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บทคัดย่อ 
 

พลังงานไฮโดรเจน เป็นพลังงานชนิดĀนึ่งที่ได้รับคüามÿนใจเป็นอย่างมากÿ าĀรับการใช้เป็น

แĀล่งพลังงานทดแทนที่ÿ าคัญในอนาคต  ไฮโดรเจนÿามารถผลิตโดยจุลินทรีย์Āลายชนิดผ่าน

กระบüนการทางชีüภาพที่แตกต่างกัน  การผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียüมีข้อได้เปรียบเนื่องจาก

ÿาĀร่ายÿีเขียüÿามารถเพาะเลี้ยงได้ง่ายและใช้เพียงน้ าและแÿงที่มีอยู่อย่างไม่จ ากัดเป็นüัตถุดิบในการ

ผลิตก๊าซไฮโดรเจน งานüิจัยนี้มีüัตถุประÿงคใ์นการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจนจาก

การเพาะเลี้ยงร่üมกันของÿาĀร่ายÿีเขียüที่มีýักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน  จากผลการทดลองพบü่า 

ในบรรดาÿาĀร่ายÿีเขียüที่ท าการทดÿอบทั้งĀมด Chlorella sp. ChiW1 และ Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ผลิตไฮโดรเจนได้ÿูงที่ÿุด และเมื่อน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 มา

เพาะเลี้ยงร่üมกับ C. reinhardtii CC-124 พบü่ามีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 8.7297 ± 

0.5887 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 

419.0330 ± 28.2570 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ที่ 48 ชั่üโมงของการบ่มในที่มี

แÿงภายใต้ÿภาüะปราýจากอากาý ÿ าĀรับÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนจากการเพาะเลี้ยง

ร่üมกันของÿาĀร่ายทั้ง 2 ÿายพันธุ์นี้ พบü่า ÿาĀร่าย Chlorella sp. ChiW1 ที่บ่มในอาĀาร TAP ที่

ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด ในขณะที่ÿาĀร่าย C. 
reinhardtii CC-124 ที่บ่มในอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) ใĀ้อัตราการผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุด  ÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ChiW1 และ C. 
reinhardtii CC-124 คือ การบ่ม Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀาร TAP-N และบ่ม C. 
reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP-S โดยมีกรดอะซีติกที่คüามเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ เป็นแĀล่ง

คาร์บอน ภายใต้คüามเข้มแÿง 8,000 ลักซ์  ภายใต้ÿภาüะที่เĀมาะÿมนี้ ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella 
sp. ChiW1 และ C. reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



ข 
 

167.231 ± 2.727 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง ซึ่งมากกü่าอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนในÿภาüะปกติถึง 20 เท่า  
 

ค าÿ าคัญ : การผลิตไฮโดรเจน, ÿาĀร่ายÿีเขียü, การเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
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Abstract 
Hydrogen (H2) has received a much attention as one of important renewable 

energy sources in the future. H2 can be produced by many microorganisms via 
different kinds of biological processes. H2 production by green algae has an 
advantage due to an easy cultivation and unlimited substrate (water and light) 
availability. This research aimed to optimize H2 production from the co-cultivation of 
potential green algae. The result showed that among green algae investigated, 
Chlorella sp. ChiW1 and Chlamydomonas reinhardtii CC-124 showed the highest H2 
production. Chlorella sp. ChiW1 co-cultivated with C. reinhardtii CC-124 gave the 
highest H2 production rate at 8.7297 ± 0.5887 µmolH2/mgchl/h and highest H2 
production yield at 419.0330 ± 28.2570 µmolH2/mgchl at 48 hours of light anaerobic 
incubation. For optimization of H2 production by co-cultivation of these two strains, it 
was found that Chlorella sp. ChiW1 incubated in nitrogen-deprived TAP showed the 
highest H2 production rate whereas C. reinhardtii CC-124 incubated in sulfur-deprived 
TAP showed the highest H2 production rate. The optimization conditions for H2 
production by Chlorella sp. ChiW1 and C. reinhardtii CC-124 were incubation in TAP-
N for Chlorella sp. ChiW1 and TAP-S for C. reinhardtii CC-124 with 17.4 mM acetic 
acid as carbon source under a light intensity of 8,000 lux. Under optimized 
conditions, they showed the highest H2 production rate with 167.231 ± 2.727 

µmolH2/mgchl/h which was 20 times higher rate than those under normal condition. 
Keywords : H2 production, Green algae, Co-cultivated 
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บทท่ี 1 
บทน า  

 
1.1  คüามเป็นมาและคüามÿ าคัญของปัญĀา  

 ในปัจจุบัน คüามต้องการทางด้านพลังงานÿ าĀรับใช้ในด้านเýรþฐกิจÿังคม รüมถึง
การใช้พลังงานในชีüิตประจ าüันเพ่ิมÿูงขึ้นอย่างรüดเร็ü อันเนื่องมาจากจ านüนประชากรที่เพ่ิมÿูงขึ้น
และการขยายตัüของภาคอุตÿาĀกรรม ท าใĀ้คüามต้องการใช้พลังงานมีแนüโน้มเพ่ิมขึ้นอย่างต่อเนื่อง  
แĀล่งพลังงานที่มนุþย์ใช้กันอยู่ในปัจจุบันÿ่üนใĀญ่ได้มาจากเชื้อเพลิงฟอÿซิล เช่น ถ่านĀิน ก๊าซ
ธรรมชาติ และน้ ามันดิบ ซึ่งเชื้อเพลิงเĀล่านี้มีอยู่ในปริมาณที่จ ากัดและประกอบกับราคาน้ ามันดิบใน
ตลาดโลกในปัจจุบันที่ค่อนข้างแปรปรüนในทิýทางทีÿู่งขี้น จึงท าใĀ้เกิดการแÿüงĀาพลังงานทางเลือก
ใĀม่ที่เป็นพลังงานĀมุนเüียนที่มีýักยภาพÿูงและเป็นพลังงานที่ÿะอาดและÿามารถน ามาใช้ทดแทน
พลังงานจากเชื้อเพลิงฟอÿซิลได้ 

พลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) ได้รับการคาดĀมายและยอมรับü่าจะเป็นแĀล่งพลังงาน
ทดแทนที่ÿ าคัญอย่างมากในอนาคต เนื่องจากเป็นพลังงานÿะอาดเมื่อใช้กับเซลล์เชื้อเพลิง (Fuel 
cell) แล้üจะไม่ปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ออกมา  ดังนั้น จึงไม่ÿ่งผลใĀ้เกิดปรากฏการณ์
เรือนกระจก (Greenhouse effect)  อีกทั้งการเผาไĀม้ยังมีประÿิทธิภาพÿูง ไม่ก่อใĀ้เกิดมลพิþทาง
อากาý โดยจะมีเพียงไอน้ าเป็นผลิตผลพลอยได้เท่านั้น  ด้üยเĀตุนี้ จึงÿามารถช่üยลดการเกิดÿภาüะ
โลกร้อนĀรือภาüะเรือนกระจก  พลังงานไฮโดรเจนจึงเป็นอีกทางเลือกĀนึ่งที่ÿามารถน ามาใช้ทดแทน
พลังงานดั้งเดิมได้  การผลิตไฮโดรเจนในระดับอุตÿาĀกรรมในปัจจุบันยังนิยมใช้üิธีทางกายภาพ เช่น 
การผลิตไฮโดรเจนจากก๊าซธรรมชาติโดยผ่านกระบüนการไอน้ า (Steam reforming) และüิธีการทาง
เคมี เช่น การแยกÿลายน้ าด้üยกระแÿไฟฟ้า (Water electrolysis) แต่ต้นทุนในการผลิตไฮโดรเจน
โดยกระบüนการเĀล่านี้ค่อนข้างÿูงและต้องใช้พลังงานในกระบüนการผลิตÿูงมาก ก่อใĀ้เกิดอุปÿรรค
ในการพัฒนาน าเอาไฮโดรเจนมาใช้เป็นพลังงานทางเลือกใĀม่  ดังนั้น นักüิทยาýาÿตร์จึงĀันมา
พัฒนาการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบüนการทางชีüภาพĀรือไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen) ซึ่งเป็น
กระบüนการทางชีüภาพที่อาýัยคüามÿามารถของจุลินทรีย์   จุลินทรีย์ที่ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มี
Āลายชนิด เช่น แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง แบคทีเรีย ÿาĀร่าย และไซยาโนแบคทีเรีย เป็นต้น  

ÿาĀร่ายÿีเขียüÿามารถจัดจ าแนกเป็น 2 ชนิดใĀญ่ๆ  คือ ÿาĀร่ายÿีเขียüที่พบในทะเลซึ่งมี
ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ของÿาĀร่ายทั้งĀมด ÿาĀร่ายทะเลมักจะพบบริเüณน้ าตื้นตามแนüชายฝั่ง แต่
จะมีบางชนิดที่พบในระดับคüามลึกถึง 300 ฟุต ที่แÿงÿามารถÿ่องถึง อีกชนิดĀนึ่ง คือ ÿาĀร่ายน้ าจืด 
ซึ่งมีประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์ของÿาĀร่ายทั้งĀมด  ÿาĀร่ายÿีเขียüที่อยู่ในน้ าจืดจะเจริญอยู่ในน้ าตื้น
Āรือน้ าลึก บางชนิดขึ้นอยู่บนก้อนĀิน ทราย โคลน  เปลือกĀอย บนพืช ÿัตü์ Āรืออาจเจริญอยู่ในพืชก็
ได้  ÿาĀร่ายÿีเขียüจะเจริญแตกต่างกันตามÿภาพอุณĀภูมิของน้ า คüามเข้มแÿง และคüามÿมบูรณ์
ของอาĀาร  ÿาĀร่ายÿีเขียüมีรงคüัตถุที่ใช้ในกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง ที่ประกอบด้üยคลอโรฟิลล์ 
เอ คลอโรฟิลล์ บี และแคโรทีนอยด์ที่ประกอบด้üย แคโรทีน และแซนโทฟิลล์ ซึ่งเป็นรงคüัตถุชนิด
เดียüกันกับที่พบในพืชชั้นÿูง  ÿาĀร่ายÿีเขียüมีรูปร่างĀลายแบบ ทั้งเซลล์เดียü (Unicellular) อยู่
รüมกลุ่มเป็นโคโลนี (Colony) และเป็นเÿ้นÿาย (Filament)  ÿาĀร่ายÿีเขียüมีนิüเคลียÿ 1 อันĀรือ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บางชนิดมีมากกü่า 1 อัน  ผลผลิตจากการÿังเคราะĀ์แÿงของÿาĀร่ายÿีเขียüเป็นอาĀารÿะÿมประเภท
แป้งและÿะÿมแป้งในÿ่üนของเซลล์ที่เรียกü่า ไพรีนอยด์ (Pyrenoid) โดยแป้งประกอบด้üยอะไมโลÿ
และอะไมโลเพคติน  üัฏจักรชีüิตของÿาĀร่ายÿีเขียüมี 2 แบบ คือ แบบแฮพลอนติก (Haplontic 
type) เป็นการลดจ านüนโครโมโซม ซึ่งเกิดในระยะไซโกตเพ่ือÿร้างÿปอร์ พบใน Order Volvocales 
และแบบดิพลอมาติก (Diplomatic type) เป็นการเพ่ิมจ านüนโครโมโซม ซึ่งเกิดในระยะÿร้างแกมมีท 
พบในบางÿกุลของ Order Chlorococcales  การÿืบพันธุ์ของÿาĀร่ายÿีเขียüมีทั้งอาýัยเพýและไม่
อาýัยเพý  การÿืบพันธุ์แบบอาýัยเพýโดยการรüมกันของแกมมีท มีทั้งแบบไอโซแกมี (Isogamy) 
เฮเทอโรแกมี (Heterogamy) และโอโอแกมี (Oogamy) ÿ่üนการÿืบพันธุ์แบบไม่อาýัยเพýมีทั้งแบ่ง
เซลล์ การÿร้างÿปอร์และการÿร้างอะคินีต (Akinete)  

ÿาĀร่ายÿีเขียüบางชนิดมีคüามÿามารถในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนภายใต้ÿภาüะการปรับตัüที่
ไม่มีออกซิเจน ทั้งในที่มืดและที่มีแÿง  ÿาĀร่ายÿีเขียüที่มีคุณÿมบัติในการผลิตก๊าซไฮโดรเจน ได้แก่ 
Chlamydomonas sp., Chlorella sp. เป็นต้น  จากกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงที่มีการผลิตก๊าซ
ออกซิเจน ออกซิเจนที่เกิดขึ้นจะไปยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ท าใĀ้การผลิตไฮโดรเจน
ลดลง  จากÿิ่งมีชีüิตที่กล่าüมาข้างต้น พบü่าการผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียüมีข้อได้เปรียบใน
การพัฒนาและน ามาผลิตก๊าซไฮโดรเจนเนื่องจากÿาĀร่ายÿีเขียüเพาะเลี้ยงได้ง่าย  นอกจากนี้ ในการ
ผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü ÿาĀร่ายจะใช้เพียงน้ าและแÿงมาใช้ในการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 งานüิจัยนี้มีจุดประÿงค์เพ่ือýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมในการผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียü
จากการเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 
1.2  üัตถุประÿงค์ของโครงงานพิเýþ 

1) คัดเลือกÿาĀร่ายÿีเขียüที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณÿูง จากนั้นน า 
ÿาĀร่ายที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณÿูง 2 ÿายพันธุ์มาเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

2) ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 

1.3  ขอบเขตของโครงงานพิเýþ 

ýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 ÿายพันธุ์ ในอาĀารÿูตร TAP (Tris acetate 
phosphate medium) จากนั้นคัดเลือกÿาĀร่ายÿีเขียüที่ผลิตไฮโดรเจนในปริมาณÿูง  จากการ
üิเคราะĀ์ด้üยเครื่อง Gas Chromatograph (GC) และýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมของการผลิต
ไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 
1.4  ประโยชน์ที่คาดü่าจะได้รับ   

1) ทราบอัตราการเจริญของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 ÿายพันธุ์  
2) ทราบปริมาณไฮโดรเจนที่ได้จากการเพาะเลี้ยงร่üมกันของÿาĀร่ายÿีเขียü ในอาĀาร TAP  
3) ทราบÿภาüะที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกันเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 2 
ทฤþฎีและงานüิจัยที่เกี่ยüข้อง  

 
2.1 ไฮโดรเจน 

 2.1.1 พลังงานไฮโดรเจน 

 พลังงาน เป็นปัจจัยĀนึ่งที่ÿ าคัญต่อการพัฒนาประเทý โดยคüามต้องการใช้พลังงานมี
แนüโน้มÿูงขึ้น  พลังงานเชื้อเพลิงที่ใช้ในปัจจุบันÿ่üนใĀญ่เป็นพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอÿซิล  ซึ่งมี
องค์ประกอบÿ่üนใĀญ่เป็นÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน เมื่อเผาไĀม้เชื้อเพลิงฟอÿซิลนี้ จะก่อใĀ้เกิด
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณมาก ซึ่งก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เป็นÿาเĀตุĀลักของÿภาüะโลก
ร้อนĀรือปรากฎการณ์เรือนกระจก เชื้อเพลิงÿ่üนใĀญ่ที่ใช้ในปัจจุบันมาจากปิโตรเลียมและถ่านĀิน ซึ่ง
มีปริมาณลดลงอย่างต่อเนื่องและก าลังจะĀมดไปในไม่ช้า üิกฤตการณ์เช่นนี้  ท าใĀ้ทุกประเทýมีคüาม
ตื่นตัüเป็นอย่างมาก ในการเÿาะแÿüงĀาพลังงานแĀล่งใĀม่ๆ เพ่ือทดแทนการใช้น้ ามันเชื้อเพลิงจาก
ปิโตรเลียม พลังงานไฮโดรเจนจึงจัดเป็นพลังงานทางเลือกĀนึ่งที่ได้รับคüามÿนใจ เนื่องจากเป็น
พลังงานที่ใĀ้ประÿิทธิภาพในการเผาไĀม้ÿูง ÿะอาด และÿามารถน ามาใช้กับรถยนต์ ĀรือยานพาĀนะ
อ่ืนๆ โดยไม่ก่อใĀ้เกิดมลภาüะต่อÿิ่งแüดล้อม ซึ่งเป็นÿาเĀตุของÿภาüะโลกร้อน 

