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บทคัดย'อ 

 ไฮโดรเจน (H2) เป`นพลังงานที่สะอาดและมีศักยภาพในการเผาไหมc โดยสามารถผลิตจาก

สาหร5ายสีเขียว จากการคัดเลือกสายพันธุ: Chlorella ที่สามารถผลิตไฮโดรเจนพบว5า Chlorella sp. 

ChiW1 ซึ่งแยกไดcจากนาขcาวในจังหวัดชัยนาท ประเทศไทย มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนและผลผลิต

ไฮโดรเจนสูงสุด Chlorella sp. ChiW1 ที่อยู5ในระยะการเจริญเติบโตช5วงกลาง (Mid-logarithmic 

phase) และมีความหนาแน5นเซลล:ที่ค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรเท5ากับ 2.0 

ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด การเพาะเลี้ยง Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรียสามารถ

ช5วยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนไดcเมื่อเทียบกับสภาวะการเพาะเลี้ยงเดี่ยว โดยเฉพาะการเพาะเลี้ยงร5วมกับ 

E. coli TISTR074 ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด การเพาะเลี้ยงสาหร5ายร5วมกับแบคทีเรียทำใหc

กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสเพิ่มขึ้น จากการลดปริมาณของออกซิเจนในระบบที่เป`นผลมาจาก

การใชcออกซิเจนในการหายใจท่ีเพ่ิมข้ึน นอกจากน้ี การใชcกลีเซอรอลเป̀นแหล5งคาร:บอนในอาหารเล้ียง

เช้ือ Tris-acetate phosphate (TAP) ร5วมกับการเพ่ิมความเขcมแสงช5วยส5งเสริมการผลิตไฮโดรเจนใหc

สูงขึ ้นอย5างมีนัยสำคัญ ภายใตcสภาวะที่เหมาะสม Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงกับ E. coli 

TISTR074  มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 47.06 ± 1.95 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และใหcผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 1,320.63 ± 52.33 ไมโครโมลไฮโดรเจน

ต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: หลังจากการบ5มภายใตcสภาวะที่มีแสงและปราศจากออกซิเจนเป`นเวลา 72 

ชั่วโมง งานวิจัยนี้แสดงใหcเห็นถึงศักยภาพของสาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 ในการผลิตไฮโดรเจน

ภายใตcการเพาะเล้ียงร5วมกับแบคทีเรีย 
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Abstract 

Hydrogen (H2) is a promising clean energy carrier that can be produced by green 

algae. In a screening for H2- producing Chlorella species, Chlorella sp. ChiW1 , isolated 

from a rice paddy field in Chai Nat province, Thailand, exhibited the highest H2 

production rate and yield. Chlorella sp. ChiW1  in the mid-logarithmic phase, with a 

cell density at 750 nm of 2.0, demonstrated the highest level of H2 production. Co-

cultivation with bacteria further enhanced H2 production compared to monocultures, 

particularly when co-cultivated with E. coli TISTR074. This enhancement was attributed 

to increased hydrogenase enzyme activity due to reduced oxygen levels, resulting from 

elevated bacterial respiration. Furthermore, the use of glycerol as a carbon source in 

Tris-acetate phosphate (TAP) medium, combined with increased light intensity, 

significantly promoted H2 production. Under optimal conditions, Chlorella sp. ChiW1 

co-cultivated with E. coli TISTR074 achieved a maximum H2 production rate of 47.06 ± 

1.95 µmol H2 mg chl-1 h-1 and a total H2 yield of 1320.63 ± 52 .33  µmol H2 mg chl-1 

after 7 2  hours of anaerobic light incubation. These findings highlight the potential of 

Chlorella sp. ChiW1 as an efficient biohydrogen producer under bacterial co-cultivation 

conditions. 

Keywords: Bacteria, Co-cultivation, Green algae, Hydrogen 
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บทที่ 1 

บทนำ 

1.1 ความเปCนมาและความสำคัญของงานวิจัย 

พลังงานเชื้อเพลิงเป`นป�จจัยที่สำคัญในการดำรงชีวิตของมนุษย:  มนุษย:ใชcพลังงานในดcาน

อุตสาหกรรม เกษตรกรรม การคมนาคมขนส5ง รวมถึงใชcในชีวิตประจำวัน แหล5งพลังงานหลักที่ใชcใน

ป�จจุบันส5วนใหญ5คือ เชื้อเพลิงจากฟอสซิล (Fossil fuel) หรืออาจเรียกว5าเชื้อเพลิงจากซากดึกดำ

บรรพ:  (Ritchie และคณะ, 2021) เชื้อเพลิงฟอสซิลสามารถแบ5งออกเป`น 3 ประเภทตามสถานะ คือ 

1) เชื ้อเพลิงประเภทที่มีสถานะเป`นของแข็ง เช5น ถ5านหิน 2) เชื ้อเพลิงประเภทที่มีสถานะเป̀น

ของเหลว เช5น น้ำมันเชื้อเพลิงต5างๆ และ 3) เชื้อเพลิงประเภทที่มีสถานะเป`นก�าซ เช5น ก�าซธรรมชาติ 

ในป�จจุบัน เชื้อเพลิงฟอสซิลมีปริมาณลดลงอย5างต5อเนื่องจากการเพิ่มขึ้นของจำนวนประชากร รวมถึง

การขยายตัวทางเศรษฐกิจ ทำใหcปริมาณและการผลิตเช้ือเพลิงไม5เพียงพอต5อความตcองการ นอกจากน้ี 

การใชcพลังงานจากเชื้อเพลิงฟอสซิลยังส5งผลกระทบต5อสิ่งแวดลcอม โดยการเผาไหมcเชื้อเพลิงเหล5าน้ี

ก5อใหcเกิดก�าซพิษต5างๆ เช5น ก�าซคาร:บอนไดออกไซด: (CO2) ก�าซซัลเฟอร:ไดออกไซด: (SO2) และก�าซ

จำพวกไนโตรเจนออกไซด: (NOx) เป`นตcน การสะสมของก�าซเหล5านี้ในบรรยากาศโลกในปริมาณมาก 

ทำใหcเกิดปรากฏการณ:เรือนกระจก (Greenhouse effect) อันนำไปสู 5การเกิดสภาวะโลกรcอน 

(Global warming) (Lelieveld และคณะ, 2019) ดcวยเหตุนี ้ หน5วยงานต5างๆ จึงมีความพยายาม

คcนหาแหล5งพลังงานทางเลือกใหม5ๆ ที่เป`นแหล5งพลังงานหมุนเวียนและไม5ส5งผลกระทบต5อสิ่งแวดลcอม 

แหล5งพลังงานทางเลือกในป�จจุบันนั ้นมีอยู 5หลายประเภท เช5น พลังงานจากน้ำ พลังงานจาก

แสงอาทิตย: พลังงานจากลม เป̀นตcน แต5การใชcพลังงานทางเลือกเหล5านี้ยังมีขcอจำกัดในดcานต5างๆ เช5น 

พลังงานน้ำมีป�ญหาสิ่งแวดลcอมจากการสรcางเขื่อน หรือ พลังงานแสงอาทิตย:และพลังงานลมมีป�ญหา

ค5าใชcจ5ายจากการติดตั้งอุปกรณ:โซลาร:เซลล:และป�ญหาการผลิตพลังงานที่ขึ้นอยู5กับสภาพอากาศ เป̀น

ตcน ดังนั้น จึงจำเป`นตcองหาแหล5งพลังงานทางเลือกที่เหมาะสม มีกระบวนการผลิตพลังงานที่คุcมค5า 

และไม5ส5งผลกระทบต5อส่ิงแวดลcอม 

พลังงานไฮโดรเจนเป`นพลังงานทางเลือกหนึ่งที่ไดcรับความสนใจอย5างมากในป�จจุบัน  เม่ือ

เปรียบเทียบกับพลังงานเช้ือเพลิงชนิดอ่ืน การเผาไหมcพลังงานไฮโดรเจนจะใหcค5าพลังงานต5อมวลสูงสุด 

โดยใหcพลังงาน 141.90 จูลต5อกิโลกรัม (Felseghi, 2019) การเผาไหมcเชื ้อเพลิงไฮโดรเจนยังไม5

ก5อใหcเกิดมลพิษต5อสิ่งแวดลcอม เนื่องจากการเผาไหมcไฮโดรเจนดcวยออกซิเจนจะใหcผลิตภัณฑ:ที่เป`นน้ำ

และไม5ปลดปล5อยก�าซพิษต5างๆ ท่ีเป`นสาเหตุของป�ญหาภาวะโลกรcอน นอกจากนี้ พลังงานไฮโดรเจน

ยังสามารถนำไปประยุกต:ในดcานต5างๆ เช5น นำไปผลิตกระแสไฟฟ�าและสามารถนำไปใชcกับงานที่ใชcเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พลังงานกับดั้งเดิมไดc ดังนั้น พลังงานไฮโดรเจนจึงเป`นพลังงานที่น5าสนใจและคาดว5าจะเป`นพลังงานท่ี

สำคัญในอนาคตแทนที ่พลังงานดั ้งเดิม ไฮโดรเจนสามารถผลิตไดcจากหลายกระบวนการ เช5น 

กระบวนการทางความรcอนเคมี กระบวนการทางเคมีไฟฟ�า กระบวนการสังเคราะห:แสง และ

กระบวนการหมักทางชีวภาพ เป`นตcน ในป�จจุบัน การผลิตไฮโดรเจนมากกว5า 96 เปอร:เซ็นต: ไดcจาก

การใชcเชื้อเพลิงฟอสซิลเป`นวัตถุดิบหลัก (Khzouz และ Gkanas, 2020) ซึ่งแหล5งเชื้อเพลิงฟอสซิล

เหล5านี้มีปริมาณลดลงอย5างต5อเนื่อง อีกทั้งการเผาไหมcเชื้อเพลิงฟอสซิลยังก5อใหcเกิดมลพิษทางอากาศ 

ดังนั ้น จึงควรมีการศึกษาและวิจัยการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการอื ่นที ่ไม5ส5งผลกระทบต5อ

สิ่งแวดลcอม เช5น การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนแยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�า กระบวน

แยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยวิธีความรcอนเคมี กระบวนแยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยแสง และการ

ผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ ซ ึ ่งกระบวนการเหล5าน ี ้จะไม 5ปลดปล5อยก�าซ

คาร:บอนไดออกไซด:ออกสู5ช้ันบรรยากาศ 

การผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ เป`นการผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยปฏิกิริยาชีวเคมีของจุลินทรีย:

หรือสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก สิ่งมีชีวิตที่ผลิตไฮโดรเจน ไดcแก5 แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห:แสง ไซยาโน

แบคทีเรีย และ สาหร5ายสีเขียว เป`นตcน สาหร5ายสีเขียวเป`นสิ่งมีชีวิตที่ไดcรับความสนใจและมีขcอ

ไดcเปรียบเมื่อเทียบกับแบคทีเรีย เนื่องจากสาหร5ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนโดยใชcพลังงานจาก

แสงอาทิตย:ผ5านกระบวนการสังเคราะห:แสงและใชcน้ำเป̀นแหล5งอิเล็กตรอน นอกจากน้ี สาหร5ายสีเขียว

สามารถเจริญเติบโตไดcอย5างรวดเร็ว จากการใชcสารอนินทรีย:หรือสารอินทรีย:เป̀นแหล5งคาร:บอน ทำใหc

สามารถเพาะเลี้ยงไดcทั้งในสภาวะโฟโตออโตโทรปและโฟโตเฮทเทอโรโทรป สาหร5ายสีเขียวมีการ

กลายพันธุ:นcอยและไม5ก5อโรครcายแรงที่เป`นอันตรายกับร5างกายมนุษย: สาหร5ายสีเขียวยังสามารถตรึง

ก�าซคาร:บอนไดออกไซด:จากบรรยากาศ มาใชcในการสรcางอินทรีย:สารจำพวกคาร:โบไฮเดรตและชีว

มวลผ5านกระบวนการสังเคราะห:แสง อันเป`นการลดปริมาณก�าซคาร:บอนไดออกไซด:ในบรรยากาศท่ี

เป̀นสาเหตุของภาวะโลกรcอน  

สาหร5ายสีเขียวจัดเป`นสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (Eukaryote) ที่มีเยื่อหุcมนิวเคลียสและเย่ือ

หุcมออร:กาเนลล: จัดอยู5ในกลุ5มคลอโรไฟตา (Chlorophyta) ซึ่งเป`นกลุ5มสาหร5ายที่พบมากที่สุด คือ มี

ประมาณ 9,000-12,000 สป ชีส: (Britannica, 2022) สาหร5ายสีเขียวสามารถพบไดcท่ัวไปตามแหล5งน้ำ 

มีทั้งที่อยู5แบบเซลล:เดียวและอยู5แบบเป`นกลุ5ม สาหร5ายสีเขียวมีคุณลักษณะทั่วไปคลcายกับพืชชั้นสูง 

คือ มีผนังเซลล:สองชั ้น ประกอบดcวยชั ้นที ่เป`นเซลลูโลสและชั้นที ่เป`นเพกติน มีรงควัตถุในการ

สังเคราะห:แสง คือ คลอโรฟ�ลล: เอ และ คลอโรฟ�ลล: บี ฯลฯ สาหร5ายสีเขียวผลิตไฮโดรเจนโดยการใชc

อิเล็กตรอนที่ไดcจากการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบทางตรง (Direct biophotolysis) และ

การสลายคาร:โบไฮเดรตที่สะสมภายในเซลล:หรือการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกสลาย

โมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบทางอcอม (Indirect biophotolysis)  
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กระบวนการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายสีเขียวมีระบบถ5ายทอดอิเล็กตรอนคลcายกับ

กระบวนการสังเคราะห:แสงของพืช กล5าวคือ เมื่อไดcรับพลังงานแสง คลอโรฟ�ลล:ในศูนย:กลางการ

เกิดปฏิกิริยา (Reaction center) ท่ีระบบแสงสอง (Photosystem II, PSII) จะกระตุcนใหcโมเลกุลของ

น้ำแตกตัวไดcผลิตภัณฑ:เป̀นออกซิเจน (O2) โปรตอน (H+) และอิเล็กตรอน (e-) อิเล็กตรอนท่ีไดcจะส5งไป

ท่ีศูนย:กลางการเกิดปฏิกิริยาท่ีระบบแสงสองและจะถูกส5งต5อไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวต5อไป โดยส5ง

อิเล็กตรอนผ5านพลาสโทควิโนน (Plastoquinone) ไซโทโครมคอมเพล็กซ: (Cytochrome complex) 

ระบบแสงหนึ่ง (Photosystem I, PSI) จนกระทั่งถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทcาย คือ เฟอร:รีดอกซิน 

(Ferredoxin) ตามลำดับ เฟอร:รีดอกซินจะส5งอิเล็กตรอนใหcกับโปรตอนเพื่อผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัย

การทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) สำหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการสลาย

คาร:โบไฮเดรตที่สะสมภายในเซลล: สามารถแบ5งไดcเป`น 2 กระบวนการย5อย คือ 1) กระบวนการสลาย

แป�งไปเป̀นไพรูเวท โดยจะมีการสรcาง ATP และ NAD(P)H เกิดข้ึน อิเล็กตรอนจาก NAD(P)H จะส5งไป

ยังพลาสโตควิโนน โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม:เอ็นเอดีพี/พลาสโทควิโนนออกซิโดรีดักเทส 

(NADPH plastoquinone oxidoreductase, NPQR) แลcวส5งอิเล็กตรอนต5อไปยังระบบแสงหน่ึง 

เฟอร:รีดอกซินและเอนไซม:ไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน ตามลำดับ 2) กระบวนการสลายไพรูเวทใหc

ไดcอะซีติลโคเอ (Acetyl CoA) เป`นปฏิกิริยาออกซิเดชันของไพรูเวทซึ่งเป`นผลิตภัณฑ:ที่ไดcจากการ

สลายตัวของคาร:โบไฮเดรตที ่สะสมภายในเซลล: ไพร ูเวทถูกเปลี ่ยนเป`นอะซีต ิลโคเอ และ 

คาร:บอนไดออกไซด: โดยอาศัยเอนไซม:ไพรูเวทเฟอร:รีดอกซินออกซิโดรีดักเทส (Pyruvate ferredoxin 

oxidoreductase, PFR) จากนั้น เฟอร:รีดอกซินจะรับอิเล็กตรอนและส5งต5อใหcกับเอนไซม:ไฮโดรจีเนส

เพ่ือผลิตเป̀นไฮโดรเจนต5อไป 

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวขึ้นอยู5กับหลายป�จจัย เช5น ชนิดและสายพันธุ:ของ

สาหร5ายสีเขียว สภาวะการเพาะเลี้ยง ป�จจัยทางกายภาพและทางเคมี และที่สำคัญที่สุด คือ ความ

เขcมขcนของออกซิเจนในระบบการเพาะเลี้ยง เนื่องจากสาหร5ายสีเขียวสามารถสังเคราะห:แสงไดc

ผลิตภัณฑ:เป`นออกซิเจน ซึ่งออกซิเจนเป`นตัวยับยั้งที่สำคัญ (Strong inhibitor) ของเอนไซม:ไฮโดร

จีเนส ดังนั้น การรักษาความเขcมขcนของออกซิเจนในระบบใหcอยู5ในระดับต่ำและนานที่สุด จึงเป̀น

วิธีการเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว การขาดธาตุอาหารในอาหารเลี้ยง

เชื้อเป`นวิธีการหนึ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว การขาดธาตุอาหาร

ทำใหcการทำงานและการซ5อมแซมของระบบแสงสองในกระบวนการสังเคราะห:แสงลดลงหรือถูกยับย้ัง

ชั ่วคราว ทำใหcการแตกตัวของน้ำลดลง ส5งผลใหcปริมาณออกซิเจนในระบบลดลง เมื ่อปริมาณ

ออกซิเจนในระบบลดลง เอนไซม:ไฮโดรจีเนสจึงทำงานไดcดีขึ ้น ส5งผลใหcผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน 

นอกจากนี้ ยังมีวิธีการที่สามารถลดปริมาณออกซิเจนในระบบเพื่อกระตุcนการผลิตไฮโดรเจนอื่นๆ เช5น 

การใชcสารรีด ิวซ: (Reducing agent) และการเพาะเลี ้ยงสาหร5ายร5วมกับสิ ่งมีช ีว ิตอื ่นๆ (Co-

cultivation) เช5น แบคทีเรีย ไซยาโนแบคทีเรีย หรือ สาหร5ายสีเขียวสายพันธุ:อื่น งานวิจัยนี้สนใจ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวเมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย โดย

