูงÿุดที ่pH ที่เĀมาะÿม (Lay และคณะ, 1997) pH 
เป�นĀน่ึงในป�จจัยÿําคัญทีÿ่่งผลต่อการผลิตไฮโดรเจน (Craven และคณะ, 1988) โดยมกีารýึกþาการ

ผลิตไฮโดรเจนจากขยะมูลฝอย พบü่าการคüบคุม pH มคีüามÿําคัญต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยได้มี

การýึกþาเกี่ยüกับกระบüนการĀมักแบบไมใ่ช้แÿงของ Caldicellulosiruptor saccharolyticus และ 

Thermotoga elfii และใช้ซูโครÿและกลูโคÿภายใต้ÿภาüะการĀมักที่ 70°C  pH ยังคงอยู่ที่ 7 และ 7.4 
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ตลอดการทดลอง พบü่า pH ที่เĀมาะÿมทีÿ่ดุต่อการผลิตไฮโดรเจน คือ pH 7 (Schröder และคณะ, 

1994)  
 
     2.6.2 ป�จจัยทางเคมี 
 1) แĀล่งคารบ์อน (Carbon source) 
 แĀล่งคาร์บอนเป�นแĀล่งพลังงานที่ÿำคัญต่อการเจริญและการดำรงชีüิตของจุลินทรีย ์ เป�น

ÿารประกอบที่มีคาร์บอนที่อยู่ในรูปของคาร์บอนไดออกไซด์และคาร์โบไฮเดรต โดยแบคทีเรียÿามารถ

แบ่งชนิดได้ตามแĀล่งคาร์บอนที่ÿามารถใช้ได้ ได้แก่ แบคทีเรียกลุ่มออรก์าโนโทรฟ (Organotrophs) 

Āรือเฮทเทอโรโทรฟ (Heterotrophs) จะใช้แĀล่งคาร์บอนเป�นÿารอินทรีย์ ในขณะที่แบคทีเรยกลุม่

ลิโธโทรฟ (Lithotrophs) Āรือออโตโทรฟ (Autotrophs) จะใช้ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่เป�นÿารอนิ

นทรีย์เป�นแĀลง่คาร์บอน (Kim และ Gadd, 2008) 
Āน่ึงในป�จจัยÿำคัญที่มผีลต่อการผลิตไฮโดรเจนอย่างยั่งยืนคือการใช้แĀลง่คาร์บอนที่มี

ประÿิทธิภาพ ซึ่งประโยชน์จากกระบüนการผลิตที่ย่ังยืน ได้แก่ ประÿิทธิภาพในการผลิตÿูง คüาม

คุ้มค่าของต้นทุน และลดการเกิดมลภาüะต่อÿิ่งแüดล้อม โดยแบคทีเรียในกระบüนการĀมักแบบใช้แÿง 
เช่น แบคทเีรียÿังเคราะĀ์แÿงÿีม่üงกลุ่มไม่ÿะÿมกมัมะถัน (PNSB) จะมีประÿิทธิภาพในการ

เปลี่ยนแปลงÿารต้ังต้น อัตราการเจริญ และอัตราการผลิตไฮโดรเจนขึ้นอยู่กับชนิดของแĀล่งคาร์บอน

อย่างมาก โดย PNSB ÿามารถปรับตัüใĀ้เข้ากับแĀล่งคาร์บอนได้อย่างĀลากĀลาย ต้ังแต่โมเลกุลขนาด

ใĀญ ่ เช่น กลูโคÿ ฟรุกโตÿ และซูโครÿ ไปจนถึงกรดอินทรีย์ÿายÿั้นๆ เช่น กรดอะซิติก กรดแลคติค 

กรดบิüทีริก และกรดมาลิค ÿารประกอบอะโรมาติก และแอลกอฮอล์ (Akhlaghi และ Najafpour-
Darzi, 2020)  Kim และคณะ (2006) ได้รายงานü่าการผลิตไฮโดรเจนด้üย PNSB โดยใช้น้ำตาลอย่าง

ง่าย เช่น กลูโคÿ และซูโครÿ มีประÿิทธิภาพด้อยกü่ากรดอินทรีย์ เช่น อะซีเตท แลคเตท และมาเลต 

ซึ่งโดยทั่üไปแล้ü PNSB มักจะใช้กรดอินทรีย์ได้ดีกü่าน้ำตาลบริÿุทธ์ิ (Ghosh และคณะ, 2017)  
 การผลิตไฮโดรเจนของแบคทเีรียในกระบüนการĀมักแบบไม่ใช้แÿง เช่น Enterobacter sp., 

Bacillus sp. และ Clostridum sp. ก็มีÿารต้ังต้นเป�นป�จจัยÿำคัญเช่นเดียüกัน โดยจะÿามารถผลิต

ไฮโดรเจนจากแĀล่งคาร์บอนต่างๆ เช่น น้ำตาลอย่างง่าย (กลูโคÿ, ซูโครÿ และแลคโตÿ) ของเÿียทีม่ี

แป้ง Āรือเซลลูโลÿ ของเÿียจากอุตÿาĀกรรมอาĀาร และน้ำเÿีย (Akhlaghi และ Najafpour-Darzi, 
2020) Eker และคณะ (2017) ได้รายงานเกี่ยüกับอิทธิพลของคüามเข้มข้นเริ่มต้นของÿารต้ังต้นที่

แตกต่างกันต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยใช้กลูโคÿทีÿ่กัดจากเýþกระดาþเĀลือทิ้งที่ผ่านการไฮโดรไลซ์

ด้üยกรดเป�นÿารต้ังต้น พบü่าเมื่อคüามเข้มข้นของกลูโคÿÿูงกü่า 18.9 กรัม/ลิตร มีผลทำใĀผ้ลผลิต

ไฮโดรเจนลดลง เน่ืองจากเกิดการÿร้างเฟอร์ฟูรัล (Furfurals) ในระĀü่างการไฮโดรไลซ์เýþกระดาþ

ด้üยกรด และÿร้างกรดไขมันที่ระเĀยง่าย (Volatile fatty acids; VFAs) 
 
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



21 
 

 

 2) แĀล่งไนโตรเจน (Nitrogen source) 
 แĀล่งไนโตรเจน คือ ÿารประกอบที่มีไนโตรเจน โดยแĀล่งไนโตรเจนมีทั้งÿารอินทรย์ี เช่น 

กรดอะมิโน โปรตีน และÿารอนินทรีย์ เช่น เกลือไนไตรท์ ไนเตรต และแอมโมเนีย (Phanitsara, 2020) 
ÿ่üนไนโตรเจนในรูปแก๊ÿเป�นแĀล่งไนโตรเจนของกลุ่มแบคทีเรียตรึงไนโตรเจน (Nitrogen-fixing 
bacteria) แบคทีเรียกลุ่มเคโมลิโธโทรฟ (Chemolithotrophs) บางชนิดÿามารถใช้แอมโมเนียมเป�น

แĀล่งพลังงาน โดยใช้เป�นตัüใĀ้อิเล็กตรอนได้ ในขณะที่ไนเตรตจะใช้เป�นตัüรับอิเล็กตรอนในกลุ่ม

แบคทีเรียดีไนตริฟายอิง (Denitrifying bacteria) (Kim และ Gadd, 2008) โดยชนิดและคüามเข้มขน้

ของแĀล่งไนโตรเจนน้ันมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนอย่างมีนัยÿำคัญ (Akhlaghi และ Najafpour-Darzi, 
2020) 

Liu และคณะ (2015) ได้ทำการเปรียบเทียบแĀล่งไนโตรเจนต่างๆ เช่น กลูตาเมต 
แอมโมเนียม คลอไรด์ ยูเรีย บีฟเอกซ์แทรกซ ์(Beef extract) และเปปโทน ต่อการเจริญเติบโตและการ

ผลิตไฮโดรเจนของ Rhodopseudomonase โดยมีแĀล่งคาร์บอนเป�นอะซิเตต พบü่าไม่มีการผลิต

ไฮโดรเจนในแĀล่งไนโตรเจนที่เป�นแอมโมเนีย คลอไรด์ และยูเรีย โดยแĀล่งไนโตรเจนที่ÿ่งเÿริมการ

เจริญได้ดีที่ÿุด คือ บีฟเอกซแ์ทรกซ์ ในทางกลับกัน แĀลง่ไนโตรเจนที่ÿ่งเÿริมการผลิตไฮโดรเจนได้ÿูง

ที่ÿุด คือ กลตูาเมต แต่อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากผลของการยับยั้งโดย NH4
+ อิÿระจากกิจกรรมของ

เอนไซม์ไนโตรจีเนÿ (Nitrogenase) ทำใĀก้ารผลิตไฮโดรเจนถูกยับย้ังด้üยกลูตาเมตที่คüามเข้มข้น 20 

โมล/ลบ.ม.  
 
3) แĀล่งซัลเฟอร์ (Sulfur source) 
ซัลเฟตนับü่าเป�นแĀล่งซลัเฟอร์ที่ถูกใช้มากที่ÿุด โดยมีแĀล่งซัลเฟอร์อ่ืนๆ ที่ใช้ได้ ได้แก่ ÿาร

ประกอบซัลเฟอร์อินทรีย์ ซลัไฟด์ ธาตุกำมะถัน และไธโอซัลเฟต โดยซลัไฟด์และซลัเฟอร์จะทำĀน้าที่

เป�นตัüใĀ้อิเล็กตรอนในแบคทเีรียกลุ่มเคโมลโิธโทรฟ ÿü่นซัลเฟตและธาตุกำมะถันจะทำĀน้าที่เป�น

ตัüรับอิเล็กตรอน และถูกรีดิüซ์เป�นซัลไฟด์ด้üยแบคทีเรียรีดิüซ์ซัลเฟต (Sulfidogenic bacteria) (Kim 
และ Gadd, 2008) 

 
 4) แĀล่งอิเล็กตรอน (Electron source) 
 แĀล่งอิเล็กตรอนน้ันมีคüามจำเป�นต่อการดำรงชีüิตของÿิ่งมีชีüิตทุกชนิดรüมถึงแบคทเีรีย เพ่ือ

นำมาใช้ในกระบüนการเมแทบอลิซึม โดยแบคทีเรียกลุม่ที่ÿามารถใช้ÿารอนินทรีย์เป�นแĀล่ง

อิเล็กตรอนได้ เรียกü่า ลิโธโทรฟ ÿ่üนแบคทีเรียกลุ่มที่ÿามารถใช้ÿารอินทรีย์เป�นแĀลง่อิเล็กตรอนได้ 

เรียกü่า ออร์กาโนโทรฟ (Kim และ Gadd, 2008) 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



22 
 

 

5) แĀล่งออกซิเจน 
 ออกซิเจนในเซลล์ÿ่üนใĀญ่มาจากÿารประกอบอินทรีย์ น้ำ Āรือก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
โมเลกุลออกซิเจน (O2) มักไมถู่กนำมาใช้ในกระบüนการÿังเคราะĀ์ทางชีüภาพเท่าใดนัก แบคทีเรียบาง

ชนิดÿามารถใช้ O2 เป�นตัüรับอิเล็กตรอนได้ แต่บางชนิดก็ไม่ÿามารถเจริญได้เลยĀากมี O2 อยู่ โดย

ÿามารถแบ่งกลุ่มของแบคทีเรียตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นต่อ O2 ได้ดังน้ี แบคทีเรียที่เจรญิได้ในÿภาüะที่มี

อากาýเท่าน้ัน (Obligate aerobic bacteria Āรือ obligate aerobes) แบคทีเรียที่เจริญได้ในÿภาüะ

ไร้อากาýเท่าน้ัน (Obligate anaerobic bacteria Āรือ strict anaereobes) แบคทีเรียที่เจริญได้ใน

ÿภาüะที่มีและไม่มีอากาý (Facultative anaerobic bacteria Āรือ Facultative anaerobes) 

แบคทีเรียที่เจริญได้ดีในÿภาüะที่มีอากาýเล็กน้อย (Microaerobic bacteria) และแบคทีเรียที่เจรญิได้

ดีในÿภาüะไร้อากาý แต่ทนอากาýได้ (Aerotolerant) (Kim และ Gadd, 2008) 
 
 6) ป�จจัยที่จำเป�นต่อการเจรญิ (Growth factor)  
 ออร์กาโนโทรฟบางชนิด เช่น Escherichia coli ÿามารถโตได้ในอาĀารเลี้ยงเช้ืออย่างง่ายที่มี

น้ำตาลกลูโคÿและเกลือแร ่ในขณะที่แบคทเีรียบางชนิด เช่น แบคทีเรียผลิตกรดแลคติค (Lactic acid 
bacteria) ต้องการอาĀารเลี้ยงเช้ือที่มีการเติมÿารอ่ืนเพ่ิมเติม เช่น üิตามิน กรดอะมโิน และเบÿของ

กรดนิüคลีอิกĀลายĀลายชนิด เน่ืองจากแบคทีเรียจำพüกน้ีไม่ÿามารถÿังเคราะĀ์ÿ่üนประกอบบาง 
อย่างภายในเซลล์ได้จากแค่เพียงน้ำตาลกลูโคÿและเกลือแร่ได้ จึงต้องมีการเติมÿารที่จำเป�นลงไปใน

อาĀารเลี้ยงเช้ือด้üย ซึ่งÿารประกอบพüกน้ีเรียกü่า ป�จจัยที่จำเป�นต่อการเจริญ (Growth factor) โดย

คüามต้องการของป�จจัยที่จำเป�นต่อการเจริญในแต่ละÿิ่งมชีีüิตจะแตกต่างกันออกไป ซึ่งโดยทั่üไปแล้ü 

üิตามินน้ันนับü่าเป�นป�จจัยที่จำเป�นต่อการเจริญมากทีÿ่ดุ (Kim และ Gadd, 2008) 
 
2.7 งานüิจัยท่ีเก่ียüข้อง  
 Wang และคณะ (2009) ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้ลิกโนเซลลูโลÿ (Lignocellulose) 

ÿำĀรับการเจริญของแบคทีเรีย พบü่าการเลี้ยง Enterococcus gallinarum G1 แบบเด่ียüใĀ้ผลผลิต

ของไฮโดรเจนอยู่ที่ 2.38 mmol H2 g-1 cellulose  ในขณะที่การเลี้ยงร่üมกันของ E. gallinarum 
G1 และ Ethanoigenens harbinense B49 ใĀ้ผลผลิตของไฮโดรเจนอยู ่ที ่ 2.97 mmol H2 g-1 
cellulose  จากผลการทดลองที่ได้แÿดงใĀ้เĀ็นü่าการเลี ้ยงร่üมกันของแบคทีเรียที่ÿามารถย่อย

เซลลูโลÿได้อย่าง E. gallinarum G1 และแบคทีเรียที่ÿามารถผลิตไฮโดรเจนจากแซคคาไรด์ E. 
harbinense B49 มีýักยภาพที่จะเปลี่ยนÿารชีüมüลเช่นเซลลูโลÿใĀ้กลายเป�นพลังงานไฮโดรเจนได้  

 

 Liu และคณะ (2008) ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนจากเซลลูโลÿ โดยการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ 

Clostridium thermocellum JN4 และ Thermoanaerobacterium thermosaccharoly-ticum เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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GD17 พบü่าการเพาะเลี ้ยง C. thermocellum JN4 ใĀ้ผลผลิตของไฮโดรเจนอยู่ที ่ 0.8 mol H2 
(mol glucose)-1 ในขณะที่การเพาะเลี้ยงร่üมกันกับ T. thermosaccharolyticum GD17 มีการผลิต

ไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นเป�น 2 เท่า โดยที่ÿามารถใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนได้ถึง 1.8 mol H2 (mol glucose)-1  
เนื่องจากการเพาะเลี้ยง C. thermocellum JN4 แบบเดี่ยüจะได้กรดแลคติคเป�นผลิตภัณฑ์Āลัก

ÿุดท้ายของปฏิกิริยา ซึ ่งในกระบüนการĀมักแลคเตทนั้นจะไม่มีการÿร้างไฮโดรเจนอีก แต่การ

เพาะเลี้ยงร่üมกับ T. thermosaccharolyticum GD17 จะได้ผลิตภัณฑ์Āลักÿุดท้ายของปฏิกิริยาเป�น

บ ิüท ิ เรต ซ ึ ่ ง  T.  thermosaccharolyticum GD17  ม ีปฏ ิก ิร ิยาการĀม ักบ ิüท ิ เรต (Butyrate 
fermentation pathway) โดยเป�นปฏิกิริยาที่ÿามารถÿร้างไฮโดรเจนได้ 

 

 Seppala และคณะ (2011) ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนด้üยการĀมัก โดยการเพาะเลี้ยงแบบเด่ียü

และแบบเพาะเล ี ้ยงร ่üมก ันของ Clostridium butyricum และ Escherichia coli พบü ่าการ

เพาะเลี้ยงแบบเดี่ยüของ C. butyricum และ E. coli ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้เท่ากับ 2.09 และ 