 ไฮโดรเจน (Hydrogen) ได้รับการคาดĀมายและยอมรับü่าจะเป็นแĀล่งพลังงานทดแทนที่
ÿ าคัญอย่างมากในอนาคต (ธรรมนูญ, 2550) เนื่องจากไฮโดรเจนเป็นÿÿารที่ใĀ้พลังงานÿูง และ
ผลผลิตจากการเผาผลาญไฮโดรเจน ไม่ü่าจะมาจากการเผาไĀม้โดยตรง Āรือมาจากปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี
ในเซลลเ์ชื้อเพลิงจะได้ไอน้ าและก๊าซออกชิเจน ซึ่งไม่ÿ่งผลกระทบต่อÿิ่งแüดล้อม จึงถือü่าเป็นการเผา
ไĀม้เชื้อเพลิงที่ÿะอาดมาก โดยเฉพาะเมื่อเทียบกับการเผาไĀม้ของเชื้อเพลิงฟอÿซิล  ไฮโดรเจนเป็น
ธาตุเคมีที่มีเลขอะตอมเท่ากับ 1 มีÿัญลักþณ์ธาตุ คือ H มีมüลอะตอมเท่ากับ 1.00794 กรัมต่อโมล มี
คüามĀนาแน่นเท่ากับ 0.08988 กรัมต่อลิตร ไฮโดรเจนเป็นธาตุที่เบาที่ÿุดและเป็นธาตุที่พบมากที่ÿุด
ในเอกภพ โดยในบรรยากาýโลกมีก๊าซไฮโดรเจนประมาณ 0.1 ÿ่üนในล้านÿ่üน  
 
 2.1.2 คุณÿมบัติของก๊าซไฮโดรเจน 

 คุณÿมบัติทั่üไปของก๊าซไฮโดรเจน (H2) คือ ไม่มีÿี ไม่มีกลิ่น ติดไฟง่าย ไม่มีเปลüไฟเüลาเผา 
การเผาไĀม้ÿะอาด ไม่เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์Āรือซัลเฟอร์ไดออกไซด์ที่เป็นพิþต่อÿิ่งแüดล้อม มี
คüามแข็งแรงในการยึดโมเลกุลเท่ากับ 104 กิโลแคลอรีต่อโมล ดังนั้น เมื่อต้องการใĀ้ไฮโดรเจน
โมเลกุลท าปฏิกิริยา จึงต้องใช้พลังงานเพ่ือท าลายคüามแข็งแรงในการยึดโมเลกุลดังกล่าü เช่น เพ่ิม
อุณĀภูมิĀรือใช้ÿารเร่งปฏิกิริยา เป็นต้น ไฮโดรเจนมีจุดเดือด -252.87 องýาเซลเซียÿ และมีจุด
ĀลอมเĀลü -259.14 องýาเซลเซียÿ นอกจากนี้ ไฮโดรเจนมีอุณĀภูมิการเผาไĀม้ÿูงถึง 3,000 องýา
เซลเซียÿ ใĀ้พลังงานคüามร้อน 2,870 กิโลแคลอรีต่อกิโลกรัม ซึ่งค่าพลังงานเชื้อเพลิงที่ได้จาก
ไฮโดรเจนจะมากกü่าค่าพลังงานเชื้อเพลิงไฮโดรคาร์บอน และเชื้อเพลิงจากแอลกอฮอล์ เช่น เมทาเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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นอลและเอทานอล ถึง 2.5 และ 5 เท่า ตามล าดับ ไฮโดรเจนมีค่าคüามร้อนÿูงถึง 122 กิโลจูลต่อกรัม 
(Madawar et al., 2000) มีคุณÿมบัติเป็นเชื้อเพลิงที่ดีและÿามารถพัฒนาใĀ้เป็นเชื้อเพลิงĀลักได้ 
 
2.2 การผลิตไฮโดรเจน 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนÿามารถแบ่งได้เป็น 4 กระบüนการ ดังนี้ 

2.2.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงฟอÿซิล 

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงฟอÿซิล  เป็นกระบüนการผลิตไฮโดรเจนจากก๊าซ
ธรรมชาติ โดยกระบüนการÿตีมรีฟอร์มมิง  (Steam reforming) ซึ่งเป็นปฏิกิริยาระĀü่าง
ÿารประกอบไฮโดรคาร์บอนกับไอน้ า โดยอาýัยพลังงานคüามร้อน ท าใĀ้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์
และก๊าซไฮโดรเจน ข้อเÿียของกระบüนการนี้คือ ก่อใĀ้เกิดมลพิþเนื่องจากÿารตกค้างของ
ÿารประกอบไฮโดรคาร์บอน ที่เผาไĀม้ไม่ÿมบูรณ์ เช่น  คาร์บอนไดออกไซด์ และซัลเฟอร์ไดออกไซด์ 
เป็นต้น 

2.2.2 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยüิธีการแยกโมเลกุลของน้ าด้üยกระแÿไฟฟ้า 

การผลิตก๊าชไฮโดรเจนโดยüิธีการแยกโมเลกุลของน้ าด้üยกระแÿไฟฟ้า เป็นกระบüนการใĀ้
ไฟฟ้ากระแÿตรงที่ขั้üไฟฟ้าของเซลล์เคมีไฟฟ้า เพ่ือใĀ้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชัน ท าใĀ้
โมเลกุลของน้ าถูกแยกออกเป็นก๊าซออกซิเจนและก๊าซไฮโดรเจน โดยอาýัยอิเล็กโทรด (Electrode)  
2 ขั้üที่ตรงข้ามกัน คือ อิเล็กโทรดขั้üบüก (Anode) และอิเล็กโทรดขั้üลบ (Cathode) โดยจุ่ม
อิเล็กโทรดลงในน้ าที่เติมÿารพüกอิเล็กโทรไลต์ (Electrolyte) เช่น กรดซัลฟิüริก Āรือ โพแทÿเซียมไฮ
ดรอกไซด์ลงไป ไฮโดรเจนอะตอมจะไปเกาะที่อิเล็กโทรดขั้üลบและออกซิเจนอะตอมจะไปเกาะที่
อิเล็กโทรดขั้üบüก üิธีนี้ÿามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้ถึง 1,000 ลูกบาýก์ฟุต ข้อเÿียของกระบüนการ
นี้  คือ มีค่าใช้จ่ายÿูงและมีการÿูญเÿียพลังงานไฟฟ้าไปในปริมาณมากในแต่ละขั้นตอนของ
กระบüนการผลิต  

2.2.3 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยüิธีเทอร์โมเคมีÿทรี 

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยüิธีเทอร์โมเคมีÿทรี (Thermochemistry) เป็นกระบüนการผลิต
ไฮโดรเจนโดยการใช้ÿารประกอบปรอท โบรไมด์ และแคลเซียม ในกระบüนการผลิตนี้ÿามารถผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนได้โดยอาýัยคüามร้อนÿูงอุณĀภูมิประมาณ 200 ถึง 780 องýาเซลเซียÿ  ข้อเÿียของ
กระบüนการนี้ คือ เกิดปัญĀามลพิþจากการใช้ÿารประกอบโลĀะĀนัก ได้แก่ ปรอท และโบรไมด์ 

2.2.4 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากกระบüนการทางชีüภาพ 

การผลิตไฮโดรเจนจากÿิ่งมีชีüิตĀรือไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen) เป็นกระบüนการทาง
ชีüภาพที่อาýัยคüามÿามารถของจุลินทรีย์  โดยจุลินทรีย์ที่ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มีĀลายชนิด 
ยกตัüอย่าง เช่น แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง แบคทีเรีย ÿาĀร่าย และไซยาโนแบคทีเรีย เป็นต้น โดยอาจเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ต้องใช้เอนไซม์ Āรือÿารประกอบจ าพüกโปรตีนช่üยเร่งปฏิกิริยา ซึ่งÿาĀร่ายÿีเขียüจะใช้แÿงและน้ า
เป็นÿารตั้งต้นในการผลิตไฮโดรเจนจากกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง (Kosaric และ Lyng, 1988) 

 
2.3 จุลินทรีย์ที่ÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน 

จุลินทรีย์ที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบüนการทางชีüภาพ มีดังนี้ 

2.3.1 ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรีย ĀรือÿาĀรายÿีเขียüแกมน้ าเงิน (Blue-green algae) เปนÿิ่งมีชีüิตที่อยูใน 
อาณาจักรมอเนอรา (Monera Kingdom) ดิüิชันไซยาโนไฟตา (Division Cyanophyta) และเปนÿิ่ง
มีชีüิตชนิดโพรคาริโอต (Prokaryote) ไมมีเยื่อĀุมออรแกเนลล มีÿารพันธุกรรม และรงคüัตถุที่ใชใน
การÿังเคราะĀดüยแÿงได้  ไซยาโนแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตที่เร็üการพืชชั้นÿูงและเปนแĀลงชีü
โมเลกุลที่ดี (คารโบไฮเดรต โปรตีน และไขมัน) ซึ่งÿามารถน าไปใชเปนแĀลงพลังงานทดแทนได จาก
กระบüนการเมแทบอลิซึมของÿิ่งมีชีüิต เชน การผลิตไบโอเอทานอล การผลิตไบโอดีเซล และการ
ผลิตไบโอไฮโดรเจน เป็นต้น 

2.3.2 แบคทีเรีย (Bacteria) 

  2.3.2.1 แบคทีเรียท่ีใช้กระบüนการĀมัก (Dark fermentation bacteria) 

  แบคทีเรียÿ่üนใĀญ่ÿามารถĀมักน้ าตาลĀรือแĀล่งคาร์บอนได้ เพ่ือผลิตตัüใĀ้อิเลก 
ตรอนÿ าĀรับใช้ในกระบüนการผลิตไฮโดรเจน แบคทีเรียที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ 
Enterobacteria aerogenes, Clostridium butyricum และ Escherichia coli เป็นต้น 

2.3.2.2 แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง (Phototrophic bacteria) 

แบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง ÿามารถÿังเคราะĀ์แÿงได้โดยไม่ได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์  
(Anoxygenic photosynthetic bacteria) ÿามารถแบ่งได้เป็น 6 กลุ่ม ตามคุณÿมบัติและต าแĀน่ง
ของรงคüัตถุ การÿะÿมÿารซัลเฟอร์ การออกซิไดซ์ซัลไฟด์ และการเจริญในÿภาüะที่มีอากาý Āรือไร้
อากาý คือ (1) Purple sulfur bacteria ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ Amoebobacter, 
Chromatium, Lamprobacter และ Thiospirillum เป็นต้น (2) Purple nonsulfur bacteria 
ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ Rhodobacter, Rhodopseudomonas และ Rhodospirillum 
เป็นต้น (3) Bacteria ที่มีรงคüัตถุ Bacteriochlorophyll ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ 
Heliobacillus และ Heliobacterium เป็นต้น (4) Green sulfur bacteria ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่ม
นี้ ได้แก่ Ancalochloris, Chlorobium และ Prosthechloris เป็นต้น  (5) Multicellular 
filamentous green bacteria ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ Chloroflexus, Choronema และ 
Oscillochloris เป็นต้น (6) Aerobic chemotropic bacteria ที่มีรงคüัตถุ bacteriochlorophyll 
ตัüอย่างแบคทีเรียกลุ่มนี้ ได้แก่ Erythrobacter  

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 2.3.3 ÿาĀร่ายÿีเขียü (Green algae) 

ÿาĀร่าย (Algae) เป็นÿิ่งมีชีüิตที่ÿามารถÿร้างอาĀารได้ด้üยตนเองจากกระบüนการ
ÿังเคราะĀ์ด้üยแÿงเช่นเดียüกับพืชทั่üไป มีขนาดเล็กตั้งแต่มองไม่เĀ็นด้üยตาเปล่าจนกระทั่งถึงขนาด
ใĀญ่ที่มีคüามยาüĀลายร้อยเมตร เช่น ÿาĀร่ายทะเลĀลายชนิด ÿาĀร่ายมีรูปร่างĀลายแบบอาจจะ
เป็นเซลล์เดียüĀรือĀลายเซลล์มารüมกลุ่มกัน เรียกü่า กลุ่มเซลล์Āรือโคโลนี มีทั้งที่เป็นเÿ้นÿายแตก
แขนง และไม่แตกแขนง เป็นทัลลัÿที่คล้ายราก ล าต้น และใบคล้ายพืชชั้นÿูง แต่ไม่มีระบบท่อล าเลียง
เĀมือนพืชชั้นÿูงซึ่งทุกเซลล์ท าĀน้าที่ÿังเคราะĀ์แÿงเพื่อการด ารงชีüิต (ยุüดี, 2558) 

ÿาĀร่ายในที่นี้ Āมายถึง ÿิ่งมีชีüิตชั้นต่ าซึ่งตรงกับภาþาอังกฤþü่า Algae และภาþากรีกü่า
Phykos เป็นÿิ่งมีชีüิตที่มีขนาดเล็กมากจนไม่ÿามารถมองเĀ็นได้ด้üยตาเปล่า (Microalgae) ต้องใช้
กล้องจุลทรรýน์ จนถึงขนาดใĀญ่ท่ีมองเĀ็นด้üยตาเปล่า (Macroalgae) ซึ่งดูเĀมือนมีราก ล าต้น และ
ใบ ซึ่งเรียกü่า ทัลลัÿ (Thallus) ÿ่üนใĀญ่จะมีคลอโรฟิลล์ช่üยในการÿังเคราะĀ์แÿง (ยุüดี, 2549) 

เนื่องจากÿาĀร่ายมีคüามพิเýþที่แตกต่างจากพืชทดแทนอ่ืนๆ คือ มีคüามรüดเร็üในระบบ
ÿังเคราะĀ์แÿง ÿาĀร่ายÿามารถน าเอาพลังงานจากแÿงอาทิตย์มาใช้ในการÿังเคราะĀ์แÿงได้อย่าง
รüดเร็üกü่าพืชทดแทนอื่นๆ มีýักยภาพในการเพ่ิมจ านüนÿูง ÿามารถเพาะเลี้ยงได้เป็นจ านüนมากโดย
ไม่ยุ่งยาก ใช้พ้ืนที่ในการเพาะเลี้ยงไม่เปลืองและไม่มีผลกระทบต่อการเพาะปลูกพืชการเกþตรอ่ืนๆ 
อีกท้ังยังใĀ้ผลพลอยได้มูลค่าÿูง เช่น ปุ๋ย อาĀารÿัตü์ ÿารปฏิชีüนะ เครื่องÿ าอาง Āรือใช้เป็นยารักþา
โรค นอกจากนี้ÿาĀร่ายยังผลิตก๊าซไบโอไฮโดรเจนได้อย่างมีประÿิทธิภาพÿูง 

ÿาĀร่ายÿีเขียüที่มีคüามÿามารถในการผลิตไฮโดรเจนที่น ามาýึกþา ได้แก่ (1) Chlorella sp. 
ChiW1 ได้มาจากน้ าในนาข้าü จังĀüัดชัยนาท (2) Chlorella sp. KMITL CirG ได้มาจากแĀล่งน้ าใน
เขตลาดกระบัง จังĀüัดกรุงเทพมĀานคร (3) Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ได้มาจาก 
Chlamydomonas Resource center ประเทýÿĀรัฐอเมริกา (4) Chlamydomonas reinhardtii 
CC-125 ได้มาจาก Chlamydomonas Resource center ประเทýÿĀรัฐอเมริกา (5) 
Scenedesmus obliquus TISTR 8546 ได้มาจากÿถาบันüิจัยüิทยาýาÿตร์และเทคโนโลยีแĀ่ง
ประเทýไทย และ (6) Scenedesmus sp. L ได้มาจากแĀล่งน้ าในเขตลาดกระบัง จังĀüัด
กรุงเทพมĀานคร 

 
2.4 การผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียü 

 ÿาĀร่ายÿีเขียü ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้ทั้งในÿภาüะที่ใช้แÿงและไม่ใช้แÿง โดยในÿภาüะที่
ใช้แÿง จะใช้เพียงแÿงและน้ ามาเป็นÿารตั้งต้นในกระบüนการผลิต โดยในการผลิตจะอยู่ในÿภาüะไร้
อากาý การผลิตไฮโดรเจนจากกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงจะเกิดขึ้นที่บริเüณคลอโรพลาÿต์ของเซลล์ 
ภายในคลอโรพลาÿต์ของเซลล์จะมีĀน่üยรับแÿงที่ประกอบด้üย แคโรทีนอยด์ คลอโรฟิลล์ เอ และ
คลอโรฟิลล์ บี ที่ท างานร่üมกัน เมื่อโมเลกุลของคลอโรฟิลล์ เอ ได้รับพลังงานแÿงในช่üงคüามยาü
คลื่นที่เĀมาะÿม อิเล็กตรอนในโมเลกุลของคลอโรฟิลล์ เอ จะถูกกระตุ้นใĀ้มีพลังงานÿูงขึ้นและพร้อม
ที่จะปลดปล่อยอิเล็กตรอนใĀ้กับตัüรับอิเล็กตรอนตัüถัดไป ต่อมาเมื่อมีพลังงานในรูปของแÿงตก
กระทบที่บริเüณระบบแÿงÿอง ระบบแÿงÿองจะถูกกระตุ้นใĀ้มีการปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกไปที่คüิ
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โนน อิเล็กตรอนจะถูกÿ่งต่อไปยังพลาÿโตคüิโนน ต่อมาเมื่อน้ ามีการแตกตัüได้โมเลกุลของออกซิเจน 
โปรตอน และอิเล็กตรอน อิเล็กตรอนที่ได้จะไปแทนที่อิเล็กตรอนในคลอโรฟิลล์ที่ÿูญเÿียไปในระบบ 
ต่อมาอิเล็กตรอนจากพลาÿโตคüิโนน จะถูกÿ่งต่อไปยังไซโตโครม บี , ไซโตโครม เอฟ, พลาÿโตไซยา
นิน และเข้าÿู่ระบบแÿงĀนึ่ง เมื่อระบบแÿงĀนึ่งถูกกระตุ้น จะปลดปล่อยอิเล็ กตรอนมากระตุ้น
คลอโรฟิลล์ในระบบแÿงĀนึ่ง เมื่อคลอโรฟิลล์ถูกกระตุ้นจะปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกมาที่เฟอร์รีดอก
ซิน อิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอกซินจะไปรüมตัüกับโปรตอนที่มาจากการแตกตัüของน้ า โดยมีเอนไซม์
ไฮโดรจีเนÿเป็นตัüเร่งปฏิกิริยา ท าใĀ้เกิดการผลิตไฮโดรเจนขึ้น 