แบคทีเร ียสามารถใชcออกซิเจนที ่สาหร5ายสีเขียวผลิตขึ ้นจากกระบวนการสังเคราะห:แสงใน

กระบวนการหายใจของแบคทีเรียเพื่อลดระดับความเขcมขcนของออกซิเจนใหcอยู5ในระบบท่ีลดลง ส5งผล

ใหcการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน  

1.2 วัตถุประสงคQของงานวิจัย 

1) คัดเลือกชนิดของสาหร5ายสีเขียวในหcองปฏิบัติการท่ีผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูง  

2) คัดเลือกชนิดของแบคทีเรียที่สามารถเพาะเลี้ยงร5วมกับสาหร5ายสีเขียวที่คัดเลือกและ

สามารถเพ่ิมปริมาณการผลิตไฮโดรเจน 

3) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวที่คัดเลือกโดยการ

เพาะเล้ียงร5วมกับแบคทีเรีย 

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

1) คัดเลือกชนิดของสาหร5ายสีเขียวในหcองปฏิบัติการที ่มีความสามารถในการผลิต

ไฮโดรเจนในปริมาณสูงและศึกษาสภาวะที่เหมาะต5อการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวท่ี

คัดเลือกไดc โดยทำการเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียวในอาหารเหลว Tris-Acetate-Phosphate (TAP) 

โดยบ5มในสภาวะเขย5าที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcม

แสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที  วัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนดcวยเครื่องแก�สโคร

มาโตกราฟ 

2) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในสภาวะเลี้ยงร5วมกันระหว5างแบคทีเรีย ไดcแก5 Escherichia 

coli TISTR074, Pseudomonas aeruginosa TISTR2141  แ ล ะ  Staphylococcus aureus 

TISTR2307 โดยแปรผันความหนาแน5นเซลล:ที่ใชcเพาะเลี้ยงร5วมกับสาหร5ายสีเขียวท่ีไดcรับการคัดเลือก 

เพื่อใหcสาหร5ายสีเขียวมีการผลิตไฮโดรเจนไดcดีที ่สุด จากนั้นแปรผันอายุของเซลล:แบคทีเรียและ

อัตราส5วนระหว5างแบคทีเรียและสาหร5ายสีเขียวที่เหมาะสมต5อการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน วิเคราะห:

การผลิตไฮโดรเจนภายใตcสภาวะและวิธีการเดียวกันกับการเพาะเล้ียงสาหร5ายสีเขียว 

3) ศึกษาความสัมพันธ:การเล้ียงร5วมกันระหว5างสาหร5ายสีเขียวและแบคทีเรียท่ีคัดเลือก โดย

การวิเคราะห:กับการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจน กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส การหายใจภายใน

ระบบ และการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายสีเขียว เป̀นตcน 

4) ศึกษาสภาวะของแบคทีเรียที ่เหมาะต5อการเพาะเลี ้ยงร5วมกันเพื ่อส5งเสริมการผลิต

ไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวที่คัดเลือกไดcใหcสูงขึ้น เช5น ความหนาแน5นของเซลล: อายุเซลล: อัตราส5วน

ระหว5างแบคทีเรียกับสาหร5ายสีเขียวในการเพาะเล้ียงร5วมกัน เป̀นตcน 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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5) ศึกษาป�จจัยที ่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวที ่เลี ้ยงร5วมกับ

แบคทีเรียที่คัดเลือก โดยศึกษา 2 ป�จจัยหลัก คือ ป�จจัยทางเคมี ไดcแก5 ชนิดและความเขcมขcนของ

แหล5งคาร:บอน และ ป�จจัยทางกายภาพ ไดcแก5 ค5าความเป`นกรด-ด5าง ความเขcมแสง และอุณหภูมิที่ใชc

บ5ม 

1.4 ประโยชนQที่คาดวYาจะไดZรับ 

1) สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวดcวยวิธีการเพาะเลี้ยง

สาหร5ายสีเขียวร5วมกับแบคทีเรีย 

2) ทราบถึงสภาวะและป�จจัยที่ส5งเสริมการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร5ายสี

เขียวร5วมกับแบคทีเรีย 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



บทที่ 2  

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข@อง 

2.1 พลังงานไฮโดรเจน  

ไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) เป`นก�าซที่ประกอบดcวยธาตุไฮโดรเจน (H) 2 อะตอม ท่ีเชื่อมกัน

ดcวยพันธะโควาเลนต: ไฮโดรเจนอะตอมประกอบดcวยโปรตอนและอิเล็กตรอนอย5างละ 1 ตัว ท่ีมีเลข

อะตอมเท5ากับ 1 และมีน้ำหนักอะตอมเฉลี่ย 1.0080 กรัมต5อโมล (Wieser และ Coplen, 2009) 

ไฮโดรเจนจัดเป`นธาตุที่เบาที่สุด พบอยู5ในสสารเกือบทุกชนิดที่อยู5ในเอกภพ แต5ในชั้นบรรยากาศของ

โลก พบก�าซไฮโดรเจนเพียง 1 ส5วนในลcานส5วน (ppm) ก�าซไฮโดรเจนที ่อุณหภูมิและความดัน

มาตรฐานจะมีคุณสมบัติดังน้ี ไม5มีสี ไม5มีกลิ่น ไม5มีพิษ เป`นก�าซท่ีมีความไวไฟสูง มีจุดเดือด -252.77 

องศาเซลเซียส มีจุดหลอมเหลว -259.20 องศาเซลเซียส (Felseghi และคณะ, 2019) ไฮโดรเจนใหcค5า

พล ังงานความร cอนจากการเผาไหม cส ูงถ ึง 141.90 จ ูลต 5อก ิ โลกร ัม และไม 5ปลดปล 5อยก �าซ

คาร:บอนไดออกไซด: (ตารางที่ 2.1) จึงถือว5าไฮโดรเจนเป`นพลังงานที่สะอาดและไม5ก5อใหcเกิดมลพิษต5อ

ส่ิงแวดลcอม 

ตารางที ่ 2.11ค5าพลังงานต5อมวลและการปลดปล5อยก�าซคาร:บอนไดออกไซด:ของการเผาไหมc

ไฮโดรเจนเทียบกับเช้ือเพลิงชนิดอ่ืนๆ (Felseghi และคณะ, 2019) 

ชนิดของพลังงาน 

ค.าพลังงานต.อ

มวล      

(J/kg) 

ค.าพลังงานต.อ

ปริมาตร       

(J/m3) 

Energy Reserve 

Factor 

การปลดปล.อยกJาซ

คารLบอนไดออกไซดL  

(kg C/kg Fuel) 

ไฮโดรเจนเหลว 141.90 10.10 1.00 0.00 

ก3าซไฮโดรเจน 141.90 0.013 1.00 0.00 

น้ำมันเตา 45.50 38.65 0.78 0.84 

น้ำมันเบนซิน 47.40 34.85 0.76 0.86 

น้ำมันเครื่องบิน 46.50 35.30 0.75 - 

เมทานอล 22.30 18.10 0.23 0.50 

เอทานอล 29.90 23.60 0.37 0.50 

เชื้อเพลิงชีวภาพ 37.00 33.00 - 0.50 

ก3าซธรรมชาติ 50.00 0.04 0.75 0.46 

ถPานหิน 30.00 - - 0.50 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ไฮโดรเจนเป`นก�าซไวไฟ ใชcพลังงานเพียงเล็กนcอยในการจุดไฟและการเผาไหมc นอกจากนี้ ยัง

มีช5วงความสามารถในการติดไฟที่กวcาง คือ สามารถเผาไหมcไดcเมื่อในอากาศประกอบดcวยไฮโดรเจน 4 

ถึง 75 เปอร:เซ็นต:โดยปริมาตร คุณสมบัติของไฮโดรเจนแสดงดังตารางที่ 2.2 จากคุณสมบัติของ

ไฮโดรเจน จึงสามารถนำไฮโดรเจนไปประยุกต:ใชcเป`นพลังงานเชื้อเพลิงในการทำกิจกรรมต5างๆ ทั้งใน

ชีวิตประจำวันและใชcในงานดcานต5างๆ เช5น ทางการแพทย: อุตสาหกรรม เกษตรกรรม อากาศยานและ

ยานยนต: อีกท้ังยังสามารถประยุกต:เพ่ือเปล่ียนเป̀นพลังงานรูปแบบอ่ืนๆ เช5น ผลิตไฟฟ�า เป̀นตcน 

ตารางท่ี 2.2 คุณลักษณะของไฮโดรเจน (Felseghi และคณะ, 2019) 

 

2.2 การผลิตไฮโดรเจน 

ในป�จจุบัน ไฮโดรเจนสามารถผลิตไดcจากเชื้อเพลิงฟอสซิล เช5น ก�าซธรรมชาติ ถ5านหิน น้ำมัน

ป�โตรเลียม เป`นหลัก และสามารถผลิตไดcจากแหล5งพลังงานหมุนเวียนอื่นๆ เช5น ชีวมวลและน้ำ และ

จากพลังงานนิวเคลียร:อีกดcวย (รูปท่ี 2.1) นอกจากนี้ ไฮโดรเจนยังสามารถผลิตไดcจากกระบวนการ

ต5างๆ ไดcแก5 กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยไฟฟ�า กระบวนการทางความรcอนเคมี และ

กระบวนการทางชีวภาพจากส่ิงมีชีวิต เป̀นตcน ไฮโดรเจนสามารถผลิตไดcจากหลายกระบวนการดังน้ี 

คุณสมบัติของไฮโดรเจน 

ความหนาแนPน 0.0838 kg/m3 

คPาพลังงานความรVอนของไฮโดรเจนในรูปของเหลว 119.90-141.90 MJ/kg 

คPาพลังงานความรVอนของไฮโดรเจนในระบบเย็นยิ่งยวด 11.89–10.05 MJ/m3 

จุดเดือด 20.41 K 

จุดหลอมเหลว 13.97 K 

ความหนาแนPน (สถานะของเหลว) 70.8 kg/m3 

การถPายโอนมวลในอากาศ 0.61 cm3/s 

ความรVอนจำเพาะ 14.89 kJ/kg K 

ขอบเขตการติดไฟในอากาศ 4-75 % (ปริมาตร) 

พลังงานในการจุดติดไฟในอากาศ 0.02 Millijoule 

อุณหภูมิที่ทำใหVจุดติดไฟ 585 K 

อุณหภูมิเปลวไฟ 2318 K 

พลังงานในการระเบิด 58.823 kJ/g TNT 

การแผPรังสีของเปลวไฟ 17–25 % 

ความเร็วในการเผาไหมV 2.75 cm/s 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.1 แหล5งวัตถุดิบสำหรับการผลิตไฮโดรเจน (IEA, 2006)  
 

2.2.1 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดIวยกระแสไฟฟ�า 

การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าจะใชcอิเล็กโทรดสอง

ข้ัวและผ5านกระแสไฟฟ�าเขcาไปในน้ำเพ่ือเปล่ียนน้ำใหcเป̀นไฮโดรเจนและออกซิเจน  วิธีการแยกโมเลกุล

ของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�ามี 3 กระบวนการ คือ (1) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�า

ในสารละลายด5าง (Alkaline electrolyser) (2) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยไฟฟ�าโดยใชcเมม

เ บ รนแลก เปล ี ่ ย น โป รตอน  ( Proton exchange membrane electrolyser, PEM) แ ละ (3) 

กระบวนการแยกโมเลกุลน้ำดcวยไฟฟ�าโดยใชcสารประกอบออกไซด:ในรูปของแข็ง (Solid oxide 

electrolyser, SOE) ขcอมูลและสภาวะของกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าในแต5ละ

วิธีแสดงดังตารางท่ี 2.3 และหลักการของกระบวนการแยกน้ำดcวยไฟฟ�าในแต5ละวิธีแสดงในรูปท่ี 2.2 
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ตารางท่ี 2.33ขcอมูลของกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�า (El-Shafie และคณะ, 

2019) 

 

1) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าในสารละลายด5าง  

กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าในสารละลายด5าง เป`นวิธีการที่ใชc

สารละลายด5างเป`นตัวกลางหรือเป`นอิเล็กโทรไลต: สารละลายด5างแบ5งออกเป`น 2 ประเภท คือ 

โพแทสเซียมไฮดรอกไซด: (KOH) และโซเดียมไฮดรอกไซด: (NaOH) ความเขcมขcน 20-40 เปอร:เซ็นต:

โดยน้ำหนัก อิเล็กโทรดทั้งสองทำจากวัสดุใยหินที่มีความหนา 3 มิลลิเมตร อุณหภูมิการทำงานจึง

จำกัดอยู5ท่ี 80 องศาเซลเซียส  ปฏิกิริยาเกิดขึ้นโดยที่ส5วนแคโทดจะแยกน้ำออกเป`นไฮโดรเจนและไฮ

ดรอกไซด: (สมการที่ 2.1)  จากนั้น ไฮดรอกไซด:จะถูกยcายไปยังส5วนแอโนดเพื่อสรcางออกซิเจน 

(สมการที่ 2.2) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าในสารละลายด5างมีตcนทุนค5าใชcจ5าย

ต่ำท่ีสุดเทียบกับกระบวนการอ่ืน แต5ก็มีประสิทธิภาพนcอยท่ีสุดเช5นกัน 

Cathode reaction:  2H2O + 2e− → H2 + 2OH− (สมการท่ี 2.1) 

Anode reaction:   4OH− → O2 + 2H2O  (สมการท่ี 2.2) 

 

ขYอมูล สารละลายด.าง PEM SOE 

อุณหภูมิของเซลลu,  ̊C 60-80 50-80 900-1000 

ความดันของเซลลu, บารu <30 <30 <30 

ความหนาแนPนกระแส, A/cm2 0.2-0.4 0.6-2.0 0.3-1.0 

แรงดันไฟฟzาของเซลลu, V 1.8-2.4 1.8-2.2 0.95-1.3 

ความหนาแนPนของกำลังไฟฟzา, W/cm2 Up to 1.0 Up to 4.4 - 

ประสิทธิภาพของศักยuไฟฟzา, % 62-82 67-82 81-86 

การใชVพลังงานจำเพาะของระบบ,kWh/Nm2 4.5-7.0 4.5-7.5 2.5-3.5 

ชPวงของโหลดบางสPวน,% 20-40 0-10 - 

พื้นที่ของเซลลu, m2 <4 <300 - 

ปริมาณการผลิตไฮโดรเจน, Nm2/hr <760 <30 - 

อายุการใชVงานของเซลลu, ชั่วโมง <90,000 <20,000 <40,000 

อายุการใชVงานของระบบ, ป� 20-30 10-20 - 

ความบริสุทธิ์ของไฮโดรเจน, % >99.8 99.999 - 

ระยะเวลาเริ่มทำความเย็น, นาที 15 <15 >60 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำโดยใชcเย่ือเลือกผ5านแลกเปล่ียนโปรตอน  

กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำโดยใชcเยื่อเลือกผ5านแลกเปลี่ยนโปรตอน เยื่อเลือกผ5าน

มีคุณสมบัติเป`นพอลิเมอร:รูปของแข็งท่ีสามารถแยกน้ำออกเป`นโปรตอน (H+) และอิเล็กตรอน (e-) ไดc  

วิธีการนี ้จะช5วยลดป�ญหาการกัดกร5อนที ่เกิดขึ ้นจากกระบวนการแยกโมเลกุลน้ำดcวยไฟฟ�าใน

สารละลายด5าง ทำใหcมีประสิทธิภาพสูงกว5า ปฏิกิริยาออกซิเดชันของน้ำเกิดขึ้นที่ส5วนแอโนด ทำใหc

เกิดออกซิเจน อิเล็กตรอน และโปรตอน (สมการที่ 2.3) อิเล็กตรอนและโปรตอนจะเคลื่อนไปยังดcาน

แคโทดผ5าน PEM เกิดเป̀นไฮโดรเจนท่ีส5วนแคโทด (สมการท่ี 2.4) อย5างไรก็ตาม วิธีการน้ียังมีค5าใชcจ5าย

ท่ีสูงและยังอยู5ในข้ันตอนการศึกษาเพ่ือลดป�ญหาค5าใชcจ5าย 

Anode reaction:   2H2O → O2 + 4H+ + 4e−  (สมการท่ี 2.3)  

Cathode reaction:  4H+ + 4e- → 2H2   (สมการท่ี 2.4) 

3) กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าดcวยสารประกอบออกไซด:แข็ง  

กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าดcวยสารประกอบออกไซด:แข็งเป̀น

วิธีการท่ีใชcโลหะออกไซด:ที่ทนความรcอนไดcสูงถึง 1,000 องศาเซลเซียส เป`นตัวอิเล็กโทรไลต:และใชc

พลังงานจากความรcอนแทนการใชcพลังงานไฟฟ�าในบางส5วน การเพิ่มอุณหภูมิของตัวอิเล็กโทรไลต:

สามารถเพิ่มประสิทธิภาพของกระบวนการไดc  กระบวนการน้ีสรcางไฮโดรเจนจากน้ำที่ส5วนแคโทด 

(สมการที่ 2.5) และแอนไอออนของออกซิเจนจะถูกส5งไปที่ส5วนแอโนดซึ่งออกซิเจนจะก5อตัวขึ้นผ5าน 

อิเล็กโทรไลต:ที ่เป`นของแข็ง (สมการที่ 2.6) วิธีนี ้มีประสิทธิภาพสูงที ่สุดเมื ่อเปรียบเทียบกับวิธี

กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าดcวยวิธีอ่ืน  

Cathode reaction:  2H2O + 2e− → H2 + O2- (สมการท่ี 2.5)  

Anode reaction:  2O2- → O2 + 4e−  (สมการท่ี 2.6) 
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รูปท่ี12.2 หลักการทำงานของกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยกระแสไฟฟ�าต5างๆ 

(Sapountzi, 2016) 
 

2.2.2 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำทางความรIอนเคมี 

การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำทางความรcอนเคมี แบ5งไดc

เป̀น 2 กระบวนการ ดังน้ี 

1) การแยกสลายน้ำดcวยความรcอน  

การแยกสลายน้ำดcวยความรcอนใชcพลังงานความรcอนที่มีอุณหภูมิสูงในการแยกโมเลกุล

ของน้ำโดยตรง (สมการท่ี 2.7) โดยตcองใชcอุณหภูมิสูงถึง 2,000 องศาเซลเซียส ซ่ึงหมายความว5าวัสดุท่ี