1.45 molH2/molglucose ตามลำดับ ในขณะที่การเพาะเลี้ยงร่üมกันÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้เพียง 

1.65 molH2/molglucose ถึงแม้ü่าการผลิตไฮโดรเจนของ C. butyricum แบบเพาะเลี้ยงเดี่ยüจะมี

ประÿิทธิภาพที่ดีกü่า แต่การเพาะเลี้ยงร่üมกันน้ันÿามารถย่อยÿลายกลูโคÿได้มากกü่า จึงได้ไฮโดรเจน

ทั้งĀมดที่มากกü่าการเพาะเลี้ยง C. butyricum แบบเด่ียü   

 

 Mazumder และคณะ (2020) ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนจากลิกโนเซลลูโลÿในของเÿียทาง

การเกþตร โดยใช้กระบüนการĀมักแบบไมใ่ช้แÿงของ Staphylococcus epidermidis B-6 พบü่า S. 

epidermidis B-6 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงÿุดเท่ากับ 1.6 โมลไฮโดรเจน/โมลไซโลÿ โดยมีคüาม

เข้มข้นของไซโลÿอยู่ที่ 5-10 กรัม/ลิตร และ 30 ลิตร/กิโลกรัมฟางข้าü โดยมีคüามเข้มข้นของฟางข้าü

อยู่ที่ร้อยละ 1 โดยน้ำĀนักต่อปริมาตร นอกจากน้ี ยังได้ทำการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจน โดยพบü่าที่ pH เริม่ต้นเท่ากับ 7 แĀล่งไนโตรเจนคือÿารÿกัดจากยีÿต์ (yeast extract) และ

แĀล่งคาร์บอนคือแลคโตÿ เป�นÿภาüะที่เĀมาะÿมที่ÿุดในการผลิตไฮโดรเจน โดยได้ผลผลิตไฮโดรเจน

ÿูงที่ÿุดเท่ากับ 1.6 โมลไฮโดรเจน/โมลไซโลÿ 1.55 โมลไฮโดรเจน/โมลไซโลÿ และ 305 มิลลลิติร

ไฮโดรเจน/กรัม ตามลำดับ 
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บทที่ 3 
üิธีการดำเนินงานüิจัย 

 
3.1 เชื้อจุลินทรีย์ท่ีใช้ในโครงงานพิเýþ 
     3.1.1 แบคทีเรีย 12 ÿายพันธุ์ ที่ได้จากĀ้องปฏิบัติการภาคüิชาชีüüิทยา คณะüิทยาýาÿตร์ 

ÿถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคณุทĀารลาดกระบงั 
3.1.1.1 Acetobacter xylinum  
3.1.1.2 Bacillus cereus 
3.1.1.3 Bacillus subtilis TISTR1248 
3.1.1.4 Escherichia coli TISTR074 
3.1.1.5 Listeria monocytogenes  
3.1.1.6 Micrococcus luteus TISTR2374 
3.1.1.7 Pseudomonas aeruginosa TISTR2370 
3.1.1.8 Proteus vulgaris 
3.1.1.9 Salmonella enterica serovar Weltevreden 
3.1.1.10 Serratia marcescens TISTR1354 
3.1.1.11 Staphylococcus aureus TISTR746 
3.1.1.12 Vibrio parahaemolyticus 

 
     3.1.2 แบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้า

คุณทĀารลาดกระบัง ได้เป�นเชื้อบรÿิุทธิ์จำนüน 6 ไอโซเลท 
3.1.2.1 ไอโซเลต EJ1 
3.1.2.2 ไอโซเลต EJ3 
3.1.2.3 ไอโซเลต EJ4 
3.1.2.4 ไอโซเลต EJ6 
3.1.2.5 ไอโซเลต EJ7 
3.1.2.6 ไอโซเลต EJ9 

 
3.2 ÿารเคมี 
     3.2.1 อาĀารเลี้ยงเชื้อ 

3.2.1.1 อาĀาร LB (Lessard, 2013) (ภาคผนüก ก) 
3.2.1.2 อาĀาร M9 (Elbing และ Brent, 2020) (ภาคผนüก ก) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.1.3 อาĀาร Basal (Naresh และคณะ, 2019) (ภาคผนüก ก) 
3.2.1.4 น้ำตาลกลูโคÿ (C6H12O6) 
3.2.1.5 น้ำตาลซูโครÿ (C12H22O11) 
3.2.1.6 กรดอะซติีก (C2H4O2) 
3.2.1.7 กรดซิตริก (C6H8O7) 
3.2.1.8 กลีเซอรอล (C3H8O3) 

  
     3.2.2 เคมีภัณฑ์ÿำĀรบัการÿกัดดีเอ็นเอ 

3.2.2.1 บัฟเฟอรÿ์ำĀรับการย่อย (SV lysis buffer) 
3.2.2.2 ÿารละลายล้างคอลัมน์ (Column Wash Solution)  
3.2.2.3 น้ำปราýจากนิüคลีเอÿ (Nuclease free water) 

 
    3.2.3 เคมีภัณฑ์ÿำĀรบัการüิเคราะĀ์และเพิ่มปริมาณÿารพนัธุกรรม 

3.2.3.1 ดีออกซีนิüคลีโอไทด์ไตรฟอÿเฟต (Deoxynucleotidetriphosphate, dNTPs)  
3.2.3.2 เอนไซม์ Taq ดีเอ็นเอโพลีเมอเรÿ (Taq DNA polymerase) 
3.2.3.3 อะกาโรÿ (Agarose) 
3.2.3.4 เจลÿตาร์ (Gelstar) 
3.2.3.5 บัฟเฟอร์ TBE (TBE buffer) (ภาคผนüก ข) 
3.2.3.6 ÿีผÿมดีเอ็นแอ (Tracking Dye)  

 
     3.2.4 เคมีภัณฑ์ÿำĀรบัย้อมÿีแกรม 
 3.2.4.1 ÿีย้อมคริÿตัลไüโอเล็ต (Crystal violet)  
 3.2.4.2 ÿีย้อมซาฟรานิน (Safranin)  
 3.2.4.3 ÿารละลายไอโอดีน (Iodine)  
 3.2.4.4 แอลกอฮอลล์ 95 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในอาร์กอน 
 
3.3 ก๊าซท่ีใช้ÿำĀรับüิเคราะĀ์การผลิตไฮโดรเจน 

3.3.1 อาร์กอน 99 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 
3.3.2 ไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) 

 
3.4 อุปกรณ์ 
 3.4.1 กระบอกตüง (Measuring cylinder) (Kartell, Italy) เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.4.2 กล้องจุลทรรýน์ชนิดพ้ืนĀลังÿü่าง (Bright field microscope) (Olympus CH30,  
        Japan) 
 3.4.3 กล้องจุลทรรýน์ชนิดถ่ายรูปได้ (Camera Microscope) (Euromex microscopes,  
         Holland) 
 3.4.4 กระดาþกรอง (Whatman, Glass microfiber filter)  
 3.4.5 ขüดบรรจุ (Vial) พร้อมฝาป�ด 
 3.4.6 เข็มเขี่ยเช้ือปลายกลม (Loop) 
 3.4.7 เข็มฉีดก๊าซ (Syringe) (Scientific Glass Engineering, Australia) 
 3.4.8 เครื ่องกüนÿารใĀ้คüามร้อน (Hotplate magnetic stirrer) (Vision Scientific VS-
         130SH, Korea) 
 3.4.9 เครื่องแก้üชนิดต่างๆ (Glassware) 
 3.4.10 เครื่องแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas chromatograph)  
 3.4.11 เครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิ (Incubator shaker) (Lab-Therm LT-X  
          Incubator Shaker, Switzerland) 
 3.4.12 เครื่องชั่งละเอียด 3 และ 4 ตำแĀน่ง (Scale) (Scientific Promotion, Sartorius 

           BP2215, Thailand) 
 3.4.13 เครื่องตีบดผÿมตัüอย่าง (Stomacher)  
 3.4.14 เครื่องป��นเĀü่ียงแบบคüบคุมอุณĀภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle  
          Labortech Z383K, Germany) 
 3.4.15 เครื่องป��นเĀüี่ยงÿารปริมาตรน้อยชนิดคüบคุมอุณĀภูมิ (Microcentrifuge) (Labnet 

           International Inc, Spectrafuge 24D, USA) 
 3.4.16 เครื่องผÿมÿาร (Vortex mixer) (Scientific Industries Inc Vortex-Genie 2, USA) 
 3.4.17 เครื่องเพ่ิมปริมาณÿารพันธุกรรม (DNA thermal cycler) (Biometra) 
 3.4.18 เครื่องแยกüิเคราะĀ์ÿารพันธุกรรม (Electrophoresis system) (Pharmacia  
          Biotech GNA100, Sweden) 
 3.4.19 เครื่องüัดการดูดกลืนแÿง (Spectrophotometer) (Shimadzu, UV-1601, Japan) 
 3.4.20 เครื่องüัดคüามเป�นกรดด่าง (pH meter) (Denver Instrument 215, USA) 
 3.4.21 จานเพาะเช้ือ (Plate) (Pyrex, USA) 
 3.4.22 ชุดอุปกรณ์ถ่ายรูปและüิเคราะĀ์อะกาโรÿเจล (Gel documentation) (Syngene, 

          MDI 1019, Japan) 
 3.4.23 ช้อนตักÿาร (Spatula) 
 3.4.24 ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 
 3.4.25 เตาอบไมโครเüฟ (Microwave) (Sharp, Thailand) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 3.4.26 ตู้บ่มเพาะเช้ือ (Incubator) (Scientific Promotion, Binder, Thailand) 
 3.4.27 ต ู ้ปลอดเช ื ้อ (Laminar air flow) (International Scientific Supply Co., LTD. 

  HS123, Thailand)  
 3.4.28 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 
 3.4.29 โถดูดคüามช้ืน (Desiccator) (Nikko, Japan) 
 3.4.30 ถาดพลาÿติก 
 3.4.31 ทิปดูดÿาร (Tip)  
 3.4.32 ไมโครป�เปต (Micropipette) (Labnet, USA)  
 3.4.33 ÿไลด์ (Slide) 

3.4.34 Āม้อน่ึงคüามดันไอน้ำ (Autoclave) (Hirayama Manufacturing Corporation HV-
          50, Japan) 

 
3.5 üิธีการดำเนินงานüิจัย 
     3.5.1 การเตรียมเชื้อแบคทเีรียÿำĀรบัใช้ในการทดลอง 
 3.5.1.1 การคดัแยกเชื้อแบคทีเรียจากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบนัเทคโนโลยพีระ

จอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 
 คัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀาร

ลาดกระบัง โดยนำดินปริมาณ 100 กรัม มาทำการตีป่นกับน้ำกลั่น 200 มิลลิลิตร เป�นเüลา 30 üินาที 

ทำการเจือจางด้üยน้ำกลั่นใĀ้ได้คüามเจือจางที่ 10-6, 10-7 และ 10-8 แล้üทำการ Spread plate คüาม

เจือจางละ 3 เพลท บนอาĀารแข็ง LB  บ่มจานเพาะเชื้อที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 

ชั่üโมง  จากนั้นจึงทำการคัดเลือกโคโลนีเดี่ยüมาทำใĀ้เป�นเชื้อบริÿุทธ์ิด้üยการ Streak plate บน

อาĀารแข็ง LB และบ่มจานเพาะเช้ือที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ช่ัüโมง  
  
  3.5.1.2 การเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย 
 ทำการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระ

จอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง และเชื้อแบคทีเรีย 12 ชนิด จากĀ้องปฎิบัติการภาคüิชาชีüüิทยา 

คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง โดยการถ่ายเชื้อจาก

Āลอดเก็บเชื้อลงบนอาĀารแข็ง LB ด้üยüิธีการ Streak plate และบ่มที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ชั่üโมง  จากน้ัน จึงทำการถ่ายเชื้อลงบนอาĀารแข็ง LB เชื้อละ 2 เพลท และนำไปบ่ม

จานเพาะเช้ือที่ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ช่ัüโมง 
      

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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     3.5.2 üิธีการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจน 
 ทำการป�เปตตัüอย่างที่ได้มาปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใÿ่ขüด Vial ที่มีปริมาตร 12.5 มิลลิลิตร ป�ด

ฝาขüดแล้üนำไปทำการไล่อากาýในขüด Vial โดยใช้เข็มเจาะเข้าทางด้านบนของจุกยาง เพื่อฉีดก๊าซ

อาร์กอนเข้า และใช้อีกเข็มĀนึ่งเจาะจุกยางเพื่อใĀ้เป�นทางออกของอากาý พ่นก๊าซอาร์กอนเป�นเüลา 

15 นาที จึงนำไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที ่ 37 องýาเซลเซียÿ  จากนั้น จึงใช้เข็ม 

(Syringe) ดูดอากาýบริเüณÿ่üนบนของขüด (Head space) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ไปüิเคราะĀ์

ก๊าซไฮโดรเจนด้üยเครื ่องแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas chromatograph) โดยมีÿภาüะที ่ใช้ในการ

üิเคราะĀ์ก๊าซไฮโดรเจนของเครื่องแก๊ÿโครมาโตกราฟดังแÿดงในตารางที่ 3.1 ซึ่งการทดลองนี้จะใช้

ก๊าซไฮโดรเจนมาตรฐาน 4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในก๊าซอาร์กอนเป�นก๊าซมาตรฐาน 
 
ตารางที่ 3.3 ÿภาüะที่ใช้ในการüิเคราะĀ์องค์ประกอบของก๊าซไฮโดรเจนของเครื่องแก๊ÿโครมาโต

กราฟ (Gas Chromatograph-Thermal Conductivity Detector; GC-TCD) 

พารามิเตอร์ ÿภาüะในการเดินระบบ 

Column Packed SS column 2 m × 4 mm OD × 3 mm I.D. p/w  
Molecular sieve 5°A 60/80 mesh  

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

Temperature program Injector temperature : 100 °C 
Column temperature : 50 °C 
Detector temperature : 100 °C 

Carrier gas Argon flow rate 20 ml/min (99.999% purity) (Praxair 

Korea, Co., Ltd.) 

 
 
     3.5.3 üิธีการüัดน้ำĀนกัเซลล์แĀ้ง 
 นำเซลล์แขüนลอยของแบคทีเรียมาทำการกรองผ่านกระดาþกรอง Whatman GF/C (Glass 

Microfiber filter) ที่มีเÿ้นผ่านýูนย์กลาง 4.7 เซนติเมตร  ที่ผ่านการอบที่อุณĀภูมิ 70 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ช่ัüโมง และช่ังน้ำĀนักใĀ้คงที่แล้ü จึงนำกระดาþกรองที่มีเซลล์ไปอบในตู้อบลมร้อนที่ 70 

องýาเซลเซียÿ จนกü่าจะแĀ้ง จากนั้นนำกระดาþกรองมาüางในโถดูดคüามชื้นอย่างน้อย 6 ชั่üโมง 

แล้üนำไปช่ังน้ำĀนักจนกระทั่งได้น้ำĀนักคงที่ คำนüณน้ำĀนักเซลล์แĀ้งดังÿมการต่อไปน้ี 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 น้ำĀนักเซลล์แĀ้ง = น้ำĀนักกระดาþกรองที่มีเซลล์  -  น้ำĀนักกระดาþกรอง  
      (มิลลิกรัม)    (มิลลิกรัม)          (มิลลิกรัม) 
 
     3.5.4 การคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด 
 3.5.4.1 การýกึþาการเจรญิของแบคทเีรียในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿ์ก 250 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำเซลล์แขüนลอยมาใÿ่ Centrifuge 
tube และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิ (Refrigerated centrifuge) ที่ 

6,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอน 

(Supernatant) ทิ้ง  จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั้งĀมด 

3 รอบ  เมื่อได้ตะกอนเซลล์ (Cell pellet) แล้üจึงทำการ Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB 
ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿมÿาร (Vortex mixer) ทำการปรับคüาม

Āนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 จากนั้น จึงนำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบ

คüบคุมอุณĀภูมิ (Incubator shaker) ที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 48 ช่ัüโมง เก็บตัüอย่าง

เซลล์แขüนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใÿ่Āลอด Microcentrifuge tube ทุก 2 ชั่üโมง จนถึงชั่üโมงที่ 

24  Āลังจากนั้น จึงเก็บตัüอย่างเซลล์แขüนลอยทุก 6 ชั่üโมง จนครบ 48 ชั่üโมง โดยเชื้อแต่ละตัüจะ

ทำทั้งĀมด 3 ซ้ำ แล้üนำตัüอย่างที่เก็บในแต่ละชั่üโมงมาüัดการเจริญโดยการüัดค่า OD600 โดยนำ

ตัüอย่างมาüัดการเจริญด้üยการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) ด้üย

เครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง (Spectrophotometer) 
 
 3.5.4.2 การýกึþาการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียในอาĀารเลีย้งเชื้อ LB 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ชั ่üโมง จากนั ้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ 