 การผลิตไฮโดรเจนในÿภาüะที่ไม่ใช้แÿง จะเกิดขึ้นภายใต้ÿภาüะที่ไร้แÿงและไร้อากาý โดย
แป้งจะÿลายไปเป็นไพรูเüต โดยผ่านเอนไซม์ไพรูเüต-เฟอร์รีดอกซินออกซิโดรีดักเทÿ (Pyruvate-
ferredoxin oxidoreductase, PFOR) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) อะซิติล-โค
เอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) และอิเล็กตรอน เฟอร์รีดอกซินจะรับอิเล็กตรอนที่ปลดปล่อยออกมาแล้üÿ่ง
ต่อไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿใĀ้ผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

 

รูปที่ 2.1 กระบüนการผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียü 
ที่มา : Posewitz, 2009 

 
2.5 เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ 

 เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ (Hydrogenase : hydrogen acceptor oxidoreductase) เป็น
เอนไซม์ที่เกี่ยüข้องกับเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในÿิ่งมีชีüิต ท าĀน้าที่เร่งปฏิกิริยารีดักชันของ
โปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็นไฮโดรเจน Āรือเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอน
และอิเล็กตรอน เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ÿามารถพบได้ทั้งในÿิ่งมีชีüิตประเภทโปรคาริโอตและยูคาริโอต 
ÿิ่งมีชีüิตประเภทโปรคาริโอตจะพบเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿในไซโตพลาÿซึม ในขณะที่ÿิ่งมีชีüิตประเภทยู
คาริโอตจะพบเอนไซม์ชนิดนี้ในคลอโรพลาÿต์ โดยเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿÿ่üนใĀญ่จะมีคüามไüต่อก๊าซ
ออกซิเจน  

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿÿามารถจัดจ าแนกตามทิýทางการเกิดปฏิกิริยาออกเป็น 2 ชนิด ดังนี้ 

 1. เอนไชม์รีเüอร์ÿซิเบิลไฮโดรจีเนÿ (Reversible hydrogenase)  

 เอนไซม์รีเüอร์ÿซิเบิลไฮโดรจีเนÿ  (Reversible hydrogenase) Āรือเอนไซม์ไบไดเรกชัน
นาลไฮโดรจีเนÿ (Bidirectional  hydrogenase) ท าĀน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกชิเดชันของโมเลกุล
ไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอน และเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเป็นโมเลกุลไฮโดรเจน เอนไซม์ชนิด
นี้ÿามารถพบได้ท้ังในไซยาโนแบคทีเรียและÿาĀร่ายÿีเขียü 

 2. เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนÿ (Uptake hydrogenase) 

 เอนไชม์อัพเทคไฮโดรจีเนÿ (Uptake  hydrogenase) Āรือเอนไซม์ยูนิไดเรกชันนาลไฮโดร
จีเนÿ (Unidirectional  hydrogenase) ท าĀน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุลไฮโดรเจนไป
เป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน  เอนไซม์ชนิดนี้จะÿลายโมเลกุลของไฮโดรเจนที่ได้จากกระบüนการตรึง
ไนโตรเจนภายในเซลล์เฮเทอโรซิÿต์ โดยอาýัยกิจกรรมของเอนไซม์ไนโตรจีเนÿ เอนไซม์อัพเทคไฮโดร
จีเนÿÿามารถพบได้ทั้งในแบคทีเรียÿังเคราะĀ์แÿง ไซยาโนแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจน รüมถึงไซยาโน
แบคทีเรียเซลล์เดียüบางชนิดที่ไม่ÿามารถตรึงไนโตรเจน เช่น Synechococcus sp. PCC 6301  

 เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿÿามารถจ าแนกตามองค์ประกอบของโลĀะที่มีอยู่ในýูนย์กลางบริเüณ
กระตุ้นของเอนไซม์ออกเป็น 2 ชนิด ดังนี้ 

 1. เอนไซม์ที่มีเĀล็กในýูนย์กลางของบริเüณกระตุ้น (FeFe-hydrogenase) 

 เอนไซม์ [FeFe]-hydrogenase ประกอบด้üยโมเลกุลของเĀล็ก 2 อะตอมอยู่ที่ýูนย์กลาง
ของบริเüณกระตุ้น โดยเĀล็กจะจับกับซัลเฟอร์ของกรดอะมิโนซีÿเทอีนของเอนไซม์ เอนไซม์ [FeFe]-
hydrogenase นี้ประกอบด้üย คลัÿเตอร์ของ [2Fe-2S] และ [4Fe-4S] โดยซัลเฟอร์เปรียบเÿมือน
เป็นÿะพานในการเชื่อมระĀü่างโลĀะ นอกจากอะตอมของเĀล็กที่อยู่บริเüณýูนย์กลางของเอนไซม์จับ
กับกรดอะมิโนซิÿเทอีนแล้ü เĀล็กยังจับกับอะตอมของคาร์บอนมอนอกไซต์ (CO) และไซยาไนต์ (CN) 
อีกด้üย (Maness et al., 2009) 

 
รูปที่ 2.2 บริเüณกระตุ้นปฏิกิริยาของเอนไซม์ [FeFe]-hydrogenase 

ที่มา : Maness et al., 2009 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



9 
 

 

2. เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿที่มีนิกเกิลและเĀล็กในýูนย์กลางของบริเüณกระตุ้น (NiFe-
hydrogenase) 

 เอนไซม์ [NiFe]-hydrogenase เป็น Enzyme complex ที่ประกอบด้üยเอนไซม์ 2 ชนิด 
คือ (1) เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿที่ประกอบด้üยโปรตีน 2 Āน่üยย่อย คือ โปรตีน HoxH ซึ่งประกอบด้üย
อะตอมของเĀล็ก (Fe) และนิกเกิล (Ni) โดยอะตอมของเĀล็กเชื่อมอยู่กับอะตอมของ
คาร์บอนมอนอกไซด์ ไซยาไนด์และซัลเฟอร์  เอนไซม์นี้ท าĀน้าที่เĀมือนกับเอนไซม์ไบไดเรกชันนาล
ไฮโดรจีเนÿ โปรตีน HoxY ประกอบด้üยคลัÿเตอร์ของ [4Fe-4S]   
(2) เอนไซม์ไดอะโฟเรÿ (Diaphorase) ประกอบด้üยโปรตีน 3 Āน่üยย่อย คือ โปรตีน HoxF,  HoxU  
และ HoxE ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท าĀน้าที่ขนÿ่งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ 
(Maness et al., 2009)  
 

 
 

รูปที่ 2.3 บริเüณกระตุ้นปฏิกิริยาของเอนไซม์ [NiFe]-hydrogenase 
ที่มา : Maness et al., 2009 

 
เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿในÿาĀร่ายÿีเขียüเป็นเอนไซม์ชนิดที่บริเüณกระตุ้น ประกอบด้üยโมเลกุล

ของเĀล็กเท่านั้น เอนไซม์ชนิดนี้ÿามารถท างานได้ในÿภาüะที่ไม่มีออกซิเจนĀรือมีออกซิเจนเพียง
เล็กน้อย มีรายงานการýึกþาการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿในÿาĀร่ายÿีเขียü Scenedesmus 
obliquus (Gaffron และ Rubin, 1942), Chlamydomonas reinhardtii (Healey, 1970), 
Chlorella fusca (Kessler, 1974) และ Chlamydomonas moewusii (Healey, 1970) เอนไซม์
ไฮโดรจีเนÿเป็นโปรตีนที่มีขนาดประมาณ 48 กิโลดาลตัน โดยมีคüามคล้ายคลึงของกรดอะมิโนใน
ÿาĀร่ายÿีเขียüประมาณ 50 เปอร์เซ็นต์ เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿประกอบด้üย 1 Āน่üยย่อย ที่มีบริเüณ
กระตุ้นĀรือบริเüณ H-cluster ประกอบด้üยโมเลกุลของเĀล็ก 2 อะตอม และจะจับเข้ากับซัลเฟอร์ใน
กรดอะมิโนซิÿเทอีน (Cysteine) และท าĀน้าที่เป็น Fe-S cluster นอกจากอะตอมของเĀล็กที่อยู่ตรง
กลางของบริเüณนี้จะจับกับซิÿเทอีนแล้ü ยังจับกับอะตอมของคาร์บอนมอนอกไซด์ และไซยาไนด์อีก
ด้üย (Maness และคณะ, 2009) 
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2.6 ปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 

 การผลิตไฮโดรเจนจากÿาĀร่ายÿีเขียü ยังมีปัจจัยอ่ืนๆ ที่ต้องค านึงถึงĀลายประการ เช่น 

 1. แĀล่งซัลเฟอร์ (Sulfur) 

 ÿภาüะการขาดแĀล่งซัลเฟอร์ มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü ซัลเฟอร์เป็น
ÿ่üนประกอบที่ÿ าคัญของกรดอะมิโนซีÿเทอีนและเมทไธโอนีน ซึ่งกรดอะมิโนทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นกรด  
อะมิโนที่มีคüามจ าเป็นต่อกระบüนการÿังเคราะĀ์โปรตีนทุกชนิด และโปรตีน D1 ที่อยู่ในýูนย์กลาง
ของระบบแÿงÿอง (Reaction center) เมื่อเซลล์ÿาĀร่ายถูกบ่มภายใต้ÿภาüะการขาดแĀล่งซัลเฟอร์
ท าใĀ้เกิดการเปลี่ยนแปลงกระบüนการเมแทบอลิซึมในระบบแÿงÿอง (Wykoff et al., 1998) โดย
ยับยั้งการท างานของระบบแÿงÿองแบบชั่üคราü ÿ่งผลใĀ้ระบบแÿงÿองĀยุดการÿังเคราะĀ์โปรตีน
Āรือซ่อมแซมโปรตีน D1 เมื่อระบบแÿงÿองถูกยับยั้ง อัตราการÿังเคราะĀ์แÿงของÿาĀร่ายÿีเขียüจึง
ลดลง กระบüนการÿร้างออกซิเจนจากการแตกตัüของน้ าจึงลดลง เมื่อออกซิเจนที่เกิดขึ้นจาก
กระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงน้อยกü่าออกซิเจนที่ถูกน าไปใช้ในกระบüนการĀายใจของเซลล์ เซลล์จึง
เข้าÿู่ÿภาüะที่ปราýจากออกซิเจน (Anaerobiosis condition) และเกิดการเĀนี่ยüน าการแÿดงออก
ของเอนไซมไ์ฮโดรจีเนÿใĀ้ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากข้ึน  

 2. แĀล่งไนโตรเจน (Nitrogen) 

 ไนโตรเจน เป็นองค์ประกอบที่ÿ าคัญของกรดอะมิโน  ซึ่งเป็นองค์ประกอบของโปรตีนทุกชนิด
ในÿิ่งมีชีüิต รüมถึงไนโตรเจนยังเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลของคลอโรฟิลล์อีกด้üย ภายใต้ÿภาüะการ
ขาดแĀล่งไนโตรเจน เซลล์จะมีจะเกิดการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิซึมภายในเซลล์  และÿ่งผลต่อไซโต
โครมบี 6 เอฟ (Cytochrome b6f complex) เมื่อไซโตโครมบี 6 เอฟ ÿูญเÿียÿภาพไป ท าใĀ้ปริมาณ
ออกซิเจนที่เกิดขึ้นในระบบแÿงÿองน้อยลง ÿ่งผลใĀ้เกิดการเปลี่ยนแปลงÿมดุลระĀü่างปริมาณ
ออกซิเจน การขาดไนโตรเจนยังท าใĀ้ปริมาณโปรตีนที่ýูนย์กลางปฏิกิริยาการรับแÿง (Light 
harvesting complex) และเอนไซม์ Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase  
(RuBisCo) ลดลง นอกจากนี้การขาดแĀล่งไนโตรเจนในอาĀารเพาะเลี้ยงจะÿ่งผลใĀ้เซลล์ของÿาĀร่าย
เกิดการÿะÿมของแป้งและไขมันเพ่ิมมากขึ้น ซึ่งจะช่üยÿ่งเÿริมการผลิตไนโตรเจนเนื่องจากเซลล์จะ
ÿลายแป้งเพ่ือใช้เป็นแĀล่งอิเล็กตรอนÿ าĀรับการผลิตไฮโดรเจน  

 3. โพแทÿเซียม (Potassium) 

 โพแทÿเซียมเป็นธาตุอาĀารที่ÿ าคัญต่อการเจริญเติบโตของพืช โพแทÿเซียมเป็นไอออนบüก 
(K+) ท าĀน้าที่ช่üยคüบคุมแรงดันออÿโมติกภายในเซลล์ (Haschke and Littge, 1975) และมี
บทบาทÿ าคัญในการÿังเคราะĀ์โปรตีนของพืชและÿาĀร่าย (Leigh and Wyn Jones, 1984; 
Memon et al., 1985)  เมื่อÿาĀร่ายขาดแĀล่งโพแทÿเซียม จะตอบÿนองโดยการเพ่ิมการเคลื่อนที่
ของโพแทÿเซียมไอออนระĀü่างพลาÿมาเมมเบรน (Plasma membrane) การÿังเคราะĀ์แÿงและ
อัตราการผลิตพลังงาน ATP ลดลง อัตราการĀายใจของพืชเพ่ิมขึ้น ท าใĀ้ÿาĀร่ายเจริญเติบโตลดลง 
(Munson, 1985) มีงานüิจัยพบü่า การขาดแĀล่งโพแทÿเซียมในอาĀาร จะช่üยÿ่งเÿริมการผลิต
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ไฮโดรเจนในÿาĀร่ายÿีเขียü โดยÿาĀร่ายÿีเขียüจะตอบÿนองโดยการÿังเคราะĀ์โปรตีน D1 ลดลง 
ในขณะที่โปรตีน PsaA ซึ่งเป็นโปรตีนที่อยู่ในระบบแÿงĀนึ่งมีการÿังเคราะĀ์มากขึ้น (Lyer et al., 
2015) ดังนั้นการขาดโพแทÿเซียมน่าจะมีผลช่üยในการÿ่งเÿริมการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ท า
ใĀ้ผลิตไฮโดรเจนได้เพ่ิมข้ึน 

 4. แĀล่งคาร์บอน (Carbon source) 

ÿาĀร่ายÿีเขียüจะÿะÿมคาร์บอนในรูปของแป้งในระĀü่างกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿง ภายใต้
ÿภาüะที่ปราýจากออกซิเจน ÿาĀร่ายÿีเขียüจะน าแป้งที่เก็บÿะÿมนี้ไปใช้เป็นแĀล่งใĀ้อิเล็กตรอน
ÿ าĀรับการผลิตไฮโดรเจน แĀล่งคาร์บอนที่ÿาĀร่ายÿีเขียüÿามารถน ามาใช้ในการผลิตไฮโดรเจน 
ได้แก่ ÿารอนินทรีย์คาร์บอน เช่น คาร์บอนไดออกไซด์และกรดคาร์บอนิก และÿารอินทรีย์คาร์บอน 
เช่น กรดมาลิก กรดอะซีติก กลูโคÿ ซูโครÿ ฟรุกโตÿ มอลโทÿ แมนนิทอล แลกโทÿ อะซีเตท และ
ÿารอินทรีย์ในน้ าเÿีย เป็นต้น นอกจากนี้ แĀล่งคาร์บอน เช่น อะซีเตท ÿามารถใช้เป็นÿารตั้งต้นใน
กระบüนการĀายใจระดับเซลล์ของÿาĀร่าย ท าใĀ้เมื่อเซลล์เข้าÿู่ÿภาüะที่ปราýจากอากาý จึงÿ่งผลใĀ้
เซลล์ÿามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากขึ้น  

 5. อุณĀภูมิ (Temperature) 