ใชcในกระบวนการตcองทนต5ออุณหภูมิสูง ดังนั้น การศึกษาและพัฒนาในส5วนวัสดุและเทคนิคของ

วิธีการน้ีจึงเป̀นส่ิงสำคัญ 

H2O (l) → 2H2 (g) + O2 (g)    (สมการท่ี 2.7) 

2) การแยกสลายน้ำดcวยความรcอนเคมี  

การแยกสลายน้ำดcวยความรcอนเคมีเป`นกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำโดยอาศัยความ

รcอนร5วมกับปฏิกิริยาเคมีเพื่อลดอุณหภูมิที่ใชcในกระบวนการใหcเหลือประมาณ 900 องศาเซลเซียส  

การผลิตไฮโดรเจนโดยใชcการแยกน้ำดcวยความรcอนและปฏิกิริยาเคมีจะเก่ียวขcองกับปฏิกิริยาเคมีหลาย

ปฏิกิริยาที่ต5างกัน มีการศึกษาเพื่อพัฒนากระบวนการแยกน้ำดcวยความรcอนเคมีโดยใชcปฏิกิริยาต5างๆ 

Heat  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จำนวนมาก เช5น กระบวนการท่ีใชcคอปเปอร:-คลอรีน กระบวนการท่ีใชcซิงค:-ซิงค:ออกไซด: กระบวนการ

ที่ใชcนิกเกิล-แมงกานีสเฟอร:ไรต: และกระบวนการที่ใชcซัลเฟอร:-ไอโอดีน ตัวอย5างเช5น กระบวนการ

ซัลเฟอร:-ไอโอดีน (สมการท่ี 2.8-2.11)  

ปฏิกิริยาสลายโมเลกุลกรดซัลฟ�วริกเพ่ือแยกน้ำ 

H2SO4 (aq) → H2O (g) + SO3 (g)    (สมการท่ี 2.8) 

 ปฏิกิริยาสลายโมเลกุลของก�าซซัลเฟอร:ไตรออกไซด:เพ่ือแยกออกซิเจน 

2SO3 (g) → 2SO2 (g) + O2 (g)    (สมการท่ี 2.9) 

  ปฏิกิริยาสรcางกรดซัลฟ�วริกโดยการเติมก�าซไอโอดีน 

SO2 (g) + I2 (g) + 2H2O (l) → 2HI (g) + H2SO4 (aq)  (สมการท่ี 2.10) 

  ปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจน 

2HI (g) → H2 (g) + I2 (g)     (สมการท่ี 2.11) 

2.2.3 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ำดIวยพลังงานแสง 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการแยกโมเลกุลของน้ำดcวยแสง เป`นกระบวนการท่ีผลิต

ไฮโดรเจนจากพลังงานโฟตอน สามารถแบ5งออกไดcเป̀น 2 วิธี คือ กระบวนการโฟโตคะตะลิสต:หรือ

กระบวนการเร5งปฏิกิริยาเชิงแสง (Photocatalyst) ซึ่งเป`นการใชcสารกึ่งตัวนำเป`นตัวเร5งปฏิกิริยา ทำ

ใหcโมเลกุลน้ำแตกตัวออกเป`นไฮโดรเจนและออกซิเจน (สมการที่ 2.12-2.13) ตัวเร5งปฏิกิริยาที่นิยมใชc 

เช 5น ไททาเน ียมออกไซด :  (TiO2)  และการแยกน ้ำด cวยกระบวนการโฟโตอ ิ เ ล็กโทรไลซิส  

(Photoelectrolysis) ซึ่งเป`นกระบวนการท่ีใชcแสงอาทิตย:ในการสรcางกระแสไฟฟ�าเพื่อแยกโมเลกุล

ของน้ำเป̀นไฮโดรเจนและออกซิเจน (สมการท่ี 2.14) 

ปฏิกิริยารีดักชัน 

2H2O (l) + 2e → H2 (g) + 2OH-    (สมการท่ี 2.12) 

  ปฏิกิริยาออกซิเดชัน    

2H2O (l) → 4H2 (g) + 4e + O2 (g)   (สมากรท่ี 2.13) 

 

300-500˚C  

800-900˚C  

425-450 ˚C  

hv 

hv 
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กระบวนการโฟโตอิเล็กโทรไลซิส   

2H2O (l) → 2H2 (g) + O2 (g)    (สมการท่ี 2.14) 

2.2.4 การผลิตไฮโดรเจนจากเช้ือเพลิงฟอสซิล 

การผลิตก�าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงฟอสซิล เป`นกระบวนการผลิตก�าซไฮโดรเจนจากแหล5ง

พลังงานประเภทไฮโดรคาร:บอน เช5น ก�าซธรรมชาติ เพ่ือใชcในอุตสาหกรรมเคมีและป�โตรเลียมโดยการ

ใชcเทคโนโลยีการรีฟอร:มมิง กระบวนการรีฟอร:มมิงสามารถแบ5งออกเป`นการรีฟอร:มดcวยไอน้ำ 

(Steam reforming) การออกซิเดชันบางส5วน (Partial oxidation, POX) และออโตเทอร:มัลรีฟอร:ม

มิง (Autothermal reforming) วิธ ีการนี ้อาศัยความรcอนในการแยกโมเลกุลของสารประกอบ

ไฮโดรคาร:บอนใหcไดcเป̀นก�าซไฮโดรเจนและก�าซคาร:บอนมอนอกไซด: ขcอดีและขcอเสียของกระบวนการ

รีฟอร:มมิงแต5ละแบบแสดงในตารางท่ี 2.4  

 

ตารางท่ี 2.4 ขcอดีและขcอเสียของเทคโนโลยีการรีฟอร:มมิง (El-Shafie และคณะ, 2019) 

 

2.2.5 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ (Biological process) เป̀นกระบวนการผลิตไฮโดรเจน

โดยอาศัยปฏิกิริยาทางชีวเคมีจากสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก สิ่งมีชีวิตที่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดcมีหลายชนิด 

เช5น แบคทีเรีย สาหร5ายสีเขียวแกมน้ำเงินหรือไซยาโนแบคทีเรีย และสาหร5ายสีเขียว เป`นตcน 

วิธีการ ขYอดี ขYอเสีย 

การการรีฟอรuมดVวยไอน้ำ 

(Steam reforming) 

- มีการใชVงานทางดVานอุตสาหกรรมที่

หลากหลาย 

- กระบวนการใชVอุณหภูมิต่ำที่สุด 

- อัตราสPวนผลผลิตระหวPางไฮโดรเจน

และคารuบอนมอนอกไซดuสูงสุด 

- ไมPใชVออกซิเจน 

- กPอใหVเกิดมลพิษทางอากาศ 

ออกซิเดชันบางสPวน 

(Partial oxidation : POX) 

- ลดกระบวนการกำจัดซัลเฟอรu 

- ไมPใชVตัวเรPงปฏิกิริยา 

- สูญเสียก3าซมีเทนปริมาณนVอย 

- อัตราสPวนผลผลิตระหวPาง

ไฮโดรเจนและคารuบอนมอนอก 

ไซดuต่ำ 

- เพิ่มกระบวนการจัดการเขมPา 

ออโตเทอรuมัลรีฟอรuมมิง

(Autothermal reforming) 

- ใชVอุณหภูมิต่ำกวPาวิธีการ POX 

- สูญเสียก3าซมีเทนปริมาณนVอย 

- มีขVอมูลในสPวนการใชVงานทาง 

การคVาต่ำ 

- ตVองใชVออกซิเจนในกระบวนการ 

hv 
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กระบวนการผลิตไฮโดรเจนของสิ่งมีชีวิตแต5ละชนิดจะขึ้นอยู5กับเมแทบอลิซึมของเซลล:และการทำงาน

ของเอนไซม:หร ือโปรตีนที ่ เก ี ่ยวข cอง เช 5น แบคทีเร ียผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมัก 

(Fermentation) ไซยาโนแบคทีเรียและแบคทีเรียที ่สามารถตรึงไนโตรเจนผลิตไฮโดรเจนจาก

กระบวนการตรึงไนโตรเจน สาหร5ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเร ียทั ่วไปผลิตไฮโดรเจนจาก

กระบวนการสังเคราะห:แสง โดยใชcแสงและน้ำเป`นวัตถุดิบ สิ่งมีชีวิตเหล5านี้สามารถใชcแหล5งวัตถุดิบไดc

หลากหลาย เช5น น้ำ แสงอาทิตย: อินทรีย:และอนินทรีย:คาร:บอน อีกทั้งยังสามารถประยุกต:ใชcไดcกับ

วัตถุดิบท่ีเป̀นของเหลือท้ิงอีกดcวย  

 

2.3 จุลินทรียQที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน 

จุลินทรีย:ท่ีสามารถผลิตก�าซไฮโดรเจนสามารถจำแนกไดcเป̀น 3 กลุ5ม ดังน้ี 

2.3.1 แบคทีเรีย 

แบคทีเรียที่สามารถผลิตไฮโดรเจนสามารถแบ5งไดcเป`น 2 ชนิด คือ แบคทีเรียสังเคราะห:แสง 

และ แบคทีเรียท่ีใชcในกระบวนการหมัก 

1) แบคทีเรียสังเคราะห:แสง  

แบคทีเรียสังเคราะห:แสง (Photosynthetic bacteria) สามารถสังเคราะห:แสงโดยใชc

สารประกอบซัลเฟอร: ซัลไฟต: ไทโอซัลเฟต กรดอินทรีย:หรือแหล5งคาร:บอนอื่นๆ แบคทีเรียกลุ5มนี้จะไม5

มีการผลิตออกซิเจนเกิดขึ้นและสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห:แสงโดยอาศัย

เอนไซม:ไนโตรจีเนส แบคทีเรียสังเคราะห:แสงมีรงควัตถุที ่สำคัญ คือ แบคเทอริโอคลอโรฟ�ลล: 

(Bacteriochlorophyll) ซ่ึงแตกต5างจากรงควัตถุของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร5ายสีเขียว  แบคทีเรีย

สังเคราะห:แสงสามารถแบ5งไดcเป`น 3 กลุ5ม ไดcแก5 (1) แบคทีเรียสีม5วงไม5สะสมซัลเฟอร: (Non-sulfur 

purple bacteria) ไดcแก5 Athiorhodeceae sp. และ Rhodospirillaceae sp. (2) แบคทีเรียสีม5วง

ที ่สะสมซัลเฟอร: (Purple sulfur bacteria) ไดcแก5 Chromatiaceae sp. และ Thiorhodaceaes 

sp. และ (3) แบคทีเรียสีเขียวท่ีสะสมซัลเฟอร: (Green sulfur bacteria) ไดcแก5 Chlorobiaceae sp.  

2) แบคทีเรียท่ีใชcในกระบวนการหมัก  

แบคทีเรียที ่ใชcในกระบวนการหมัก (Dark fermentative bacteria) สามารถผลิต

ไฮโดรเจนไดc โดยใชcแหล5งคาร:บอนจากน้ำตาลกลูโคส ผลิตภัณฑ:ทางการเกษตร หรือพวกสารชีวมวลท่ี

เป`นของเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม ซึ่งกระบวนการเปลี่ยนคาร:บอนใหcเป`นไฮโดรเจนจะผ5านการ

ทำงานของเอนไซม: 2 ชนิด คือ (1) เอนไซม:ไฮโดรจีเนสที่พบในแบคทีเรียที่เจริญไดcทั้งท่ีมีออกซิเจน

และไม5มีออกซิเจน (Facultative anaerobic bacteria) เช5น Escherichia sp. และ Enterobacter 
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sp. และ (2) เอนไซม:ไนโตรจีเนสที่พบในแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixing bacteria) เช5น 

Azotobacter sp. และ Klebsiella sp. (Basak และ Das, 2007)  

2.3.2 ไซยาโนแบคทีเรีย 

ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) เป`นจุลินทรีย:ที่จัดเป`นสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคาริโอตท่ี

สามารถสังเคราะห:แสงแลcวไดcออกซิเจนเป`นผลิตภัณฑ: (Oxygenic phototrophic prokaryote) ไซ

ยาโนแบคทีเรียมีระบบแสง 2 ระบบ และมีกระบวนการสังเคราะห:แสงและชนิดคลอโรฟ�ลล:เหมือนกับ

สาหร5ายสีเขียวและพืช ไซยาโนแบคทีเรียสามารถแบ5งออกไดcเป`น 2 กลุ5ม คือ ไซยาโนแบคทีเรียเซลล:

เดียว (Unicellular cyanobacteria) ซึ่งไม5มีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ และ

ไซยาโนแบคทีเรียที่เป`นเสcนสาย (Filamentous cyanobacteria) ซึ่งพบทั้งชนิดที่ตรึงและไม5ตรึง

ไนโตรเจน เอนไซม:ที่เกี่ยวขcองกับเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียประกอบดcวย (1) 

เอนไซม:ไนโตรจีเนส (Nitrogenase) ซึ่งเร5งปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศเปลี่ยนใหcเป̀น

แอมโมเนียและไดcไฮโดรเจนเป`นผลิตผลพลอยไดc (2) เอนไซม:อ ัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake 

hydrogenase) ซึ่งเร5งปฏิกิริยาการออกซิเดชันของโมเลกุลไฮโดรเจนที่ผลิตจากการตรึงไนโตรเจนไป

เป`นโปรตอน และ (3) เอนไซม:ไบไดเรคชันนอลไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) ซึ่งทํา

หนcาที่เร5งปฏิกิริยาออกซิเดซันของโมเลกุลไฮโดรเจนไปเป`นโปรตอนและเร5งปฏิกิริยารีดักชันของ

โปรตอนไปเป`นโมเลกุลของไฮโดรเจน  เอนไซม:นี้สามารถพบในไซยาโนแบคทีเรียทั่วไป (Tamagnini 

และคณะ, 2002) 

2.3.3 สาหร�ายสีเขียว 

สาหร5ายสีเขียว (Green algae) เป`นสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต จัดอยู5ในดิวิชันคลอโรไฟตา 

(Division Chlorophyta) เป̀นกลุ5มสาหร5ายกลุ5มที่ใหญ5ที่สุด คือ มีประมาณ 8,000 สป ชีส: ภายในคลอ

โรพลาสต: มีรงควัตถุพวกคลอโรฟ�ลล: เอ และ บี จำนวนมาก ทำใหcบดบังรงควัตถุอื่นๆ ไวc นอกจากน้ี 

ยังมีรงควัตถุแคโรทีนอยด:และแซนโทฟ�ลล:อีกหลายชนิด สาหร5ายสีเขียวสามารถพบไดcทั ่วไปใน

ธรรมชาติและสามารถเจริญแตกต5างกันตามสภาพอุณหภูมิของน้ำ ความเขcมแสง และความสมบูรณ:

ของอาหาร สาหร5ายสีเขียวส5วนใหญ5ประมาณ 90 เปอร:เซ็นต: จัดเป`นสาหร5ายน้ำจืด ส5วนสาหร5ายอีก

ประมาณ 10 เปอร:เซ็นต: จัดเป̀นสาหร5ายทะเล โดยมักจะพบบริเวณน้ำต้ืนแนวชายฝ�²ง  

สาหร5ายสีเขียวมีรูปร5างที่หลากหลาย ไดcแก5 เซลล:เรียงตัวเป`นสาย (Filamentous body) 

เช5น Ulothrix sp. เซลล:เดี่ยวหรือกลุ5มเซลล:ที่เคลื่อนที่ไดc (Motile colony) เช5น Chlamydomonas 

sp. เซลล:เดี่ยวหรือกลุ5มเซลล:ที่เคลื่อนที่ไม5ไดc (Non-motile colony) เช5น Chlorella sp. เซลล:เรียง

ตัวเป`นแผ5น (Membranous body) เซลล:มีลักษณะคลcายเนื้อเยื่อพาเรนไคมา (Parenchymatous 

body) และเซลล:มีลักษณะเป`นท5อหรือเป`นถุง (Siphonous body) ผนังเซลล:ส5วนใหญ5มี 2 ชั้น ผนัง
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เซลล:ชั้นในประกอบดcวยเซลลูโลส (Cellulose) และผนังเซลล:ชั้นนอกประกอบดcวยเพคติน (Pectin) 

แต5บางชนิดจะมีผนังเซลล:ชั ้นนอกท่ีประกอบดcวยสารจำพวกไคติน (Chitin) หรือสปอโรโพลลีนิน 

(Sporopollenin) ส5วนสาหร5ายสีเขียวท่ีไม5มีผนังเซลล:จะมีเย่ือหุcมเซลล:เพลลิเคิล (Pellicle) สาหร5ายสี

เขียวสะสมอาหารในรูปของแป�งที ่ประกอบไปดcวยอะไมโลส (Amylose) และอะไมโลเพคติน 

(Amylopectin) ในไพรีนอยด: (Pyrenoid) หากสาหร5ายสีเขียวไม5มีไพรีนอยด: จะสะสมอาหารในรูป

ของน้ำมัน   

สาหร5ายสีเขียวมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนภายใตcสภาวะท่ีไม5มีอากาศท้ังในท่ีมืดและท่ี

มีแสง สาหร5ายสีเขียวที ่ม ีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน ไดcแก5 Chlamydomonas sp., 

Chlorella sp. และ Scenedesmus sp. เป`นตcน การผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวส5วนใหญ5เกิด

จากกระบวนการสังเคราะห:แสง (Photohydrogen production) แต5ออกซิเจนที่ไดcจากกระบวนการ

แตกตัวของน้ำในกระบวนการสังเคราะห:แสงจะไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ส5งผลใหc

สาหร5ายสีเขียวมีการผลิตไฮโดรเจนลดลง กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจะอาศัยเอนไซม:ที่สำคัญ คือ 

เอนไซม:ไฮโดรจีเนสซึ่งเร5งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป`นก�าซไฮโดรเจน การผลิต

ไฮโดรเจนของสาหร5ายจะขึ้นอยู5กับปริมาณออกซิเจนในระบบ เนื่องจากเอนไซม:ไฮโดรจีเนสของ

สาหร5ายสีเขียวมีความไวต5อออกซิเจน ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวมักจะเกิดข้ึน

ภายใตcสภาวะปราศจากออกซิเจน ในป�จจุบัน มีความสนใจนำเอาสาหร5ายสีเขียวมาผลิตไฮโดรเจน 

เนื่องจากสาหร5ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตอย5างรวดเร็วภายใตcสภาวะเฮเทอโรโทรป สามารถ

เพาะเลี ้ยงในน้ำเสียไดc จึงทำใหcสามารถลดตcนทุนในการเพาะเลี ้ยง  การผลิตไฮโดรเจนจาก