Centrifuge tube และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่

อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึง

ทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั้งĀมด 3 รอบ  เมื่อได้ตะกอนเซลล์แล้ü

จึงทำการ Resuspend เซลล์ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿม

ÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 จากนั้น จึงนำฟลาÿก์ไป

บ่มในเครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างตน้มา

ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 จากน้ันจึงทำการüัดปริมาณเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดยแต่ละตัüอย่างจะ

ทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ 
 
     3.5.5 การคัดเลือกอาĀารเลี้ยงเชื้อทีเ่Āมาะÿมต่อการเจรญิและการผลิตไฮโดรเจนของ

แบคทีเรียที่คดัเลือก 
 3.5.5.1 การýกึþาการเจรญิของเชื้อแบคทเีรียทีค่ัดเลือกในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB, Basal 
และ M9 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเดี่ยüจากจานเพาะเชื้อปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB, Basal และ 

M9 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขยา่ที่

อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอย

เซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 
rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  

จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั้งĀมด 3 

รอบ  เมื่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿมÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของ

เซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 จากน้ัน จึงนำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิ

ที่ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 48 ชั่üโมง โดยเก็บตัüอย่างเซลล์แขüนลอยปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใÿ่

Āลอด Microcentrifuge tube ทุก 2 ชั่üโมง จนถึงชั่üโมงที่ 24  Āลังจากนั้น จึงเก็บตัüอย่างเซลล์

แขüนลอยทุก 6 ชั่üโมง จนครบ 48 ชั่üโมง โดยเชื้อแต่ละตัüจะทำทั้งĀมด 3 ซ้ำ แล้üนำตัüอย่างที่เก็บ

ในแต่ละช่ัüโมงมาüัดการเจริญด้üยการüัดค่า OD600 ด้üยเครื่องüัดค่าการดูดกลืนแÿง 
 
 3.5.5.2 การýกึþาการผลิตไฮโดรเจนของเชื้อแบคทเีรียที่คัดเลือกในอาĀารเลีย้งเชื้อ 
LB, Basal และ M9  
 ทำการเขี่ยโคโลนีเดี่ยüจากจานเพาะเชื้อปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB, Basal และ 

M9 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขยา่ที่

อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอย

เซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6000 
rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  

จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั้งĀมด 3 

รอบ  เมื่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 

ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿมÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของ

เซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 จากน้ัน จึงนำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิ

ที่ 37 องýาเซลเซียÿ ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 และüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 
72, 96 และ 120 โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ 
 
     3.5.6 การคัดเลือกการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันของแบคทีเรีย 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร จากนั้นจึงนำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 24 ชั ่üโมง จากนั ้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ 

Centrifuge tube และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่

อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึง

ทำการล้างเซลล์ด้üยอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั้งĀมด 3 รอบ  เมื่อได้ตะกอนเซลล์แล้ü

จึงทำการ Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üย

เครื่องผÿมÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 ฟลาÿก์ไปบ่มใน

เครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำ

การปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ทำการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจน

ตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดยเชื้อแต่ละตัüจะทำการüัด

ทั้งĀมด 5 ซ้ำ โดยมีอัตราÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัü

รองจำนüน 5 ไอโซเลตเป�น 4.9 ต่อ 0.1 โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ 
 
     3.5.7 การคัดเลือกÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแบคทเีรียทีเ่พาะเลีย้งร่üมกัน 
 ĀลังทำการüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจน และคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้

ÿูงที่ÿุด แล้üนำมาýึกþาป�จจัยที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน เมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียร่üมกัน ดังน้ี 
 
 3.5.7.1 การคดัเลือกจำนüนของเซลล์แบคทีเรียตัüรอง 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร นำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube 
และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üย

อาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั ้งĀมด 3 รอบ  เมื ่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ 

Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿม

ÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 นำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่อง

เขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำการปรับ

คüามĀนาแน่นของเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üนเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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คัดเลือกใĀ้ทำการปรับคüามĀนาแน่นเซลล์อยู่ที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1, 1.0, 2.0 และ 3.0 จากนั้นจึง

ทำการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดย

มีอัตราÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่คัดเลือกเป�น 

4.9 ต่อ 0.1 โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ 
 
 3.5.7.2 การคดัเลือกอัตราÿü่นของปริมาตรĀัüเชื้อในการเพาะเลี้ยงรü่มกันของ

แบคทีเรีย 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร นำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube 
และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üย

อาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั ้งĀมด 3 รอบ  เมื ่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ 

Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿม

ÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 นำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่อง

เขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำการปรับ

คüามĀนาแน่นเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üนเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่

คัดเลือกใĀ้ทำการปรับคüามĀนาแน่นเซลล์อยู่ที่ค่า OD600 ที่คัดเลือกได้ จากนั้นจึงทำการüัดปริมาณ

ก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดยมีอัตราÿ่üน

ปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่คัดเลือกเป�น 4.99 : 

0.01, 4.9 : 0.1, 4.5 : 0.5, 4 : 1, 3.33 : 1.67 และ 2.5 : 2.5 โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 

5 ซ้ำ  
 
     3.5.8 การคัดเลือกชนิดและคüามเข้มข้นของแĀล่งคารบ์อนทีเ่Āมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน

ของแบคทเีรียที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 3.5.8.1 การคดัเลือกชนิดของแĀล่งคาร์บอน 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร นำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube 
และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üย

อาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั ้งĀมด 3 รอบ  เมื ่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ 

Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 นำฟลาÿก์ไปบ่มในเครื่อง

เขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำการปรับ

คüามĀนาแน่นเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üนเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่

คัดเลือกใĀ้ทำการปรับคüามĀนาแน่นเซลล์อยู่ที่ค่า OD600 ที่คัดเลือกได้ จากนั้นจึงทำการüัดปริมาณ

ก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดยมีอัตราÿ่üน

ปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่คัดเลือกที่เĀมาะÿมจาก

Āัüข้อที่ 3.5.7.2 โดยมีแĀล่งคาร์บอนทั้งĀมด 5 ชนิด ได่แก่ น้ำตาลกลูโคÿ น้ำซูโครÿ กรดอะซีติก 
กรดซิตริก และกลีเซอรอล ซึ่งแต่ละแĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปจะมีคüามเข้มข้นอยู่ที่ 100 มิลลิโมล 
คาร์บอนอะตอมต่อลิตร โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ 
 
 3.5.8.2 การคดัเลือกคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอน 
 ทำการเขี่ยโคโลนีเด่ียüจากจานเพาะเช้ือปริมาตร 1 ลูปเต็ม ใÿ่ลงอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ในขüดฟลาÿก์ 250 มิลลิลิตร นำไปบ่มในเครื่องบ่มแบบเขย่าที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ 

เป�นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นทำการเก็บเซลล์โดยการนำÿารแขüนลอยเซลล์มาใÿ่ Centrifuge tube 
และนำไปป��นเĀüี่ยงด้üยเครื่องป��นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 6,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýา

เซลเซียÿ เป�นเüลา 5 นาที ทำการดูดÿารแขüนลอยเĀนือตะกอนทิ้ง  จากนั้น จึงทำการล้างเซลล์ด้üย

อาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ทั ้งĀมด 3 รอบ  เมื ่อได้ตะกอนเซลล์ แล้üจึงทำการ 

Resuspend เซลล์ ในอาĀารเĀลü LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร แล้üนำไปผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿม

ÿาร ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 จึงนำฟลาÿก์ไปบ่มใน

เครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 37 องýาเซลเซียÿ จากนั้น ทำการเก็บเซลล์ตามüิธีข้างต้นมาทำ

การปรับคüามĀนาแน่นเซลล์ของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üนเชื้อแบคทีเรียตัü

รองที่คัดเลือกใĀ้ทำการปรับคüามĀนาแน่นเซลล์อยู่ที่ค่า OD600 ที่คัดเลือกได้ จากนั้นจึงทำการüัด

ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนตามüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.2 ในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 โดยมี

อัตราÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัüรองที่คัดเลือก

เĀมาะÿมจากĀัüข้อที่ 3.5.7.2 โดยใช้แĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมจากĀัüข้อที่ 3.5.8.1 ซึ่งแĀล่งคาร์บอน

ที่เติมเข้าไปจะมีคüามเข้มข้นอยู่ที่ 50, 100, 200, 500 และ 1,000 มิลลิโมลาร์ คาร์บอนอะตอมต่อ

ลิตร โดยแต่ละตัüอย่างจะทำการüัดทั้งĀมด 5 ซ้ำ  
      
     3.5.9 การýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการภาคüิชาชีüüิทยา 

คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังและแบคทีเรียที่คัด

แยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบนัเทคโนโลยีพระจอมเกลา้เจ้าคุณทĀารลาดกระบัง  
 ทำการย้อมÿีแกรม โดยĀยดÿีย้อมคริÿตัลไüโอเล็ต ลงใĀ้ท่üมรอยเÿมียร์ (Smear) จากน้ันทิ้งไü้ 

1 นาที แล้üล้างÿีออกด้üยน้ำกลั่นเบาๆ ĀยดÿารละลายไอโอดีนใĀ้ท่üมรอยเÿมียร์ จากนั้นทิ้งไü้ 1 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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นาที ล้างออกด้üยกลั่นเบาๆ จึงล้างÿีออกด้üยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต์ ประมาณ 10-15 üินาที ล้าง

ออกด้üยน้ำกลั่นเบาๆ แล้üจึงย้อมÿีซาฟรานิน จากนั้นทิ้งไü้ 1 นาที ล้างออกด้üยน้ำกลั่นเบาๆ แล้ü

üางทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งÿนิท จากน้ันจึงนำไปÿ่องกล้องจุลทรรýน์ชนิดถ่ายรูปได้   
     3.5.10 การตรüจÿอบชนิดของแบคทเีรียทีค่ัดเลือก โดยการüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์ของ

ยีน 16S rDNA 
 3.5.10.1 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยเทคนิค Whole-cell PCR 
 ทำการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยเทคนิค Whole-cell PCR โดยปฏิกิริยาลูกโซ่ 50 ไมโครลิตร 

ประกอบด้üยบัฟเฟอร์ PCR 1 เท่าที่มีดีออกซีนิüคดีโอไทค์ไตรฟอÿเฟต (dNTPs) 0.2 มิลลิโมลาร์ 

Upstream primer 0.25 ไมโครโมลาร์ Downstream primer 0.25 ไมโครโมลาร์ เอนไซม์ Taq 
polymerase 2.5 ยูนิต และโคโลนีของเชื้อแบคทีเรีย 1 โคโลนี เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เครื่องเพ่ิม

ปริมาณÿารพันธุกรรม (DNA thermal cycler) โดยมีขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาและÿภาüะแÿดงดัง

ตารางที่ 3.2  
 
ตารางที่ 3.4 ขั้นตอนและÿภาüะการเพ่ิมปริมาณของยีน 16S rDNA ด้üยเทคนิค PCR 

ขั้นตอน อุณĀภูมิ (องýาเซลเซียÿ) เüลา 

Initial denaturation 94 10 นาท ี

Denaturation 

Annealing 

Extension 

94 

50 

72 

   30 üินาที 

   60 üินาที            30 รอบ 

   90 üินาที 

Final extension 72 5 นาท ี

 
 3.5.10.2 การüิเคราะĀป์ริมาณดีเอ็นเอด้üยเทคนิคอะกาโรÿเจลอิเล็กโตรโฟเรซÿิ 
 นำผลิตภัณฑ์ PCR ที ่ได ้จากข้อ 3.5.10.1 มาüิเคราะĀ์ปร ิมาณด้üยเทคนิคอะกาโรÿ 

เจลอิเล็กโตรโฟเรซิÿในอะกาโรÿเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ (น้ำĀนักต่อปริมาตร) โดยช่ังอะกาโรÿ 0.4 กรัม 

เติมบัฟเฟอร์ 1X TBE 40 มิลลิลิตร นำไปใĀ้คüามร้อนจนกระทั่งÿารละลายใÿ อะกาโรÿละลายเป�น

เนื้อเดียüกันกับบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไü้รออุณĀภูมิของเจลอยู่ที่ประมาณ 50 ถึง 60 องýาเซลเซียÿ เติมเจล

ÿตาร์ในอัตราÿ่üน 1 ต่อ 10,000 ÿ่üนของอะกาโรÿ แล้üจึงเทใÿ่ถาดเจลที่เตรียมไü้ ตั้งทิ้งไü้จนกü่าเจ

ลแข็งตัü จากนั้นĀยอดดีเอ็นเอลงในช่อง (Well) ของแผ่นอะกาโรÿเจลเข้มข้น 1เปอร์เซ็นต์ที่เตรียมไü้
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ข้างต้นและใช้ 100 bp DNA Ladder เป�นดีเอ็นเอมาตรฐาน ใĀ้กระแÿไฟฟ้าที่คüามต่างýักย์คงที่ 8 

โüลต์ต่อเซนติเมตร เป�นเüลา 20 นาที Āลังจากน้ันนำเจลไปÿ่องภายใต้แÿงอัล  ตร้าไüโอเลต 
 
 3.5.10.3  การทำผลิตภัณฑ์ PCR ใĀ้บรÿิทุธิ ์
 นำผลิตภัณฑ์ PCR ที ่ต ้องการทำใĀ้บร ิÿ ุทธ ิ ์มาทำการตรüจÿอบด้üยเทคนิคอะกาโรÿ 

เจลอิเล็กโตรโฟเรซิÿ ในอะกาโรÿเจลเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใĀ้ไฟฟ้าที่คüามต่างýักย์คงที่ 8 โüลต์

ต่อเซนติเมตร จนกระทั่งแถบของดีเอ็นเอแยกออกจากกันอย่างชัดเจน เพื่อยืนยันü่ามีดีเอ็นเอที่

ต้องการอยู่ จากนั้นทำผลิตภัณฑ์ PCR ใĀ้บริÿุทธิ์ด้üยชุดทำผลิตภัณฑ์ PCR ใĀ้บริÿุทธ์ิÿำเร็จรูปของ 

Geneaid (GenepHlow™ Gel/PCR Kit) นำผลิตภัณฑ์ PCR ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาใÿ่Āลอด 

microcentrifuge ที่มี DF buffer ปริมาณ 5 เท่าของปริมาณตัüอย่างผลิตภัณฑ์ PCR แล้üนำไปผÿม

ใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿมÿาร จากนั้นนำมาใÿ่ลงในคอลัมน์ที่อยู่ในĀลอดเก็บตัüอย่าง (Collection 
tube) แล้üนำไปป��นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 12,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 30 

üินาที ทิ้งของเĀลüใน Collection tube เติม Wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้üทิ้งไü้เป�น

เüลา 1 นาที นำไปป��นเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 30 

üินาที ทิ้งของเĀลüใน Collection tube แล้üนำคอลัมน์เปล่าไปป��นเĀüี่ยงอีกครั้งที่คüามเร็ü 12,000 

rpm ที ่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 3 นาที จากน้ันทำการย้ายคอลัมน์ไปใÿ่Āลอด 

Microcentrifuge ใĀม่ แล้üทำการเติม Elution buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้üทิ้งไü้ 2 นาที 

นำไปป��นเĀü่ียงที่คüามเร็üรอบ 12,000 rpm ที่อุณĀภูมิ 25 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 2 นาที นำดีเอ็น

เอที่แยกได้ไปทำการüิเคราะĀ์ปริมาณและตรüจÿอบขนาดด้üยเทคนิคอะกาโรÿเจลอิเล็กโตรโฟเรซิÿ 
 
 3.5.10.4 การüิเคราะĀล์ำดับนิüคดีโอไทด์ 
 นำผลิตภัณฑ์ PCR ที่ผ่านการทำใĀ้บริÿุทธิ์ÿ่งüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์โดยบริþัท U2Bio 
(ประเทýไทย) 
 
     3.5.11 การüิเคราะĀ์ทางÿถิติ 
 นำผลการทดลองมาüิเคราะĀ์เปรียบเทียบผลทางÿถิติโดยใช้ ANOVA และการทดÿอบ 

Posteriori Tests (Post Hoc Tests) ของ Duncan โดยใช้ระดับนัยÿำคัญที่ 0.05 (p<0.05) โดยใช้

โปรแกรม IBM SPSS Statistics 
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บทที่ 4 
ผลการüจิัยและการอภิปรายผล 

 
4.1 ผลการýึกþาลักþณะทางÿัณฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการและแบค 
ทีเรียท่ีคัดแยกได้จากดิน  
 จากการนำแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอโซเลต ได้แก่ A. xylinum, B. cereus, B. 

subtilis TISTR1248, E. coli TISTR074, L. monocytogenes, M. luteus TISTR2374, P. 

aeruginosa TISTR2370, P. vulgaris, S. enterica serovar Weltevreden, S. marcescens 
TISTR1354, S. aureus TISTR746 และ V. parahaemolyticus และแบคทีเรียที่คัดแยกได้จากดินใน

คณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 6 ไอโซเลต ได้แก่ EJ1, 
EJ3, EJ4, EJ6, EJ7 และ EJ9 มาทำการย้อมÿีแกรม โดยĀยดÿีย้อมครÿิตัลไüโอเล็ต ลงใĀ้ท่üมรอยเÿ

มียร์ (smear) จากน้ันทิ้งไü้ 60 üินาที แล้üลา้งÿีออกด้üยน้ำกลั่นเบาๆ ĀยดÿารละลายไอโอดีนใĀ้ท่üม

รอยเÿมียร์ จากน้ันทิ้งไü้ 60 üินาที ล้างออกด้üยกลั่นเบาๆ จึงล้างÿีออกอย่างรüดเร็üด้üยแอลกอฮอลล์ 

95 เปอร์เซ็นต์ ล้างออกด้üยน้ำกลั่นเบาๆ แล้üจึงย้อมÿีซาฟรานิน จากน้ันทิ้งไü้ 60 üินาที ล้างออกด้üย

น้ำกลั่นเบาๆ แล้üüางทิ้งไü้ใĀ้แĀ้งÿนิท จากน้ันจึงนำไปÿ่องกล้องจุลทรรýน์ชนิดถ่ายรูปได้ ได้ผลการ

ทดลองของเช้ือแบคทีเรียจำนüน 12 ไอโซเลต จากĀ้องปฏิบัติการดังตารางที่ 4.1 และเช้ือแบคทีเรียที่

แยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังจำนüน 6 

ไอโซเลต ดังตารางที่ 4.2 
 
ตารางที่ 4.16 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอโซเลต  

 
ÿายพันธุ ์ ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 

Acetobacter xylinum 
 

โคโลนีมีลักþณะเป�นเย่่ือเĀนียü  
มีÿ่üนประกอบĀลักเป�นเซลลูโลÿ 

(Cellulose) และย้อมติดÿีแกรม

ลบ (Gram negative bacteria) 

รูปร่างเป�นท่อน (Rod shape)  
ไม่ÿร้างÿปอร์ (Non spore 
forming bacteria)  

 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.1 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอโซเลต (ต่อ) 
ÿายพันธุ ์ ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 

Bacillus cereus 
 

โคโลนีจะมีÿีขาüครีมĀรือÿีขาü

ขุ่น ขอบĀยัก โค้งมน มีโซน 

ตะกอนÿีขาüขุ่นรอบๆ และย้อม

ติดÿีแกรมบüก (Gram positive 
bacteria) รูปร่างเป�นท่อน (Rod 
shape) ÿร้างÿปอร์ (Spore 
forming bacteria) 
 

 

Bacillus subtilis 
 

ลักþณะโคโลนีÿีขาüขุ่น ขอบไม่

เรียบ ผิüĀน้าĀยาบ ด้าน รูปร่าง

เป�นท่อน (Rod shape) และย้อม

ติดÿีแกรมบüก อยู่ในüงý์ 
Bacillaceae ÿร้างÿปอร์อยู่ด้าน 

ข้างเซลล์ (Lateral) 
  

Escherichia coli  
 

ลักþณะโคโลนีกลมๆ โค้งนูน 

ขอบเรียบ มีขอบชัดเจน และย้อม

ติดÿีแกรมลบ รูปร่างเป�นแท่ง

ลักþณะ Coccobacilli มี

ลักþณะÿั้นและอüบ ไม่มีแคปซูล 
ไม่ÿร้างÿปอร์ 
 
 

 

Listeria 
monocytogenes 
 

ลักþณะโคโลนีคล้ายĀยดน้ำ เน้ือ

บนผิüโคโลนีละเอียด (Fined 
surface texture) รอบๆ โคโลนี

เรียบใÿ และย้อมติดÿีแกรมบüก 

มีรูปร่างลักþณะเป�นท่อน ไม่

ÿร้างÿปอร์ (Non spore 
forming bacteria) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.1 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอโซเลต (ต่อ) 
ÿายพันธุ ์ ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 

Micrococcus luteus 
 

โคโลนีจะมีลักþณะกลม เรียบ

และนูน มผีิüมนัüาüทึบแÿง  มีÿี

เĀลือง และที่ย้อมติดÿีแกรมบüก 

รูปร่างกลม (Coccus) เซลล์เกาะ

กันเป�นกลุ่ม ไม่ÿร้างÿปอร์ ÿร้าง

เม็ดÿี (Pigment) ได้   
Pseudomonas 
aeruginosa 
 

โคโลนีจะมีลักþณะเป�นüงกลม 

นูน ครีม ขอบĀยัก ผิüไม่เรียบ 

และย้อมติดÿีแกรมลบ มีลักþณะ

เป�นรูปท่อนกลม เคลื่อนที่ด้üยโพ

ลาร์แฟลกเจลลา 
 
  

Proteus vulgaris โคโลนีมีลักþณะแบนใÿ ตรงกลาง

มีÿีเทา เกิดจากการÿร้าง

ไฮโดรเจนซัลไฟด์ อาĀารเลี้ยงเช้ือ

บริเüณใต้โคโลนีจะเปลี่ยนเป�นÿี

น้ำตาล และย้อมติดÿีแกรมลบ มี

รูปร่างเป�นท่อน (Rod)  
  

Staphylococcus 
aureus 
 

โคโลนีมีลักþณะ กลม นูน ผิü

เรียบ ÿีขาüขุ่น จะมีบริเüณขุน่

รอบโคโลนีและมีบริเüณใÿรอบๆ

นอกบริเüณขุ่นอีกช้ัน และย้อม

ติดÿีแกรมบüก มีรูปร่างเป�นทรง

กลม (Coccus) มักเรียงตัüเป�น

กลุ่มคล้ายพüงองุ่น Āรือเป�นคู่ 

Āรือเป�นÿายÿั้น ไม่ÿร้างÿปอร์ 

 

 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.1 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอโซเลต (ต่อ) 
 

ÿายพันธุ ์ ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 
Serratia marcescens 
 

โคโลนีมีลักþณะ กลม ผิüเรียบ

นูน  ÿีครีม โคโลนีมันüาüมีเมือก 

และย้อมติดÿีแกรมลบ มีรูปรา่ง

กลม กระจายตัüกัน 

 
Salmonella enterica 
serovar Weltevreden 
 

โคโลนีมีลักþณะเป�นÿีขาüขุ่น 

กลม เป�นแบคทีเรียแกรมลบ  
มีรูปร่างเป�นแท่งÿั้น  
ไม่ÿร้างÿปอร์ 

 
Vibrio 
parahaemolyticus  
 

โคโลนีมีลักþณะÿีครีมเกือบใÿ 

โคโลนีมีขนาดเล็ก กลม และย้อม

ติดÿีแกรมลบ ไม่ÿร้างÿปอร์ 
 
 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.17 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ 

ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 6 ไอโซเลต 

ไอโซเลต ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 
EJ1 
 

ลักþณะโคโลนีÿีครีม ขอบโคโลนีมี

ÿีเĀลืองอ่อน ผิüขรุขระ ขอบĀยัก 

ผิüกน้าĀยาบด้าน และย้อมติดÿีแก

รมบüก รูปร่างเป�นเÿ้นยาüต่อกัน

เป�นÿาย เกาะกลุ่มกัน 

 
EJ3 
 

ลักþณะโคโลนีÿีครีมขุ่น โคโลนี 

กลม ผิüเรียบ และย้อมติดÿีแกรม

บüก รูปร่างเป�นท่อนÿั้น (Rod) อยู่

รüมกันเป�นกลุ่มใĀญ ่

 
EJ4 
 

ลักþณะโคโลนีÿีขาüขุ่น โคโลนี

ขนาดเล็ก กลม  ผิüเรียบ และย้อม

ติดÿีแกรมบüก  รูปร่างกลม อüบ

กระจายตัüกัน 

 
EJ6 
 

ลักþณะโคโลนีÿีครีม โคโลนีกลม 

ผิüเรียบ มันüาü ย้อมติดÿีแกรม

บüก รูปร่างกลมอยู่รüมกันเป�นกลุ่ม 

 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.2 ลักþณะทางÿณัฐานüิทยาของเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ 

ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบัง 6 ไอโซเลต (ต่อ) 
ไอโซเลต ลักþณะทางÿณัฐานüิทยา ภาพใต้กล้อง 

EJ7 
 

ลักþณะโคโลนีÿีครีม มีลักþณะ

กลม นูน รอบๆ โคโลนีเรียบ และ

ย้อมติดÿีแกรมบüก รูปร่างท่อนÿั้น 

เกาะกลุ่มกันเรียงตัüเป�นกลุ่ม 

 
EJ9 
 

ลักþณะโคโลนีÿีขาüครีม ใÿ โคโลนี

มีขนาดเล็กกลม ผิüเรียบ และย้อม

ติดÿีแกรมบüก รูปร่างท่อน (Rod 
shape)   

 
 
 
4.2 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนใน

อาĀาร LB 
     4.2.1 ผลการüัดการเจรญิเติบโตของแบคทเีรีย 
 จากการเพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียทั้งĀมด 18 ไอโซเลต (เช้ือแบคทีเรียจากĀ้องปฏิบัติการ 12 ไอ

โซเลตและเช้ือแบคทีเรียทีแ่ยกได้จากดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณ

ทĀารลาดกระบัง 6 ไอโซเลต) มาทำใĀ้บรÿิุทธ์ิและเพาะเลี้ยงในอาĀาร LB ที่ 37 องýาเซลเซียÿ ทำ

การปรับคüามĀนาแน่นของเซลลแ์บคทีเรียใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 เท่ากับ 0.1 โดยเพาะเลี้ยงเป�นเüลา 

48 ช่ัüโมง โดยเก็บตัüอย่างทุก 2 ช่ัüโมง จนถึงช่ัüโมงที่ 24 จากน้ันจึงเก็บตัüอย่างทุก 6 ช่ัüโมง จนครบ 

48 ช่ัüโมง โดยเช้ือแต่ละตัüจะทำทั้งĀมด 3 ซ้ำ แล้üนำตัüอย่างที่เก็บในแต่ละช่ัüโมงมาüัดการเจริญ

ด้üยการüัดค่า OD600  จะได้กราฟแÿดงการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้ง 18 ไอโซเลต (รูปที่ 4.1) 
พบü่าเช้ือแบคทีเรียÿ่üนใĀญจ่ะเริ่มเข้าÿู่ระยะ Log ในช่üง 2-12 ช่ัüโมง และเข้าÿู่ระยะ Stationary 
ในช่ัüโมงที่ 12 แต่พบü่าเช้ือ V. parahaemolyticus อยู่ในระยะ Lag ต้ังแต่ช่ัüโมงที่ 0-30 แล้üจึงเข้า

ÿู่ระยะ log ในช่üง 30-36 ช่ัüโมง จากน้ันจึงเข้าÿู่ระยะ Stationary เช้ือ S. aureus และ M. luteus 
มีการเจริญทีÿ่งูกü่าไอโซเลตอ่ืนๆ โดย S. aureus จะเจรญิเติบโตอย่างรüดเร็üในช่ัüโมงที่ 0-20 จนเริ่มเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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คงที่เมื่อผ่านช่ัüโมงที่ 24 ÿ่üน M. luteus มีการเจริญเติบโตอย่างรüดเร็üในช่ัüโมงที่ 0-24 จะเริ่มคงที่

เมื่อผ่านช่ัüโมงที่ 30 ซึ่งการที ่S. aureus และ M. luteus มีการเจรญิÿงูÿุดอาจมาจากÿภาüะในการ

เลี้ยงเช้ือมีคüามเĀมาะÿมต่อการเจริญ โดย S. aureus ÿามารถเจรญิได้ที่อุณĀภูม ิ 7-48 องýา

เซลเซียÿ และเจริญได้ดีที่ÿุดที่ 37 องýาเซลเซียÿ ÿ่üน M. luteus ÿามารถเจริญได้ที่อุณĀภูมิ 25-37 

องýาเซลเซียÿ (Betts และคณะ, 2006; Kadariya และคณะ, 2014) ในขณะที่เช้ือÿายพันธ์ุอ่ืนๆ เช่น 

A. xylinum และ P. vulgaris ÿามารถเจรญิได้ดีที่อุณĀภูมิต่ำที่ 28 และ 25 องýาเซลเซียÿ ตามลำดับ 

(Wang และ Pan, 2014; Zahan และคณะ, 2015) และ B. subtilis ÿามารถเจริญได้ดีที่ pH 5.5 

(Koni และคณะ, 2017) ซึ่งอาĀารเĀลü LB ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงน้ีมี pH อยู่ที่ 7 และบ่มที่อุณĀภูมิ 37 

องýาเซลเซียÿ จึงอาจทำใĀ้เช้ือเĀล่าน้ีไม่ÿามารถเจริญได้จากÿภาüะที่ไม่เĀมาะÿม 
 จากกราฟแÿดงการเจริญเติบโต (รูปที่ 4.1) ÿามารถนำมาคำนüณอัตราการเจริญจำเพาะ 

(Specific growth rate) และระยะการทüีคูณและเปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญ 99.5% 
พบü่า M. luteus และ S. aureus มีอัตราการเจริญจำเพาะÿูงÿุดเท่ากับ 0.291 ช่ัüโมง-1 และ 0.290 
ช่ัüโมง-1 ตามลำดับ และมีระยะการทüีคูณเท่ากับ 2.382 ช่ัüโมง และ 2.391 ช่ัüโมง ตามลำดับ (ตาราง

ที่ 4.3) 
 

รูปที่ 4.35 การเจริญเติบโตของแบคทีเรียทัง้ 18 ไอโซเลต จากการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาü

คลื่น 600 นาโนเมตร 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.18 อัตราการเจริญจำเพาะและระยะการทüีคูณของแบคทีเรยีทั้ง 18 ไอโซเลต ในอาĀาร

เลี้ยงเช้ือ LB 

ÿายพันธุ ์
อัตราการเจรญิจำเพาะ 

(ชั่üโมง-1) 
ระยะการทüีคณู  

(ชั่üโมง) 
Acetobacter xylinum 0.062 ± 0.002g 11.256 ± 0.415cd 

Bacillus cereus 0.077 ± 0.004f 8.965 ± 0.481bc 

Bacillus subtilis 0.135 ± 0.004d 5.150 ± 0.137ab 

Escherichia coli  0.100 ± 0.012e 7.008 ± 0.896abc 

Listeria monocytogenes 0.063 ± 0.001g 10.934 ± 0.138cd 

Micrococcus luteus  0.349 ± 0.005b 1.985 ± 0.030a 

Salmonella melterreden 0.040 ± 0.001hi 17.275 ± 0.323e 

Serratia marcescens 0.036 ± 0.003h 19.263 ± 1.546e 

Staphylococcus aureus 0.365 ± 0.002a 1.898 ± 0.011a 

Vibrio parahaemolyticus 0.010 ± 0.002j 63.574 ± 4.129f 

Pseudomonas aeruginosa 0.069 ± 0.002g 10.041 ± 0.276bcd 

Proteus vulgaris 0.034 ± 0.003h 20.477 ± 1.947e 

EJ 1 0.205 ± 0.005c 3.389 ± 0.087a 

EJ 3 0.095 ± 0.004e 7.278 ± 0.275abc 

EJ 4 0.346 ± 0.008b 2.003 ± 0.043a 

EJ 6 0.038 ± 0.002hi 18.191 ± 0.923e 

EJ 7 0.045 ± 0.003h 15.459 ± 1.012de 

EJ 9 0.067 ± 0.002g 10.313 ± 0.235bcd 

 
     4.2.2 ผลการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย 
 จากการนำแบคทีเรียทั้งĀมด 18 ไอโซเลต มาýึกþาการผลิตไฮโดรเจน โดยนำเซลล์ทีเ่ตรียมไü้

มาทำการปรับอายุเซลล์ใĀม้คีüามĀนาแน่นเซลล์เท่ากันทีค่่า OD600 เท่ากับ 2.0 เพาะเลี้ยงในอาĀาร

เĀลü LB ที ่37 องýาเซลเซยีÿ ทำการüัดปริมาณไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 
แล้üทำการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจน พบü่าเช้ือ S. aureus ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด 

โดยมีการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดในช่ัüโมงที่ 48 แล้üจึงลดลงในช่ัüโมงที่ 72 (รูปที ่4.2 และ 4.3) และยัง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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พบü่า S. aureus มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 48 ÿูงที่ÿุดเช่นกัน (รปู

ที่ 4.4 และ 4.5)  
 จากการคำนüณอัตราการผลิตไฮโดรเจนและเปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญที่ระดับ

คüามเช่ือมั่น 99.5% (ตารางที่ 4.4) พบü่า S. aureus มีอัตราการผลติไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 2.932 
mL/L/h และ 0.232 µmolH2/mgDCW/h และมผีลได้ÿูงÿุดเท่ากับ 140.739 mL/L และ 11.140 
µmolH2/mgDCW  
 จากการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของแบคทเีรียทั้ง 18 ไอโซเลต พบü่า S. aureus ÿามารถผลิต

ไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด แÿดงใĀ้เĀ็นü่าการผลิตไฮโดรเจนÿัมพันธ์กันกับการเจริญเติบโต จากการทดลอง

ก่อนĀน้าน้ีที่พบü่า S. aureus มีคüามÿามารถในการเจรญิÿูงÿุด ซึ่งก็ได้มกีารýึกþาการผลิตไฮโดรเจน

จากลิกโนเซลลูโลÿในของเÿียทางการเกþตร โดยใช้ Staphylococcus epidermidis พบü่า S. 
epidermidis ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ดี โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 1.6 โมลไฮโดรเจนต่อ

โมลไซโลÿ (Mazumder และคณะ, 2020)  
 

รูปที่ 4.36 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของแบคทเีรีย 18 ไอโซเลต 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.37 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของแบคทีเรีย 

18 ไอโซเลต  

 

รูปที่ 4.38 อัตราการผลิตไฮโดรเจน ของแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต 

 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.39 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของแบคทีเรีย 18 ไอโซเลต 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.19 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

ÿายพันธุ์ 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 
Acetobacter xylinum 0.661 ± 0.058f 0.072 ± 0.006de 79.894 ± 1.534d 8.742 ± 0.168b 
Bacillus cereus 1.878 ± 0.027b 0.142 ± 0.002b 94.852 ± 1.816c 7.153 ± 0.137c 
Bacillus subtilis 0.459 ± 0.083g 0.022 ± 0.004h 68.985 ± 0.551fg 3.362 ± 0.027h 
Escherichia coli  0.249 ± 0.040h 0.015 ± 0.002hi 11.971 ± 1.930kl 0.734 ± 0.118l 
Listeria monocytogenes 0.140 ± 0.023i 0.011 ± 0.002ij 15.859 ± 2.162k 1.238 ± 0.169k 
Micrococcus luteus  0.136 ± 0.019i 0.009 ± 0.001ij 13.866 ± 4.488kl 0.910 ± 0.295l 
Salmonella Weltevreden 0.038 ± 0.013j 0.005 ± 0.002j 3.142 ± 0.207m 0.398 ± 0.026m 
Serratia marcescens 0.141 ± 0.009i 0.009 ± 0.001ij 10.009 ± 0.885l 0.653 ± 0.058lm 
Staphylococcus aureus 2.932 ± 0.028a 0.232 ± 0.002a 140.739 ± 1.359a 11.14 ± 0.108a 
Vibrio parahaemolyticus 0.268 ± 0.038h 0.030 ± 0.004g 32.787 ± 1.451j 3.659 ± 0.162fg 
Pseudomonas. aeruginosa 1.021 ± 0.062e 0.049 ± 0.003ef 71.248 ± 4.100ef 3.428 ± 0.197c 
Proteus vulgaris 0.114 ± 0.012ij 0.013 ± 0.001li 5.481 ± 0.576m 0.624 ± 0.066lm 
EJ 1 1.126 ± 0.137d 0.113 ± 0.014c 73.212 ±1 .523ef 7.361±0.153c 
EJ 3 1.030 ± 0.050e 0.077 ± 0.004d 65.626 ± 2.543g 4.916 ± 0.190d 
EJ 4 0.303 ± 0.018h 0.017 ± 0.001hi 43.045 ± 1.249h 2.414 ± 0.070j 
EJ 6 0.060 ± 0.006ij 0.004 ± 0.000j 38.228 ± 1.938i 2.807 ± 0.142i 
EJ 7 0.713 ± 0.037f 0.036 ± 0.002g 75.590 ± 1.097e 3.852 ± 0.056f 
EJ 9 1.731 ± 0.072c 0.067 ± 0.003e 113.764 ± 2.154b 4.378 ± 0.083e 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 ผลการคัดเลือกอาĀารเลี้ยงเชื้อเĀลüท่ีÿ่งเÿริมการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนของ

แบคทีเรีย 
     4.3.1 ผลการüัดการเจรญิเติบโตของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 
 จากการผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
จึงได้นำเช้ือ S. aureus มาทำการทดลองต่อ โดยนำเช้ือ S. aureus มาเพาะเลี้ยงด้üยอาĀารเĀลü LB 
Basal และ M9 ที่ 37 องýาเซลเซียÿ ทำการปรับคüามĀนาแน่นของเซลล์แบคทีเรียใĀ้เท่ากันที่ค่า 

OD600 เท่ากับ 0.1 โดยเพาะเลี้ยงเป�นเüลา 48 ช่ัüโมง โดยเก็บตัüอย่างทุก 2 ช่ัüโมง จนถึงช่ัüโมงที่ 24 

จากนั้นจึงเก็บตัüอย่างทุก 6 ชั่üโมง จนครบ 48 ชั่üโมง โดยเชื้อแต่ละตัüจะทำทั้งĀมด 3 ซ้ำ แล้üนำ

ตัüอย่างที ่เก็บในแต่ละชั ่üโมงมาüัดการเจริญด้üยการüัดค่า OD600  พบü่า S. aureus ÿามารถ

เจริญเติบโตได้ดีที่ÿุดในอาĀารเĀลü LB เจริญเติบโตได้เพียงเล็กน้อยในอาĀารเĀลü Basal และแทบ

ไม่เจริญในอาĀารเĀลü M9 (รูปที่ 4.6) โดยในอาĀารเĀลü LB เชื้อ S. aureus จะเจริญเติบโตอย่าง

รüดเร็üในช่ัüโมงที่ 0-20 จนเริ่มคงที่เมื่อผ่านช่ัüโมงที่ 24 อาĀารเĀลü LB มีÿ่üนประกอบของÿารÿกัด

จากยีÿต์ (Yeast extract) ที่เป�นทั้งแĀล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ซึ่งนับü่าเป�นÿารประกอบอินทรีย์

เชิงซ้อน ที่ประกอบด้üยเปปไทด์และกรดอะมิโน จึงÿามารถดูดซึมเข้าเซลล์แล้üนำไปÿังเคราะĀ์เป�น

ÿ่üนประกอบที่มีองค์ประกอบของไนโตรเจนภายในเซลล์ได้ง่ายกü่าÿารประกอบไนโตรเจนอนินทรีย์ 

(Ferchichi และคณะ, 2005 ; Mazumder และคณะ, 2020) และอาĀารเĀลü LB ยังม ีแĀล่ง

ไนโตรเจนอื่นอีกนั่นคือทริปโตนที่เป�นเคซีนที่ผ่านการย่อยด้üยทริปซิน (Trypsin) ประกอบด้üยโอลิ

โกเปปไทด์ และกรดอะมิโน โดยทำĀน้าที่เป�นแĀล่งคาร์บอนและแĀล่งไนโตรเจนเÿริม (Puhm และ

คณะ, 2022) ซึ่งเป�นÿ่üนประกอบที่ไม่มีในอาĀาร Basal และ M9 จึงอาจทำใĀ้เชื้อเจริญได้ไม่ดีเท่า

อาĀาร LB 

 จากกราฟแÿดงการเจริญเติบโต (รูปที่ 4.6) ÿามารถนำมาคำนüณอัตราการเจริญจำเพาะ 
และระยะการทüีคูณและเปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญ 99.5% (ตารางที่ 4.5) พบü่า S. 
aureus มีอัตราการเจริญจำเพาะÿูงÿุดในอาĀารเĀลü LB เท่ากับ 0.2358 ชั่üโมง-1 และมีระยะการ

ทüีคูณเท่ากับ 2.9418 ชั่üโมง และมีอัตราการเจริญจำเพาะในอาĀาร Basal เท่ากับ 0.0554 ชั่üโมง-1 
และมีระยะการทüีคูณเท่ากับ 12.5150 ชั่üโมง ในขณะที่ M9 มีอัตราการเจริญจำเพาะในอาĀาร M9 

ต่ำมากโดยเท่ากับ 0.0057 ช่ัüโมง-1 และมีระยะการทüีคูณเท่ากับ 122.7448 ช่ัüโมง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.40 การเจริญเติบโตของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 จากการüัดค่าการ

ดูดกลืนแÿงทีค่üามยาüคลื่น 600 นาโนเมตร 

 
ตารางที่ 4.20 อัตราการเจริญจำเพาะและระยะการทüีคูณของเช้ือ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB 
Basal และ M9  

อาĀารเลี้ยงเชือ้ อัตราการเจรญิจำเพาะ (ชัü่โมง-1) ระยะการทüีคณู (ชั่üโมง) 
LB 0.2358 ± 0.0080a 2.9418 ± 0.0997a 
Basal 0.0554 ± 0.0011b 12.5150 ± 0.2485b 
M9 0.0057 ± 0.0008c 122.7448 ± 19.1031c 

 

     4.3.2. ผลการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 
จากการนำ S. aureus มาทำการทดลองต่อ โดยนำเซลล์ของเชื้อ S. aureus ที่ทำการปรับ

คüามĀนาแน่นของเซลล์ใĀ้มีคüามĀนาแน่นเซลล์ที่ OD600 เท่ากับ 2.0 มาบ่มในอาĀารเĀลü LB,  
Basal และ M9 ที่ 37 องýาเซลเซียÿ ทำการüัดปริมาณไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 

120 พบü่าเชื้อ S. aureus ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด ในอาĀารเĀลü LB โดยมีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 48 แล้üจึงลดลงในชั่üโมงที่ 72 (รูปที่ 4.7 และ 4.8) และยังพบü่า S. 

aureus มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดในอาĀารเĀลü LB ในชั่üโมงที่ 

48 (รูปที่ 4.9 และ 4.10) 

จากการนำค่าอัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.9) และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด (รูปที่ 4.10) 

มาเปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญที่ระดับคüามเชื่อมั่น 99.5% พบü่า S. aureus มีอัตราเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 2.9710 mL/L/h และ 0.1401 µmolH2/mgDCW/h และมีผลผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 142.608 mL/L และ 8.377 µmolH2/mgDCW (ตารางที่ 4.5)  

จากผลการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 พบü่า S. 
aureus ที่เพาะเลี ้ยงในอาĀารเĀลü LB มีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด อาจมาจากอาĀารเĀลü LB มี

ÿ่üนประกอบของÿารÿกัดจากยีÿต์ที่เป�นÿารประกอบเชิงซ้อนที่ประกอบด้üยเปปไทด์และกรดอะมโิน 

จึงÿามารถดูดซึมเข้าเซลล์แล้üนำไปใช้งานภายในเซลล์ได้เลย ต่างจากอาĀารเĀลüชนิดอื่นที่มีเพียง

ÿารประกอบไนโตรเจนอนินทรีย์ ที่เมื่อเข้าเซลล์แล้üต้องนำไปผ่านกระบüนการÿังเคราะĀ์เป�นกรดอะ

มิโน (An และคณะ, 2014) จึงทำใĀ้ÿิ้นเปลืองพลังงานในเซลล์ และเüลาในการÿังเคราะĀ์มากกü่า 

ÿ่งผลใĀ้มีช่üงระยะ lag ที่ยาüนานกü่า เป�นผลใĀ้มีผลผลิตไฮโดรเจนน้อยกü่า (Mazumder และคณะ

, 2020) และอาĀารเĀลü LB ยังมีทริปโตนที่เป�นแĀล่งคาร์บอนและไนโตรเจนเÿริม (Puhm และคณะ

, 2022)  อาจทำใĀ้แบคทีเรียเจริญเติบโตได้ดีกü่าจึงÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากกü่า ซึ่งÿอดคล้อง

กับงานüิจัยของ Ferchichi และคณะ (2005) ที่ได้ýึกþาอิทธิพลของแĀล่งไนโตรเจนต่ออัตราการผลิต

ไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนของเชื้อแบคทีเรีย Clostridium saccharoperbutylacetonicum 
โดยเลี้ยงในอาĀารเลี้ยงเชื้อ Tryptone-yeast extract (TY) ที่มีกลูโคÿเป�นแĀล่งคาร์บอน ในÿภาüะ 

pH 7.5 ที่ 30 องýาเซลเซียÿ โดยพบü่าอาĀารเลี้ยงเช้ือที่เÿริมด้üยแĀล่งไนโตรเจนที่เป�นÿารประกอบ

อินทรีย์ใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงกü่าแĀล่งไนโตรเจนที่เป�นÿารประกอบอนินทรีย์ โดยÿารÿกัดจาก

ยีÿต์ที่ใĀ้อัตราการผลิตไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด ซึ่งอยู่ที่ 2.3 มิลลิโมลไฮโดรเจนต่อ

ชั่üโมง และ 1.58 โมลไฮโดรเจน/โมลกลูโคÿ ตามลำดับ ซึ่งÿูงกü่าตัüอย่างคüบคุมที่มีทั้งÿารÿกัดจาก

ยีÿต์และทริปโตน ซึ่งมีอัตราและผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 2.04 มิลลิโมลไฮโดรเจนต่อชั่üโมง และ 

1.45 โมลไฮโดรเจนต่อโมลกลูโคÿ ตามลำดับ นอกจากน้ีเมื่อแทนที่แĀล่งไนโตรเจนที่เป�นÿารประกอบ

อินทรีย์ด้üยÿารประกอบไนโตรเจนอนินทรีย์ พบü่าแบคทีเรียมีการใช้น้ำตาลลดลง และมีการผลิต

ไฮโดรเจนต่ำลง 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.41 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 

 

รูปที่ 4.42 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของ S. aureus 
ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9  

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.43 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 

 

รูปที่ 4.44 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB, Basal และ M9 

 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.21 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด  

อาĀาร 
เลี้ยงเชื้อ 

อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
mL/L/h µmolH2/mgDCW/h ml/L µmolH2/mgDCW 

LB 2.971 ± 0.0390a 0.1745 ± 0.0023a 142.608 ± 1.870a 8.377 ± 0.110a 
Basal 0.140 ± 0.003b 0.0156 ± 0.0003b 29.369 ± 0.719b 3.278 ± 0.080b 
M9 0.065 ± 0.001c 0.0112 ± 0.0002c 17.153 ± 0.415c 2.945 ± 0.071c 

 

4.4 ผลการคัดเลือกแบคทีเรียท่ีÿ่งเÿริมการผลติไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 จากการผลการคัดเลือกอาĀารเลี้ยงเชื้อที่มีคüามÿามารถในการÿ่งเÿริมการเจริญและการ

ผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด จึงได้นำอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB มาทำการทดลองต่อ โดยใช้เช้ือแบคทีเรีย S. aureus 
เป �นต ั üĀล ัก เพาะเล ี ้ ย งร ่ üมก ับ  B.  cereus, B. subtilis, P.  aeruginosa, EJ1 และ  EJ9 ท ี ่ มี

คüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนรองลงมา โดยปรับคüามĀนาแน่นเซลล์ใĀ้เท่ากันที่ค่า OD600 
เท่ากับ 2.0 ในอาĀารเĀลü LB ที่ 37 องýาเซลเซียÿ ทำการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 2, 
24, 48, 72, 96 และ 120 แล้üทำการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจน พบü่าเชื ้อ S. aureus ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกับ EJ1 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 24 และลดลงอย่างรüดเร็üĀลัง

ช่ัüโมงที่ 48 ÿ่üนตัüอย่างอ่ืนๆ ÿ่üนใĀญ่จะÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในช่ัüโมงที่ 48 และค่อยๆ 

ลดลงĀลังจากนั้น (รูปที่ 4.11 และ 4.12) และพบü่าเชื้อ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ EJ1 มีอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด (รูปที่ 4.13 และ 4.14)  

จากการนำอัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.13) และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด (รูปที่ 4.14) มา

เปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญที่ระดับคüามเชื ่อมั ่น 99.5% พบü่าเชื ้อ S. aureus ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกับ EJ1 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 48 โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน

ÿูงÿุดเท่ากับ 6.689 mL/L/h และ 0.498 µmolH2/mgDCW/h และมีการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 

160.545 mL/L และ 11.945 µmolH2/mgDCW (ตารางที่ 4.7) 

จากผลการผลิตไฮโดรเจนของเช้ือ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ B. cereus, B. subtilis, P. 
aeruginosa, EJ1 และ EJ9 พบü่า S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ EJ1 มีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด และ

มากกü่าตัüอย่างคüบคุม (S. aureus เดี่ยü) ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Patel และคณะ (2014) ที่

ได้ýึกþาการเพิ่มประÿิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน โดยการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ Bacillus cereus 
EGU43 และ Enterobacter cloacae HPC123 ในอาĀารเลี้ยงเช้ือ YMG ที่มีกลูโคÿคüามเข้มข้น 0.5 

เปอร์เซ็นต์ (น้ำĀนักต่อปริมาตร) โดยเมื่อเทียบผลผลิตของไฮโดรเจนระĀü่างการเพาะเลี้ยงเดี่ยüและ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การเพาะเลี้ยงร่üม พบü่าการเพาะเลี้ยงร่üมของ B. cereus EGU43 และ E. cloacae HPC123 ใĀ้