 อุณĀภูมิ เป็นปัจจัยĀนึ่งที่มีผลต่อกระบüนการÿังเคราะĀ์แÿงและการผลิตไฮโดรเจนใน
ÿาĀร่ายÿีเขียü  เนื่องจากอุณĀภูมิมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ชนิดต่างๆ ในกระบüนการ
ÿังเคราะĀ์แÿง รüมถึงเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ  อุณĀภูมิที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿี
เขียüอยู่ในช่üง 35-40 องýาเซลเซียÿ โดยเป็นช่üงอุณĀภูมิที่เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿมีคüามเÿถียร  ใน
ÿภาüะอุณĀภูมิÿู ง  เอนไซม์ชนิดต่ างๆ เช่น เอนไซม์  Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase  เอนไซม์ไฮโดรจีเนÿจะเÿียÿภาพ รüมถึงการท างานของระบบแÿงÿองจะ
ถูกยับยั้ง เนื่องจากระบบแÿงÿองมีคüามไüต่ออุณĀภูมิÿูง ท าใĀ้อิเล็กตรอนจากการแตกตัüของน้ าใน
ระบบแÿงÿองไม่ได้ถูกถ่ายทอดไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿ ÿ่งผลใĀ้การผลิตไฮโดรเจนลดลง 

 6. แÿง (Light) 

 ÿาĀร่ายÿีเขียüจ าเป็นต้องใช้แÿงในการเจริญเติบโต ซึ่งในระĀü่างการเจริญเติบโต  เซลล์จะ
น าแÿงมาใช้ในกระบüนการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือÿะÿมคาร์โบไฮเดรต รüมถึงแÿงยังมี
คüามÿ าคัญต่อการผลิตไฮโดรเจนอีกด้üย ในÿภาüะที่ปราýจากอากาý ÿาĀร่ายจะÿามารถผลิต
ไฮโดรเจนโดยอาýัยการดูดซับพลังงานแÿง ท าใĀ้เกิดการแตกตัüของน้ าเพ่ือน ามาใช้เป็นแĀล่ง
อิเล็กตรอนÿ าĀรับการผลิตไฮโดรเจน อย่างไรก็ตาม คüามเข้มแÿงมีผลต่อÿารÿีคลอโรฟิลล์ และการ
ท างานของระบบแÿงÿอง เนื่องจากคüามเข้มแÿงÿูงมีผลท าใĀ้เซลล์เกิดการชักน าใĀ้มีการÿังเคราะĀ์
ÿารÿีในการÿังเคราะĀ์แÿง เช่น คลอโรฟิลล์ แซนโทฟิลล์ เพ่ิมมากขึ้น เพ่ือป้องกันระบบแÿงÿองจาก
ปฏิกิริยาการออกซิเดชันโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็นไฮโดรเจน นอกจากนี้ ถ้าคüามเข้มแÿงมาก
เกินไป จะมีผลต่อการยับยั้งการท างานของระบบแÿงÿองจากการÿร้างออกซิเจน ท าใĀ้ÿาĀร่ายผลิต
ไฮโดรเจนลดลง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.7 งานüิจัยที่เกี่ยüข้อง 

กิตติพัฒน์ (2562) ýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมของการผลิตไฮโดรเจนในÿาĀร่ายÿีเขียüเซลล์
เดียü Scenedesmus obliquus TISTR 8546 นอกจากนี้ยังýึกþาการเจริญเติบโตและการผลิต
ไฮโดรเจนในน้ าเÿียอุตÿาĀกรรมอาĀารของÿาĀร่ายที่คัดเลือก ผลการทดลองพบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียü  
S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงกü่า Scenedesmus sp. KMITL OVG-1 
โดยÿภาüะที่เĀมาะÿมÿ าĀรับการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü S. obliquus TISTR 8546 คือ 
บ่มเซลล์ที่มีอายุเซลล์ 36 ชั่üโมงและมีคüามĀนาแน่นของเซลล์ที่ OD 750 เท่ากับ 0.8 ในอาĀาร TAP 
ที่ขาดโพแทÿเซียม (TAP-K) การปรับตัüของเซลล์ในอาĀารที่ขาดโพแทÿเซียมเป็นเüลา 24 ชั่üโมง
ก่อนชักน าใĀ้ÿาĀร่ายผลิตไฮโดรเจนจะช่üยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนภายใต้ÿภาüะปราýจากอากาýของ
ÿาĀร่ายÿายพันธุ์นี้ คüามเข้มแÿง อุณĀภูมิของการบ่มและพีเอชเริ่มต้นของอาĀารที่เĀมาะÿมต่อการ
ผลิตไฮโดรเจนของ S. obliquus TISTR 8546 คือ คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตร
ต่อüินาที อุณĀภูมิของการบ่ม 30 องýาเซลเซียÿ และพีเอชเริ่มต้นของอาĀาร 7.2 ตามล าดับ ภายใต้
ÿภาüะที่เĀมาะÿม ÿาĀร่ายÿีเขียü S. obliquus TISTR 8546 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 
14.455 ± 0.855 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด
เท่ากับ 336.859 ± 21.416 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ในชั่üโมงที่ 48 ของการบ่ม
เซลล์ในÿภาüะที่ปราýจากอากาý ในงานüิจัยนี้ ÿาĀร่ายÿีเขียü S. obliquus TISTR 8546 ÿามารถ
เจริญเติบโตได้ในน้ าเÿียจากโรงงานอุตÿาĀกรรมอาĀารต่างๆ ที่มีการเติมกรดอะซีติกคüามเข้มข้น 
17.4 มิลลิโมลาร์ ภายĀลังการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüในน้ าเÿียชนิดต่างๆ พบü่า ค่าการละลายของ
ออกชิเจนในน้ า (DO) เพ่ิมขึ้น แต่ค่าปริมาณออกซิเจนที่จุลินทรีย์ใช้เพ่ือย่อยÿลายÿารอินทรีย์ (BOD) 
ลดลงและค่าปริมาณออกซิเจนที่ÿารเคมีใช้ในการย่อยÿารอินทรีย์ (COD) ลดลงอย่างเĀ็นได้ชัด 
ÿาĀร่ายÿีเขียü S. obliquus TISTR 8546 ที่บ่มในน้ าเÿียจากโรงงานอุตÿาĀกรรมผลิตนมข้นĀüาน
ก่อนบ าบัด และมีการเติมกรดอะชีติกคüามเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ ใĀ้อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด
เท่ากับ 23.724 ± 0.819 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง และใĀ้ผลผลิต
ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 682.778 ± 23.540 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ ภายĀลัง 96 
ชั่üโมงของการบ่มในÿภาüะที่ปราýจากอากาý 

 He et al. (2018) ýึกþาการผลิตไฮโดรเจนที่เพ่ิมขึ้นจากการเพาะเลี้ยง Chlamydomonas 
reinhardtii CC-503 และแบคทีเรีย autotrophic sulfide-oxidizing facultative ภายใต้ÿภาüะที่มี
ก ามะถัน การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้ÿาĀร่ายขนาดเล็กถือเป็นแนüทางที่มีแนüโน้มในการพัฒนา
พลังงานไฮโดรเจนที่ยั่งยืน ÿาĀร่าย C. reinhardtii CC-503 ได้รับการเพาะเลี้ยงร่üมกับแบคทีเรีย 
Thuomonas intermedia BCRC 17547 เพ่ือปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจน โดยมีการผลิตไฮโดรเจน 
ÿูงÿุดของการเพาะเลี้ยงร่üมในÿภาüะขาดก ามะถันคือ 122 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม และมีอัตราÿ่üน
ของÿาĀร่ายต่อแบคทีเรียเท่ากับ 60 : 1 ซึ่งÿูงกü่าการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายบริÿุทธิ์ 2.8 เท่า การบ าบัด
ด้üย Na2S2O3 ÿามารถใĀ้อัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดที่ 255 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัม ซึ่งÿูงกü่าการ
เพาะเลี้ยงÿาĀร่ายบริÿุทธิ์และการเพาะเลี้ยงร่üมที่ไม่มี Na2S2O3 ถึง 5.9 และ 2.1 เท่า การเพาะเลี้ยง
ร่üมกันภายใต้ÿภาüะที่มีซัลเฟตยังÿามารถเพ่ิมมüลชีüภาพ อัตราการĀายใจ ปริมาณแป้ง และ
กิจกรรมของไฮโดรเจนของ C. reinhardtii ได้อย่างมีนัยÿ าคัญ การเติม Na2S2O3 อย่างต่อเนื่อง (52 
üัน) ÿามารถผลิตไฮโดรเจนจากการเพาะเลี้ยงร่üมของแบคทีเรียต่อÿาĀร่ายได้ ผลการทดลอง แÿดง
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ใĀ้เĀ็นü่า การเพาะเลี้ยงร่üมกันของ C. reinhardtii CC-503 และแบคทีเรีย Thuomonas 
intermedia BCRC 17547 เป็นกลยุทธ์ที่คุ้มค่าÿ าĀรับการปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจน 
  
 Kim et al. (2006) ýึกþาการผลิตก๊าชไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii UTEX  90 ในอาĀารที่ขาดซัลเฟอร์ภายใต้ÿภาüะที่ปราýจากอากาý โดยการแปรผัน
คüามเข้มแÿงต่างๆ  พบü่า ÿาĀร่ายผลิตไฮโดรเจนภายใต้คüามเข้มแÿง 60 ถึง 200 ไมโครไอน์ÿไตน์
ต่อตารางเมตรต่อüินาที โดยผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดที่คüามเข้มแÿง 200 ไมโครไอน์ÿไตน์ต่อตารางเมตร
ต่อüินาที ทั้งนี้เนื่องจากคüามเข้มแÿงÿูงท าใĀ้เซลล์มีปริมาณคลอโรฟิลล์ÿูงÿุด อย่างไรก็ตาม การผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนจะถูกยับยั้งที่คüามเข้มแÿง 300 ไมโครไอน์ÿไตน์ต่อตารางเมตรต่อüินาที เนื่องจาก
ระบบแÿงÿองถูกท าลายจากปริมาณแÿงที่มากเกินไป (Photoinhibition) ดังนั้น ÿาĀร่ายÿีเขียü     
C. reinhardtti ผลิตก๊าซไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดภายใต้ÿภาüะที่ขาดซัลเฟอร์เมื่อท าการคüบคุมคüามเข้ม
แÿงใĀ้ต่ ากü่าคüามเข้มแÿงอิ่มตัü 
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บทท่ี 3  
üิธีการด าเนินงานüิจัย  

 
3.1 ÿาĀร่ายÿีเขียüที่ใช้ในการทดลอง 

ÿาĀร่ายÿีเขียüที่ใช้ในการทดลองนี้มีท้ังĀมด 6 ÿายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. ChiW1, 
Chlorella sp. KMITL CirG, Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Chlamydomonas 
reinhardtii CC-125, Scenedesmus obliquus TISTR 8546 และ Scenedesmus sp. L 

 
3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 กระดาþกรอง (Filter paper) 
3.2.2 กระบอกตüงÿารขนาด 50, 100, 500 และ1000 มิลลิลิตร (Cylinder) 
3.2.3 กล้องจุลทรรýน์ชนิดพ้ืนĀลังÿü่าง (Bright field microscope) 
3.2.4 ขüดแก้üดูแรนขนาด 1 ลิตร (Duran bottle) 
3.2.5 ขüดแก้üใÿ่ÿารตัüอย่าง (Vial) 
3.2.6 ขüดฉีดน้ ากลั่นขนาด 500 มิลลิลิตร (Wash bottle) 
3.2.7 ขüดรูปชมพู่ขนาด 125 และ250 มิลลิลิตร (Erlenmeyer flask) 
3.2.8 เข็มฉีดตัüอย่าง (Gas-tight syringe) 
3.2.9 คิüเüทท์ (Cuvette) 
3.2.10 เครื่องกüนÿารพร้อมใĀ้คüามร้อน (Hotplate stirrer) 
3.2.11 เครื่องแก๊ÿโครมาโทกราฟ (Gas chromatograph) 
3.2.12 เครื่องเขย่าแบบคüบคุมอุณĀภูมิ (Incubator shaker) 
3.2.13 เครื่องชั่งÿาร (Balance) 
3.2.14 เครื่องผÿมÿาร (Vortex) 
3.2.15 เครื่องปั่นเĀüี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) 
3.2.16 เครื่องปั่นเĀüี่ยงแบบคüบคุมอุณĀภูมิ (Refrigerated centrifuge) 
3.2.17 เครื่องüัดคüามเป็นกรดด่าง (pH meter) 
3.2.18 เครื่องใĀ้คüามร้อนแก่Āลอดทดลอง (Heat block) 
3.2.19 เครื่องÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis spectrophotometer) 
3.2.20 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้üยไอน้ า (Autoclave) 
3.2.21 จานเพาะเชื้อแก้ü (Petridish) 
3.2.22 ตะเกียงแอลกอฮอล์ (Alcohol burner) 
3.2.23 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet) 
3.2.24 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
3.2.25 ที่üางĀลอดทดลอง (Rack) 
3.2.26 แท่งแม่เĀล็กกüนÿาร (Magnetic stirring bar) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.2.27 ไมโครปิเปต (Micropipette) 
3.2.28 ไมโครปิเปตทิป (Micropipette tip) 
3.2.29 ลüดเขี่ยเชื้อ (Loop) 
3.2.30 Āลอดไมโครเซนติฟิüจพ์ลาÿติก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร (Microcentrifuge tube) 
3.2.31 Āลอดÿ าĀรับปั่นเĀüี่ยง (Centrifuge tube) 
3.2.32 ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Haemacytometer) 
 

3.3 อาĀารเลี้ยงเชื้อ 

อาĀาร Tris-Acetate-Phosphate (TAP) 
 

3.4 ÿารเคมี 

 3.4.1 ÿารเคมีÿ าĀรับอาĀารเลี้ยงเชื้อ 

3.4.1.1 กรดบอริก (H3BO3) 
3.4.1.2 กรดไฮโดรคลอริก (HCl) 
3.4.1.3 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรด (CaCl2.2H2O) 
3.4.1.4 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 
3.4.1.5 โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 
3.4.1.6 ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 
3.4.1.7 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O) 
3.4.1.8 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)  
3.4.1.9 ไดโพแทÿเซียมไฮโดรเจนฟอÿเฟต  (K2HPO4) 
3.4.1.10 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Na2EDTA) 
3.4.1.11 โพแทÿเซียมไดโฮโดรเจนฟอÿเฟต (KH2PO4) 
3.4.1.12 เฟอรัÿซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 
3.4.1.13 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 
3.4.1.14 แมงกานีÿคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 
3.4.1.15 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 

3.4.2 ÿารเคมีÿ าĀรับüิเคราะĀ์คลอโรฟิลล์ 

  เมทานอล (CH3OH) 

3.4.3 ก๊าซมาตรฐานและก๊าซท่ีใช้ในการüิเคราะĀ์ไฮโดรเจน 

3.4.3.1 ก๊าซอาร์กอน 99 เปอร์เซ็นต์ 
3.4.3.2 ก๊าซไฮโดรเจนมาตรฐาน 4 เปอร์เซ็นต์ ในอาร์กอน 
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3.5 üิธีการทดลอง 
 3.5.1 การเตรียมĀัüเชื้อของÿาĀร่ายÿีเขียü 

  เพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ÿ าĀรับใช้เป็นĀัüเชื้อ (Starter) โดยเขี่ยเชื้อ
ÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ที่มีในĀ้องปฏิบัติการแล้üลาก (Streak) ไปบนจานเพาะเชื้อที่มีอาĀาร
แข็ง Tris-Acetate-Phosphate (TAP) น าไปบ่มที่อุณĀภูมิ 30 องýาเซลเซียÿ ภายใต้คüามเข้มแÿง 
30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 5 üัน เมื่อเชื้อเจริญแล้ü เขี่ยเชื้อÿาĀร่ายÿี
เขียüจากอาĀารแข็ง TAP 2 ลูป มากระจายลงในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาĀารเĀลü TAP 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนั้นน าฟลาÿก์ไปเขย่าที่คüามเร็ü 120 รอบต่อนาที ที่อุณĀภูมิ 30 องýา
เซลเซียÿ ภายใต้คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 5 üัน เพ่ือใช้
เป็นĀัüเชื้อÿาĀร่ายในแต่ละการทดลอง 

 3.5.2 การýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü 

  การýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ท าได้โดยเก็บตัüอย่าง
เซลล์แขüนลอยจากĀัüเชื้อÿาĀร่ายดังĀัüข้อที่ 3.5.1 ทุก 6 ชั่üโมง เป็นเüลา 120 ชั่üโมง น าเซลล์
แขüนลอยมาýึกþาการเจริญเติบโตโดยการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร  
üิเคราะĀ์คüามĀนาแน่นของเซลล์ และปริมาณคลอโรฟิลล์ 

  3.5.2.1 üิธีการüัดค่าการดูดกลืนแÿง 

   น าเซลล์แขüนลอยของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ที่เก็บเกี่ยüไü้ในĀลอด
ไมโครเซนติฟิüจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปüัดค่าดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 750 
นาโนเมตรด้üยเครื่องÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้อาĀารเĀลü TAP เป็นแบลงค์ (Blank) และน าค่า
ดูดกลืนแÿงที่üัดได้มาค านüณอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate) และ
ระยะเüลาที่เซลล์ใช้ในการเพ่ิมจ านüนเป็นÿองเท่า (Doubling time) 