กระบวนการทางชีวภาพ ชนิดของเอนไซม:ที่เกี่ยวขcอง แหล5งพลังงาน รวมถึงขcอดีและขcอเสียของการ

ผลิตไฮโดรเจนจากส่ิงมีชีวิตแต5ละชนิดสามารถสรุปไดcดังตารางท่ี  2.5

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 2.5 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพจากสิ่งมีชีวิตแต5ละชนิด เอนไซม:ที่เกี่ยวขcอง แหล5งพลังงาน รวมถึงขcอดีและขcอเสียของแต5ละชนิด (Das และ 

Veziroglu, 2001; Basak และ Das, 2007) 

  

  

 

 

กลุ.มของจุลินทรียL จีนัสของจุลินทรียL เอนไซมL แหล.งพลังงาน ขYอดี ขYอเสีย 

สาหรPายสีเขียว Chlamydomonas 

Chlorella 

ไฮโดรจีเนส น้ำ แสง - สามารถผลิตไฮโดรเจนจากน้ำและ

พลังงานแสง 

- ออกซิเจนที่เกิดการกระบวนการ

สังเคราะหuแสงสามารถยับยั้งกระบวนการ 

ผลิตไฮโดรเจนไดV เนื่องจากเอนไซมuไฮโดร

จีเนสมีความไวตPอออกซิเจน  

 

ไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena     
Oscillataria 

ไฮโดรจีเนส และ         

ไนโตรจีเนส 

น้ำ แสง - สามารถผลิตไฮโดรเจนจากน้ำและ

พลังงานแสง                             - 

สามารถตรึงไนโตรเจนในอากาศไดV  

- ออกซิเจนที่เกิดการกระบวนการ

สังเคราะหuแสงสามารถยับยั้งกระบวนการ 

ผลิตไฮโดรเจนไดV เนื่องจากเอนไซมuไนโตร

จีเนสมีความไวตPอออกซิเจน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางที่ 2.6 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพจากสิ่งมีชีวิตแต5ละชนิด เอนไซม:ที่เกี่ยวขcอง แหล5งพลังงาน รวมถึงขcอดีและขcอเสียของแต5ละชนิด (Das และ 

Veziroglu, 2001; Basak และ Das, 2007) (ต5อ) 

 

 

กลุ.มของจุลินทรียL จีนัสของจุลินทรียL เอนไซมL แหล.งพลังงาน ขYอดี ขYอเสีย 
แบคทีเรียที่สังเคราะหuแสง Rhodobacter 

Rhodospirillium 

Chromatium 

ไนโตรจีเนส แสง - สามารถใชVน้ำเสีย โปรตีน เป�นสารตั้ง

ตVนในการผลิตไฮโดรเจน 

- ตVองการแสงในการผลิตไฮโดรเจน 

- กระบวนการหมักของแบคทีเรีย

สังเคราะหuแสงอาจทำใหVเกิดป�ญหา

น้ำเสียไดV 

 

แบคทีเรียที่ตVองการและไมP

ตVองการออกซิเจน 

Escherichia 

Enterobacter 

Methanobacterium 

ไฮโดรจีเนส อินทรียuคารuบอน -สามารถผลิตไฮโดรเจนในที่ไมPมีแสง                                     

-สามารถใชVแหลPงคารuบอนที่แตกตPาง

กัน เชPน แปzง ซูโครส ไซโลส ไดVผลิตผล

พลอยไดVจากกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนเป�นกรดอะซีติก กรดบิวทีริก 

กรดแลคติก เป�นตVน 

 

-การผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียที่

ใชVกระบวนการหมักจะเกิดก3าซ

คารuบอนไดออกไซดu ในระหวPาง

กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.4 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนของสาหรYายสีเขียว 

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวถูกพบครั ้งแรกในสาหร5ายสีเขียว Scenedesmus 

obliquus โดยพบว5า S. obliquus สามารถผลิตไฮโดรเจนเป`นเวลาต5อเนื่องหลายชั่วโมง เมื่อชักนำใหc

เซลล:เขcาสู5สภาวะปราศจากอากาศในที่มืด แต5ปริมาณไฮโดรเจนยังค5อนขcางต่ำและสาหร5ายมีช5วงชีวิต

ที ่สั ้น (Gaffron, 1939) สารตั ้งตcนของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว คือ แสง และน้ำ 

กระบวนการส ังเคราะห:แสงของสาหร 5ายส ี เข ียวจะใช cพล ังงานแสงในช 5วงคล ื ่นท ี ่ เร ียกว5า 

Photosynthetically active radiation (PAR) ซึ่งมีความยาวคลื่นแสงระหว5าง 400-700 นาโนเมตร  

สาหร5ายสีเขียวมีระบบแสงในการสังเคราะห:แสง 2 ระบบ คือ ระบบแสงหนึ่ง (Photosystem I, PSI) 

และระบบแสงสอง (Photosystem II, PSII) ศูนย:กลางการเกิดปฏิกิริยาของคลอโรฟ�ลล:ในระบบแสง

หนึ่งจะดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร เรียกระบบแสงนี้ว5า P700 และในระบบแสงสอง

ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 680 นาโนเมตร เรียกระบบแสงนี้ว5า P680 ระบบแสงทั้งสองจะทำหนcาท่ี

ดูดซับพลังงานแสง เปลี่ยนเป`นพลังงานเคมีเพื่อใชcในกระบวนการเมแทบอลิซึมต5างๆ ภายในเซลล:

กระบวนการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายเกิดขึ้นเมื่อระบบแสงสองไดcรับพลังงานแสง พลังงานแสงจะ

กระตุcนใหcอิเล็กตรอนในศูนย:กลางของระบบแสงสองในคลอโรฟ�ลล:หลุดออกไปต5อมา เมื่อน้ำเกิดการ

แตกตัว (Water splitting) ไดcเป`นผลิตภัณฑ:เป`นออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน อิเล็กตรอนที่ไดc

จากกระบวนการแตกตัวของน้ำจะเขcาไปแทนที ่อิเล็กตรอนที ่หลุดออกจากระบบแสงสอง ซ่ึง

อิเล ็กตรอนจากระบบแสงสองจะถูกส5งผ5านไปยังพลาสโตควิโนน (Plastoquinone, PQ)  ใน

ขณะเดียวกัน โปรตอนก็จะถูกขนส5งมายังพลาสโตควิโนนพรcอมกับอิเล็กตรอน โดยโปรตอนจะมา

จากสโตรมาซึ่งมีความเขcมขcนของโปรตอนต่ำ (Low H+) ไปยังลูเมนท่ีมีความเขcมขcนของโปรตอนสูง

กว5า (High H+) และถูกส5งต5อไปยังไซโตโครมบี 6 เอฟ (Cytochrome b6f, Cyt b6f) พลาสโตไซยา

นิน (Plastocyanin, PC) และเขcาสู5ระบบแสงหน่ึง (Photosystem I, PSI) ตามลำดับ (รูปท่ี 2.3 (A)) 

 

 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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(A) 

(B) 

รูปท่ี 2.3 กระบวนการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายสีเขียว C. reinhardtii ระหว5างการเจริญเติบโต

ภายใตcสภาวะที่มีอากาศ (Aerobic: A) และขั้นตอนการผลิตไฮโดรเจนภายใตcสภาวะที่ปราศจาก

อ า ก า ศ  ( Anaerobic: B) (ATP Synthase (ATPase), Cytochrome B6F Complex (cytb6f), 

Ferredoxin (Fd), Ferredoxin-NADP Reductase (FNR), Light-Harvesting Complex (LHCII), 

Plastocyanin (PC), Plastoquinone (PQ), NAD(P)H-Dehydrogenase (NDH)) (Hemschemeier 

และคณะ, 2009) 
 

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวจะเกิดข้ึนภายใตcสภาวะพิเศษ (รูปท่ี 2.3 (B)) เช5น สภาวะ

ที่ปราศจากอากาศ หรือสภาวะที่ขาดแหล5งซัลเฟอร:ในอาหาร เป`นตcน สาหร5ายสีเขียว C. reinhardtii 

สามารถผลิตไฮโดรเจนไดcจาก 3 กระบวนการ ดังน้ี (1) การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกสลาย

โมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบทางตรง (Direct biophotolysis) (2) การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการ

แยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบทางอcอม (Indirect biophotolysis) และ (3) การผลิต

ไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม5ใชcแสง (Dark fermentation)  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบทางตรง เกิดขึ้นเม่ือ

ศูนย:กลางการเกิดปฏิกิริยาระบบแสงสองไดcรับพลังงานแสง เกิดกระบวนการแตกตัวของโมเลกุลของ

น้ำไดcผลิตภัณฑ:เป`นออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน ซึ ่งอิเล็กตรอนจะถูกส5งต5อไปยังตัวรับ

อิเล็กตรอนตัวถัดๆ ไป จนกระทั่งถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดทcาย คือ เฟอร:รีดอกซิน (Ferredoxin, Fd)  

เฟอร:รีดอกซินจะส5งอิเล็กตรอนใหcกับโปรตอนเพื่อผลิตเป`นไฮโดรเจนโดยอาศัยการทำงานของเอนไซม:

ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) อย5างไรก็ตาม เอนไซม:ไฮโดรจีเนสนี้มีความไวต5อออกซิเจนที่เกิดขึ้นจาก

การแตกตัวของน้ำ โดยออกซิเจนจะไปยับยั้งการทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ทำใหcเซลล:มีการผลิต

ไฮโดรเจนลดลง ส5วนการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ำดcวยแสงแบบ

ทางอcอม แหล5งอิเล ็กตรอนส5วนใหญ5ไดcมาจากการสลายตัวของแป�ง (Starch degradation)  

อิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ที่ไดcจากการสลายตัวของแป�งถูกขนส5งต5อไปยังพลาสโตควิโนน ระบบแสง

หนึ่ง เฟอร:รีดอกซินและเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ตามลำดับ และกระบวนการสุดทcาย คือ กระบวนการ

ผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไม5ใชcแสง กระบวนการนี้เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาการออกซิเดชัน

ของไพรูเวท ซึ่งเป`นผลิตภัณฑ:ที่ไดcจากการสลายตัวของน้ำตาลกลูโคสหรือแป�ง  ไพรูเวทถูกย5อยสลาย

ไดcอะซีติลโคเอและคาร:บอนไดออกไซด: โดยอาศัยเอนไซม:ไพรูเวทเฟอร:รีดอกซินออกซิโดรีดักเทส  

จากน้ัน เฟอร:รีดอกซินจะรับอิเล็กตรอนท่ีไดcจากการสลายไพรูเวท และส5งต5ออิเล็กตรอนใหcกับเอนไซม:

ไฮโดรจีเนส เพ่ือใหcไดcผลิตภัณฑ:เป̀นไฮโดรเจน (รูปท่ี 2.3 (B)) 

2.5 เอนไซมQไฮโดรจีเนส 

เอนไซม:ไฮโดรจีเนสเป̀นเอนไซม:ท่ีเร5งปฏิกิริยาออกซิเดชันและรีดักชันแบบยcอนกลับของโมเลกุล

ไฮโดรเจนหรือโปรตอน (สมการที่ 2.15) ปฏิกิริยาสามารถผันกลับไดcเนื่องจากมีค5า ∆G0 ต่ำ เอนไซม:

ไฮโดรจีเนสสามารถพบไดcในแบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห:แสง ไซยาโนแบคทีเรีย และ สาหร5ายสี

เขียว 

H2 + Aตัวรับอิเล็กตรอน → 2H+ + Aตัวให=อิเล็กตรอน   (สมการท่ี 2.15) 

การคcนพบเอนไซม:ไฮโดรจีเนสครั้งแรกเกิดขึ้นในช5วงทศวรรษที่ 1930 และนับตั้งแต5นั้นมา

เอนไซม:ไฮโดรจีเนสก็ไดcรับความสนใจในงานวิจัยดcานต5างๆ จำนวนมาก รวมถึงการศึกษาเกี่ยวกับ

พลังงาน ไฮโดรจีเนสสามารถจำแนกออกเป`น 3 ประเภท โดยพิจารณาจากโลหะท่ีบริเวณเร5ง (Active 

site) ดังน้ี 
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1. ไอรอน-ไอรอนไฮโดรจีเนส 

ไอรอน-ไอรอนไฮโดรจีเนส (Iron-iron hydrogenase หรือ FeFe-ไฮโดรจีเนส) เป̀นเอนไซม:ที่มี

เหล็ก 2 โมเลกุลอยู5ในบริเวณเร5งของเอนไซม: เอนไซม:ชนิดนี้สามารถพบในจีโนมของจุลินทรีย:หลาย

ชนิด ทั้งโปรคาริโอตและยูคาริโอต เช5น สาหร5ายสีเขียว แบคทีเรียชนิดต5างๆ เช5น Clostridium 

pasteurianum และ Megasphaera elsdenii แต5ไม5พบในอาร:เคียแบคทีเรีย  เอนไซม: FeFe-ไฮโดร

จีเนสประกอบดcวยเหล็ก-ซัลเฟอร: 2 กลุ5ม คือ [2Fe-2S] และ [4Fe-4S] โดยมีซัลเฟอร:ที่จับกับกรดอะ

มิโนซีสเทอีนเป`นตัวกลางเชื่อมระหว5าง 2 กลุ5มน้ี นอกจากน้ี อะตอมของเหล็กที่อยู5บริเวณศูนย:กลาง

ของเอนไซม:ยังจับกับอะตอมของคาร:บอนมอนอกไซด: (CO) และไซยาไนด: (CN) (รูปที่ 2.4) เอนไซม: 

FeFe-ไฮโดรจีเนส เป`นเอนไซม:ที่มีศักยภาพสูงในการผลิตไฮโดรเจน จึงไดcรับความสนใจอย5างมาก อีก

ทั้งยังมีการสังเคราะห:ตัวเร5งปฏิกิริยาเทียมที่เลียนแบบคุณสมบัติตามธรรมชาติของ FeFe-ไฮโดรจีเนส 

อีกดcวย 

 
 

รูปท่ี 2.4 เอนไซม:ไอรอน-ไอรอนไฮโดรจีเนส (Morra และคณะ, 2016) 

2. นิกเกิล-ไอรอนไฮโดรจีเนส 

นิกเกิล-ไอรอนไฮโดรจีเนส (Nickel-iron hydrogenase หรือ NiFe-ไฮโดรจีเนส) มีนิกเกิล

และเหล็กอะตอมอยู5ในบริเวณเร5ง (รูปท่ี 2.5) เอนไซม:นี ้สามารถพบไดcในแบคทีเรียและไซยาโน

แบคทีเรีย ประกอบดcวยโปรตีน 5 หน5วยย5อย ซึ่งสามารถแบ5งย5อยไดcเป`นเอนไซม: 2 ชนิดที่ทำงาน

ร5วมกันคือ (1) เอนไซม:ไฮโดรจีเนสท่ีประกอบดcวยโปรตีน HoxH ซึ่งเป`นที่อยู5ของอะตอมของเหล็ก 

และนิกเกิล และโปรตีน HoxY ซึ ่งประกอบดcวยกลุ5มของ [4Fe-4S] และ 2) เอนไซม:ไดอะโฟเรส 

(Diaphorase) ซ่ึงประกอบดcวยโปรตีน 3 หน5วยย5อย คือ โปรตีน HoxF, HoxU และ HoxE ท่ีทำหนcาท่ี

ขนส5งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ไปยังเอนไซม:ไฮโดรจีเนส  
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รูปท่ี 2.5 เอนไซม:นิกเกิล-ไอรอนไฮโดรจีเนส (Ghumaan และ Stein, 2019) 

 

3. เอนไซม:ไฮโดรจีเนสท่ีปราศจากโลหะ 

เอนไซม:ไฮโดรจีเนสที ่ปราศจากโลหะ (Metal-free hydrogenase) เป`นเอนไซม:ท่ีไม5พบ

องค:ประกอบของโมเลกุลของโลหะในบริเวณเร5ง สามารถพบในส่ิงมีชีวิตพวกแบคทีเรียอาร:เคียท่ีจัดอยู5

ในกลุ 5มเมทาโนเจน (Methanogenic archea) ซ ึ ่งเอนไซม:น ี ้จะมีกลไกพื ้นฐานและวิธ ีการส5ง

อิเล็กตรอนไปยังบริเวณท่ีแตกต5างไปจากเอนไซม: 2 ชนิด ท่ีกล5าวไปขcางตcน 

2.6 แบคทีเรีย  

แบคทีเรียเป`นกลุ5มของสิ่งมีชีวิตเซลล:เดียวที่อาศัยอยู5ในเกือบทุกสภาพแวดลcอมบนโลก ตั้งแต5

ช5องระบายอากาศ ใตcทcองทะเลลึก ส5วนลึกใตcพื้นผิวโลก ไปจนถึงทางเดินอาหารของมนุษย: แบคทีเรีย

ไม5มีนิวเคลียสและโครงสรcางภายในอื่นๆ ดังนั้น จึงจัดอยู5ในกลุ5มสิ่งมีชีวิตที่เรียกว5า โปรคาริโอต 

แบคทีเรียประกอบไปดcวยสิ่งมีชีวิต 2 ชนิด คือ แบคทีเรียและอาร:เคียแบคทีเรีย แบคทีเรียเป̀น

สิ่งมีชีวิตที่มีความยาวประมาณ 0.5–5.0 ไมโครเมตร มีรูปร5างที่หลากหลาย ตั้งแต5ทรงกลมไปจนถึง

แท5งและเกลียว แบคทีเรียหลายสป ชีส:ดำรงชีวิตในรูปแบบเซลล:เดี่ยว บางสป ชีส:อาศัยอยู5รวมกันเป̀น

แบบแผนที่มีลักษณะเฉพาะ เช5น Neisseria ที่อยู5เป`นดิพลอยด: (คู5) Streptococcus อยู5รวมกันเป̀น

สายยาว และ Staphylococcus เกาะกลุ5มกันเป`นกระจุกคลcายพวงองุ5น แบคทีเรียยังสามารถรวมกัน

เพื่อสรcางโครงสรcางหลายเซลล:ที่มีขนาดใหญ5ขึ้นไดc ดังการต5อสายฟ�ลาเมนต:ของ Actinobacteria, 

การเกาะกลุ5มของ Myxobacteria และเสcนใยไฮฟาที่ซับซcอนของ Streptomyces แบคทีเรียเป̀น

ส่ิงมีชีวิตที่ปรากฏขึ้นบนโลกอันดับตcนๆ เป`นสิ่งมีชีวิตที่มีมานาน เนื่องจากมีความสามารถในการ