ผลผลิตไฮโดรเจนที่มากกü่า โดยมีค่าเท่ากับ 3.0 โมลไฮโดรเจนต่อโมลกลูโคÿ ÿ่üน B. cereus 
EGU43 และ E. cloacae HPC123 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนเพียง 1.98 และ 1.70 โมล

ไฮโดรเจนต่อโมลกลูโคÿ ตามลำดับ ซึ่งก็ได้มีรายงานพบü่า B. coagulans ÿามารถเพิ่มการผลิต

ไฮโดรเจนเมื่อเพาะเลี้ยงร่üมกับ Citrobacter freundii และ E. cloacae (Kotay และ Das, 2010)  

 

รูปที่ 4.45 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของแบคทเีรียที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.46 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของแบคทีเรียที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน  

 

รูปที่ 4.47 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.48 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของแบคทีเรียเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.22 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus เป�นตัüĀลักเพาะเลี้ยงร่üมกับ B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, 
EJ1 และ EJ9 

ÿายพันธุ ์
อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 
S. aureus - LB 4.296 ± 0.336bc 0.288 ± 0.022c 129.551 ± 6.179bc 8.675 ± 0.414c 
S. aureus - S. aureus 4.948 ± 0.116b 0.245 ± 0.006d 134.604 ± 2.362b 6.677 ± 0.117e 
S. aureus - B. cereus 3.612 ± 0.296b 0.269 ± 0.022b 135.083 ± 5.178b 10.051 ± 0.385b 
S. aureus - B. subtilis 2.790 ± 0.209de 0.187 ± 0.014d 111.291 ± 7.165de 7.453 ± 0.480de 
S. aureus - P. aeruginosa  3.067 ± 0.167e 0.228 ± 0.012d 102.572 ± 4.842e 7.632 ± 0.360d 
S. aureus - EJ1 6.689 ± 0.266a 0.498 ± 0.020a 160.545 ± 6.392a 11.945 ± 0.476a 
S. aureus - EJ9 3.386 ± 0.154cd 0.252 ± 0.011c 119.486 ± 6.982cd 8.890 ± 0.520c 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.5 ผลการตรüจÿอบชนิดของไอโซเลต EJ1 โดยการüิเคราะĀ์ลำดับนüิคลีโอไทดข์อง

ยีน 16S rDNA  
     4.5.1 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของไอโซเลต EJ1 ด้üยเทคนิค Whole-cell PCR   
 Āลังจากเพาะเลี้ยงไอโซเลต EJ1 บนอาĀารแข็ง LB ที่อุณĀภูมิ 37 องýาเซลเซียÿ เป�นเüลา 24 

ชั ่üโมง จึงนำมาเพิ ่มปริมาณดีเอ็นเอด้üยเทคนิค Whole-cell PCR นำผลิตภัณฑ์ PCR ที่ได้มา

üิเคราะĀ์บนอะกาโรÿเจลคüามเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้กระแÿไฟฟ้าที่ค่าคüามต่างýักย์ 8 โüลต์/

เซนติเมตร นำเจลมาÿ่องภายใต้แÿงอัลตราไüโอเลต พบแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ PCR 1 แถบที่มี

ขนาดใกล้เคียง 100 bp กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐานที่มีขนาด 1,517 คู่เบÿ (รูปที่ 4.15)  

รูปที่ 4.49 ผลติภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 จากการแยกด้üยกระแÿไฟฟ้าในอะ

กาโรÿเจลคüามเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

 M ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder 
 1 ผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 
 2 ตัüคüบคุมผลลบ (Negative control) 
  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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     4.5.2 ผลการทำผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 ใĀ้บรÿิุทธิ ์
 จากการทำผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 ใĀ้บริÿุทธิ์ด้üยชุดทำผลิตภัณฑ์ PCR ใĀ้บริÿุทธ์ิ

ÿำเร็จรูปของ Geneaid (GenepHlow™ Gel/PCR Kit) แล้üนำผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริÿุทธ์ิไปทำการ

üิเคราะĀ์ปริมาณและตรüจÿอบขนาดด้üยเทคนิคอะกาโรÿเจลอิเล็กโตรโฟเรซิÿบนอะกาโรÿเจลคüาม

เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้กระแÿไฟฟ้าที่ค่าคüามต่างýักย์ 8 โüลต์/เซนติเมตร นำเจลมาÿ่องภายใต้

แÿงอัลตร้าไüโอเลต พบแถบดีเอ็นเอของผลิตภัณฑ์ PCR ที่บริÿุทธิ์จำนüน 1 แถบที่มีขนาดใกล้เคียง

กับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp ที่มีขนาด 1,517 คู่เบÿ (รูปที่ 4.16)  

รูปที่ 4.50 ผลติภัณฑ์ PCR ที่ผ่านการทำใĀ้บริÿุทธ์ิของไอโซเลต EJ1 จากการแยกด้üยกระแÿไฟฟ้า

ในอะกาโรÿเจลคüามเข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ 

 M ดีเอ็นเอมาตรฐาน 100 bp DNA Ladder  
 1 ผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 ที่ผ่านการทำใĀ้บริÿุทธ์ิ 
 
 4.5.3 ผลการüิเคราะĀล์ำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 
 จากการนำผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 ที่บริÿุทธ์ิÿ่งüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์กับบริþัท 

U2Bio ได้โครมาโตแกรมดังแÿดงในภาคผนüก ง ในการýึกþาลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ของไอโซเลต EJ1 ได้ลำดับนิüคลีโอไทด์ทั้งĀมด 1,000 คู่เบÿ (รูปที่ 4.17) จากนั้นนำลำดับนิüคลีโอ

ไทด์ที ่ได้ไปเปรียบเทียบกับลำดับนิüคลีโอไทด์ของÿิ ่งมีชีüิตอื่นที ่มีรายงานไü้ในธนาคารยีนด้üย

โปรแกรม BLASTN ของ NCBI พบü่าลำดับนิüคลีโอไทด์ที ่ได้มีคüามคล้ายคลึงกับ Bacillus sp., 
Bacillus megaterium และ Bacillus aryabhattai มากกü่า 99.90 เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 4.8) แล้ü

ทำการเปรียบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 และÿิ่งมีชีüิตอื่นที่มี

รายงานไü้ในธนาคารยีนด้üยโปรแกรม Multiple alignment (รูปที่ 4.18)  
 
 
1 AGTCGAGCGAACTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAAC 60 
61 ACGTGGGCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGAT 120 
121 AGGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGG 180 
181 GCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCC 240 
241 GACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGG 300 
301 CAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGA 360 
361 TGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACGAGAGTAACTGC 420 
421 TCGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGT 480 
481 AATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTT 540 
541 CTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAAC 600 
601 TTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGG 660 
661 AGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCG 720 
721 TGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGT 780 
781 GTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAG 840 
841 TACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT 900 
901 GTGGTTTAATTCAAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACACTCT 960 
961 AGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGT             1000 

 
รูปที่ 4.51 ลำดับนิüคลีโอไทด์ของผลิตภัณฑ์ PCR ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 
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ตารางที่ 4.23 การเปรียบเทียบคüามเĀมือนของลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรีย

ไอโซเลต EJ1 กับลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของแบคทีเรียชนิดอ่ืนในธนาคารยีน 

ลำดับที ่ ÿายพันธุ์ของแบคทีเรีย คüาม

เĀมือน (%)  
Accession 
number 

1 Bacillus megaterium strain Al-Khrj13 99.90 KY123866.1 
2 Bacillus sp. strain BC2-30 99.90 KY625584.1 
3 Bacillus sp. strain BC2-28 99.90 KY625539.1 
4 Bacillus sp. strain BC2-91’ 99.90 KY621969.1 
5 Bacillus sp. strain BC2-21 99.90 KY621944.1 
6 Bacillus sp. strain BA1-65 99.90 KY621919.1 
7 Bacillus sp. strain TA1-232 99.90 KY476282.1 
8 Bacillus sp. strain TA1-222 99.90 KY476277.1 
9 Bacillus sp. strain TA1-214 99.90 KY476274.1 
10 Bacillus sp. strain FA2-179 99.90 KY476200.1 
11 Bacillus sp. strain FA1-90 99.90 KY476118.1 
12 Bacillus sp. strain JXNU3419 99.90 KU207147.1 
13 Bacillus aryabhattai starin 0037 99.90 KP236178.1 
14 Bacillus megaterium strain TOBCMDU-1 99.90 GU048867.1 
15 Bacillus sp. strain TBRo2 99.90 HQ443227.1 
16 Bacillus sp. strain TA2-205 99.90 KY621857.1 
17 Bacillus sp. strain TA2-199 99.90 KY621854.1 
18 Bacillus sp. strain WH-R2 99.90 KJ492945.1 
19 Bacillus sp. strain BC2-13 99.90 KY625566.1 
20 Bacillus sp. strain ORE8 99.90 MN685255.1 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.52 ผลการเปรียบเทียบลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของไอโซเลต EJ1 กับลำดับนิ

üคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ÿิ่งมีชีüิตอ่ืนที่ได้รายงานไü้ในธนาคารยีน 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4.6 ผลการýึกþาจำนüนเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. EJ1 ท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกับ S. aureus  
จากผลการคัดเลือกแบคทีเรียที่ÿ่งเÿริมการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกัน จึงได้นำ

เชื้อแบคทีเรีย S. aureus มาเพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 โดยปรับคüามĀนาแน่นเซลล์ของ

เชื้อ S. aureus ที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üน Bacillus sp. EJ1 ใĀ้ปรับคüามĀนาแน่นเซลล์ที่ค่า 

OD600 เท่ากับ 0.1, 1.0, 2.0 และ 3.0 ในอาĀารเĀลü LB ที่ 37 องýาเซลเซียÿ โดยมีÿัดÿ่üนปริมาตร

ของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรียตัüรองเป�น 4.9 ต่อ 0.1 มิลลิลิตร ทำการüัดปริมาณก๊าซ

ไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 แล้üทำการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจน พบü่า 
S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp.  EJ1 ที่ OD600 เท่ากับ 2.0 ซึ่งมีจำนüนเซลล์เท่ากับ 3.69 

× 107 CFU และ 4.27 × 106 CFU ตามลำดับ (ตารางที่ 4.9) มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด และยัง

มีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดในช่ัüโมงที่ 48 (รูปที่ 4.19-4.20) 
จากกราฟแÿดงผลได้ÿูงÿุดของปริมาณไฮโดรเจน (รูปที่ 4.21) และอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 

48 ชั่üโมง (รูปที่ 4.22) ÿามารถนำมาคำนüณอัตราการผลิตไฮโดรเจนและเปรียบเทียบผลทางÿถิติที่

ระดับนัยÿำคัญ 99.5% (ตารางที่ 4.10) พบü่า S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ที่ 

OD600 เท ่ าก ับ 2 .0  ม ีอ ัตราการผล ิตไฮโดรเจนÿ ู งÿ ุดอย ู ่ท ี ่  3 .475  mL/L/h และ 0.277 
µmolH2/mgDCW/h และมีผลได้ÿูงÿุดอยู่ที่ 166.791 mL/L และ 13.296 µmolH2/mgDCW  

จากการคัดเลือกจำนüนเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. EJ1 ที ่เĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันกับ S. aureus พบü่า S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ1 ที ่ OD600 เท่ากับ 2.0 ซึ ่งม ีจำนüนเซลล์เท่าก ับ 3.69 × 107 CFU และ 4.27 × 106 CFU 

ตามลำดับ ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด ซึ่งต่างจากงานüิจัยอื่นๆ โดย Asada และคณะ (2006) 
ได ้ý ึกþาการผล ิตไฮโดรเจนโดยการเพาะเล ี ้ ยงร ่üมก ันของ Lactobacillus delbreueckii 
NBRC13953 และ Rhodobacter sphaeroides RV ในอาĀารเลี ้ยงเชื ้อ gG ที่อุณĀภูมิ 30 องýา

เซลเซียÿ โดยที ่ค่า OD600 1 ยูนิต ของ L. delbreueckii NBRC13953 และ R. sphaeroides RV 
เท่ากับ 0.71 และ 0.39 มิลลิกรัมของน้ำĀนักแĀ้ง พบü่าที่อัตราÿ่üนของค่า OD600 ที่ 1 : 3 และ 1 : 

5 มีการผลิตไฮโดรเจนมากที่ÿุด และจากงานüิจัยของ Kao และคณะ (2016) ที่ýึกþาการผลิตไฮโร

เจนโยการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ Clostridium butyricum และ Rhodopseudomonas palustris 
ก็ได้มีการปรับค่าคüามĀนาแน่นของเซลล์ C. butyricum และ R. Palustris ที่ค่า OD600 เท่ากับ 1.5 
ในการทดลองด้üย โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 2.16 โมลไฮโดรเจนต่อโมลซูโครÿ 
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ตารางที่ 4.24 จำนüนเซลล์ของแบคทีเรียทีค่่าการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตรที่แตกต่างกัน 

ÿายพันธุ ์ ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 

600 นาโนเมตร 
จำนüนเซลล์ (CFU) 

Staphylococcus aureus 2.0 3.69 × 107 ± 1.1 × 106 
Bacillus sp. EJ1 0.1 2.83 × 106 ± 0.3 × 106 
Bacillus sp. EJ1 0.5 2.93 × 106 ± 0.5 × 106 
Bacillus sp. EJ1 1.0 3.60 × 106 ± 0.4 × 106 
Bacillus sp. EJ1 2.0 4.27 × 106 ± 0.4 × 106 
Bacillus sp. EJ1 3.0 5.80 × 106 ± 0.2 × 106 

 

รูปที่ 4.53 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ1 ในแต่ละคา่การดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร  

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.54 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของ S. aureus 
ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ที่มีคา่การดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตรต่างๆ  

 

รูปที่ 4.55 อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ใน

แต่ละค่าการดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.56 การผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในแต่ละค่าการ

ดูดกลืนแÿงที่ 600 นาโนเมตร 

 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.25 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus มาเพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 โดยปรบัคüามĀนาแน่นเซลลข์อง

เช้ือ S. aureus ที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ÿ่üน Bacillus sp. EJ1 เท่ากับ 0.1, 1.0, 2.0 และ 3.0 

ÿายพันธุ ์ OD600 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿดุ การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 
S. aureus  2.0 2.898 ± 0.043c 0.162 ± 0.002e 139.115 ± 2.068c 7.763 ± 0.253e 
Bacillus sp. EJ 1  0.1 0.964 ± 0.025g 0.083 ± 0.002h 46.261 ± 1.217g 3.008 ± 0.312h 
Bacillus sp. EJ 1  1.0 1.761 ± 0.027f 0.109 ± 0.002g 84.536 ± 1.313f 5.242 ± 0.028g 
Bacillus sp. EJ 1  2.0 1.993 ± 0.070e 0.139 ± 0.005f 95.671 ± 3.373e 4.396 ± 0.032f 
Bacillus sp. EJ 1  3.0 2.894 ± 0.039c 0.170 ± 0.002d 138.913 ± 1.782c 5.697 ± 0.382d 
S. aureus – Bacillus sp. EJ 1  0.1 2.779 ± 0.038d 0.172 ± 0.002d 133.407 ± 1.848d 8.272 ± 0.328d 
S. aureus – Bacillus sp. EJ 1  1.0 2.964 ± 0.046bc 0.207 ± 0.003b 142.268 ± 2.226bc 6.758 ± 0.323b 
S. aureus – Bacillus sp. EJ 1  2.0 3.475 ± 0.051a 0.277 ± 0.004a 166.791 ± 2.454a 13.296 ± 0.194a 
S. aureus – Bacillus sp. EJ 1  3.0 3.020 ± 0.055b 0.187 ± 0.003c 144.966 ± 2.640b 8.988 ± 0.144c 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.7 ผลการýึกþาอัตราÿ่üนของปรมิาตรĀัüเชื้อท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนในการ

เพาะเลี้ยงร่üมกันของแบคทีเรีย S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 
 จากผลการคัดเลือกจำนüนเซลล์ของแบคทีเรีย Bacillus sp. EJ1 ที่เĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนในการเพาะเลี ้ยงร่üมกันกับ S. aureus จึงได้นำเชื ้อ S. aureus ที ่เพาะเลี ้ยงร่üมกับ 

Bacillus sp. EJ 1 ที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 ซึ่งมีจำนüนเซลล์เท่ากับ 3.69 × 107 CFU และ 4.27 × 

106 CFU ตามลำดับ ปรับคüามĀนาแน่นเซลล์ของเช้ือ S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 ที่ค่า OD600 
ใĀ้มีค่าเท่ากับ 2.0 โดยมีÿัดÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อแบคทีเรียตัüĀลักต่อเชื้อแบคทีเรีย