3.5.2.2 üิธีการüิเคราะĀ์คüามĀนาแน่นของเซลล์ 

   น าเซลล์แขüนลอยของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ที่เก็บเกี่ยüไü้ในĀลอด
ไมโครเซนติฟิüจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิเปตมาปริมาตร 10 ไมโครลิตร Āยดลงบนÿไลด์ฮีมาไซโต
มิเตอร์และน าÿไลด์ไปÿ่องภายใต้กล้องจุลทรรýน์ชนิดพ้ืนĀลังÿü่างที่ก าลังขยายภาพ 400 เท่า นับ
จ านüนเซลล์ และค านüณคüามĀนาแน่นของเซลล์ 

3.5.2.3 üิธีการüิเคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์ 

   น าเซลล์แขüนลอยของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ที่เก็บเกี่ยüไü้ในĀลอด
ไมโครเซนติฟิüจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 12,000 รอบต่อ
นาที เป็นเüลา 1 นาที จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูดÿ่üนใÿทิ้ง น าเซลล์ÿาĀร่ายมาเติมเมทานอล 100 
เปอร์เซ็นต์ลงไป 0.9 มิลลิลิตร ผÿมใĀ้เข้ากันด้üยเครื่องผÿมÿาร น าĀลอดไปüางในอ่างน้ าคüบคุม
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อุณĀภูมิ ที่อุณĀภูมิ 70 องýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 3 ชั่üโมง เมื่อครบเüลา น าไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็ü 
12,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 1 นาที จากนั้นน าไปüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 650 และ 
665 นาโนเมตร น าค่าดูดกลืนแÿงที่üัดได้มาค านüณปริมาณคลอโรฟิลล์ตามÿมการดังนี้ 

ปริมาณคลอโรฟิลล์ เอ และ บี (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = (4.0 x A665) + (25.5 x A650 ) 

3.5.3 üิธีการüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจน  

 น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาĀารเĀลü TAP เมื่อครบอายุ
เซลล์ที่ต้องการจะน าเซลล์ที่ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยการน าÿารแขüนลอยเซลล์ไปปั่นเĀüี่ยง ที่
คüามเร็üรอบ 7,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 5 นาทีและกระจายในอาĀารใĀม่ ปรับคüามเข้มข้น
เริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตรเท่ากับ 2.0 แล้üน าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาเพาะเลี้ยง
ร่üมกันในขüดแก้üบรรจุÿาร (Vial) โดยใÿ่เซลล์ปริมาตร 2.5 มิลลิลิตร ในอาĀาร TAP น าขüดไปพ่น
ก๊าซอาร์กอนเป็นเüลา 15 นาที เพ่ือใĀ้อยู่ในÿภาüะไร้อากาý จากนั้นท าการบ่มเซลล์ภายใต้การใĀ้
แÿงต่อเนื่องที่คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาทีในเครื่องเขย่าแบบคüบคุม
อุณĀภูมิที่ 30 องýาเซลเซียÿเป็นเüลา 2 ชั่üโมง และน าตัüอย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณการผลิตก๊าซ
ไฮโดรเจนโดยน าÿ่üนช่องü่างเĀนือของเĀลü (Headspace) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร มาüิเคราะĀ์
ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas chromatograph) ท าการüัดปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนในชั่üโมงท่ี 2 และทุกๆ 24 ชั่üโมงจนครบ 5 üัน จากนั้น น าผลพ้ืนที่ใต้กราฟที่ได้มาค านüณ
ปริมาณไฮโดรเจน และท าการเก็บตัüอย่างĀลังการüิเคราะĀ์ไฮโดรเจนมาüิเคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์
และน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง 

3.5.4 การýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ในอาĀาร TAP 

  น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาท าเป็นĀัüเชื้อเริ่มต้นดังüิธีการในĀัüข้อที่ 3.5.1 จากนั้น 
น าĀัüเชื้อที่ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยการน าไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 7,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา  
5 นาที จากนั้น กระจายเซลล์ลงในอาĀารใĀม่ ปรับคüามเข้มข้นเริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750  
นาโนเมตรเท่ากับ 0.1 น าไปบ่มที่เครื่องเขย่าคüามเร็üรอบ 120 รอบต่อนาที อุณĀภูมิ 30 องýา
เซลเซียÿ คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาที เป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบ
อายุเซลล์จะท าการüดัปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 2 และทุกๆ 24 ชั่üโมงจนครบ 5 üัน โดย
น าก๊าซบริเüณช่องü่างเĀนือของเĀลüมาüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโตกราฟ 
(Gas chromatograph) ตามüธิกีารในĀัüข้อ 3.5.3  

3.5.5 การýึกþาÿภาüะท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ที่ 
คัดเลือก 

3.5.5.1 การýึกþาการขาดแĀล่งอาĀารที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ 
ÿาĀร่ายÿีเขียü 

   น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาท าĀัüเชื้อเริ่มต้นดังüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.1 จากนั้นน าĀัüเชื้อที่
ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยการน าไปปั่นเĀüี่ยง ที่คüามเร็üรอบ 7,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 5 นาที 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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กระจายเซลล์ลงในอาĀารใĀม่ จากนั้นปรับคüามเข้มข้นเริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร
เท่ากับ 0.1 น าไปบ่มที่ÿภาüะเดิมต่อเป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบอายุเซลล์ จะน าเซลล์ที่ได้มาเก็บ
เกี่ยüเซลล์อีกครั้ง ท าการล้างเซลล์และน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกันในอาĀาร TAP (ÿูตรปกติ) และใน
อาĀาร TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารบางชนิด ได้แก่ ขาดซัลเฟอร์(TAP-S), ขาดไนโตรเจน(TAP-N) 
และขาดโพแทÿเซียม (TAP-K) ปริมาตร 100 มิลลิลิตรน าไปบ่มที่ÿภาüะเดิมต่อเป็นเüลา 24 ชั่üโมง 
จากนั้ นน าตัüอย่ างมาüิ เคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้ üยเครื่ องแก๊ÿ โครมาโตกราฟ (Gas 
chromatograph) ตามüธิกีารในĀัüข้อ 3.5.3 

3.5.5.2 การýึกþาชนิดและคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการ 
ผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 

  น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาท าĀัüเชื้อเริ่มต้นดังüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.1 จากนั้นน าĀัüเชื้อที่
ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ ท าการล้างเซลล์โดยการน าไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 7 ,000 รอบต่อนาที เป็น
เüลา 5 นาที กระจายเซลล์ลงในอาĀารใĀม่ จากนั้นปรับคüามเข้มข้นเริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 
750 นาโนเมตรเท่ากับ 0.1 น าไปบ่มที่ÿภาüะเดิมต่อเป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบอายุเซลล์จะน า
เซลล์ที่ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์อีกครั้ง ล้างเซลล์และน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และ
ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน มาบ่มในอาĀาร TAP 
ที่ปราýจากไนโตรเจนและซัลเฟอร์ (TAP-NS) ที่แปรผันแĀล่งคาร์บอนได้แก่ กรดอะซีติก น้ าตาล
กลูโคÿ น้ าตาลซูโครÿ กรดซิตริก โซเดียมอะซีเตท กลีเซอรอลและอาĀารที่ไม่เติมแĀล่งคาร์บอน 
จากนั้น  น าตัüอย่างมาüิ เคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้ üยเครื่ องแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas 
chromatograph) ตามüธิกีารในĀัüข้อ 3.5.3  

3.5.5.3 การýึกþาคüามเข้มข้นของอะซีติกที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ 
ÿาĀร่ายÿีเขียü 

  น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาท าĀัüเชื้อเริ่มต้นดังüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.1 จากนั้นน าĀัüเชื้อ
ที่ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยน าไปปั่นเĀüี่ยง ที่คüามเร็üรอบ 7,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 5 นาที
กระจายเซลล์ลงในอาĀารใĀม่ จากนั้นปรับคüามเข้มข้นเริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร
เท่ากับ 0.1 น าไปบ่มที่ÿภาüะเดิมต่อเป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบอายุเซลล์  จะน าเซลล์ที่ได้มาเก็บ
เกี่ยüเซลล์อีกครั้ง ล้างเซลล์และน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน มาบ่มในอาĀาร TAP ที่ปราýจาก
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์ (TAP-NS) ที่แปรผันคüามเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 0, 0.87, 17.4, 34.8, 
87 และ174 มิลลิโมลาร์ จากนั้น น าตัüอย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโต
กราฟ (Gas chromatograph) ตามüธิกีารในĀัüข้อ 3.5.3  

3.5.5.4 ผลการýึกþาคüามเข้มข้นของแÿงท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ 
ÿาĀร่ายÿีเขียü 

  น าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüมาท าĀัüเชื้อเริ่มต้นดังüิธีในĀัüข้อที่ 3.5.1 จากนั้นน าĀัüเชื้อที่
ได้มาเก็บเกี่ยüเซลล์ โดยการน าไปปั่นเĀüี่ยงที่คüามเร็üรอบ 7 ,000 รอบต่อนาที เป็นเüลา 5 นาที

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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กระจายเซลล์ลงในอาĀารใĀม่ จากนั้นปรับคüามเข้มข้นเริ่มต้นที่ค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร
เท่ากับ 0.1 น าไปบ่มที่ÿภาüะเดิมต่อเป็นเüลา 36 ชั่üโมง เมื่อครบอายุเซลล์  จะน าเซลล์ที่ได้มาเก็บ
เกี่ยüเซลล์อีกครั้ง ล้างเซลล์และน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน มาบ่มในอาĀาร TAP ที่ปราýจาก
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์ (TAP-NS) ภายใต้คüามเข้มข้นของแÿงเท่ากับ 0, 800, 1,600, 4,000 และ
8,000 ลักซ์ จากนั้น น าตัüอย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas 
Chromatograph) ตามüธิกีารในĀัüข้อ 3.5.3 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ 

จากการýึกþาการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 ÿายพันธุ์โดยการน ามาเพาะเลี้ยงใน 

ฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาĀารเĀลü TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตรและเก็บตัüอย่างเซลล์

แขüนลอยทุก 6 ชั่üโมง เป็นเüลา 120 ชั่üโมง ไปüิเคราะĀ์การเจริญเติบโตของÿาĀร่าย จากการüัดค่า

การดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตรด้üยเครื่องÿเปกโตรโฟโตมิเตอร์ üิเคราะĀ์คüาม

Āนาแน่นของเซลล์และüิเคราะĀ์ปริมาณคลอโรฟิลล์ พบü่าÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ Chlorella sp. 
KMITL CirG มีการเจริญเติบโตÿูงกü่าÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์อ่ืนอย่างเĀ็นได้ชัด และÿาĀร่ายÿีเขียü

ÿายพันธุ์ chlorella sp. ChiW1, Chlamydomonas reinhardtii CC-124, Scenedesmus 
obliquus TISTR 8546 และ Chlamydomonas reinhardtii CC-125 มีการเจริญเติบโตที่

คล้ายคลึงกัน โดยÿาĀร่ายÿายพันธุ์ Scenedesmus sp. L มีการเจริญเติบโตช้าที่ÿุด (รูปที่ 4.1-4.3) 
เมื่อพิจารณาจากค่าการดูดกลืนแÿงคüามยาüคลื่น 750 นาโนเมตร โดยแบ่งช่üงการเจริญเติบโตได้

เป็น 3 ระยะ คือ ระยะพัก (Lag phase) ในช่üง 0-6 ชั่üโมง ระยะแบ่งตัüทüีคูณ (log phase) ในช่üง 

6-24 ชั่üโมง และระยะคงจ านüนเซลล์ (Stationary phase) ในช่üง 24-72 ชั่üโมง  

ÿาĀร่ายÿี เขียüทั้ ง  6 ÿายพันธุ์ÿามารถเจริญได้ ในÿภาüะโฟโตออโตโทรฟิค 

(Photoautotrophic condition) ซึ่งเป็นการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายแบบใช้แÿงและคาร์บอนไดออกไซด์

ในการเจริญซึ่งเซลล์จะÿามารถตรึงคาร์บอนไดออกไซด์จากบรรยากาýเปลี่ยนมาเป็นน้ าตาลซึ่งเป็น

แĀล่งคาร์บอนของเซลล์ (Yang et al., 2000) และÿามารถเจริญได้ในÿภาüะเฮเทอโรโทรฟิค 

(Heterotrophic condition) ซึ่งเป็นการเพาะเลี้ยงโดยใช้ÿารประกอบอินทรีย์ เป็นแĀล่งพลังงาน

และแĀล่งคาร์บอนÿ าĀรับใช้ในÿภาüะที่ไม่มีแÿง (Bouarab et al., 2004) โดยในการทดลองนี้ท า

การเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียüในอาĀาร TAP ซึ่งมีกรดอะซีติกเป็นแĀล่งคาร์บอน จากการเปรียบเทียบ

อัตราการเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ Chlorella 
sp. KMITL CirG มีอัตราการเจริญเติบโตÿูงÿุดเมื่อพิจารณาจากทั้งค่าการดูดกลืนแÿงที่คüามยาüคลื่น 

750 นาโนเมตร ปริมาณคลอโรฟิลล์ และ คüามĀนาแน่นของเซลล์ โดยค่าทั้งĀมดมีคüามÿัมพันธ์

ÿอดคล้องกัน โดยÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ Chlorella sp. KMITL CirG มีอัตราการเจริญจ าเพาะ 

เท่ากับ 0.0463 ± 0.0014 ต่อชั่üโมงและมีระยะการทüีคูณ เท่ากับ 14.9915 ± 0.4763 ชั่üโมง ซึ่งÿูง

กü่าÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์อ่ืนๆ (ตารางที่ 4.1) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.1 การเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ จากการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่คüาม

ยาüคลื่น 750 นาโนเมตร 
 

 
รูปที่ 4.2 การเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ จากการนับจ านüนเซลล์ด้üยฮีมาไซโต

มิเตอร์ 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.3 การเจริญเติบโตของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ จากการüัดปริมาณคลอโรฟิลล์ 
 
ตารางท่ี 4.1 อัตราการเจริญจ าเพาะและระยะการทüีคูณ  

 
4.2 ผลการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ในอาĀาร TAP 

 จากการน าÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์มาýึกþาการผลิตไฮโดรเจนในอาĀาร TAP โดยการ

น าÿาĀร่ายทั้ง 6 ÿายพันธุ์มาเพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกันในขüดแก้üบรรจุÿาร (Vial)  
จากนั้นน าไปพ่นก๊าซอาร์กอนเป็นเüลา 15 นาที เพ่ือใĀ้อยู่ในÿภาüะไร้อากาý จากนั้นท าการบ่มเซลล์

ภายใต้การใĀ้แÿงต่อเนื่องที่คüามเข้มแÿง 30 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อüินาทีในเครื่องเขย่า

แบบคüบคุมอุณĀภูมิที่ 30 องýาเซลเซียÿ และน าตัüอย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่อง

แก๊ÿโครมาโตกราฟในชั่üโมงที่ 2 และทุกๆ 24 ชั่üโมงจนครบ 5 üัน พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ 

Chlorella sp. KMITL CirG มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงที่ÿุดเท่ากับ 3.0770 ± 0.0780 ไมโครโมล

ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง และมีการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 147.6847 ± 
3.7441 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (รูปที่ 4.7 และ ตารางที่ 4.2) 

  ÿายพันธุ ์ อัตราการเจริญจ าเพาะ (ชั่üโมง-1) ระยะการทüีคูณ (ชั่üโมง) 
Chlorella sp. ChiW1 0.0347 ± 0.0024b 20.0618 ± 1.4497b 

Chlorella sp. KMITL CirG 0.0463 ± 0.0014a 14.9915 ± 0.4763a 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 0.0188 ± 0.0018d 37.1626 ± 3.5346d 

Chlamydomonas reinhardtii CC-125 0.0099 ± 0.0019e 72.0292 ± 15.6218e 

Scenedesmus obliquus TISTR 8546 0.0255 ± 0.0027c 27.4133 ± 2.7517c 

Scenedesmus sp. L 0.0123 ± 0.0006e 56.4430 ± 2.7566e 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.4 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 ÿายพันธุ์  
 

 
รูปที่ 4.5 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) ของÿาĀร่ายÿี

เขียü 6 ÿายพันธุ์  
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.6 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของคลอโรฟิลล์) ของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 

ÿายพันธุ์  
 

 
รูปที่ 4.7 อัตราการผลิตไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียü 6 ÿายพันธุ์ โดยใช้เทคนิคแก๊ÿ

โครมาโทกราฟ 
 
 
 
 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.2 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

 

ตารางท่ี 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 

 

จากการüิเคราะĀ์อัตราการผลิตไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยง

ร่üมกันพบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงที่ÿุดโดยมีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนเท่ากับ 8.7297 ± 0.5887 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง และ      

มีการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 419.0330 ± 28.2570 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัม

คลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.4 และ 4.5) เมื่อเปรียบเทียบอัตราการผลิตไฮโดรเจนของการเพาะเลี้ยงเดี่ยü