ปรับตัวใหcเขcากับแหล5งที่อยู5อาศัยของระบบนิเวศต5างๆ ไดc อีกทั้งยังมีความสามารถในการเกิดเมแทบอ
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ลิซึมที่หลากหลาย สามารถใชcสารประกอบอินทรีย:เกือบทุกชนิด และสารประกอบอนินทรีย:บางชนิด

เป`นแหล5งอาหาร แบคทีเรียสามารถจัดจำแนกตามกลุ5มของแหล5งพลังงาน ตัวใหcอิเล็กตรอน และ

แหล5งของคาร:บอนที่ใชcในการเจริญเติบโต แบคทีเรียบางชนิดสามารถทำใหcเกิดโรคในมนุษย: สัตว: 

หรือพืชไดc แต5ส5วนใหญ5ไม5มีอันตรายและเป`นประโยชน:ในทางนิเวศวิทยา แบคทีเรียบางชนิดมีรูปแบบ

การอยู5ร5วมกับแบบซิมไบโอซิสกับสิ่งมีชีวิตอื่น (Rogers, 2020) โดยมีหนcาที่สำคัญต5างกันไปตามคู5ของ

ส่ิงมีชีวิตท่ีอาศัยร5วมกัน เช5น การตรึงไนโตรเจนและการเส่ือมสภาพของเซลลูโลส เป̀นตcน 

ถcาหากปราศจากแบคทีเรีย ดินจะไม5มีความอุดมสมบูรณ:และสิ่งที่ตายแลcวจะเกิดการย5อย

สลายตัวชcา ในป�จจุบัน มีการนำแบคทีเรียบางชนิดไดcนำมาใชcกันอย5างแพร5หลายในดcานต5างๆ เช5น 

ดcานอาหาร สารเคมี และยาปฏิชีวนะ การศึกษาความสัมพันธ:และการใชcประโยชน:จากแบคทีเรียใน

ดcานต5างๆ รวมถึงการพัฒนาเทคโนโลยีดcานพลังงาน 

2.7 ปdจจัยที่สYงผลตYอการผลิตไฮโดรเจนของสาหรYายสีเขียว 

2.7.1 สภาวะการขาดแหล�งอาหารและแร�ธาตุ 

การขาดแหล5งอาหารและแร5ธาตุชนิดต5างๆ มีผลต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว ดังน้ี 

1) สภาวะการขาดแหล5งซัลเฟอร:  

ซัลเฟอร:ถือไดcว5ามีความสำคัญต5อกระบวนการการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวเป̀น

อย5างมาก เน่ืองจากซัลเฟอร:เป̀นส5วนประกอบท่ีสำคัญของกรดอะมิโนซีสเทอีนและเมไทโอนีน โดย

กรดอะมิโนท้ังสองชนิดเป̀นกรดอะมิโนท่ีมีความจำเป̀นต5อกระบวนการสังเคราะห:โปรตีนทุกชนิด และ

หน่ึงในน้ันคือ โปรตีน D1 ซ่ึงเป̀นโปรตีนท่ีอยู5ในศูนย:กลางของระบบแสงสอง (Reaction center)  เม่ือ

บ5มเซลล:สาหร5ายภายใตcสภาวะการขาดแหล5งซัลเฟอร: ทำใหcเกิดการเปล่ียนแปลงกระบวนการเมแทบอ

ลิซึมในระบบแสงสอง (Wykoff และคณะ, 1998) โดยจะไปยับย้ังการทำงานของระบบแสงสองแบบ

ช่ัวคราว เม่ือระบบแสงสองถูกยับย้ัง อัตราการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายสีเขียวจะลดลง และ

กระบวนการสรcางออกซิเจนจากการแตกตัวของน้ำก็จะลดลงตามไปดcวย ออกซิเจนท่ีผลิตข้ึนจะถูก

นำไปใชcในกระบวนการหายใจในไมโตคอนเดรีย (Mitochondrial respiration) เม่ือออกซิเจนท่ี

เกิดข้ึนจากกระบวนการสังเคราะห:แสงนcอยกว5าออกซิเจนท่ีถูกนำไปใชcในกระบวนการหายใจของเซลล: 

เซลล:จะเขcาสู5สภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน (Anaerobiosis) และเกิดการเหน่ียวนำการแสดงออกของ 

เอนไซม:ไฮโดรจีเนสใหcสามารถผลิตไฮโดรเจนไดcมากข้ึน (Melis และคณะ, 2000) นอกจากน้ี เซลล:ของ

สาหร5ายยังสามารถสะสมแป�งภายในเซลล:เพ่ิมข้ึน 8 ถึง 10 เท5า ในช5วง 24 ช่ัวโมงแรกของการขาด

แหล5งซัลเฟอร: และในระหว5างกระบวนการผลิตไฮโดรเจน เซลล:ของสาหร5ายจะสลายแป�งเพ่ือใชcเป̀น

แหล5งของอิเล็กตรอนสำหรับผลิตไฮโดรเจนต5อไป (Zhang และคณะ, 2002) 
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2) สภาวะการขาดแหล5งไนโตรเจน  

ไนโตรเจนถือไดcว5าเป`นองค:ประกอบที่สำคัญของกรดอะมิโนซึ่งเป`นองค:ประกอบของ

โปรตีนทุกชนิดในสิ่งมีชีวิต รวมถึงไนโตรเจนยังเป`นองค:ประกอบในโมเลกุลของคลอโรฟ�ลล:อีกดcวย  

การขาดแหล5งไนโตรเจนทำใหcเซลล:มีการเปลี่ยนแปลงเมแทบอลิซึมภายในเซลล:หลายประการ คือ (1) 

การเปลี่ยนแปลงของเซลล:สืบพันธุ: (Gametes) (2) การเปลี่ยนแปลงของกิจกรรมของระบบแสงสอง 

คือ มีการเสียสภาพของไซโตโครมบี 6 เอฟ (Cytochrome b6f complex) เมื่อไซโตโครมบี 6 เอฟ

เสียสภาพไป จะทำใหcปริมาณออกซิเจนที ่เกิดขึ ้นในระบบแสงสองนcอยลง ส5งผลใหcเกิดการ

เปลี่ยนแปลงสมดุลระหว5างปริมาณออกซิเจนที่เกิดจากออกซิเจนที่ไดcจากกระบวนการสังเคราะห:แสง

และปริมาณออกซิเจนที่ใชcไปในกิจกรรมการหายใจของเซลล: (3) การทำงานของเอนไซม: Ribulose-

1,5-bisphosphate carboxylase /oxygenase (Rubisco) ลดลง และ (4) มีการเปลี่ยนแปลงการ

ทำงานของเอนไซม: NADH-PQ oxidoreductase (Peltier และ Schmidt, 1991) นอกจากนี้ การ

ขาดแหล5งไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง จะส5งผลใหcเซลล:ของสาหร5ายเกิดการสะสมของแป�งและ

ไขมันเพิ ่มมากขึ ้น (Herzing และ Falkowski, 1989) (Peltier และ Schmidt, 1991) ซึ ่งจะช5วย

ส5งเสริมการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากเซลล:จะสลายแป�งเพื่อใชcเป`นแหล5งอิเล็กตรอนสำหรับการผลิต

ไฮโดรเจน  

3) สภาวะการขาดแหล5งฟอสฟอรัส  

ฟอสฟอรัสเป`นธาตุอาหารที่ช5วยส5งเสริมการเจริญเติบโต การสังเคราะห:แสง การหายใจ 

และการแบ5งเซลล:ของสาหร5ายสีเขียว  ฟอสฟอรัสเป̀นองค:ประกอบของกรดนิวคลีอิคและสารประกอบ

ต5างๆ ภายในเซลล:ซึ่งมีบทบาทความสำคัญในการถ5ายทอดพลังงานภายในเซลล:  รวมถึงฟอสฟอรัสยัง

เกี่ยวขcองกับกระบวนการหายใจและกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล:สำหรับการสังเคราะห:แหล5ง

พลังงาน คือ อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (Adenosine triphosphate หรือ ATP) ใหcแก5เซลล: ดังนั้น เม่ือ

ขาดฟอสฟอรัสจึงมีผลต5อการเจริญเติบโตของสาหร5าย (Moseley และคณะ, 2009) นอกจากน้ี การ

ขาดแหล5งฟอสฟอรัสทำใหcการทำงานของเอนไซม:ต5างๆ ที่สำคัญในวิถีเพนโตสฟอสเฟต (Pentose 

phosphate pathway) ลดลง ส5งผลใหcเก ิดการเปลี ่ยนแปลงต5อการขนส5งของอิเล ็กตรอนใน

กระบวนการสังเคราะห:แสงสองเช5นเดียวกับการขาดแหล5งซัลเฟอร: โดยอิเล็กตรอนจากตัวรับ

อิเล็กตรอนตัวแรก QA (Primary quinone acceptor) จะไม5ส5งอิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัว

ถัดไป QB (Secondary quinone acceptor) (Chylla และ Whitmarsh, 1989) แต5ในระบบแสงหน่ึง

ยังคงมีการขนส5งอิเล็กตรอนเพ่ือผลิตเป̀นพลังงานใหcแก5เซลล:  
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4) สภาวะการขาดแหล5งโพแทสเซียม  

โพแทสเซียมเป`นองค:ประกอบท่ีสำคัญของเอนไซม:และโปรตีนในสิ่งมีชีวิต สามารถพบ

โพแทสเซียมไดcโดยทั่วไปบนพื้นผิวโลก ในดิน และในแหล5งน้ำธรรมชาติ (Khound และคณะ, 2012)  

โพแทสเซียมไอออน (K+) ทำหนcาท่ีช5วยควบคุมแรงดันออสโมติกภายในเซลล: (Haschke และ Lüttge, 

1975) และควบคุมการเป�ดป�ดของปากใบในพืช (Humble และ Hsiao, 1970) และมีบทบาทสำคัญ

ในการสังเคราะห:โปรตีนของพืชและสาหร5าย (Leigh และ Jones, 1984) (Memon และคณะ, 1985)  

การขาดโพแทสเซียมในอาหารมีผลต5อกระบวนการสังเคราะห:แสง ทำใหcประสิทธิภาพในการทำงาน

ลดลง เนื่องจากโปรตีน D1 ที่อยู5บริเวณศูนย:กลางเกิดปฏิกิริยาไม5ถูกสังเคราะห: และระบบแสงสอง

ซ5อมแซมตัวเองไม5ไดc ทำใหcปริมาณของอิเล็กตรอน โปรตอน และออกซิเจนลดลง นอกจากนี้ การ

สังเคราะห:แสงและอัตราการผลิตพลังงาน ATP ลดลง ทำใหcสาหร5ายเจริญเติบโตลดลง (Munson, 

1985) ส5งผลต5อกระบวนการสังเคราะห:สารประกอบคาร:โบไฮเดรตขาดซับสเตรตในการดำเนิน

ปฏิกิริยา ดังนั้น การสะสมแป�งจึงลดลง นอกจากนี้ การขาดโพแทสเซียมยังทำใหcมีอัตราการหายใจ

เพิ่มขึ้น เอนไซม:ไฮโดรจีเนสจึงไดcรับอิเล็กตรอนจากการสลายแป�งเป`นหลัก และเมื่อเซลล:อยู5ในสภาวะ

ปราศจากออกซิเจน ทำใหcมีการเหนี่ยวนำเอนไซม:ไฮโดรจีเนสใหcผลิตก�าซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น (Papazi 

และคณะ, 2014)  

2.7.2 แหล�งคาร*บอน  

แหล5งคาร:บอนมีบทบาทสำคัญต5อการเจริญเติบโต การหายใจระดับเซลล: รวมไปถึงการผลิต

ไฮโดรเจนในสาหร5ายสีเขียว โดยเซลล:สาหร5ายสีเขียวจะตรึงคาร:บอนไดออกไซด:ในบรรยากาศและ

นำเขcาวัฏจักรเคลวิน (Calvin cycle) เพื่อผลิตคาร:โบไฮเดรต เมื่อนำสาหร5ายสีเขียวมาเหนี่ยวนำใหc

ผลิตไฮโดรเจนภายใตcสภาวะปราศจากอากาศ คาร:โบไฮเดรตที่สะสมจะถูกสลายเพื่อใชcเป`นแหล5ง

อิเล็กตรอนใหcแก5เอนไซม:ไฮโดรจีเนสเพื่อเร5งปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจน  แหล5งคาร:บอนที่สาหร5ายสี

เขียวสามารถนำมาใชcในการผลิตไฮโดรเจน ไดcแก5 สารอนินทรีย:คาร:บอน เช5น คาร:บอนไดออกไซด:และ

กรดคาร:บอนิก และสารอินทรีย:คาร:บอน เช5น กรดมาลิค กรดอะซีติก กลูโคส ซูโครส ฟรุกโตส 

มอลโทส แมนนิทอล แลกโทส อะซีเตท และสารอินทรีย:ในน้ำเสีย เป`นตcน นอกจากนี้ ยังมีแหล5ง

คาร:บอนอื่นๆ เช5น อะซีเตท ที่สามารถใชcเป`นสารตั้งตcนในการหายใจของสาหร5าย ทำใหcเซลล:เขcาสู5

สภาวะท่ีปราศจากอากาศ จึงส5งผลใหcเซลล:สามารถผลิตไฮโดรเจนไดcมากข้ึน (Melis และคณะ, 2000)  

2.7.3 อุณหภูมิ  

อุณหภูมิถือเป`นอีกป�จจัยหนึ่งที่มีผลต5อกระบวนการสังเคราะห:แสงและการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร5ายสีเขียว โดยทั่วไป อุณหภูมิที่เหมาะสมต5อการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายอยู5ระหว5าง 10 ถึง 

35 องศาเซลเซียส เนื่องจากเป`นช5วงอุณหภูมิที่เอนไซม:เกี่ยวขcองกับกระบวนการสังเคราะห:แสงและ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

27 

สามารถทำงานไดcอย5างมีประสิทธิภาพมากที่สุด แต5เมื่ออุณหภูมิสูงกว5า 40 องศาเซลเซียส จะทำใหc

อัตราการสังเคราะห:แสงลดลงอย5างรวดเร็ว เพราะเอนไซม:ชนิดต5างๆ เช5น เอนไซม: Ribulose-1,5-

bisphosphate carboxylase/oxygenase รวมถึงเอนไซม:ไฮโดรจีเนสจะเสียสภาพ การทำงานของ

ระบบแสงสองจะถูกยับยั้ง เนื่องจากระบบแสงสองมีความไวต5ออุณหภูมิสูงเช5นกัน ทำใหcอิเล็กตรอนท่ี

ไดcจากการแตกตัวของน้ำในระบบแสงสองไม5ถูกถ5ายทอดไปยังเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ส5งผลใหcการผลิต

ไฮโดรเจนลดลง (Salvucci และ Brandner, 2004) ทั้งนี้อุณหภูมิที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจนยัง

ข้ึนอยู5กับชนิดของสาหร5ายสีเขียวอีกดcวย 

2.7.4 แสง  

สาหร5ายสีเขียวจำเป`นตcองใชcแสงในการเจริญเติบโต ซึ่งในระหว5างการเจริญเติบโต เซลล:จะนำ

แสงมาใชcในกระบวนการตรึงคาร:บอนไดออกไซด:เพื่อสะสมคาร:โบไฮเดรต รวมถึงแสงยังมีความสำคัญ

ต5อการผลิตไฮโดรเจนอีกดcวย ในกระบวนการสังเคราะห:แสง สาหร5ายสีเขียวจะดูดซับพลังงานแสงและ

เปลี่ยนเป`นพลังงานในรูป ATP เพื่อใชcในกระบวนการตรึงคาร:บอนไดออกไซด: โดยจะทำการรีดิวซ:

คาร:บอนไดออกไซด:ไปเป`นน้ำตาลเพื่อใชcเป`นแหล5งพลังงานในการผลิตชีวมวล เมื่อมีน้ำตาลในปริมาณ

ที่มากพอ เซลล:สาหร5ายสีเขียวจะเก็บสะสมน้ำตาลในรูปของแป�ง ปริมาณแสงที่เหมาะสมจะช5วยเพ่ิม

ประสิทธิภาพการสังเคราะห:แสงและส5งผลใหcสาหร5ายสีเขียวเจริญเติบโตไดcอย5างรวดเร็ว นอกจากน้ี 

ถcาความเขcมแสงมากเกินไป จะมีผลต5อการยับยั้งการทำงานของระบบแสงสองจากการสรcางออกซิเจน

ที่มากขึ้นและส5งผลใหcสาหร5ายผลิตไฮโดรเจนลดลง (Laurinavichene และคณะ, 2004) การผลิต

ออกซิเจนและอัตราการสังเคราะห:แสงจะข้ึนอยู5กับชนิดของสาหร5ายและความเขcมแสง 

2.7.5 พีเอช  

ค5าพีเอช (pH) หรือค5าความเป`นกรดด5างของอาหารเพาะเลี ้ยง มีผลต5อกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงพีเอชทำใหcเมแทบอลิซึมของสาหร5ายสีเขียว

เปลี่ยนแปลงไปและมีผลต5อการเกิดผลิตภัณฑ: ในระยะเริ่มตcนการเพาะเลี้ยง ค5าพีเอชของอาหารจะ

ลดลง เนื่องจากสาหร5ายจะสรcางกรดคาร:บอนิกที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมีระหว5างคาร:บอนไดออกไซด: 

และน้ำ ภายหลังการเพาะเลี้ยงเป`นเวลา 1-3 วัน ค5าพีเอชของอาหารจะเพิ่มขึ้น เนื่องจากระหว5างการ

เจริญเติบโต สาหร5ายจะใชcอะซีเตทเป`นแหล5งคาร:บอนในการเจริญเติบโต เมื่ออะซีเตทถูกสลายจะไดc

เป`นผลิตภัณฑ:เป`นไฮดรอกไซด: (OH-) จึงทำใหcค5าพีเอชของอาหารมีความเป`นด5างเพิ่มขึ้น พีเอชของ

อาหารจึงเพิ่มขึ้น (Kosourov และคณะ, 2003) โดยท่ัวไป สาหร5ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตไดcดีท่ีพี

เอชในช5วง 5-9 (Song และคณะ, 2011) ค5าพีเอชท่ีเหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว 

C. reinhardtii จะอยู5ในช5วงพีเอชที่เป`นกลาง คือ 7.2-7.7 (Kosourov และคณะ, 2003) แต5ค5าพีเอช

ท่ีต่ำกว5า 5.0 จะทำใหcกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสลดลง ส5งผลใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