ตัüรองที่คัดเลือกเป�น 4.99 : 0.01, 4.9 : 0.1, 4.5 : 0.5, 4 : 1, 3.33 : 1.67 และ 2.5 : 2.5 ทำการüัด

ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 แล้üทำการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซ

ไฮโดรเจน พบü่าเชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอัตราÿ่üน 4.5 : 0.5 ÿามารถ

ผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด โดยÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงÿุดในชั่üโมงที่ 48 และลดลงĀลังจากชั่üโมง

ที่ 72 (รูปที่ 4.23 และ 4.26)  
จากการนำอัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.25) และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด (รูปที่ 4.26)  

เปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญ 99.5% พบü่า S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ 1 ในอัตราÿ่üน 4.5 : 0.5 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3.766 mL/L/h และ 0.525 
µmolH2/mgDCW/h และม ีผลผล ิตไฮโดรเจนÿ ูงÿ ุดเท ่าก ับ 180.751  mL/L และ 25.216  
µmolH2/mgDCWที่ช่ัüโมงที่ 48  (ตารางที่ 4.11) 

งานüิจัยของ Li และ Liu (2012) ได้ýึกþาการเพิ่มประÿิทธิภาพของการผลิตไฮโดรเจนด้üย

ก้านข้าüโพด โดยกระบüนการĀมักของแบคทีเรียที่ชอบคüามร้อนด้üยการเพาะเลี้ยงร่üมกันของ 

Clostridium thermocellum DSM 7072 และ C. thermosaccharolyticum DSM 869 ในอาĀาร

เลี้ยงเชื้อ CM4 ที่อุณĀภูมิ 55 องýาเซลเซียÿ โดยพบü่าที่อัตราÿ่üน (ปริมาตรต่อปริมาตร) ของ C. 
thermocellum DSM 7072 และ C. thermosaccharolyticum DSM 869 ที่ 0.25 ต่อ 1 ใĀ้ผลผลติ

ไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดโดยอยู่ที่ 62.0 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อกรัมของก้านข้าüโพด  
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รูปที่ 4.57 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ1 ที่อัตราÿ่üนต่างๆ  

 

รูปที่ 4.58 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของ S. aureus 
ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp.  EJ1 ที่อัตราÿ่üนต่างๆ  

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.59 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ที่

อัตราÿ่üนต่างๆ  

 

รูปที่ 4.60 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ที่

อัตราÿ่üนต่างๆ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.26 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 โดยมีÿดัÿ่üนปริมาตรในĀน่üยมิลลลิติรของเช้ือ

แบคทีเรียตัüĀลักต่อเช้ือแบคทีเรียตัüรองที่คัดเลือกเป�น 4.99 : 0.01, 4.9 : 0.1, 4.5 : 0.5, 4 : 1, 3.33 : 1.67 และ 2.5 : 2.5 

อัตราÿ่üนปรมิาตรĀัüเชื้อของ  
S. aureus ต่อ Bacillus sp. EJ1 

อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 

5 : 0 2.819 ± 0.030e 0.449 ± 0.005b 135.316 ± 1.635e 21.575 ± 0.261b 
4.99 : 0.01 3.249 ± 0.090b 0.279 ± 0.008g 155.947 ± 4.906b 13.388 ± 0.421g 
4.9 : 0.1 2.492 ± 0.056g 0.199 ± 0.004i 119.637 ± 3.044f 9.537 ± 0.243i 
4.5 : 0.5 3.766 ± 0.020a 0.525 ± 0.003a 180.751 ± 0.434a 25.216 ± 0.061a 

4 : 1 2.800 ± 0.070e 0.313 ± 0.008f 134.401 ± 3.813e 15.000 ± 0.426f 
3.33 : 1.67 2.630 ± 0.068f 0.245 ± 0.006h 109.800 ± 3.548e 9.426 ± 0.305h 
2.5 : 2.5 3.104 ± 0.025cd 0.385 ± 0.003c 148.971 ± 1.344cd 18.474 ± 0.167c 

1.67 : 3.33 3.270 ± 0.032b 0.365 ± 0.004d 156.943 ± 1.768b 17.516 ± 0.197d 
1 : 4 3.041 ± 0.084d 0.339 ± 0.009e 145.950 ± 4.609d 16.289 ± 0.514e 

0.5 : 4.5 2.850 ± 0.052e 0.318 ± 0.006f 136.813 ± 2.830e 15.269 ± 0.316f 
0.1 : 4.9 3.304 ± 0.046b 0.307 ± 0.004f 158.592 ± 2.522b 14.750 ± 0.235f 

0.01 : 4.99 2.864 ± 0.100e 0.291 ± 0.010g 137.476 ± 5.481e 13.948 ± 0.556g 
0 : 5 3.178 ± 0.082bc 0.443 ± 0.011b 152.554 ± 4.474bc 21.283 ± 0.624b 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.8 ผลการýึกþาชนิดของแĀล่งคาร์บอนท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ

แบคทีเรีย S. aureus ท่ีเพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1   
 จากการนำเชื้อ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ที่ค่า OD600 เท่ากับ 2.0 

ซึ่งมีจำนüนเซลล์เท่ากับ 3.69 × 107 CFU และ 4.27 × 106 CFU ตามลำดับ และมีÿัดÿ่üนปริมาตร

ในĀน่üยมิลลิลิตรของเชื้อ S. aureus : Bacillus sp. EJ 1 เป�น 4.5 : 0.5 มาใÿ่ในอาĀาร LB ที่มีการ

แปรผันชนิดของแĀล่งคาร์บอนทั้งĀมด 5 ชนิด ได่แก่ น้ำตาลกลูโคÿ, น้ำตาลซูโครÿ, กรดอะซีติก, 
กรดซิตริก และกลีเซอรอล ซึ่งแต่ละแĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปจะมีคüามเข้มข้นอยู่ที่ 100 มิลลิโมล

คาร์บอนอะตอม/ลิตร ทำการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจนในช่ัüโมงที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 พบü่า

เชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีการเติมแĀล่งคาร์บอน

เป�นกลีเซอรอล และกรดอะซีติก ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงใกล้เคียงกัน โดยÿามารถผลิตไฮโดรเจน

ได้ÿูงÿุดในช่ัüโมงที่ 72 และค่อยๆ ลดลงĀลังจากน้ัน ÿ่üนเช้ือที่เลี้ยงในอาĀารที่มีแĀล่งคาร์บอนที่เป�น

น้ำตาลกลูโคÿ, น้ำตาลซูโครÿ และกรดซิตริก ไม่พบการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.27 และ 4.30)  
จากการนำอัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.29) และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด (รูปที่ 4.30) มา

เปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญ 99.5% พบü่า S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB ที่มีการเติมแĀล่งคาร์บอนเป�นกรดอะซิติก มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด

เท่ากับ 2.923 mL/L/h และ 0.378 µmolH2/mgDCW/h และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 
207.074 mL/L และ 27.189 µmolH2/mgDCW และในอาĀาร LB ที่มีกลีเซอรอลมีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 2.876 mL/L/h และ 0.384 µmolH2/mgDCW/h ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด

เท่ากับ 210.426 mL/L และ 27.629 µmolH2/mgDCW (ตารางที่ 4.12)  
จากการทดลองพบü่าเช้ือ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเช้ือ LB 

ที่มีการเติมแĀล่งคาร์บอนเป�นกลีเซอรอล และกรดอะซีติก ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงใกล้เคียงกัน 

ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Barbosa และคณะ (2001) ที่ได้ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย

ÿังเคราะĀ์แÿงโดยใช้อะซีเตต แลคเตต มาเลต และบิüทีเรตเป�นแĀล่งคาร์บอน พบü่าเชื้อแบคทีเรีย 

Rhodopseudomonas sp. ที่ใช้แĀล่งคาร์บอนเป�นอะซีเตตที่คüามเข้มข้น 22 มิลลิโมลาร์ ÿามารถ

ผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด โดยได้ผลผลิตไฮโดรเจน และอัตราการผลิตไฮโดรเจนอยู่ที่ 72.8 เปอร์เซ็นต์ 

และ 25.2 มิลลิลิตรไฮโดรเจน/ชั่üโมง ตามลำดับ และได้มีการýึกþาการใช้กลีเซอรอลเป�นแĀล่ง

คาร์บอนในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียพบü่าในอาĀารเลี้ยงเชื้อที่ไม่มีกลีเซอรอลแบคทีเรียผลิต

ไฮโดรเจนได้น้อยกü่า โดย Clostridium butyricum ผลิตไฮโดรเจนได้น้อยกü่าประมาณ 1 ใน 3  

และ E. coli น้อยกü่าประมาณครึ่งĀนึ่งของผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดที่ได้จากอาĀารเลี้ยงเชื้อที่มีกลีเซ

อรอล (Kivistö และคณะ ,2010) นอกจากน้ี ผลการทดลองนี้ไม่พบการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเพาะเลี้ยงเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เชื้อในอาĀาร LB ที่มีตาลกลูโคÿ น้ำตาลซูโครÿ และกรดซิตริก เป�นแĀล่งคาร์บอนซึ่งแตกต่างจาก

งานüิจัยของ Saint-Amans และคณะ (2001) ที่ได้รายงานü่าเชื้อ C. butyricum ที่ใช้แĀล่งคาร์บอน

ผÿมของน้ำตาลกลูโคÿและกลีเซอรอลใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนที่มากกü่าการใช้กลีเซอรอลเป�นแĀล่ง

คาร์บอนเพียงชนิดเดียü   
 

รูปที่ 4.61 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 
ในอาĀาร LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ  

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.62 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ำĀนักเซลล์แĀ้ง) ของ S. aureus 
ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

 

รูปที่ 4.63 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร 

LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.64 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอาĀาร 

LB ที่มแีĀล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.27 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอาĀาร LB ที่มีการแปรผันชนิด

ของแĀล่งคาร์บอนทั้งĀมด 5 ชนิด ได่แก่ น้ำตาลกลูโคÿ, น้ำตาลซูโครÿ, กรดอะซีติก, กรดซิตริก และกลีเซอรอล ซึ่งแต่ละแĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปจะมีคüามเข้มข้นอยู่ที่ 

100 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอม/ลิตร 

แĀล่งคาร์บอน 
อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 
Control 1.658 ± 0.017b 0.228 ± 0.002b 123.392 ± 0.615b 17.002 ± 0.085b 
Glucose 0.003 ± 0.000c 0.000 ± 0.000c 0.234 ± 0.014c 0.033 ± 0.002c 
Sucrose 0.012 ± 0.001c 0.002 ± 0.000c 0.842 ± 0.040c 0.121 ± 0.006c 
Acetic acid 2.876 ± 0.041a 0.378 ± 0.005a 207.074 ± 2.958a 27.189 ± 0.388a 
Citric acid 0.000 ± 0.000c 0.000 ± 0.000c 0.000 ± 0.000c 0.000 ± 0.000c 
Glycerol 2.923 ± 0.087a 0.384 ± 0.011a 210.426 ± 6.228a 27.629 ± 0.818a 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.9 ผลการýึกþาคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนท่ีเĀมาะÿมต่อการผลติไฮโดรเจนของ

แบคทีเรีย S. aureus ท่ีเพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 
 จากการนำเชื้อ S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 ที่มีค่า OD600 เท่ากับ 2.0 โดยใช้ÿัดÿ่üน

ปริมาตรในĀน่üยมิลลิลิตรของเช้ือ S. aureus : Bacillus sp. EJ1 เป�น 4.5 : 0.5 มาเพาะเลี้ยงร่üมกัน

ในอาĀารเĀลü LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนที่เติมเข้าไปคือ กรดอะซีติก และกลีเซอรอลโดยแปรผันคüาม

เข้มข้นเท่ากับ 50, 100, 200, 500 และ 1000 มิลลิโมลาร์ ทำการüัดปริมาณก๊าซไฮโดรเจนในชั่üโมง

ที่ 2, 24, 48, 72, 96 และ 120 แล้üทำการüิเคราะĀ์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจน พบü่าเชื้อ S. aureus ที่

เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีการเติมแĀล่งคาร์บอนเป�นกลีเซอรอลที่

คüามเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด โดยÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงÿุดใน

ช่ัüโมงที่ 72 และค่อยๆ ลดลงĀลังจากน้ัน (รูปที่ 4.31 และ 4.34)  
จากการนำอัตราการผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 4.33) และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด (รูปที่ 4.34) มา

เปรียบเทียบผลทางÿถิติที่ระดับนัยÿำคัญ 99.5% พบü่าเชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 
EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนเป�นกลีเซอรอลที่คüามเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3.520 mL/L/h และ 0.393 µmolH2/mgDCW/h และมีผลผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 253.447 mL/L และ 28.287 µmolH2/mgDCW (ตารางที่ 4.13) 
จากการýึกþาคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย 

S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 พบü่าเชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร

เลี้ยงเชื้อ LB ที่มีแĀล่งคาร์บอนเป�นกลีเซอรอลที่คüามเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีคüามÿามารถในการ

ผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด ซึ่งÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Kivistö และคณะ (2010) ที่ได้ýึกþาการผลิต

ไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลโดยใช้กระบüนการĀมักของแบคทีเรียที่ชอบเกลือ พบü่าเมื่อใช้กลีเซอรอลที่

ม ีคüามเข ้มข ้น 2.5 กร ัม/ล ิตร จะใĀ ้ผลผลิตไฮโดรเจนÿ ูงท ี ่ÿ ุด โดยเช ื ้อ Halanaerobium 
saccharolyticum subsp. senegalensis และ H. saccharolyticum subsp. saccharolyticum มี

ผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 1.21 และ 0.58 โมลไฮโดรเจน/โมลกลีเซอรอล ตามลำดับ และจากผลการ

ทดลองที่เมื่อใช้กลีเซอรอลที่คüามเข้มข้น 200 มิลลิโมลาร์ ขึ้นไปจะทำใĀ้การผลิตไฮโดรเจนลดลง 

ÿอดคล้องกับงานüิจัยของ Chen และคณะ (2021) ที่พบü่าเมื่อเพิ่มคüามเข้มข้นของกลีเซอรอลจาก 

5 กรัม/ลิตร ไปเป�น 15 กรัม/ลิตร จะทำใĀ้การผลิตไฮโดรเจนของ Clostridium spp. ลดลง ซึ่งอาจ

เกิดจากคüามเข้มข้นของÿารยับยั้งที่เพิ่มขึ้นตามคüามเข้มข้นของกลีเซอรอล โดยÿิ่งที่อาจเจือปน 

ได้แก่ เกลือ โลĀะĀนัก เมทานอล แอลกอฮอล์ และÿบู่ อาจมีคüามเข้มข้นที่ÿูงพอที่พอยับยั้งกิจกรรม

ภายในเซลล์ของจุลินทรีย ์ ซ ึ ่งอาจÿ่งผลใĀ้คüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนลดลงได้ และ

คüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากกลีเซอรอลจะขึ้นอยู่กับü่ากลีเซอลเรอลที่ใช้นั้นเป�นกลีเซอรอลเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ดิบĀรือกลีเซอรอลบริÿุทธิ์ โดยมีงานüิจัยที่แÿดงใĀ้เĀ็นü่าเมื่อคüามเข้มข้นของกลีเซอรอลเพิ่มขึ้น จะ

ทำใĀ้ผลผลิตไฮโดรเจนลดลง ในเชื้อแบคทีเรีย B. thuringiensis (Trchounian และ Trchounian, 
2015)   

เมื่อนำตัüอย่างมาทำการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่ OD600 และค่า pH ในชั่üโมงที่ 120 (ตาราง

ที่ 4.14) พบü่าตัüอย่างเชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀารเลี้ยงเชื้อ LB ที่มี

การเติมแĀล่งคาร์บอนเป�นกลีเซอรอลที่คüามเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ มีค่า OD600 ÿูงที่ÿุดโดยอยู่ที่ 

1.6593 และมีค่า pH เท่ากับ 5.9 ซึ่งลดลงจากค่า pH เริ่มต้น (pH 7.0) ÿอดคล้องกับงานüิจัยของ 

Kivistö และคณะ (2010) ที ่ý ึกþาผลกระทบของค่า pH ต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยพบü่า H. 

saccharolyticum subsp. saccharolyticum ที่มีค่า pH ÿุดท้ายเท่ากับ 5.7 จากค่า pH เริ่มต้นที่ 

7.4 และ H. saccharolyticum subsp. senegalensis มีค่า pH ÿุดท้ายเท่ากับ 6.1 จากค่า pH 
เริ ่มต้นที่ 7.0 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ดีที ่ÿุด โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนอยู่ที ่ 0.4 และ 0.91 โมล

ไฮโดรเจน/โมลกลีเซอรอล ตามลำดับ  
 

 

 

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.65 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลติร) ของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. 