และการเพาะเลี้ยงร่üมกันพบü่าÿาĀร่าย ÿีเขียüที่น ามาเพาะเลี้ยงร่üมกันมีการมีอัตราการผลิต

ÿายพันธุ ์
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL 
Chlorella sp. ChiW1 70.5567 ± 7.5481b 2.2497 ± 0.2407b 101.8977 ± 10.9010b 

Chlorella sp. KMITL CirG 96.3820 ± 2.4435a 3.2270 ± 0.0818a 147.6847 ± 3.7441a 

Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124 

36.0980 ± 5.0365e 1.8593 ± 0.2594e 81.4233 ± 11.3603e 

Chlamydomonas reinhardtii 
CC-125 

29.2753 ± 1.2109f 1.5080 ± 0.0624f 79.2377 ± 3.2775f 

Scenedesmus obliquus 
TISTR 8546 

50.2857 ± 3.2426c 1.9810 ± 0.1277c 96.5303 ± 6.2247c 

Scenedesmus sp. L 39.8257 ± 3.5410d 1.7780 ± 0.1581d 81.7860 ± 7.2718d 

ÿายพันธุ ์
อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 

ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 
Chlorella sp. ChiW1 1.4697 ± 0.1573b 0.0467 ± 0.0050b 2.1227 ± 0.2271b 

Chlorella sp. KMITL CirG 2.0080 ± 0.0509a 0.0673 ± 0.0017a 3.0770 ± 0.0780a 

Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124 

0.7520 ± 0.1049e 0.0390 ± 0.0054e 1.6963 ± 0.2367e 

Chlamydomonas reinhardtii 
CC-125 

0.6100 ± 0.0252f 0.0313 ± 0.0013f 1.6507 ± 0.0683f 

Scenedesmus obliquus TISTR 
8546 

1.0477 ± 0.0676c 0.0410 ± 0.0027c 2.0110 ± 0.1297c 

Scenedesmus sp. L 0.8297 ± 0.0738d 0.0370 ± 0.0033d 1.7040 ± 0.1515d 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ไฮโดรเจนÿูงกü่าÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüโดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดในชั่üโมงที่ 48 

และลดลงเมื่อเüลาผ่านไป 
 

 
รูปที่ 4.8 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน  
 

 
รูปที่ 4.9 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) ของÿาĀร่ายÿี

เขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.10 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของคลอโรฟิลล์) ของÿาĀร่ายÿีเขียüที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 

 
รูปที่ 4.11 อัตราการผลิตไฮโดรเจนในชั่üโมงท่ี 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน โดยใช้

เทคนิคแก๊ÿโครมาโทกราฟ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางท่ี 4.4 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 

ÿายพันธุ ์
ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 

ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL 
Chlorella sp. ChiW1 + Chlamydomonas reinhardtii CC-124 251.8983 ± 16.9865a 5.8163 ± 0.3922a 419.0330 ± 28.2570a 

Chlorella sp. ChiW1 + Chlamydomonas reinhardtii CC-125 94.9003 ± 6.5442d 3.3447 ± 0.2306d 189.8590 ± 13.0924def 

Chlorella sp. ChiW1 + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 113.7433 ± 4.3513cd 3.6270 ± 0.1388c 199.9943 ± 7.6509cdef 

Chlorella sp. ChiW1 + Scenedesmus sp. L 147.5030 ± 20.3215b 4.9387 ± 0.6804b 329.5553 ± 45.4028b 

Chlorella sp. KMITL CirG + Chlamydomonas reinhardtii CC-124 126.7453 ± 11.3082bc 3.2647 ± 0.2912d 248.1063 ± 22.1359c 

Chlorella sp. KMITL CirG +Chlamydomonas reinhardtii CC-125 103.3467 ± 25.4513cd 3.6423 ± 0.8970c 199.4743 ± 49.1250cdef 
Chlorella sp. KMITL CirG + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 119.1443 ± 10.3939cd 3.6270 ± 0.3164c 221.1143 ± 19.2896cde 

Chlorella sp. KMITL CirG + Scenedesmus sp. L 128.6340 ± 34.2619bc 3.9153 ± 1.0429c 237.3313 ± 63.2136cd 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124 + Scenedesmus obliquus TISTR 
8546 

96.0637 ± 24.0279d 2.6803 ± 0.6704de 208.8173 ± 52.2304cde 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 + Scenedesmus sp. L 69.9763 ± 11.8115e 2.0373 ± 0.3439efg 182.2163 ± 30.7569ef 
Chlamydomonas reinhardtii CC-125 + Scenedesmus obliquus TISTR 
8546 

45.8567 ± 1.2744efg 1.7060 ± 0.0474fg 155.3033 ± 4.3158f 

Chlamydomonas reinhardtii CC-125 + Scenedesmus sp. L 22.9553 ± 3.7902g 1.3973 ± 0.2307g 76.2223 ± 12.5851h 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



29 
 

 

ตารางท่ี 4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

ÿายพันธุ ์
อัตราการผลิตไฮโดรเจน 

ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 
Chlorella sp. ChiW1 + Chlamydomonas reinhardtii CC-124 5.2480 ± 0.3539a 0.1213 ± 0.0082a 8.7297 ± 0.5887a 

Chlorella sp. ChiW1 + Chlamydomonas reinhardtii CC-125 1.9770 ± 0.1363d 0.0697 ± 0.0048cd 3.9550 ± 0.2728def 

Chlorella sp. ChiW1 + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 2.3697 ± 0.0907cd 0.0757 ± 0.0029c 4.1667 ± 0.1594cdef 

Chlorella sp. ChiW1 + Scenedesmus sp. L 3.0730 ± 0.4234b 0.1030 ± 0.0142b 6.8660 ± 0.9459b 

Chlorella sp. KMITL CirG + Chlamydomonas reinhardtii CC-124 2.6407 ± 0.2356bc 0.0683 ± 0.0061cd 5.1690 ± 0.4612c 

Chlorella sp. KMITL CirG + Chlamydomonas reinhardtii CC-125 2.1533 ± 0.5302cd 0.0757 ± 0.0187c 4.1557 ± 1.0234cdef 
Chlorella sp. KMITL CirG + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 2.4823 ± 0.2165cd 0.0757 ± 0.0066c 4.6063 ± 0.4019cde 

Chlorella sp. KMITL CirG + Scenedesmus sp. L 2.6800 ± 0.7138bc 0.0817 ± 0.0217c 4.9447 ± 1.3170cd 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124 + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 2.0010 ± 0.5006d 0.0560 ± 0.0140de 4.3503 ± 1.0881cde 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124 + Scenedesmus sp. L 1.4580 ± 0.2461e 0.0423 ± 0.0072ef 3.7960 ± 0.6408ef 
Chlamydomonas reinhardtii CC-125 + Scenedesmus obliquus TISTR 8546 0.9553 ± 0.0265efg 0.0353 ± 0.0010f 3.2353 ± 0.0899f 
Chlamydomonas reinhardtii CC-125 + Scenedesmus sp. L 0.4780 ± 0.0790g 0.0290 ± 0.0048f 1.5880 ± 0.2622h 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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4.3 ผลการýึกþาÿภาüะท่ีเĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ที่คัดเลือก 

4.3.1 ผลการýึกþาการขาดแĀล่งอาĀารที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่าย   
ÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 
 จากการน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP เป็นเüลา 36 ชั่üโมง มาเพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP   

ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารบางชนิดได้แก่ ซัลเฟอร์ (TAP-S), ไนโตรเจน (TAP-N) และโพแทÿเซียม  

(TAP-K) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาÿก์ขนาด 250 มิลลิลิตร น าไปบ่มต่อเป็นเüลา 24 ชั่üโมง 

จากนั้ นน าตัüอย่ างมาüิ เคราะĀ์ปริมาณไฮโ ดรเจนด้ üยเครื่ องแก๊ÿ โครมาโตกราฟ (Gas 
Chromatograph)  โดยใช้อาĀาร TAP ปกติเป็นตัüแปรคüบคุม พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์ 

Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงแบบเดี่ยü มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเมื่อบ่มเซลล์ในอาĀาร 

TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจน (TAP-N) (รูปที่ 4.12 - 4.15, ตารางที่ 4.6 - 4.7) และÿาĀร่าย

ÿีเขียüÿายพันธุ์ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเมื่อบ่มใน

อาĀาร TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารซัลเฟอร์ (TAP-S) (รูปที่ 4.16 - 4.19, ตารางที่ 4.8 - 4.9)  จาก

การทดลองพบü่าÿาĀร่ายทั้งÿองÿายพันธุ์ที่บ่มในอาĀาร TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารมีอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนที่ÿูงกü่าการบ่มในอาĀาร TAP ปกติท่ีเป็นตัüแปรคüบคุม 

 จากการýึกþาผลการขาดแĀล่งธาตุอาĀารซัลเฟอร์ ไนโตรเจนและโพแทÿเซียมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียüทั้งÿองÿายพันธุ์ โดยมีอาĀาร TAP ปกติเป็นตัüแปรคüบคุม พบü่า

ÿาĀร่ายทั้งÿองÿายพันธุ์ที่บ่มในอาĀาร TAP ปกติมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ า เป็นผลมาจากการที่ใน

อาĀาร TAP ปกติมีÿารอาĀารอยู่ครบถ้üน กระบüนการเมแทบอลิซึมของÿาĀร่ายนั้นจะน าไปใช้ใน

กิจกรรมที่เกี่ยüข้องกับการเจริญเติบโต ท าใĀ้พลังงานถูกน าไปใช้ในกระบüนการอ่ืนมากกü่าการผลิต

ไฮโดรเจน ÿ่งผลใĀ้เซลล์ÿาĀร่ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ต่ า 

 จากการทดลองพบü่า การขาดแĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจนมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงกü่า

อาĀาร TAP ปกติ โดยเฉพาะÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 ที่มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน

ÿูงÿุดเมื่อบ่มในอาĀารขาดแĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจนโดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจน เท่ากับ 10.5357 

± 0.1280  ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.7) และมีผลผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 505.7116 ± 6.1442 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 

4.6) เนื่องจากไนโตรเจนเป็นโครงÿร้างĀลักของกรดอะมิโนและเป็นองค์ประกอบในĀน่üยโครงÿร้าง

ของคลอโรฟิลล์ การขาดไนโตรเจนจะท าใĀ้ÿาĀร่ายมีคüามÿามารถในการÿังเคราะĀ์แÿงลดลง เมื่อ

โปรตีนที่เกี่ยüข้องกับระบบแÿงถูกยับยั้งใĀ้ÿังเคราะĀ์แÿงได้น้อยลง จึงÿ่งผลใĀ้มีการÿังเคราะĀ์แÿง

ลดลง ท าใĀ้ออกซิเจนในระบบลดลง การท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿจึงÿูงขึ้น ÿ่งผลใĀ้เกิดการผลิต

ไฮโดรเจนที่ÿูงขึ้น นอกจากนี้ การขาดไนโตรเจนยังÿ่งผลใĀ้เซลล์มีการÿะÿมแป้งมากขึ้น ท าใĀ้เกิด

อิเล็กตรอนจ านüนมากเนื่องจากแป้งถูกย่อยÿลายเป็นไพรูเüท (Pyruvate) และอะซีติล-โคเอ (Acetyl 
CoA) โดยอิเล็กตรอนที่ได้จากการย่อยÿลายÿามารถน ามาใช้ในกระบüนการผลิตไฮโดรเจนได้  (Ji et 
al., 2011) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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 จากการน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และ Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124 มาเพาะเลี้ยงในอาĀาร  TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุอาĀารซัลเฟอร์ พบü่าÿาĀร่าย 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ÿูงÿุดเมื่อบ่มในอาĀารที่ขาด

แĀล่งธาตุอาĀารซัลเฟอร์โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 10.4125 ± 0.6369 ไมโครโมล

ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.9) และมีผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 

499.8004 ± 30.5690  ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.8) เนื่องจากซัลเฟอร์

เป็นธาตุที่จ าเป็นต่อการÿังเคราะĀ์เมไทโอนีน (Methionine) การขาดธาตุซัลเฟอร์ÿ่งผลใĀ้เกิดการ

ยับยั้งการÿังเคราะĀ์ของเมไทโอนีน ซึ่งเป็นกรดอะมิโนที่จ าเป็นในการÿร้างโปรตีนที่ท าĀน้าที่ในการ

ซ่อมแซมการท างานของระบบแÿง จึงท าใĀ้การท างานของระบบแÿงลดลง เมื่อปริมาณออกซิเจน

ลดลง การท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนÿจึงมากข้ึน ÿ่งผลใĀ้การผลิตไฮโดรเจนÿูงขึ้น 
 

 
รูปที่ 4.12 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ที่ช่üงเüลาต่าง ๆ ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. 
ChiW1 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจาก

แĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



32 
 

 

 
รูปที่ 4.13 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของคลอโรฟิลล์) ที่ช่üงเüลาต่าง ๆ ของ

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน 

(TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่ง

ซัลเฟอร์ (TAP-S) 
 

 
รูปที่ 4.14 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) ที่ช่üงเüลาต่าง 

ๆ ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่ง

ไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่

ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.15 อัตราการผลิตไฮโดรเจน ในชั่üโมงที่ 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียü  Chlorella sp. ChiW1 ใน
อาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่ง

โพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 
 
ตารางท่ี 4.6 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀารที่ขาดธาตุอาĀารชนิด
ต่างๆ 

ÿายพันธุ ์ ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL 

Chlorella sp. ChiW1 75.4147 ± 0.3776b 2.6579 ± 0.0133c 160.6596 ± 0.8044c 
Chlorella sp. ChiW1 -N 106.3392 ± 1.2920a 5.0864 ± 0.0618a 505.7116 ± 6.1442a 
Chlorella sp. ChiW1 -S 101.9826 ± 11.8902a 4.0172 ± 0.4684b 346.4439 ± 1.2458b 
Chlorella sp. ChiW1 -K 74.2784 ± 0.4907b 2.9259 ± 0.0193c 188.5965 ± 40.392c 

 
ตารางท่ี 4.7 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงของ Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀารที่ขาดธาตุ
อาĀารชนิดต่างๆ 

ÿายพันธุ ์ อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 
ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 

Chlorella sp. ChiW1 1.5712 ± 0.0079b 0.0554 ± 0.0003c 3.3471 ± 0.0168c 
Chlorella sp. ChiW1 -N 2.2154 ± 0.0269a 0.1060 ± 0.0013a 10.5357 ± 0.1280a 
Chlorella sp. ChiW1 -S  2.1246 ± 0.2477a 0.0837 ± 0.0098b 7.2176 ± 0.5415b 
Chlorella sp. ChiW1 -K 1.2472 ± 0.1205c 0.0491 ± 0.0047c 3.1666 ± 0.3061c 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่  4.16 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) ที่ช่üงเüลาต่าง ๆ ของÿาĀร่ายÿีเขียü 
Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน 

(TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่ง

ซัลเฟอร์ (TAP-S)  
 

 
รูปที่ 4.17 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของคลอโรฟิลล์) ที่ช่üงเüลาต่าง ๆ ของ

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจาก

แĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่

ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



 
 

 
รูปที่ 4.18 การผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจน/มิลลิกรัมของน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) ที่ช่üงเüลาต่าง 

ๆ ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่

ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร 

TAP ที่ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 
 

 
รูปที่ 4.19 อัตราการผลิตไฮโดรเจน ในชั่üโมงที่ 48 ของÿาĀร่ายÿีเขียü   Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP อาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) อาĀาร TAP 
ที่ปราýจากแĀล่งโพแทÿเซียม (TAP-K) และอาĀาร TAP ที่ปราýจากแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) 
 
 
 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.8 ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในอาĀารที่ขาด

ธาตุอาĀารชนิดต่างๆ 

ÿายพันธุ ์ ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124   

62.4673 ± 1.8819a 3.8028 ± 0.1146c 276.4211 ± 8.3276b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 -N 65.7657 ± 2.4690a 5.5049 ± 0.2067bc 268.3456 ± 10.0742b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 -S 83.9347 ± 5.1336a 11.3416 ± 0.6875a 499.8004 ± 30.5690a 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 -K 72.4486 ± 29.7136a 6.9307 ± 2.8425b 377.7007 ± 154.9075ab 

 

ตารางท่ี 4.9 อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงของ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ใน

อาĀารที่ขาดธาตุอาĀารชนิดต่างๆ 

ÿายพันธุ์ อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 
ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124   1.3014 ± 0.0392a 0.0792 ± 0.0024c 5.7588 ± 0.1735b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124-N 1.3701 ± 0.0514a 0.1147 ± 0.0043bc 5.5905 ± 0.2099b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124-S 1.7486 ± 0.1070a 0.2342 ± 0.0143a 10.4125 ± 0.6369a 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124-K 1.5094 ± 0.6190a 0.1444 ± 0.0592b 7.8688 ± 0.4122ab 