28 

2.7.6 ความไวต�อออกซิเจนของเอนไซม*ไฮโดรจีเนส 

ความไวต5อออกซิเจนของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสมีผลต5อการแสดงออกของยีนที่ถอดและแปลรหัส

เป`นเอนไซม:ไฮโดรจีเนส เอนไซม: FeFe-hydrogenase มีความไวต5ออกซิเจน เมื่อออกซิเจนมาจับ

อะตอมของเหล็กในบริเวณกระตุcนของเอนไซม: จะทำใหcเอนไซม:สูญเสียกิจกรรมอย5างมีนัยสำคัญ 

(Cohen และคณะ, 2005) นอกจากนี้ การปรับเขcาสู5สภาวะปราศจากอากาศจะช5วยเหนี่ยวนำการ

แสดงออกของยีนของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส และป�องกันการยับยั้งการทำงานของเอนไซม: อย5างไรก็ตาม 

วิธีการกำจัดออกซิเจนบางวิธีไม5คุcมค5าต5อการผลิตไฮโดรเจน เช5น การใชcก�าซฮีเลียมเป`นก�าซเฉื่อย

เนื่องจากก�าซฮีเลียมมีราคาสูง เป`นตcน ในป�จจุบัน ไดcมีการคิดคcนวิธีการทำใหcเกิดสภาวะปราศจาก

อากาศ โดยการเพาะเล้ียงในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร: (Melis และคณะ, 2000)  

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวขZอง 

Pongpadung และคณะ (2015) ศึกษาการคัดเลือกสาหร5ายสีเขียวที่ผลิตไฮโดรเจนภายใตc

สภาวะการขาดธาตุซัลเฟอร: (S) การจำกัดปริมาณไนโตรเจน (N) พรcอมกับการขาดธาตุซัลเฟอร:และ

การจำกัดปริมาณไนโตรเจนพรcอมกันกับการขาดธาตุฟอสฟอรัส (P) และการระบุชนิดของสาหร5ายสี

เขียวศึกษาการวิเคราะห:ลำดับนิวคลีโอไทด:ดcวยไพร:เมอร: 18S rDNA และ ITS จากการทดลองพบว5า 

Chlorella lewinii, Micractinium sp., Coelastrella sp., แ ล ะ  Monoraphidium sp. มี

ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูง จากการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนดcวยการจำกัด

ปริมาณของไนโตรเจนพบว5า Chlorella บางสายพันธุ: และ Chlamydomonas ทุกสายพันธุ: 

สามารถเพิ ่มการผลิตไฮโดรเจนไดcสูงขึ ้น แต5ไม5สามารถเพิ ่มการผลิตไฮโดรเจนของสายพันธุ: 

Coelastrella, Micractinium หรือ Scenedesmus ไดc 

Alalayah และคณะ (2017) ศึกษาจลนพลศาสตร:ของปฏิกิริยาเคมีระหว5างอัตราการย5อยสลาย

กลูโคสและอัตราการผลิตไฮโดรเจนในสาหร5ายสีเขียว Chlorella vulagaris โดยใชcกลูโคสเป`นสารต้ัง

ตcนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Bold’s basal culture (BBC) พบว5าความเขcมขcนของกลูโคส

เริ่มตcนมีบทบาทสำคัญต5อการผลิตไฮโดรเจน โดยพบว5าสาหร5ายสีเขียวผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อใชc

ความเขcมขcนของกลูโคสเริ่มตcนเท5ากับ 10 กรัมต5อลิตร โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 2.85 โมล 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนขึ้นอยู5กับอัตราการลดลงของกลูโคส โดยมีค5าคงท่ีของอัตราการใชcกลูโคส 

เท5ากับ 7.037 × 102 ต5อวินาที และมีค5าคงท่ีของอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท5ากับ 3.890 × 102 ต5อ

วินาที 

He และคณะ (2018) ศ ึกษาประสิทธ ิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร 5ายส ี เข ียว 

Chlamydomonas reinhardtii CC-503 เม ื ่อ เพาะเล ี ้ ยงร 5วมก ับแบคท ี เร ียออโตโทรฟท ี ่ มี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ความสามารถในการออกซิไดส:ซัลเฟอร: Thuomonas intermedia BCRC 17547 จากการทดลอง

พบการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกันภายใตcสภาวะการขาดธาตุอาหารซัลเฟอร: โดยผลิต

ไฮโดรเจนไดc 122 มิลลิโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: เม่ือใชcอัตราส5วนปริมาตรของสาหร5ายต5อแบคทีเรีย

เป`น 60:1 โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงกว5าเมื่อเพาะเลี้ยงดcวยสาหร5ายอย5างเดียว 2.8 เท5า การเติมสาร

โซเดียมไทโอซัลเฟต (Na2S2O3) ส5งผลใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน โดยมีปริมาณไฮโดรเจนสูงสุด

เท5ากับ 255 มิลลิโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ซ่ึงสูงกว5าเม่ือการเพาะเล้ียงสาหร5ายเพียงอย5างเดียวและ

เมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกันโดยไม5มีสารโซเดียมไทโอซัลเฟตถึง 5.9 และ 2.1 เท5า ตามลำดับ การเพาะเลี้ยง

ร5วมกันภายใตcสภาวะการเพิ่มซัลเฟอร:ยังช5วยเพิ่มการผลิตชีวมวล อัตราการหายใจ ปริมาณการสะสม

ของแป�ง และกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสอย5างมีนัยสำคัญ และการเติมสารโซเดียมไทโอซัลเฟต

สามารถทำใหcการผลิตไฮโดรเจนดำเนินไดcอย5างต5อเนื่องเมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกัน จากการทดลองแสดงใหc

เห็นว5า การเพาะเลี้ยงร5วมกันของ C. reinhardtii CC-503 และแบคทีเรีย BCRC17547 เป`นวิธีการท่ี

คุcมค5าสำหรับการเพ่ิมประสิทธิภาพของการผลิตไฮโดรเจนทางชีวภาพ 

Fakhimi และคณะ (2019)  ศ ึกษาการผล ิตไฮโดรเจนช ีวภาพของสาหร 5 ายส ี เข ี ยว 

Chlamydomonas โดยการเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย พบว5าการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายใน

อาหารเลี ้ยงเชื ้อที ่มีน้ำตาลจะเกิดขึ ้นไดcดีเมื ่อเพาะลี ้ยงสาหร5ายสีเขียว C. reinhardtii ร5วมกับ

แบคทีเรีย Pseudomonas putida โดยผลิตไฮโดรเจนไดcเท5ากับ 40.8 มิลลิลิตรต5อลิตร เม่ือเพาะล้ียง 

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli จะผลิตไฮโดรเจนไดcเท5ากับ 35.1 มิลลิลิตรต5อลิตร และเมื่อเพาะลี้ยง 

ร5วมกับแบทีเรีย Rhizobium etli จะผลิตไฮโดรเจนไดcเท5ากับ 16.1 มิลลิลิตรต5อลิตร การผลิต

ไฮโดรเจนโดยการเพาะเลี้ยงร5วมกันนี้ไม5เพียงจะเชื่อมโยงกับการชักนำใหcเกิดภาวะการขาดออกซิเจน

เท5านั้น แต5ยังเชื่อมโยงกับความสามารถของแบคทีเรียในการผลิตกรดอะซีติกจากน้ำตาล การส5งเสริม

การผลิตไฮโดรเจนทำไดcโดยการผสมผสานระหว5างการสังเคราะห:แสงและการหมักในการเพาะเลี้ยง

ร5วมกันระหว5าง C. reinhardtii และ E. coli ที่มีสารตั้งตcนเป`นน้ำตาลกลูโคส ซึ่งส5งผลใหcการผลิต

ไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน 60 เปอร:เซ็นต:  

Javed และคณะ (2022) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพท่ีขึ ้นอยู 5ก ับความเขcมขcนของ

ออกซิเจน (O2) ในระบบ โดยการเพาะเล้ียงแบคทีเรียร5วมกับสาหร5ายสีเขียวขนาดเล็ก ทำใหcแบคทีเรีย

ใชcออกซิเจนท่ีผลิตจากกระบวนการสังเคราะห:แสงของสาหร5ายสีเขียว แบคทีเรียที่ใชcออกซิเจนนี้ทำใหc

การทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสในสาหร5ายสีเขียวเพิ่มขึ้น ส5งผลใหcผลิตไฮโดรเจนมากขึ้น จากการ

นำแบคทีเรียท่ีบำบัดน้ำเสียมาเพาะเลี้ยงร5วมกับสาหร5ายสีเขียว C. vulgaris ในอัตราส5วนต5างๆ พบว5า

อัตราส5วนการเพาะเลี้ยงร5วมกันของปริมาตรสาหร5ายต5อแบคทีเรียท่ี 1:1.5 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด

เท5ากับ 1,246 มิลลิลิตรต5อลิตร โดยมีปริมาณออกซิเจนต่ำสุดเท5ากับ 57 มิลลิลิตรต5อลิตร เม่ือ

เพาะเลี้ยงเป`นเวลา 6 วัน การผลิตไฮโดรเจนหยุดลง เมื่อค5าความเป`นกรด-ด5างของสารแขวนลอย

เซลล:ลดลงเหลือประมาณ 4 เมื่อพิจารณาองค:ประกอบของก�าซในระหว5างการเพาะเลี้ยงในอัตราส5วน
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ต5างๆ พบว5า ในระบบประกอบดcวยไฮโดรเจน (H2) 29–37 เปอร:เซ็นต: คาร:บอนไดออกไซด: (CO2) 

34–35 เปอร:เซ็นต: ไนโตรเจน (N2) 10–21 เปอร:เซ็นต: และออกซิเจน (O2) 2–4 เปอร:เซ็นต: ไม5พบ

มีเทน (CH4) ในการเพาะเลี้ยงร5วมใดๆ ภายใตcสภาวะการทดลอง และความสัมพันธ:แบบแปรผกผัน

ระหว5างการผลิตไฮโดรเจนและการใชcออกซิเจน  ความสัมพันธ:ของแบคทีเรียกับสาหร5ายสีเขียวจะ

นำไปสู5การปรับปรุงการผลิตไฮโดรเจนอย5างเป`นรูปธรรม เมื่อเทียบกับการศึกษาก5อนหนcาน้ีท่ีใชcการ

เพาะเช้ือจุลินทรีย:บริสุทธ์ิ 
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บทที่ 3  

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

3.1 จุลินทรียQที่ใชZในการทดลอง 

3.1.1 สาหร�ายสีเขียว 

1. Chlorella sp. 2TK แยกจากน้ำในนาขcาว จังหวัดนครสวรรค: 

2. Chlorella sp. ChiS4 แยกจากน้ำในนาขcาว จังหวัดชัยนาท 

3. Chlorella sp. ChiW1 แยกจากน้ำในนาขcาว จังหวัดชัยนาท 

4. Chlorella sp. HNR141 แยกจากน้ำตกเหวนรก จังหวัดนครราชสีมา 

5. Chlorella sp. HNR143 แยกจากน้ำตกเหวนรก จังหวัดนครนายก 

6. Chlorella sp. HNR146 แยกจากน้ำตกเหวนรก จังหวัดนครนายก 

7. Chlorella sp. HNR147 แยกจากน้ำตกเหวนรก จังหวัดนครนายก  

8. Chlorella sp. KLM143 แยกจากน้ำตกผากลcวยไมc จังหวัดนครราชสีมา 

9. Chlorella sp. KMITL CirG แยกจากน้ำจืด จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

10. Chlorella sp. KLM142 แยกจากน้ำตกผากลcวยไมc จังหวัดนครราชสีมา 

11. Chlorella sp. KLM144 แยกจากน้ำตกผากลcวยไมc จังหวัดนครราชสีมา 

12. Chlorella sp. KLM145 แยกจากน้ำตกผากลcวยไมc จังหวัดนครราชสีมา 

13. Chlorella sp. LSD-W1 แยกจากน้ำทะเลหาดแหลมเสด็จ จังหวัดจันทบุรี 

14. Chlorella sp. RSS141 แยกจากอ5างเก็บน้ำสายศร จังหวัดนครนายก 

15. Chlorella sp. RSS147 แยกจากอ5างเก็บน้ำสายศร จังหวัดนครนายก 

16. Chlorella sp. SRK141 แยกจากน้ำตกสาลิกา จังหวัดนครนายก 

17. Chlorella sp. SRK149 แยกจากน้ำตกสาลิกา จังหวัดนครนายก 

18. Chlorella sp. SWT141 แยกจากน้ำตกเหวสุวัต จังหวัดนครราชสีมา 

19. Chlorella sp. SWT142 แยกจากน้ำตกเหวสุวัต จังหวัดนครราชสีมา 

20. Chlorella sp. SWT144 แยกจากน้ำตกเหวสุวัต จังหวัดนครราชสีมา 

21. Chlorella sp. SWT146 แยกจากน้ำตกเหวสุวัต จังหวัดนครราชสีมา 

22. Chlorella sp. WTK แยกจากน้ำตกเหวสุวัต จังหวัดนครราชสีมา 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

32 

3.1.2 แบคทีเรีย 

1. Escherichia coli TISTR074 ซ ื ้ อจากสถาบ ันว ิจ ัยและว ิทยาศาสตร :และ

เทคโนโลยีแห5งประเทศไทย จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

2. Pseudomonas aeruginosa TISTR2141 ซื้อจากสถาบันวิจัยและวิทยาศาสตร:

และเทคโนโลยีแห5งประเทศไทย จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

3. Staphylococcus epidermidis TISTR2307 ซ ื ้ อ จ า ก ส ถ า บ ั น ว ิ จ ั ย แ ล ะ

วิทยาศาสตร:และเทคโนโลยีแห5งประเทศไทย จังหวัดกรุงเทพมหานคร 

3.2 อุปกรณQ 

1. กระบอกตวง (Cylinder) (Kartell, Italy)         
2. กระดาษกรอง GF/C (Whatman plc, UK)         
3. กลcองจ ุลทรรศน:ชน ิดถ 5ายภาพได c  (Camera microscope) (Nikon Eclipse Ci-L, 

Japan)         
4. กลcองจุลทรรศน:ชนิดพื ้นหลังสว5าง (Bright field microscope) (Olympus CH30, 

Japan)         

5. ขวดแกcวขนาด 12.5 มิลลิลตร (Vial) (National Scientific, USA)    

6. เข็มฉีดก�าซ (Gas syringe) (Scientific Glass Engineering, Australia)         

7. คิวเวตควอตซ: (Quartz cuvette) (Starna Scientific Ltd., UK)         

8. เคร่ืองเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Gallenkamp T490811, UK)         

9. เคร ื ่ องกวนสารแบบให cความร cอน (Hot plate with magnetic stirrer) (Vision 

VS130SH, Korea)         

10. เคร่ืองแกcวต5างๆ (Glasswares)         

11. เครื่องแก�สโครมาโตกราฟเทอร:มาลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร: (Gas Chromatograph-  

Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)) (Hewlett-Packard, HP5890A GC, 

Japan) 

12. เคร่ืองช่ังสาร (Balance) (Sartorius SI-234, Germany) 

13. เคร่ืองวัดความเขcมแสง (Lux meter) (Lutron, LX-1108, Thailand)         

14. เคร่ืองป�²นเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Labnet, Spectrafuge 16M, USA)         

15. เครื่องป�²นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle Labor-

tech Z38K, Germany)  

16. เคร่ืองผสมสาร (Vortex) (Genie-2, Scientific Industries, USA)         

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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17. เคร่ืองวัดความเป̀นกรดด5าง (pH meter) (Denver Instrument 215, USA)    

18. เคร่ืองวัดออกซิเจน (Oxygen electrode) (Hansatech, UK) 

19. เคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร: (Spectrophotometer) (Shimadzu, UV-601, Japan)  

20. เครื ่องนึ ่งฆ5าเชื ้อดcวยไอน้ำ (Autoclave) (Hirayama Manufacturing Corporation 

HV-50, Japan)         

21. เคร่ืองใหcความรcอนแก5หลอดทดลอง (Heat block) (Labnet, USA)  

22. เครื ่องโครมาโทรกราฟ ชนิดของเหลวประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid 

Chromatography; HPLC) (Shimadzu, japan) 

23. จานเพาะเล้ียง (Plate) (Pyrex, USA)         

24. ตูcปลอดเช้ือ (Laminar flow) (International Scientific Supply HS123, Thailand)         

25. ตูcอบลมรcอน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand)         

26. โถดูดความช้ืนเดซิเคเตอร: (Desiccator)         

27. บีกเกอร: (Beaker)         

28. ทิปใส5ป�เปต (Pipette tip)          

29. พาราฟ�ล:ม (Parafilm) (Bemis company, USA)          

30. ฟลาสก: (Erlenmeyer flask) (Pyrex, USA)         

31. ไมโครป�เปต (Micropipette) (Labnet, USA)         

32. ลูปเข่ียเช้ือ (Loop)         

33. หลอดเซ็นตริฟ�วจ: (Centrifuge tube)    

34. หลอดไมโครเซ็นตริฟ�วจ: (Microcentrifuge tube) (Eppendorf, USA) 

35. ฮีมาไซโตมิเตอร: (Hemacytometer) (Precicolor HBG, Germany) 

3.3 อาหารเลี้ยงเชื้อ 

1. Tris acetate phosphate (TAP) (ภาคผนวก ก) 

2. Luria-Bertani medium (LB) (ภาคผนวก ข) 

3.4 สารเคมี 

3.4.1 สารเคมีสำหรับอาหารเล้ียงเช้ือ TAP  

1. กรดบอริก (H3BO3) (Carlo Erba, Italy)  

2. กรดอะซีติก (CH3COOH) (Ajax Finechem, Australia)  

3. คอปเปอร:ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Mallinckrodt Baker, USA)  เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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4. แคลเซียมคลอไรด:ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Carlo Erba, Italy)  

5. ซิงค:คลอไรด: (ZnCl2) (Fluka, Switzerland) 

6. โคบอลต:คลอไรด:เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) (Fluka, Switzerland)  

7. ซิงค:ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) (Fluka, Switzerland)  

8. โซเดียมคลอไรด: (NaCl) (Merck, Germany)  

9. โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O) (British Drug Houses, England)  

10. โซเดียมอะซีเตท (CH3COONa) (Merck, Germany)  

11. โซเดียมไฮดรอกไซด: (NaOH) (Kemaus, Australia) 

12. ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท: (Na2EDTA) (Promega, 

USA)  

13. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Carlo Erba, Italy)  

14. ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (NH2C(CH2OH3)) (Vivantis, Malaysia) 

15. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Carlo Erba, Italy)  