EJ1 ในอาĀาร LB ทีม่ีแĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ 

 

รูปที่ 4.66 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลกิรัมของน้ำĀนักเซลลแ์Ā้ง) ของ S. aureus 
ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร LB ทีม่ีแĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปที่ 4.67 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ1 ในอาĀาร 

LB ที่มแีĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ 

 

รูปที่ 4.68 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ S. aureus ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Bacillus sp. EJ 1 ในอาĀาร 

LB ที่มแีĀล่งคาร์บอนคüามเข้มข้นต่างๆ 

 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.28 อัตราการผลิตไฮโดรเจน และผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของเช้ือแบคทีเรีย S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 เพาะเลีย้งร่üมกันในอาĀารเĀลü LB ที่มแีĀล่ง

คาร์บอนที่เติมเข้าไปคือ กรดอะซีติก และกลีเซอรอลโดยแปรผันคüามเข้มข้นเท่ากับ 50, 100, 200, 500 และ 1000 มลิลิโมลาร์ 

แĀล่งคาร์บอน 
อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

mL/L/h µmolH2/mgDCW/h mL/L µmolH2/mgDCW 
Control 1.530 ± 0.029i 0.131 ± 0.003j 110.590 ± 3.467h 9.494 ± 0.298i 
Acetic acid 50 mM 1.615 ± 0.026h 0.180 ± 0.003i 118.102 ± 4.130g 13.181 ± 0.461h 
Acetic acid 100 mM 1.803 ± 0.024g 0.201 ± 0.003g 129.830 ± 1.742f 14.490 ± 0.194g 
Acetic acid 200 mM 1.862 ± 0.019f 0.189 ± 0.002h 134.095± 1.372h 13.605 ± 0.139h 
Acetic acid 500 mM 1.566 ± 0.028hi 0.218 ± 0.004e 112.765 ± 2.010h 15.732 ± 0.280e 
Acetic acid 1000 mM 0.360 ± 0.007j 0.037 ± 0.001k 53.291 ± 0.681i 5.407 ± 0.069j 
Glycerol 50 mM 2.738 ± 0.024b 0.306 ± 0.003b 197.111 ± 1.725b 21.999 ± 0.193b 
Glycerol 100 mM 3.520 ± 0.034a 0.393 ± 0.004a 253.447 ± 2.447a 28.287 ± 0.273a 
Glycerol 200 mM 2.455 ± 0.043c 0.249 ± 0.004c 176.767 ± 3.087c 17.935 ± 0.313c 
Glycerol 500 mM 2.300 ± 0.036d 0.233 ± 0.004d 165.635 ± 2.556d 16.806 ± 0.259d 
Glycerol 1000 mM 2.056 ± 0.050e 0.209 ± 0.005f 148.051 ± 3.630e 15.021 ± 0.368f 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.29 ค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 600 นาโนเมตรของเช้ือในอาĀาร LB ที่มีค่าคüาม

เข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนต่างๆและ pH ของอาĀารเĀลüที่ 120 ชม. ภายĀลังการเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

แĀล่งคาร์บอน ค่าการดูดกลืนแÿงที ่
600 นาโนเมตร 

ค่า pH ของอาĀารเĀลüที ่
120 ชม. 

Control 1.2575 ± 0.1808 6.57 ± 0.16 
Acetic acid 50 mM 1.4953 ± 0.0484 6.50 ± 0.14 
Acetic acid 100 mM 1.5979 ± 0.1323 6.34 ± 0.09 
Acetic acid 200 mM 1.6137 ± 0.1355 6.57 ± 0.12 
Acetic acid 500 mM 1.6557 ± 0.0569 6.67 ± 0.06 
Acetic acid 1000 mM 1.4729 ± 0.2041 6.72 ± 0.10 
Glycerol 50 mM 1.4704 ± 0.0202 6.10 ± 0.18 
Glycerol 100 mM 1.6593 ± 0.0859 5.90 ± 0.09 
Glycerol 200 mM 1.6144 ± 0.0588 5.81 ± 0.31 
Glycerol 500 mM 1.5368 ± 0.0870 5.69 ± 0.34 
Glycerol 1000 mM 1.1289 ± 0.1047 5.72 ± 0.45 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 

บทที่ 5 
ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ 

 
5.1 ÿรุปผลการüิจัย  
 จากการýึกþาคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนของเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกจาก

ดินในคณะüิทยาýาÿตร์ ÿถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทĀารลาดกระบังจำนüน 6 ไอโซเลต 

และเชื้อแบคทีเรียที่ได้จากĀ้องปฏิบัติการจำนüน 12 ชนิด ป�จจัยที่ÿ่งผลต่อการเพิ่มประÿิทธิภาพของ

การผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียทั้งแบบเพาะเลี้ยงเดี่ยüและแบบเพาะเลี้ยงร่üมกัน ชนิดและปริมาณ

ของแĀล่งคาร์บอนÿรุปได้ü่า 
 5.1.1 จากการคัดเลือกแบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุด 

พบü่าเชื้อแบคทีเรีย S. aureus มีการเจริญเติบโตอย่างรüดเร็üและÿูงกü่าไอโซเลตอื่น และพบü่า

แบคทีเรีย S. aureus ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดในช่ัüโมงที่ 

48 เท่ากับ 2.932 mL/L/h และ 0.232 µmolH2/mgDCW/h ตามลำดับ และมผีลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด

เท่ากับ 140.739 mL/L และ 11.140 µmolH2/mgDCW 
 5.1.2 การüัดการเจริญเติบโตของ S. aureus ในอาĀารเĀลü LB Basal และ M9 เพ่ือ

คัดเลือกอาĀารเลี้ยงเช้ือที่ÿ่งเÿริมการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย ÿรุปได้ü่า S. aureus 
ÿามารถเจริญเติบโตได้ดีที่ÿุดในอาĀารเĀลü LB มีอัตราเจริญจำเพาะและระยะการทüีคูณÿูงÿุดโดย

อยู่ที่ 0.2358 h-1 และ 2.9418 h และทำการüิเคราะĀ์Āาผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดพบü่า S. aureus ที่

เพาะเลี้ยงในในอาĀารเĀลü LB ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด

ในชั่üโมงที่ 48 เท่ากับ 2.9710 mL/L/h และ 0.1745 µmolH2/mgDCW/h ตามลำดับ และมีผลผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 142.608 mL/L และ 8.377 µmolH2/mgDCW ตามลำดับ 
 5.1.3 แบคทีเรียที่ÿ่งเÿริมการผลิตไฮโดรเจนในการเพาะเลี้ยงร่üมกันโดยใช้เชื้อแบคทีเรีย S. 
aureus เป�นตัüĀลักเพาะเลี้ยงร่üมกับ B. cereus, B. subtilis, P. aeruginosa, EJ1 และ EJ9 ÿรุปได้

ü่าเชื้อ S. aureus ที่เลี้ยงร่üมกับ EJ 1 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 48 โดยมีอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 6.689 mL/L/h และ 0.498 µmolH2/mgDCW/h ตามลำดับ และมี

ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 160.545 mL/L และ 11.945 µmolH2/mgDCW ตามลำดับ 
 5.1.4 จากการýึกþาชนิดของไอโซเลต EJ1 พบü่าลำดับนิüคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ของ 

EJ1 มีคüามคล้ายคลึงกันกับ Bacillus sp. ที่ 99.90 เปอร์เซ็นต์ จึงทำการเรียกไอโซเลต EJ1 ü่า 

Bacillus sp. EJ1 
 5.1.5 จากการýึกþาแบคทีเรียตัüรอง Bacillus sp. EJ1 ที่ÿ่งเÿริมการผลิตไฮโดรเจน ในการ

เพาะเลี้ยงร่üมกันกับ S. aureus ÿรุปได้ü่า Bacillus sp. EJ1 ที่ OD600 เท่ากับ 2.0 ÿามารถผลิต
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 48 โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3.475 mL/L/h และ 

0.277 µmolH2/mgDCW/h ตามลำดับ และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 166.791 mL/L และ 
13.296 µmolH2/mgDCW ตามลำดับ 
 5.1.6 อัตราÿ่üนที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย S. aureus และ Bacillus 
sp. EJ1 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน คือ อัตราÿ่üน 4.5 : 0.5 ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุดในชั่üโมงที่ 48 
โดยมีอ ัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 3.766 mL/L/h และ 0.525 µmolH2/mgDCW/h 
ตามลำดับ และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 180.751 mL/L และ 25.216 µmolH2/mgDCW 
ตามลำดับ 
 5.1.7 แĀล่งคาร์บอนที ่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย S. aureus และ 

Bacillus sp. EJ1 คืออะซีติก โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 2.876 mL/L/h และ 0.357 
µmolH2/mgDCW/h และมีผลผล ิตไฮโดรเจนÿ ู งÿ ุดอย ู ่ท ี ่  207 .074  mL/L และ  27.189 
µmolH2/mgDCW และกลีเซอรอล โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 2.923 mL/L/h และ 

0.384 µmolH2/mgDCW/h และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 210.426 mL/L และ 27.629 
µmolH2/mgDCW ตามลำดับ โดยการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดที่ช่ัüโมงที่ 72 ในแĀล่งคาร์บอนทั้ง 2 ชนิด 
 5.1.8 คüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนที่ÿามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงที่ÿุดของ

แบคทีเรีย S. aureus และ Bacillus sp. EJ1 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน คือ กลีเซอรอล 100 มิลลิโมลาร์ 
โดยม ีอ ัตราการผล ิตไฮโดรเจนÿ ูงÿ ุดในช ั ่üโมงท ี ่  72 เท ่าก ับ 3.520 mL/L/h และ 0.393 
µmolH2/mgDCW/h ตามลำดับ และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 253.447mL/L และ 28.287 
µmolH2/mgDCW ตามลำดับ 
 5.1.9 จากผลการทดลองการผลิตไฮโดรเจนโดยการเพาะเลี ้ยงร่üมกันของแบคทีเรีย S. 
aureus และ Bacillus sp. EJ1 ในÿภาüะที่เĀมาะÿม พบü่ามีการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดอยู่ที่ 253.447 

mL/L ซึ่งÿูงขึ ้นจากเดิม 180 เปอร์เซนต์ จากการผลิตไฮโดรเจนโดยการเพาะเลี ้ยงเดี ่ยüของ S. 
aureus ที่มีการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเพียง 140.739 mL/L 
 
5.2 ข้อเÿนอแนะ   
 5.2.1 คüรทำการýึกþาคüามĀนาแน่นเซลล์ของ S. aureus ที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน 

เพ่ือทราบคüามĀนาแน่นเซลล์ที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนร่üมกับไอโซเลต EJ1 
 5.2.2 คüรทำการýึกþาผลของค่า pH เริ่มต้นต่อการผลิตไฮโดรเจน เพื่อทราบค่า pH เริ่มต้นที่

เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรีย 
 5.2.3 คüรทำการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนจากÿารตั้งต้นที่เป�นของเĀลือทางการเกþตร เช่น 

ก้านĀรือซังข้าüโพด ชานอ้อย และน้ำเÿีย เป�นต้น เพ่ือลดต้นทุนการผลิตในทางอุตÿาĀกรรม  
 5.2.4 คüรทำการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนโดยการตรึงเซลล์แบคทีเรีย (Immobilization) เพ่ือ

เพิ่มคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน โดยการตรึงเซลล์แบคทีเรียจะช่üยใĀ้แบคทีเรียใช้พลังงานใน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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การรักþาÿภาพเซลล์เพื่อการอยู่รอดน้อยลง จึงทำใĀ้ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากขึ้น และยังนำ

กลับมาใช้ซ้ำได้ (พัชนก และÿุชัญญา, 2561)  
  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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      ภาคผนวก ก 
ÿูตรอาĀารเลีย้งเชื้อ  
ÿ่วนประกอบอาĀาร Luria Bertani (LB) (Lessard, 2013) 

Yeast extract         10                  กรัม 
Tryptone          10                  กรัม 
NaCl           5             กรัม 
น้ำกลั่น           1000                 มิลลลิิตร 

ÿ่วนประกอบอาĀาร M9 (Elbing และ Brent, 2020) 
Glucose                     2         กรัม 
Na2HPO4            6        กรัม 
KH2PO4           3         กรัม 
NH4CI           1         กรัม 
NaCl                     0.5         กรัม 
MgCI           2        กรัม 
CaCl2           0.1         mM 

ÿ่วนประกอบอาĀาร Basal (Naresh และคณะ, 2019) 
KH2PO4          1.36         กรัม 
MgSo4•7H2O                   0.20         กรัม 
Nacl          0.20             กรัม 
(NH4)2SO4         1.00               กรัม 
FeSO4•7H2O         0.01             กรัม 
CMC          3.00               กรัม 
Yeast Extract         1.00                  กรมั 
ละลายÿ่üนผÿมทั้งĀมดใĀ้เขา้กันด้üยน้ำกลั่น ปรับ pH ใĀเ้ท่ากับ 7 และปรับปริมาตรใĀ้ได้ 

1,000 มลิลลิิตร จากน้ันเทใÿข่üดเก็บÿารเคมี (Duran) แลü้ป�ดฝา นําไปน่ึงฆ่าเช้ือที่อุณĀภูมิ 121 

องýา เซลเซียÿ คüามดัน 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิü เป�นเüลา 15 นาท ี
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      ภาคผนวก ข 
ÿารละลายบฟัเฟอร์ Tris-Boric-EDTA (TBE) 
การเตรียมบฟัเฟอร์ TBE 5 เท่า 

ทริÿไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) (คüามเข้มขน้ 0.45 โมลาร์)   54      กรมั 
กรดบอริก (Boric acid) (คüามเข้มข้น 0.45 โมลาร์)                  27.5    กรัม 
ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิด (EDTA) (คüามเข้มขน้ 0.5 โมลาร์)       20      มลิลิลิตร 

นำÿ่üนประกอบทั้งĀมดมาละลายและปรับพีเอชใĀ้เท่ากับ 8.0 ผÿมใĀ้เข้ากันและปรับปริมาตรด้üยน้ำ

กลั่นเป�น 1 ลิตร 
 
การเตรียมบฟัเฟอร์ TBE 1 เท่า 

เมื่อต้องการใช้บัฟเฟอร์ TBE 1 เท่า ในการเตรียมเจลÿำĀรับตรüจÿอบดีเอ็นเอด้üยüิธีอะกา

โรÿเจลอิเล็กโทรโฟรีซิÿ เตรียมได้จาก Stock บัฟเฟอร์ TBE 5 เท่า 100 มิลลิลิตร และน้ำกลั่น

ปริมาตร 400 มิลลลิิตร 
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      ภาคผนวก ค 
วิธีการคำนวณการผลิตไฮโดรเจน 

1) นำพ้ืนทีใ่ต้กราฟของโครมาโตแกรมที่ได้จากการทดลอง มาคำนüณĀาค่าคüามเข้มขน้ของ

ก๊าซไฮโดรเจนในĀน่üยเปอร์เซ็นต์ของไฮโดรเจน (%H2) คิดเทียบจากพ้ืนที่ใต้กราฟของก๊าซไฮโดรเจน 
4 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ในอารก์อนเป�นÿารมาตรฐาน ดังÿมการต่อไปน้ี 

เปอร์เซ็นของไฮโดรเจน (%H2) =  พื้นที่ใต้กราฟของก๊าซไฮโดรเจนที่ได้จากการทดลอง  × 4% 
พื้นที่ใต้กราฟของก๊าซไฮโดรเจนมาตรฐาน

     
 
2) นำค่าคüามเข้มข้นของไฮโดรเจนในĀน่üยเปอร์เซ็นต์ของไฮโดรเจน มาเปรียบเทียบเป�น

ปริมาณไฮโดรเจนในĀน่üยมิลลิลิตร โดยคิดเทียบจากพ้ืนที่ของช่องü่างเĀนือของเĀลü (Head space) 
ที่ใช้ในการทดลอง เช่น ปริมาตรของอาĀารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง คือ 100 มิลลลิิตร 

ปริมาณไฮโดรเจน (มลิลิลิตรของไฮโดรเจน) = พื้นท่ีของช่องü่างเĀนือของเĀลü  × เปอร์เซ็นต์ของไฮโดรเจน 
100 มิลลิลติร

     
 

3) นำปริมาณไฮโดรเจนในĀน่üยมิลลิลิตรมาคิดเทียบกับอาĀารเพาะเลี้ยง 1 ลิตรĀรือ 1,000 
มิลลลิิตร จะได้ปริมาณไฮโดรเจนต่อลิตร (mLH2/L) 

4) นำปริมาณไฮโดรเจนต่อลิตรที่ได้มาĀารจำนüนช่ัüโมง จะได้Āน่üยเป�นมิลลลิิตรไฮโดรเจน 
ต่อลิตรต่อช่ัüโมง (mLH2/L/h) 
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      ภาคผนวก ง 
ผลิตภัณฑ์ PCR ของไอโซเลต EJ1 ที่บรÿิุทธ์ิÿ่งüิเคราะĀ์ลำดับนิüคลีโอไทด์กับบริþัทจำกัด U2Bio
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