 
4.3.2 ผลการýึกþาการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และ

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ในอาĀารที่

ปราýจากแĀล่งไนโตรเจน (TAP-N) และแĀล่งซัลเฟอร์ (TAP-S) ตามล าดับ 

 จากการน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และ Chlamydomonas reinhardtii 
CC-124 ที่เพาะเลี้ยงในอาĀาร TAP เป็นเüลา 36 ชั่üโมง มาเพาะเลี้ยงร่üมกันในอาĀาร TAP ที่ขาด

แĀล่งธาตุอาĀารไนโตรเจน (TAP-N) และ ซัลเฟอร์ (TAP-S) ตามล าดับ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไป

บ่มต่อเป็นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นน าตัüอย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจนด้üยเครื่องแก๊ÿโครมาโต

กราฟ (Gas Chromatograph) จากการüิเคราะĀ์ปริมาณไฮโดรเจน พบü่าการเพาะเลี้ยงÿาĀร่าย 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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Chlorella sp. ChiW1 ในอาĀาร TAP ที่ขาดแĀล่งไนโตรเจน ร่üมกับÿาĀร่าย Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่ขาดแĀล่งซัลเฟอร์ มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 11.9222 ± 

2.6439 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่üโมง (ตารางที่ 4.11) และมีผลผลิต

ไฮโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 572.2653 ± 126.9078  ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ 

(ตารางที่ 4.10) แÿดงใĀ้เĀ็นü่าการขาดธาตุอาĀารไนโตรเจนร่üมกับซัลเฟอร์ÿ่งเÿริมการเพิ่มอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจน ด้üยเĀตุนี้ จึงเลือกÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 ที่บ่มเซลล์ในอาĀาร TAP ที่

ขาดไนโตรเจนและÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในอาĀาร TAP ที่ขาด

ซัลเฟอร์ ไปท าการýึกþาชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยง

ร่üมกันในการทดลองต่อไป  
 

 
รูปที่ 4.20 การผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) แต่ละชั่üโมงของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. 
ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและ

เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.21 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงคลĂโรฟิลล์) แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-
124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 

 
รูปที่ 4.22 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-
124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.23 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ขĂงÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และ

ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกัน 
 
ตารางท่ี 4.10 ผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดขĂง Chlorella sp. ChiW1 และ Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

ÿายพันธุ ์ ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL 

Chlorella sp. ChiW1 (-N) 163.1159 ± 21.3730a 4.3692 ± 0.5725b 526.7871 ± 69.0248a 
Chlorella sp. ChiW1 (-S) 34.5832 ± 31.2312b 0.8048 ± 0.7212c 54.0648 ± 48.4462c 
Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-N) 66.4998 ± 1.22182b 2.1205 ± 0.0390bc 225.8363 ± 4.1493b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-S) 77.7224 ± 20.6337b 3.0616 ± 0.8128bc 291.0655 ± 77.2720b 

Chlorella sp. ChiW1 (-N) + 
Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-S) 

192.8682 ± 42.7712a 10.7627 ± 2.3868a 572.2653 ± 126.9078a 

 

 

 

 

 

 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้



40 
 

 

ตารางท่ี 4.11 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงขĂง Chlorella sp. ChiW1 และ 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงเดี่ยüและเพาะเลี้ยงร่üมกัน 

ÿายพันธุ ์ อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 
ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 

Chlorella sp. ChiW1 (-N) 3.3982 ± 0.4453a 0.0911 ± 0.0119b 10.9747 ± 1.4380a 
Chlorella sp. ChiW1 (-S) 0.6382 ± 0.4036b 0.0147 ± 0.0093d 0.9900 ± 0.6260c 
Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-N) 1.3584 ± 0.0621b 0.0433 ± 0.0020cd 4.6130 ± 0.2110b 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-S) 1.6192 ± 0.4299b 0.0638 ± 0.0169bc 6.0639 ± 1.6098b 

Chlorella sp. ChiW1 (-N)  
+Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 (-S) 

4.0181 ± 0.8911a 0.2242 ± 0.0497a 11.9222 ± 2.6439a 

 

4.3.3  ผลการýึกþาชนิดและคüามเข้มข้นของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการผลิต

ไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

  4.3.3.1  ผลการýึกþาชนิดของแĀล่งคาร์บอนที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน

ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 จากการน าÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงในĂาĀาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เป็นเüลา 36 ชั่üโมง มา

เพาะเลี้ยงในĂาĀาร TAP ที่ขาดแĀล่งธาตุĂาĀารซัลเฟĂร์และไนโตรเจน ที่มีการแปรผันแĀล่ง

คาร์บĂนทั้งĀมด 6 ชนิด ได้แก่ กรดĂะซีติก น้ าตาลกลูโคÿ น้ าตาลซูโครÿ กรดซิติก โซเดียมĂะซีเตท

และกลีเซĂรĂล ใĀ้มีคüามเข้มข้นÿุดท้ายเท่ากับคüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงกรดĂะซีติกในĂาĀาร  TAP 
ÿูตรปกติ คืĂ 17.4 มิลลิโมลคาร์บĂนĂะตĂมต่Ăลิตร น าไปบ่มต่Ăเป็นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นน า

ตัüĂย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนด้üยเครื่Ăงแก๊ÿโครมาโตกราฟ (Gas Chromatograph) โดยใช้

ĂาĀารที่ไม่เติมแĀล่งคาร์บĂนเป็นตัüแปรคüบคุม จากการüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนพบü่า ÿาĀร่าย

เขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีกรดĂะซีติกเป็นแĀล่งคาร์บĂน มีĂัตรา

การผลิตไăโดรเจนÿูงที่ÿุดเท่ากับ 9.122 ± 0.303 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ต่Ă

ชั่üโมง (ตารางที่ 4.13) และมีผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 437.8574 ± 14.5225 ไมโครโมล

ไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.12) ซึ่งมีĂัตราการผลิตไăโดรเจนมากกü่าÿาĀร่ายที่บ่ม

ในĂาĀาร TAP-N และ TAP-S ที่มีน้ าตาลกลูโคÿเป็นแĀล่งคาร์บĂน ที่มีĂัตราการผลิตไăโดรเจนเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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เท่ากับ 6.433 ± 0.079 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ต่Ăชั่üโมง (ตารางที่ 4.13) 
ในขณะที่ÿาĀร่ายที่บ่มในĂาĀาร TAP-N และ TAP-S ที่มีน้ าตาลซูโครÿ กรดซิติก โซเดียมĂะซีเตท

และกลีเซĂรĂลเป็นแĀล่งคาร์บĂนจะเĀ็นได้ü่าĂัตราการผลิตไăโดรเจนต่ ากü่า  

 จากการýึกþาชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂนที่มีผลต่ĂการผลิตไăโดรเจนขĂงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้งÿĂง

ÿายพันธุ์พบü่า เซลล์ที่บ่มในĂาĀาร TAP ที่มีแĀล่งคาร์บĂนเป็นกรดĂะซีติกมีĂัตราการผลิตไăโดรเจน

ÿูงÿุดเมื่ĂเทียบกับแĀล่งคาร์บĂนĂ่ืนๆ เนื่ĂงจากกรดĂะซีติกมีĂินทรีย์คาร์บĂนที่ÿามารถดูดซึมได้ง่าย 

เมื่ĂกรดĂะซีติกเข้าÿู่เซลล์แล้üจะเข้าไปท าปฏิกิริยากับโคเĂนไซม์เĂเปลี่ยนไปเป็น ĂะซีติลโคเĂ 

(Acetyl CoA) จากนั้นเข้าÿู่üฏัจักรเครบÿ์และมีการÿร้าง NADH และ FADH2 (Johnson และ Alric, 
2012) ซึ่งท าใĀ้กับเĂนไซม์ไăโดรจีเนÿÿามารถผลิตไăโดรเจนได้เนื่ĂงจากมีการใĀ้โปรตĂนและ

Ăิเล็กตรĂน จึงÿ่งผลใĀ้เซลล์ที่บ่มในĂาĀาร TAP ที่มีกรดĂะซีติกเป็นแĀล่งคาร์บĂนมีĂัตราการผลิต

ไăโดรเจนÿูง 
 

 
รูปที่ 4.24 การผลิตไăโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) แต่ละชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 
ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂนต่างๆ  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.25 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงคลĂโรฟิลล์)  แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂน

ต่าง ๆ 
 

 
รูปที่ 4.26 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง)  แต่ละชั่üโมง

ขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂน 

ต่าง ๆ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.27 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ใน

ĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂนต่าง ๆ 
 
ตารางที่ 4.12 ผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N 

และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂนต่าง ๆ 

ชนิดของแĀล่งคาร์บอน ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmolH2/mgDCW µmolH2/mgCHL  

Acetate acid 237.7274 ± 7.8848a 26.5321 ± 0.8800a 437.8574 ± 14.5225a 

Glucose 135.3127 ± 1.6543b 14.8543 ± 0.1816b 308.8015 ± 3.7753b 

Sucrose 70.8719 ± 1.9313c 7.1267 ± 0.2487c 177.6694 ± 4.8416c 

Citric acid 44.5395 ± 2.2185e 5.1423 ± 0.2561e 172.0559 ± 8.5700c 

Sodium acetate 55.4311 ± 3.7510d 3.4370 ± 0.2326f 164.7763 ± 11.1502c 

Glycerol 55.7233 ± 4.3154d 4.6068 ± 0.3568e 167.7348 ± 12.9899c 

No carbon 53.0312 ± 6.8166d 6.7004 ± 0.8613d 144.2750 ± 18.5450d 

 

 

 

 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.13 แÿดงĂัตราการผลิตไăโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 
ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันชนิดขĂงแĀล่งคาร์บĂนต่าง ๆ 

ชนิดของแĀล่ง

คาร์บอน 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 

ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 
Acetate acid 4.953 ± 0.164a 0.553 ± 0.018a 9.122 ± 0.303a 

Glucose 2.819 ± 0.034b 0.309 ± 0.004b 6.433 ± 0.079b 

Sucrose 1.779 ± 0.050c 0.229 ± 0.006c 4.461 ± 0.124c 

Citric acid 0.928 ± 0.046d 0.107 ± 0.005e 3.584 ± 0.179d 

Sodium acetate 1.022 ± 0.102d 0.063 ± 0.006f 3.037 ± 0.303e 

Glycerol 0.971 ± 0.073d 0.080 ± 0.006f 2.922 ± 0.219e 

No carbon 1.105 ± 0.142d 0.140 ± 0.018d 3.006 ± 0.386e 

 
4.3.3.2  ผลการýึกþาคüามเข้มข้นของอะซีติกที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจน 

ของÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 จากการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาÿก์ขนาด 

250 มิลลิลิตร เป็นเüลา 36 ชั่üโมง น ามาเก็บเกี่ยüเซลล์และกระจายลงในĂาĀาร TAP-N และ TAP-S 
ที่มีการแปรผันคüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงกรดĂะซีติกเท่ากับ 0, 8.7, 17.4, 34.8, 87 และ 174 มิลลิโม

ลาร์ น าไปบ่มต่Ă 24 ชั่üโมง จากนั้นน าตัüĂย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนด้üยเครื่Ăงแก๊ÿโครมาโต

กราฟ (Gas Chromatograph) จากการüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนพบü่า ÿาĀร่ายเขียü Chlorella 
sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ใน

ĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีคüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงกรดĂะซีติก 17.4 มิลลิโมลาร์ มีĂัตรา

การผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 14.506 ± 0.354 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ต่Ă

ชั่üโมง (ตารางที่ 4.15) และมีผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 696.303 ± 3.074 ไมโครโมลไăโดรเจน

ต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ (ตารางที่ 4.14) 

 จากการýึกþาผลคüามเข้มข้นขĂงĂะซีติกที่เĀมาะÿมต่ĂการผลิตไăโดรเจนขĂงÿาĀร่ายเขียü 

Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-
124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน พบü่าคüามเข้มข้นÿุดท้ายขĂงกรดĂะซีติก 17.4 มิลลิโม

ลาร์ มีĂัตราการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เนื่ĂงจากกรดĂะซีติก เมื่Ăละลายน้ าแล้üจะแตกตัüใĀ้Ăะซีเตท

และโปรตĂน โดยĂะซีเตทเป็นĂินทรีย์คาร์บĂนที่ÿ าคัญÿาĀร่ายใช้เป็นÿารตั้งต้นในกระบüนการเม

แทบĂลิซึมภายในเซลล์ ในการทดลĂงนี้จะแÿดงใĀ้เĀ็นü่าĂาĀารที่มีคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติกน้Ăย 

จะÿ่งผลใĀ้ภายในเซลล์ไม่มีพลังงานและÿารตั้งต้นที่เพียงพĂในการผลิตไăโดรเจน ในขณะเดียüกันถ้า

คüามเข้มข้นขĂงĂะซีติกมากเกินไป จะÿ่งผลใĀ้มีการแตกตัüขĂงโปรตĂนมากขึ้นตามคüามเข้มข้น ท า

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ใĀ้มีคüามเป็นกรดมาก โดยจะÿ่งผลต่ĂกิจกรรมขĂงเĂนไซม์ไăโดรจี เนÿ ท าใĀ้การผลิตไăโดรเจน

เกิดข้ึนได้ลดลง 

 
รูปที่ 4.28 การผลิตไăโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) แต่ละชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 
ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 
 

  
รูปที่ 4.29 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงคลĂโรฟิลล์) แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกันทีแ่ปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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รูปที่ 4.30 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง) แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่แปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 
 

 
รูปที่ 4.31 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนในชั่üโมงที่ 48 ขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ใน

ĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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ตารางที่ 4.14 ผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N 

และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
ที่มีการแปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 

คüามเข้มขน้ของกรดอะซีติก ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmoH2/mgDCW µmol H2/mgCHL  

0 mM 50.373 ± 0.264e 0.718 ± 0.004f 102.497 ± 0.536f 

8.7 mM 72.256 ± 0.960d 1.273 ± 0.017d 231.423 ± 3.074d 

17.4 mM 213.255 ± 5.202a 3.246 ± 0.079a 696.303 ± 3.074a 

34.8 mM 153.556 ± 3.288b 2.235 ± 0.048b 554.192 ± 11.867b 

87 mM 88.520 ± 3.261c 1.647 ± 0.061c 303.595 ± 11.184c 

174 mM 50.002 ± 1.278e 0.930 ± 0.024e 175.631 ± 4.489e 

 
ตารางที่ 4.15 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ใน

ĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ที่มีการแปรผันคüามเข้มข้นขĂงกรดĂะซีติก 

คüามเข้มขน้ของกรดอะซีติก อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 
ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 

0 mM 1.049 ± 0.005e 0.015 ± 0.000f 2.135 ± 0.011f 

8.7 mM 1.505 ± 0.020d 0.027 ± 0.000d 4.821 ± 0.064d 

17.4 mM 4.443 ± 0.108a 0.068 ± 0.002a 14.506 ± 0.354a 

34.8 mM 3.199 ± 0.069b 0.047 ± 0.001b 11.546 ± 0.247b 

87 mM 1.844 ± 0.068c 0.034 ± 0.001c 6.325 ± 0.233c 

174 mM 1.042 ± 0.027e 0.019 ± 0.000e 3.659 ± 0.094e 

 
4.3.4  ผลการýึกþาคüามเข้มแÿงที่เĀมาะÿมต่อการผลิตไฮโดรเจนของÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน 

 จากการเพาะเลี้ยงÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตรในฟลาÿก์ขนาด 

250 มิลลิลิตร เป็นเüลา 36 ชั่üโมง น ามาเก็บเกี่ยüเซลล์และกระจายลงในĂาĀาร TAP-N และ TAP-S 
น าไปบ่มต่Ăเป็นเüลา 24 ชั่üโมง จากนั้นน าไปพ่นก๊าซĂาร์กĂนเป็นเüลา 15 นาที เพ่ืĂใĀ้Ăยู่ในÿภาüะ

ไร้Ăากาý ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การใĀ้แÿงต่Ăเนื่Ăงที่คüามเข้มแÿงต่างๆ ดังนี้ 0, 800, 1,600, 4,000 
และ 8,000 ลักซ์ จากนั้นน าตัüĂย่างมาüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนด้üยเครื่Ăงแก๊ÿโครมาโตกราฟ 

(Gas Chromatograph) จากการüิเคราะĀ์ปริมาณไăโดรเจนพบü่า ที่คüามเข้มแÿง 8,000 ลักซ์

ÿาĀร่ายมีĂัตราการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 84.615 ± 1.364 ไมโครโมลไăโดรเจนต่Ăมิลลิกรัม

คลĂโรฟิลล์ต่Ăชั่üโมง(ตารางที่ 4.17) และมีผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เท่ากับ 4,061.543 ± 65.457  ไม
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหาและต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้
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โครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์(ตารางที่ 4.16)  โดยมีการผลิตไăโดรเจนเพ่ิมขึ้น 20 เท่า 

และเมื่Ăบ่มในที่มืด (0 ลักซ์) ÿาĀร่ายมีĂัตราการผลิตไăโดรเจนต่ าÿุดเท่ากับ 4.193 ± 0.270 ไมโคร

โมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ต่Ăชั่üโมง(ตารางที่ 4.17) 

 จากการýึกþาคüามเข้มแÿงที่เĀมาะÿมต่ĂการผลิตไăโดรเจนขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella 
sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ใน

ĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ พบü่าÿาĀร่ายมีĂัตราการผลิต

ไăโดรเจนต่ าเมื่Ăน าไปบ่มในคüามเข้มแÿงที่ต่ า เนื่Ăงจากพลังงานแÿงจะกระตุ้นใĀ้Ăิเล็กตรĂนบริเüณ

ýูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาขĂงระบบแÿง Ăิเล็กตรĂนมีพลังงานÿูงขึ้นĂิเล็กตรĂนจึงĀลุดĂĂกมาและ

ถูกถ่ายทĂดĂิเล็กตรĂนไปยังโมเลกุลต่างๆ จากนั้น Ăิเล็กตรĂนที่ĀลุดĂĂกมาจะเคลื่Ăนที่ไปยังเฟĂร์รี

ดĂกซิน Ăิเล็กตรĂนจะเคลื่Ăนที่ผ่านเฟĂรร์ดีĂกซินและเข้าท าปฏิกิริยากับโปรตĂนโดยมีเĂนไซม์ไăโดร

จิเนÿเป็นตัüเร่งปฏิกิริยา เพ่ืĂผลิตไăโดรเจน ÿ่งผลใĀ้ในÿภาüะที่คüามเข้มแÿงต่ า Ăิเล็กตรĂนไม่ถูก

กระตุ้นที่บริเüณýูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาขĂงระบบแÿง จึงไม่มีĂิเล็กตรĂนในการผลิตไăโดรเจน 
 

 
รูปที่ 4.32 การผลิตไăโดรเจน (มิลลิลิตร/ลิตร) แต่ละชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 
ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 
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รูปที่ 4.33 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงคลĂโรฟิลล์) แต่ละชั่üโมงขĂง

ÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 
 

 
รูปที่ 4.34 การผลิตไăโดรเจน (ไมโครโมลไăโดรเจน/มิลลิกรัมขĂงน้ าĀนักเซลล์แĀ้ง)  แต่ละชั่üโมง

ขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas 
reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 
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รูปที่ 4.35 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนในชั่üโมงที่ 24 ขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ใน

ĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 
 
ตารางที่ 4.16 ผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ในĂาĀาร TAP-N 

และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน 
ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 

คüามเข้มแÿง ผลผลิตไฮโดรเจนÿูงÿุด 
ml/L µmoH2/mgDCW µmol H2/mgCHL  

0 Lux 25.294 ± 1.626e 1.210 ± 0.078e 201.263 ± 12.938e 

800 Lux 40.013 ± 2.772d 1.786 ± 0.124d 383.110 ± 26.542d 

1,600 Lux 50.910 ± 1.263c 2.131 ± 0.053c 532.933 ± 13.225c 

4,000 Lux 133.461 ± 4.579b 5.958 ± 0.204b 1380.086 ± 47.353b 

8,000 Lux 338.637 ± 5.458a 13.339 ± 0.215a 4061.543 ± 65.457a 

 
ตารางที่ 4.17 Ăัตราการผลิตไăโดรเจนที่ 48 ชั่üโมงขĂงÿาĀร่ายเขียü Chlorella sp. ChiW1 ใน

ĂาĀาร TAP-N และÿาĀร่ายÿีเขียü Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร TAP-S ที่

เพาะเลี้ยงร่üมกัน ภายใต้คüามเข้มแÿงต่างๆ 

คüามเข้มแÿง อัตราการผลิตไฮโดรเจนที่ 48 ชั่üโมง 
ml/L/h µmolH2/mgDCW/h µmolH2/mgCHL/h 

0 Lux 0.568 ± 0.014e 0.027 ± 0.001e 4.519 ± 0.109e 

800 Lux 1.667 ± 0.116d 0.074 ± 0.005d 15.963 ± 1.106d 

1,600 Lux 2.121 ± 0.053c 0.089 ± 0.002c 22.206 ± 0.551c 

4,000 Lux 5.561 ± 0.191b 0.248 ± 0.009b 57.504 ± 1.973b 

8,000 Lux 14.110 ± 0.227a 0.556 ± 0.009a 167.231 ± 2.727a 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทท่ี 5 
ÿรุปผลการüิจัยและข้อเÿนอแนะ  

 
5.1  ÿรุปผลการüิจัย  

1)  จากการýึกþาการเจริญเติบโตขĂงÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 6 ÿายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella sp. 
ChiW1, Chlorella sp. KMITL CirG, Chlamydomonas reinhardtii CC-124, 
Chlamydomonas reinhardtii CC-125, Scenedesmus sp. L และ Scenedesmus obliquus 
TISTR 8546 โดยการüัดค่าการดูดกลืนแÿงที่ 750 นาโนเมตร พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. 
KMITL CirG มีการเจริญเติบโตÿูงที่ÿุด โดยมีĂัตราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) เท่ากับ 
0.0463  ± 0.0014 ต่Ăชั่üโมง และมีเüลาที่ใช้ในการเพ่ิมจ านüนเป็นÿĂงเท่า (Doubling time) 
เท่ากับ 14.9915 ± 0.4763 ชั่üโมง 

2)  จากการýึกþาการผลิตไăโดรเจนขĂงÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน พบü่า ÿาĀร่ายÿี
เขียü Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร่üมกับ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 มี
ผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เมื่Ăเทียบกับการเพาะเลี้ยงร่üมกันขĂงÿาĀร่ายÿีเขียüÿายพันธุ์Ă่ืนๆ โดยมี
ผลผลิตไăโดรเจนเท่ากับ 419.0330 ± 28.2570 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ และมี
Ăัตราการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 8.7297 ± 0.5887 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์
ต่Ăชั่üโมง 

         3)  จากการýึกþาการขาดแĀล่งĂาĀารที่เĀมาะÿมต่ĂการผลิตไăโดรเจนขĂงÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlorella sp. ChiW1 และ Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ในĂาĀาร 4 ชนิด คืĂ ĂาĀาร 

TAP, ĂาĀาร TAP-N, ĂาĀาร TAP-K และĂาĀาร TAP-S พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. 
ChiW1 มีĂัตราการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เมื่Ăเลี้ยงในĂาĀาร TAP-N และ ÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 มีĂัตราการการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด เมื่Ăเลี้ยงในĂาĀาร 

TAP-S 

4)  จากการýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่Ăการผลิตไăโดรเจนโดยการเพาะเลี้ยงร่üมกันขĂง 
ÿาĀร่ายÿีเขียü Chlorella sp. ChiW1 ที่ขาดแĀล่งไนโตรเจน และÿาĀร่ายÿีเขียü 

Chlamydomonas reinhardtii CC-124 ที่ขาดแĀล่งซัลเฟĂร์ พบü่า ÿาĀร่ายÿีเขียüที่เพาะเลี้ยง

ร่üมกันในĂาĀารที่ใช้กรดĂะซีติกเป็นแĀล่งคาร์บĂนที่คüามเข้มข้น 17.4 มิลลิโมลาร์ ภายใต้คüามเข้ม

แÿง 8,000 ลักซ์ มีการผลิตไăโดรเจนÿูงÿุด โดยมีĂัตราการผลิตไăโดรเจนเท่ากับ 167.231 ± 2.727 
ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ต่Ăชั่üโมง และมีผลผลิตไăโดรเจนÿูงÿุดเท่ากับ 

4,061.543 ± 65.457 ไมโครโมลไăโดรเจนต่ĂมิลลิกรัมคลĂโรฟิลล์ ซึ่งมากกü่าÿภาüะปกติถึง 20 เท่า 
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5.2  ข้อเÿนอแนะ 

        1)  คüรýึกþาปัจจัยที่มีผลต่ĂการผลิตไăโดรเจนในÿาĀร่ายÿีเขียüที่คัดเลืĂกเพ่ิมเติม เช่น pH 
ĂุณĀภูมิ เป็นต้น 
        2)  คüรýึกþาÿภาüะที่เĀมาะÿมต่ĂการผลิตไăโดรเจนในÿาĀร่ายÿีเขียüที่คัดเลืĂกเพ่ิมเติม เช่น 
Ăายุเซลล์ จ านüนเซลล์ Ăัตราÿ่üนที่เĀมาะÿมขĂงÿาĀร่ายที่เพาะเลี้ยงร่üมกัน เป็นต้น 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อาĀารเลี้ยงเชื้อ Tris acetate phosphate (TAP) 
อาĀาร 1 ลิตร ประกอบด้üย 
2X Filner’s Beijernicks Solution 
1M Potassium Phosphate 
Trace mineral solution                                                                           
Tris-Base                                                                                          
Glacial Acetic Acid (17.4 mM acetate)                                                      
(ปรับพีเĂช 7.2) ÿ าĀรับĂาĀารแข็งใĀ้เติมüุ้น 15 กรัมต่Ă 1 ลิตรขĂงĂาĀาร 
 

25   
1   
5   

2.42   
1 

มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
มิลลิลิตร 
กรัม 
มิลลิลิตร 
 

ÿ่üนประกอบ 2X Filner’s Beijernicks Solution (500 มิลลิลิตร) 
แĂมโมเนียมคลĂไรด์ (NH4CL)      
แคลเซียมคลĂไรด์ไดไăเดรต (CaCl2·2H2O)                                                           
แมกนีเซียมซัลเฟตเăปตะไăเดรต (MgSO4.7H2O)                                                
เติมน้ ากลั่น 500 มิลลิลิตรแล้ü Autoclave เก็บไü้ที่ 4 Ăงýาเซลเซียÿ 
 

 
8  

    1   
    2 

 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
 

ÿ่üนประกอบ Trace Mineral Solution (500 มิลลิลิตร) 
ประกĂบด้üยÿารละลาย Disodium EDTA 5 กรัม ละลายในน้ า 400 มิลลิลิตร ใĀ้คüามร้Ăนและคน 
ปรับพีเĂช 6.5 ด้üย 5N โซเดียมไăดรĂกไซด์ เติมÿารตามด้านล่างเพ่ิมตามล าดับ 
เฟĂรัÿซัลเฟตเăปตะไăเดรต (FeSO4.7H2O)                                                       
ซิงค์ซัลเฟตเăปตะไăเดรต (ZnSO4.7H2O)                                                         
กรดบĂริก (H3BO3)                                                                                   
แมงกานีÿคลĂไรด์เตตระไăเดรต (MnCl2.4H2O)                                                 
คĂปเปĂร์ซัลเฟตเพนตะไăเดรต (CuSO4.5H2O)                                                
โซเดียมโมลิเบตเăปตะไăเดรต (Na2MoO4.2H2O)                                         
โคบĂลต์คลĂไรด์เăกซะไăเดรต (CoCl2.6H2O)                                             

0.5    
2.2 

1.14 
0.51 

0.016 
0.073 
0.016 

กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 
กรัม 

ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร แล้üน าไปนึ่งฆ่าเชื้Ăที่ĂุณĀภูมิ 121 Ăงýาเซลเซียÿ เป็นเüลา 15 นาที  
 
ÿ่üนประกอบ 1 M Potassium phosphate  
20 ml 1M stock โพแทÿเซียมไดไăโดรเจนฟĂÿเฟต (KH2PO4) (1M stock: 6.8 กรัม/50 มิลลิลิตร) 
30 ml 1M stock ไดโพแทÿเซียมไăโดรเจนฟĂÿเฟต (K2HPO4) (1M stock: 8.7 กรัม/50 มิลลิลิตร) 
(ปรับพีเĂช 7.2)  
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การนับจ านüนเซลล์ด้üยฮีมาไซโตมิเตอร์ 

1)  นับเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüต าแĀน่งกลางตาราง (จ านüน 25 ช่ĂงใĀญ่ ซึ่งภายช่ĂงใĀญ่จะ
ประกĂบด้üยตารางขนาดเล็กจ านüน 16 ช่Ăง) ภายใต้กล้Ăงจุลทรรýน์ก าลังขยายภาพ 400 เท่า 

2)  นับจ านüน 5 ช่Ăง ได้แก่ ช่Ăง 1, 2, 3, 4 และ 5 แÿดงดังรูป ข แต่ละช่Ăงมีคüามกü้าง
และคüามยาüเท่ากับ 0.2 มิลลิมตร และคüามลึกเท่ากับ 0.1 มิลลิเมตร ดังนั้น ปริมาตรÿารละลาย
เซลล์ขĂงแต่ละช่Ăงเท่ากับ คüามกü้าง x คüามยาü x คüามลึก 

3)  น าจ านüนเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüในช่Ăง 1-5 มาĀาค่าเฉลี่ย และĀารด้üยปริมาตรขĂง
ÿารละลายเซลล์แต่ละช่Ăง จะได้Āน่üยเป็นเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüต่Ăมิลลิลิตร 

4)  นับจ านüนเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüทั้ง 2 ตาราง แล้üน ามาĀาค่าเฉลี่ย 
 

üิธีการค านüณคüามĀนาแน่นขĂงเซลล์ 
พ้ืนที่ 1 ช่ĂงกลางในตารางใĀญ่มีค่าเท่ากับ= 0.2 x 0.2 x 0.1 = 0.004 ลูกบาýก์มิลลิเมตร 
ปริมาตร 0.004 ลูกบาýก์มิลลิเมตร มีเซลล์Ăยู่ = A เซลล์ 
ปริมาตร 1,000 ลูกบาýก์มิลลิเมตร มีเซลล์Ăยู่ =  A x 1000 

                    0.004 
    = A x 2.5 x 10-5 เซลล์ต่Ăมิลลิลิตร 
 

ĀมายเĀตุ : ถ้าเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüทับเÿ้น ใĀ้เลืĂกนับÿาĀร่ายบนเÿ้นแนüบนและเÿ้นแนüขüา ไม่นับ
เÿ้นแนüล่างและเÿ้นแนüซ้าย 

รูป ข ต าแĀน่งช่Ăงÿ าĀรับการนับเซลล์ÿาĀร่ายÿีเขียüบนăีมาไซโตมิเตĂร์ 
ที่มา : https://www.ท าเบียร์.com
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การค านüณการผลิตไฮโดรเจน 
1) น าพื้นที่ใต้กราฟขĂงโครมาโตแกรมที่ได้จากการทดลĂง มาĀาค านüณĀาค่าคüามเข้มข้น 

ขĂงก๊าซไăโดรเจนในĀน่üยเปĂร์เซ็นต์ขĂงไăโดรเจน (%H2) คิดเทียบจากพ้ืนที่ใต้กราฟขĂงก๊าซ
ไăโดรเจน 4 เปĂร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่Ăปริมาตร) ในĂาร์กĂนเป็นÿารมาตรฐาน ตามüิธีด้านล่างนี้ 
 
เปĂร์เซ็นต์ขĂงไăโดรเจน (%H2) = พ้ืนที่ใต้กราฟขĂงก๊าซไăโดรเจนที่ได้จากการทดลĂง x 4% 

พ้ืนที่ใต้กราฟขĂงก๊าซไăโดรเจนมาตรฐาน 

2) น าค่าคüามเข้มข้นขĂงไăโดรเจนในĀน่üยเปĂร์เซ็นต์ขĂงไăโดรเจน มาเปรียบเทียบเป็น 
ปริมาณไăโดรเจนในĀน่üยมิลลิลิตร โดยคิดเทียบจากพ้ืนที่ขĂงช่Ăงü่างเĀนืĂขĂงเĀลü (Head space) 
ที่ใช้ในการทดลĂง เช่น ปริมาตรขĂงĂาĀารที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง คืĂ 100 มิลลิลิตร 
 
ปริมาณไăโดรเจน (มิลลิลิตรขĂงไăโดรเจน) = พ้ืนที่ขĂงช่Ăงü่างเĀนืĂขĂงเĀลü x เปĂร์เซ็นต์ขĂง H2 

                  100 มิลลิลิตร 

3) น าปริมาณไăโดรเจนในĀน่üยมิลลิลิตรมาคิดเทียบกับĂาĀารเพาะเลี้ยง 1 ลิตรĀรืĂ 1,000 
มิลลิลิตร จะได้ปริมาณไăโดรเจนต่Ăลิตร (mLH2 L-1) 
 

4) น าปริมาณไăโดรเจนต่Ăลิตรที่ได้มาĀารจ านüนชั่üโมง จะได้Āน่üยเป็นมิลลิลิตรไăโดรเจนต่Ă 
ลิตรต่Ăชั่üโมง (mLH2 L-1 h-1) 
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 เป็นผลงานüิจัยที่มิได้คัดลĂกĀรืĂละเมิดลิขÿิทธิ์ขĂงผู้Ăื่นและได้ผ่านการตรüจÿĂบคüาม
ซ้ าซ้Ăนเรียบร้Ăยแล้ü และได้แนบเĂกÿารการตรüจÿĂบการลĂกเลียนงานüรรณกรรมที่ตรüจÿĂบจาก
เล่มโครงงานพิเýþฉบับÿมบูรณ์แล้ü 
โปรแกรมĂักขราüิÿุทธิ์ 1.91 %    ĀรืĂโปรแกรม Turnitin – 
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จึงลงชื่Ăไü้เป็นĀลักฐาน 
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