16. เฟอร:รัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy)  

17. แมงกานีสคลอไรด:เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) (Carlo Erba, Italy)  

18. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy)  

19. อะการ: (Agar) (Difco, USA)  

20. แอมโมเนียมคลอไรด: (NH4Cl) (Carlo Erba, Italy)  

21. ไฮโดรคลอริก (HCl) (Merck, Germany) 

3.4.2 สารเคมีสำหรับอาหารเล้ียงเช้ือ LB  

1. โซเดียมคลอไรด: (NaCl) (Univar, Australia) 

2. ทริปโตน (Tryptone) (Sisco Research Laboratories, India) 

3. สารสกัดยีตส: (Yeast extract) (Gibco, USA) 

3.4.3 สารเคมีสาหรับวิเคราะห*ปริมาณคลอโรฟ�ลล* 

เมทานอล (CH3OH) (Analytical grade, RCI Labscan, Thailand)  

3.4.4 สารเคมีสำหรับวิเคราะห*กิจกรรมของเอนไซม*ไฮโดรจีเนส   

1. ไตรตันเอ็กซ:-100 (Triton X-100) (KemAus, Australia 

2. โซเดียมไดไธโอไนต: (Na2S2O4) (Sigma, Singapore) 

3. เมทิลไวโอโลเจนไดคลอไรด:ไฮเดรต (C12H14Cl2N2.H2O) (Sigma, Singapore) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.4.5 สารเคมีสำหรับวิเคราะห*ปริมาณกรดอะซิติก 

กรดซัลฟ�วริก (H2SO4) (Ajax Finechem, Australia) 

3.5 กiาซที่ใชZในการวิเคราะหQปริมาณไฮโดรเจน 

1. ก�าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร:เซ็นต:ในอาร:กอน (ปริมาตรต5อปริมาตร) (Praxair, 

Thailand) 

2. ก�าซอาร:กอนบริสุทธิ์ 99.999 เปอร:เซ็นต: (ปริมาตรต5อปริมาตร) (Thonburiwattana, 

Thailand) 

3.6 วิธีการทดลอง 

3.6.1 การเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรีย* 

ทำการเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ที่มีในหcองปฏิบัติการจำนวน 22 ไอโซเลท บน  

อาหารแข็ง โดยนำลูปมาเขี ่ยหรือลาก (Streak) เช้ือบริสุทธ์ิบนจานอาหารแข็ง Tris acetate 

phosphate (TAP) ที่มีค5าพีเอช 7.2 (Harris, 1989) นำจานอาหารแข็งท่ีมีเชื้อไปบ5มที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที เป`นเวลา 3-5 วัน

จากนั้น นำมาเลี้ยงในอาหารเหลวเพื่อทำเป`นเซลล:เริ่มตcน หรือ Starter สำหรับใชcเป`นหัวเชื้อเริ่มตcน 

โดยเขี่ยสาหร5ายสีเขียวจากในจานอาหารแข็งมาเพาะเลี้ยงในฟลาสก:ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหาร

เหลว TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นำฟลาสก:ไปเขย5าที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที เป`นเวลา 3 วัน 

จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล:โดยนำเซลล:แขวนลอยมาป�²นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป`นเวลา 10 นาที ลcางเซลล:ในอาหารเหลว TAP ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จำนวน 3 คร้ัง 

จากนั้น นำเซลล:แขวนลอยมาปรับความหนาแน5นของเซลล:ดcวยอาหาร TAP ใหม5 ใหcมีค5าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท5ากับ 0.1 เพ่ือใชcในการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนต5อไป 

สำหรับการเพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียบนอาหารแข็งและในอาหารเหลวท้ังหมด 3 สายพันธุ: ไดcแก5 

Escherichia coli TISTR074, Pseudomonas aeruginosa TISTR2141  และ  Staphylococcus 

epidermidis TISTR2307 ทำไดcโดยเขี่ยหรือลากเช้ือแบคทีเรียบนอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) ท่ี

มีค5าพีเอช 7.0 แลcวนำไปจานไปบ5มในตูcบ5มเชื้อ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จากนั้น นำเชื้อมาเลี้ยง

ในอาหารเหลวเพื่อทำเซลล:เริ่มตcน หรือ Starter สำหรับใชcเป`นหัวเชื้อเริ่มตcน โดยเขี่ยเชื้อแบคทีเรียใน

จานอาหารแข็งมาเพาะเลี ้ยงในฟลาสก:ขนาด 250 มิลลิลิตร ที ่มีอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร เขย5าฟลาสก:ที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป`นเวลา 1 วัน เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล:โดยนำเซลล:แขวนลอยมาป�²นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป`นเวลา 10 นาที ลcางเซลล:ในอาหารเหลว LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร จำนวน 3 คร้ัง 

จากนั้น นำเซลล:แขวนลอยมาปรับความหนาแน5นของเซลล:ดcวยอาหาร TAP ใหม5 ใหcมีค5าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท5ากับ 0.1 เพ่ือใชcในการศึกษาการเพาะเล้ียงร5วมกันต5อไป 

3.6.2 การศึกษาการเจริญเติบโต 

1) สาหร5ายสีเขียว  

นำ Starter ของเซลล:สาหร5ายสีเขียวท่ีปรับใหcมีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 

นาโนเมตร เท5ากับ 0.1 มาเพาะเลี้ยงในฟลาสก:ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย5า

ที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟ

ตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที จากนั้น เก็บตัวอย5างเซลล:แขวนลอยทุกๆ 6 ชั่วโมง โดยจะเริ่มเก็บตั้งแต5

ช่ัวโมงท่ี 0 ไปจนถึงช่ัวโมงท่ี 72 ทำการเก็บตัวอย5างภายใตcสภาวะปลอดเช้ือ คร้ังละ 1 มิลลิลิตร บรรจุ

ลงในหลอดเก็บตัวอย5าง นำตัวอย5างไปศึกษาการเจริญเติบโต โดยการวัดความหนาแน5นเซลล:ดcวย

เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร: ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร หากมีความหนาแน5นของเซลล:ไดc

มากกว5า 0.8 ใหcทำการเจือจางตัวอย5างลงเพื่อใหcอยู5ในช5วงที่เครื่องมือสามารถวัดไดcอย5างถูกตcองและ

แม5นยำ และตรวจนับจำนวนเซลล:ดcวยฮีโมไซโตมิเตอร:ภายใตcกลcองจุลทรรศน:โดยการหยดตัวอย5างลง

ไปบนสไลด:ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ป�ดดcวยแผ5นป�ดสไลด:แลcวนับเซลล:ภายใตcกลcองจุลทรรศน: แลcวจึง

ทำการคำนวณเพ่ือหาปริมาณเซลล:ท้ังหมดในช5วงเวลาน้ันๆ (ภาคผนวก ง.) 

2) แบคทีเรีย 

นำ Starter ของเซลล:แบคทีเรียโดยปรับใหcมีการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโน

เมตร เท5ากับ 0.1 มาเพาะเลี้ยงในฟลาสก:ที่มีอาหารเลี้ยงเชื้อ LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย5าท่ี

ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้น เก็บตัวอย5างเซลล:แขวนลอยทุกๆ 2 

ชั่วโมง โดยเก็บตั้งแต5ชั่วโมงท่ี 0 ไปจนถึงชั่วโมงท่ี 30 ทำการเก็บตัวอย5างภายใตcสภาวะปลอดเชื้อ คร้ัง

ละ 1 มิลลิลิตร บรรจุลงในหลอดเก็บตัวอย5าง นำตัวอย5างไปศึกษาการเจริญเติบโต โดยตรวจนับ

จำนวนเชื้อดcวยเทคนิค Spread plate โดยเริ่มจากการเจือจางเซลล:ในช5วง 10-1-10-6 ดcวยอาหาร

เลี้ยงเชื้อ LB จากนั้นนำเซลล:แต5ละการเจือจางมาทำใหcเชื้อกระจายในจานเพาะเชื้อที่มีอาหารแข็ง LB 

บ5มต5อ 24 ชั่วโมง จากนั้น นับจำนวนโคโลนีที่เกิดขึ้น โดยนับตัวอย5างที่มีโคโลนีเกิดขึ้นในช5วง 25-250 

โคโลนี คำนวณใหcอยู5ในหน5วยเซลล:ต5อมิลลิลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.6.3 การคัดเลือกสายพันธุ *ของสาหร�ายสีเขียว Chlorella ที ่เหมาะสมต�อการผลิต

ไฮโดรเจน 

นำ Starter ของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ทั้ง 22 สายพันธุ: ที่ปรับใหcมีค5าการดูดกลืนแสง

ที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 0.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว 

TAP เขย5าฟลาสก:ท่ีความเร็ว 120 รอบต5อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 

ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที เป̀นเวลา 36 ช่ัวโมง เม่ือครบกำหนดแลcวเก็บเก่ียวเซลล:และ

ลcางเซลล:อีกครั้งในอาหาร TAP ใหม5 นำเซลล:แขวนลอยที่ไดcมาปรับความเขcมขcนของเซลล:อีกครั้ง ใหcมี

ค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 จากนั้น ป�เปตเซลล:แขวนลอย

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวด Vial จำนวน 3 ขวด ป�ดฝาขวด และพ5นอาร:กอนในขวดเป`นเวลา 15 

นาที เพื่อไล5อากาศและทำใหcเซลล:อยู5ในสภาวะปราศจากอากาศ (Anaerobic condition) นำขวด 

Vial ไปบ5มบนเครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจน

ต5อเนื ่องทุก 24 ชั ่วโมง เป`นเวลา 5 วัน คัดเลือกสาหร5ายสีเขียว Chlorella ที ่ใหcอัตราการผลิต

ไฮโดรเจนสูงสุดไปศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจนต5อไป 

3.6.4 การศึกษาสภาวะของเซลล*ท่ีเหมาะสมต�อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�ายท่ีคัดเลือก 

1) การศึกษาอายุเซลล:ของสาหร5ายสีเขียวท่ีเหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP เป̀น

เวลา 12, 24, 36, 48 และ 60 ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลล:โดยการป�²นเหวี่ยงและปรับความหนาแน5นเซลล:

ใหcมีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 จากนั้น ป�เปตเซลล:แขวนลอย

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส5ในขวด Vial ตัวอย5างละ 3 ขวด นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที 

ก5อนนำไปบ5มบนเครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจน

ต5อเน่ืองทุก 24 ช่ัวโมง เป̀นเวลา 5 วัน 

2) การศึกษาความหนาแน5นของเซลล:สาหร5ายสีเขียวท่ีเหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP จนไดc

อายุเซลล:ท่ี 36 ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลล:โดยการป�²นเหวี่ยงและปรับความหนาแน5นเซลล: โดยแปรผันใหcมี

ค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร อยู5ในช5วง 0.1-3.0 จากนั้น ป�เปตเซลล:แขวนลอย

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใส5ในขวด Vial ตัวอย5างละ 3 ขวด นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที 

ก5อนนำไปบ5มบนเครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจน

ต5อเน่ืองทุก 24 ช่ัวโมง เป̀นเวลา 5 วัน 

3.6.5 การศึกษาชนิดของแบคทีเรียที่เหมาะสมต�อการเพาะเลี้ยงร�วมกับสาหร�ายสีเขียวท่ี

คัดเลือกเพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 

เตรียมเซลล:โดยนำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ท่ีคัดเลือกมาเพาะเล้ียงในอาหารเหลว TAP 

จนกระท่ังไดcอายุเซลล:ท่ี 36 ช่ัวโมง และปรับความหนาแน5นเซลล:โดยวัดค5าการดูดกลืนแสงท่ีความยาว

คลื ่น 750 นาโนเมตรใหcเท5ากับ 2.0 สำหรับการเตรียมเซลล:แบคทีเรีย E. coli TISTR074, P. 

aeruginosa TISTR2141 และ S. epidermidis TISTR2307 เตรียมโดยการนำ starter ที่ปรับใหcมี

ค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท5ากับ 0.1 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร มาเพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลว LB เขย5าฟลาสก:ที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป`นเวลา 

24 ชั่วโมง ทำการปรับความหนาแน5นของเซลล:แบคทีเรียใหcไดcเท5ากับ 1×108, 2×108, 5×108 และ 

1×109 เซลล:ต5อมิลลิลิตร เพื ่อศึกษาผลของความหนาแน5นแบคทีเรียที ่แตกต5างกันต5อการผลิต

ไฮโดรเจน หลังจากปรับค5าความหนาแน5นเรียบรcอยแลcว ทำการป�เปตเซลล:แขวนลอยของแบคทีเรีย

และสาหร5ายสีเขียวลงในขวด Vial ขนาด 12.5 มิลลิลิตร โดยใหcปริมาตรรวมเท5ากับ 5 มิลลิลิตร ท่ี

อัตราส5วนแบคทีเรียต5อสาหร5ายสีเขียวเท5ากับ 1:49 (แบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตร ต5อสาหร5ายสีเขียว 4.9 

มิลลิลิตร) ทำซ้ำจำนวน 3 ขวด จากนั้นนำขวดไปพ5นก�าซอาร:กอนเป`นเวลา 15 นาที เพื่อสรcางสภาวะ

ไรcออกซิเจน ก5อนนำไปบ5มบนเคร่ืองเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็ว 120 รอบต5อนาที ท่ีอุณหภูมิ 

30 องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที โดยทำการวัด

ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนอย5างต5อเน่ืองทุก 24 ช่ัวโมง เป̀นระยะเวลา 5 วัน 

3.6.6 การศึกษาเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนภายใตIการเพาะเลี ้ยงสาหร�ายสีเขียว 

Chlorella sp. ChiW1 ร�วมกับแบคทีเรีย 

ในการศึกษานี้ไดcดำเนินการวิเคราะห:เมทาบอริซึมต5างๆ ที่เกี่ยวขcองกับการผลิตไฮโดรเจนท่ี

เพ่ิมข้ึนของระบบการเพาะเล้ียงร5วมระหว5าง Chlorella sp. ChiW1 กับแบคทีเรีย E. coli TISTR074, 

P. aeruginosa TISTR2141 และ S. epidermidis TISTR2307 โดยเนcนการเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงสาหร5ายแบบเดี่ยว ไดcแก5 กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Xu และคณะ, 2016) การ

วิเคราะห:ปริมาณไฮโดรเจน และการวัดอัตราการสังเคราะห:แสงและอัตราการหายใจ (Wu และคณะ, 

2012) เพื่อประเมินผลกระทบของแบคทีเรียต5อกระบวนการชีวเคมีภายในระบบการผลิตไฮโดรเจน 

โดยเริ่มจากการวัดกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส โดยการวิเคราะห:ปริมาณไฮโดรเจนดcวยเครื่อง

แก�สโครมาโตรกราฟ คํานวณกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสในหน5วยไมโครโมลไฮโดรเจนต5อ

มิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที (µmolH2 mg chl-1 min -1) วัดอัตราการผลิตออกซิเจนของเซลล:

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สาหร5ายในระบบเพาะเลี้ยงร5วมเปรียบเทียบกับแบบเดี่ยว โดยการวิเคราะห:ปริมาณออกซิเจนดcวย

เครื ่องแก�สโครมาโตรกราฟ คํานวณปริมาณออกซิเจนในหน5วยไมโครโมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง (µmolO2.mg chl-1 h-1) และสุดทcายดำเนินการวัดอัตราการสังเคราะห:แสงและ

อัตราการหายใจของระบบโดยการติดตามการเปลี่ยนแปลงของระดับออกซิเจนในช5วงแสงและมืดดcวย

เครื่องวัดออกซิเจน คํานวณปริมาณอัตราการสังเคราะห:แสงสุทธิและอัตราการหายใจในหน5วยไมโคร

โมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที (µmolO2.mg chl-1 min-1) 

3.6.7 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของการเพาะเลี้ยงสาหร�ายสีเขียวร�วมกับแบคทีเรียท่ี

คัดเลือกเพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 

1) การศึกษาอายุของเซลล:แบคทีเรียท่ีเหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP จนไดc

อายุเซลล:ท่ี 36 ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลล:โดยการป�²นเหวี่ยงและปรับความหนาแน5นเซลล: โดยปรับใหcมีค5า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรท่ีเท5ากับ 2.0 ในส5วนของแบคทีเรีย เพาะเลี ้ยง

แบคทีเรียแต5ละชนิดในอาหารเหลว LB เป`นเวลา 6, 12, 18, 24 และ 30 ชั่วโมง จากนั้น เก็บเกี่ยว

เซลล:และลcางเซลล:ดcวยอาหาร TAP ใหม5 ปรับค5าความหนาแน5นเซลล: โดยแปรผันใหcมีความหนาแน5น

เซลล:แบคทีเรียเท5ากับ 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร จากนั้น ป�เปตเซลล:แขวนลอยแบคทีเรียและสาหร5าย

สีเขียวปริมาตรสุทธิทั ้งหมดเท5ากับ 5 มิลลิลิตร ลงไปในขวด Vial ขนาด 12.5 มิลลิลิตร โดยใหc

อัตราส5วนปริมาตรเซลล:แบคทีเรียต5อสาหร5ายสีเขียวเท5ากับ 1 ต5อ 49 (แบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตรต5อ

สาหร5ายสีเขียว 4.9 มิลลิลิตร) ทำ 3 ซ้ำ นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที ก5อนนำไปบ5มบน

เครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตc

ความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจนต5อเนื่องทุก 24 

ช่ัวโมง เป̀นเวลา 5 วัน 

2) การศึกษาอัตราส5วนของแบคทีเรียต5อสาหร5ายสีเขียวที่เหมาะสมต5อการผลิต

ไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP จนไดc

อายุเซลล:ท่ี 36 ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลล:โดยการป�²นเหวี่ยงและปรับความหนาแน5นเซลล: โดยปรับใหcมีค5า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรท่ีเท5ากับ 2.0 ในส5วนของแบคทีเรีย เพาะเลี ้ยง

แบคทีเรียแต5ละชนิดในอาหารเหลว LB เป`นเวลาท่ี 12 ชั่วโมง จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล:และลcางเซลล:

ดcวยอาหาร TAP ใหม5 ปรับค5าความหนาแน5นเซลล: โดยใหcมีความหนาแน5นเซลล:แบคทีเรียเท5ากับ 

2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร จากนั้น ป�เปตเซลล:แขวนลอยแบคทีเรียและสาหร5ายสีเขียวปริมาตรสุทธิ

ทั้งหมดเท5ากับ 5 มิลลิลิตร ลงไปในขวด Vial ขนาด 12.5 มิลลิลิตร โดยแปรผันอัตราส5วนปริมาตร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เซลล:แบคทีเรียต5อสาหร5ายสีเขียวเท5ากับ 1 ต5อ 99 (แบคทีเรีย 0.05 มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 4.95 

มิลลิลิตร), 1 ต5อ 49 (แบคทีเรีย 0.1 มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 4.9 มิลลิลิตร), 1 ต5อ 9 (แบคทีเรีย 

0.5 มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 4.5 มิลลิลิตร), 1 ต5อ 4 (แบคทีเรีย 1 มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 4 

มิลลิลิตร), 1 ต5อ 1.5 (แบคทีเรีย 2 มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 3 มิลลิลิตร), 1.5 ต5อ 1 (แบคทีเรีย 3 

มิลลิลิตรต5อสาหร5ายสีเขียว 2 มิลลิลิตร ทำ 3 ซ้ำ นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที ก5อนนำไป

บ5มบนเครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจนต5อเนื่องทุก 

24 ช่ัวโมง เป̀นเวลา 5 วัน 

3) การศึกษาผลของชนิดและความเขcมขcนของแหล5งคาร:บอนต5อการผลิตไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP จนไดc

อายุเซลล:ท่ี 36 ชั่วโมง เก็บเกี่ยวเซลล:โดยการป�²นเหวี่ยงและปรับความหนาแน5นเซลล: โดยปรับใหcมีค5า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรท่ีเท5ากับ 2.0 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีค5าพีเอช 

7.2 และมีแหล5งคาร:บอนท่ีแตกต5างกัน คือ กลูโคส ซูโครส อะซีเตท กลีเซอรอล เอทานอล โพรพานอล 

บิวทานอล และกรดอะซิติก (เป`นชุดควบคุม) ความเขcมขcนของคาร:บอนอะตอมที่เท5ากันคือ 35 มิลลิ

โมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร ในส5วนของแบคทีเรีย เพาะเลี้ยงแบคทีเรียแต5ละชนิดในอาหารเหลว LB 

เป`นเวลาท่ี 12 ชั ่วโมง จากนั้น เก็บเกี ่ยวเซลล:และลcางเซลล:ดcวยอาหาร TAP ใหม5 ปรับค5าความ

หนาแน5นเซลล:ดcวยอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 และมีแหล5งคาร:บอนและความเขcมขcนท่ี

กล5าวไปขcางตcน โดยใหcมีความหนาแน5นเซลล:แบคทีเรียเท5ากับ 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร จากนั้น ป�เปต

เซลล:แขวนลอยแบคทีเรียและสาหร5ายสีเขียวลงในขวด Vial ขนาด 12.5 มิลลิลิตร ในอัตราส5วน

แบคทีเรีย 1 ส5วน ต5อสาหร5ายสีเขียว 49 ส5วน ปริมาตรสุทธิทั้งหมดเท5ากับ 5 มิลลิลิตร  (แบคทีเรีย 

0.1 มิลลิลิตร ต5อสาหร5ายสีเขียว 49 มิลลิลิตร) ทำ 3 ซ้ำ นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที 

ก5อนนำไปบ5มบนเครื่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจน

ต5อเนื่องทุก 24 ชั่วโมง เป`นเวลา 5 วัน หลังจากการคัดเลือกชนิดของแหล5งคาร:บอนที่เหมาะสม ทำ

การทดลองขcางตcนกับแหล5งคาร:บอนที่คัดเลือกมาซ้ำอีกครั ้ง โดยแปรผันความเขcมขcนของแหล5ง

คาร:บอนใหcมีความเขcมขcนของคาร:บอนอะตอมเท5ากับ 0, 17.5, 35, 70, 175, 350 และ 1,750 มิลลิ

โมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร เพ่ือศึกษาผลของความเขcมขcนของแหล5งคาร:บอนต5อการผลิตไฮโดรเจน 

4) การศึกษาผลของพีเอชของอาหาร อุณหภูมิของการบ5ม และความเขcมแสงต5อการ

ผลิตไฮโดรเจน 

นำเซลล:สาหร5ายสีเขียวและแบคทีเรียที่คัดเลือกมาเพาะเลี้ยงร5วมกัน โดยเริ่มจากการ

เพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียวและแบคทีเรียในอาหารจนไดcอายุเซลล:ที่เหมาะสม จากนั้น ทำการเก็บเกี่ยว
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เซลล:และปรับความหนาแน5นของเซลล:ใหcเหมาะสมต5อการเพาะเล้ียงร5วมกันในอาหารเล้ียงเช้ือ TAP ท่ี

มีชนิดและความเขcมขcนของแหล5งคาร:บอนที่เหมาะสม และแปรผันค5าพีเอชของอาหารใหcอยู5ในช5วงพี

เอช 5.0-9.0 โดยนำเซลล:มาเพาะเลี้ยงร5วมกันในขวด Vial ขนาด 12.5 มิลลิลิตร ในอัตราส5วนท่ี

เหมาะสม และมีปริมาตรสุทธิ 5 มิลลิลิตร ทำ 3 ซ้ำ นำขวดไปพ5นอาร:กอน เป`นเวลา 15 นาที ก5อน

นำไปบ5มบนเครื ่องเขย5าแบบควบคุมอุณหภูมิที ่ความเร็ว 120 รอบต5อนาที ที ่อุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจน

ต5อเนื่องทุก 24 ชั่วโมง เป`นเวลา 5 วัน ทำการศึกษาผลของอุณหภูมิของการบ5มโดยแปรผันอุณหภูมิ

ในช5วง 25-50 องศาเซลเซียส และศึกษาผลของความเขcมแสงโดยแปรผันความเขcมแสงในช5วง 0-390 

ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที วัดการผลิตไฮโดรเจนต5อเน่ืองทุก 24 ช่ัวโมง เป̀นเวลา 5 วัน  

3.6.8 วิธีการวิเคราะห*ต�างๆ 

1) การวัดปริมาณไฮโดรเจนและออกซิเจนบริเวณ Headspace 

วิเคราะห:ปริมาณไฮโดรเจนที่สาหร5ายผลิตไดcดcวยเครื่องแก�สโครมาโตรกราฟ โดยใชcก�าซ

อาร:กอนเป`นก�าซตัวพา (Carrier gas) และใชcสภาวะของระบบดังแสดงในตารางที่ 3.1 (Baebprasert 

และคณะ, 2010) เก็บตัวอย5างก�าซภายในขวดแกcวปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ดcวยเข็มฉีดยา ทุกๆ 24 

ชั่วโมง เป`นเวลา 120 ชั่วโมง ในการวัดแต5ละครั้ง จะทำการเก็บตัวอย5างก�าซเพื่อวัดปริมาณไฮโดรเจน

เป`นจำนวน 3 ซ้ำ จากนั้น คํานวณอัตราการผลิตและปริมาณผลผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนตามวิธี

ดังแสดงในภาคผนวก ค ไมโครโมไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง (µmolH2.mg chl-1 h-1) 

ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: (µmolH2 mg chl-1) ไมโครโมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั ่วโมง (µmolO2.mg chl-1 h-1) และไมโครโมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: 

(µmolO2.mg chl-1) 

ตารางท่ี13.1 สภาวะท่ีใชcในการวิเคราะห:ปริมาณไฮโดรเจนดcวยเคร่ืองแก�สโครมาโตกราฟ 

พารามิเตอร: สภาวะในระบบ 

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

Column Packed column 2 m; Molecular sieve 5 °A 60/80 

mesh 

Temperature Program Injector temperature: 100 °C 

Column temperature: 50 °C                                               

Detector temperature: 100 °C 

Carrier gas Argon Flow rate 20 mL /min (99.999% purity) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2) การวัดปริมาณคลอโรฟ�ลล:ของสาหร5ายสีเขียว 

เก็บตัวอย5างเซลล:แขวนลอยสาหร5ายสีเขียวในแต5ละชั่วโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงใน

หลอดทดลองขนาดเล็ก ป�²นเหวี่ยงที่ความเร็ว 8,000 x g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป`นเวลา 10 

นาที เก็บส5วนตะกอนเซลล: จากนั้นสกัดดcวยวิธีการสกัดดcวยตัวทำละลายอินทรีย: (Becker, 1994) 

โดยการเติมตัวทำละลายเมทานอล 90 เปอร:เซ็นต: (ปริมาตรต5อปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสม

ใหcเขcากัน นําไปบ5มที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป`นเวลา 120 นาที จากนั้น นำไปป�²นเหวี่ยงแยกตะ

ตอนเซลล:และนำส5วนใสไปวัดค5าการดูดกลืนแสงของคลอโรฟ�ลล:เอและคลอโรฟ�ลล:บีที่ความยาวคล่ืน 

650 และ 665 นาโนเมตร ตามลำดับ แลcวนำไปคำนวณปริมาณคลอโรฟ�ลล:ในหน5วยไมโครกรัมต5อ

มิลลิลิตร  

3) การวิเคราะห:กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส 

นําตัวอย5างสาหร5ายหรือสาหร5ายที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียมา 500 ไมโครลิตร ใส5ใน

ขวดแกcวปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่มีสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร:ความเขcมขcน 12.5 มิลลิโมลาร: 

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ซึ่งมีไตรตันเอ็กซ:-100 (Triton X-100) ความเขcมขcนสุดทcาย 0.1 เปอร:เซ็นต: 

(ปริมาตรต5อปริมาตร) โซเดียมไดไธโอไนต: (Sodium dithionite) ความเขcมขcนสุดทcาย 20 มิลลิโมลาร: 

และเมทิลไวโอโลเจนไดคลอไรด:ไฮเดรต (Methyl viologen dichlorohydrate) ความเขcมขcนสุดทcาย 

5 มิลลิโมลาร: (Taikhao และคณะ, 2013) บ5มในที่มืด ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส จากนั้น วัด

กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสจากการวัดปริมาณไฮโดรเจนท่ีเพ่ิมข้ึน 

4) วิธีการวิเคราะห:ปริมาณออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห:แสงและหายใจ 

วิเคราะห:ปริมาณออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห:แสงและหายใจ ดcวยเครื ่อง 

Oxygen electrode โดยเติมสารโซเดียมไดไธโอไนต: (Sodium dithionite) ปริมาณ 1 กรัม ท่ีละลาย

ในน้ำกลั ่นลงใน Chamber สําหรับปรับค5าเริ ่มตcนของ เครื ่อง Oxygen electrode เท5ากับศูนย: 

จากนั้น แทนที่ดcวยการเติมสาหร5ายหรือสาหร5ายที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 2 มิลลิลิตร และบ5ม

ภายใตcการใหcแสงแบบต5อเนื่องที่ความเขcมแสงเท5ากับ 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที 

เป`นเวลา 15 นาที สำหรับการวิเคราะห:ออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห:แสง จากนั้น บ5มเซลล:ท่ี

มืดเป`นเวลา 15 นาที สำหรับการวิเคราะห:ออกซิเจนจากกระบวนการหายใจ (Mattos และคณะ, 

2015) อัตราการเปลี่ยนแปลงออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห:แสงและหายใจ จากน้ัน คำนวณ

ในหน5วยไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: (µmolO2 mg chl-1) 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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5) วิธีการวิเคราะห:ปริมาณกรดอะซิติก 

ทำการวิเคราะห:วิเคราะห:ปริมาณกรดอะซิติกดcวยเครื่องโครมาโทรกราฟ ชนิดของเหลว

ประสิทธิภาพสูง (High Performance Liquid Chromatography; HPLC) โดยปรับใชcสภาวะจาก

การศึกษาก5อนหนcาในระบบดังแสดงในตารางที ่ 3.2 (Fakhimi และ Tavakoli, 2019) โดยเก็บ

ตัวอย5างเซลล:จากการเพาะเลี้ยงทุก 24 ชั่งโมง ตั้งแต5ชั่วโมงที่ 0 ถึงชั่วโมงที่ 120 ทำการกรองดcวย

กระดาษกรองขนาด 0.2 ไมครอน จากนั้นฉีดตัวอย5างปริมาตร 20 ไมโครลิตร เพื่อวิเคราะห:ปริมาณ

กรดอะซิติก ในการวัดแต5ละครั้งเป`นจำนวน 3 ซ้ำ จากนั้นวิเคราะห:หาผลพื้นที่ใตcกราฟของสารที่มี 

Retention time ตามสารมาตรฐานที่ทำการวิเคราะห:ไวcหาความเขcมขcนของสารต5างๆ เปรียบเทียบ

กับกราฟมาตรฐานซ่ึงอยู5ในภาคผนวก จ 

ตารางท่ี23.2 สภาวะท่ีใชcในการวิเคราะห:ปริมาณไฮโดรเจนดcวยเคร่ืองโครมาโทรกราฟ ชนิดของเหลว

ประสิทธิภาพสูง 

พารามิเตอร: สภาวะในระบบ 

Column Inertsil®ODS-3 Packed column C18; 0.5 µm, 7.8 x 

150 mm 

Mobile phase 5 mM H2SO4 

Flow rate 0.6 mL/min 

Oven temperature 55 °C 

UV Detection Wavelength 210 nm 

Injection volume 20 µL 

6) การวิเคราะห:ขcอมูลทางสถิติ 

วิเคราะห:ขcอมูลทางสถิติดcวยโปรแกรม SPSS statistic version 28 (SPSS software, 

New York, USA) โดยการวิเคราะห:ความแปรปรวนแบบจำแนกทางเดียว (One-way analysis of 

variance, One-way ANOVA) และวัดค5าความแตกต5างของขcอมูลดcวยวิธีการ Duncan ดcวยการ

ตั้งสมมติฐาน H0 เมื่อ p-value > 0.05 คือ มีอย5างนcอย 1 ป�จจัยที่มีค5าไม5แตกต5างกันอย5างมีนัยสำคัญ 

และยอมรับสมมติฐาน H1 เมื่อ p-value < 0.05 คือ มีอย5างนcอย 1 ป�จจัยที่มีคำแตกต5างกันอย5างมี

นัยสำคัญ ซึ่งมีการทดลองซ้ำตัวอย5างละ 3 ซ้ำเพื่อจัดกลุ5มทางสถิติหาค5าเฉลี่ยที่มีประสิทธิภาพในการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงอย5างมีนัยสำคัญท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอร:เซ็นต: (P < 0.05)  
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บทที่ 4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 

4.1 การคัดเลือกสายพันธุQ Chlorella ที่มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 

จากการนำสาหร5ายสีเขียว Chlorella จำนวน 22 สายพันธุ: ที่บ5มในอาหาร TAP ที่มีค5าพีเอช 

7.2 ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที 

และปราศจากออกซิเจน มาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนพบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella ทั้งหมด 22 

สายพันธุ: สามารถผลิตไฮโดรเจนภายใตcสภาวะที่มีแสงและปราศจากออกซิเจนไดc โดยสายพันธุ: 

Chlorella sp. ChiW1 ซึ่งแยกไดcจากนาขcาวในจังหวัดชัยนาท มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 

5.07 ± 0.23 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และมีค5าผลผลิตไฮโดรเจนสะสม

สูงสุดเท5ากับ 169.46 ± 7.48 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ภายหลังการบ5มในสภาวะ

ที่มีแสงและปราศจากออกซิเจนเป`นเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 4.1) ผลการทดลองนี้แสดงใหcเห็นว5า 

สาหร5ายสีเขียว Chlorella ที่อยู 5ในจีนัสเดียวกัน แต5คนละสายพันธุ:ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ี

แตกต5างกัน โดยจากผลการทดลองพบว5า Chlorella sp. ChiW1 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

ในขณะที่ Chlorella sp. ChiS4 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำสุด โดยต่ำกว5าถึง 11.3 เท5า ดังน้ัน 

ศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวขึ้นอยู5กับสายพันธุ:ของสาหร5ายสีเขียว และยังขึ้นอยู5

กับเมแทบอลิซึมภายในเซลล:ของสาหร5ายแต5ละสายพันธุ: รวมถึงความสามารถในการใชcสารตั้งตcนและ

การทนต5อสภาวะต5างๆ เป̀นตcน  

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella จำนวน 22 สายพันธุ:พบว5า Chlorella sp. 

ChiW1 ซึ่งแยกไดcจากนาขcาวในจังหวัดชัยนาท มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนและใหcผลผลิตไฮโดรเจน

สูงสุด (ตารางท่ี 4.1) ป�จจัยท่ีมีผลต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5าย Chlorella อาจมาจากความอุดม

สมบูรณ:ของแหล5งน้ำที่นำมาแยกสาหร5าย น้ำในนาขcาวมีองค:ประกอบของธาตุอาหารหลัก ไดcแก5 

ไนโตรเจน (N) ฟอสฟอรัส (P) และโพแทสเซียม (K) ท่ีจำเป`นต5อการเจริญเติบโตของพืชและสาหร5าย 

(Phunpruch และคณะ, 2016) นอกจากนี้ น้ำในนาขcาว ยังมีธาตุแมกนีเซียม (Mg) ซึ ่งจำเป`นต5อ

กระบวนการสังเคราะห:แสง (Carvalho และคณะ, 2011) และธาตุเหล็ก (Fe) ซ่ึงทำหนcาท่ีเป̀นโคแฟก

เตอร:ของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Happe และคณะ, 1993) อาหารและแร5ธาตุเหล5าน้ีส5งผลใหcสาหร5าย

Chlorella sp. ChiW1 มีประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนสูงกว5าสายพันธุ:อ่ืนๆ อีกทั้งสภาพแวดลcอม

ของนาขcาวที่มีความเขcมแสงสูงและอุณหภูมิที่เพิ่มขึ้น อาจส5งผลใหcสายพันธุ:น้ีมีการปรับตัวและมีอัตรา

การสังเคราะห:แสงที่สูงขึ้น นอกจากนี้ เอนไซม:ไฮโดรจีเนสของ Chlorella sp. ChiW1 อาจมีความ

ทนทานต5อออกซิเจนมากกว5าสายพันธุ:ที่แยกไดcจากแหล5งน้ำประเภทอื่น ในทางกลับกัน Chlorella 
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sp. ChiS4 ท่ีคัดแยกไดcจากน้ำในนาขcาวเหมือนกัน แต5ต5างบริเวณของจังหวัดชัยนาทกลับพบว5ามีอัตรา

การผลิตต่ำ บ5งช้ีไดcว5าการผลิตไฮโดรเจนโดยสาหร5ายสีเขียว เป`นกระบวนการที่ซับซcอนและไดcรับ

อิทธิพลจากหลายป�จจัยที ่เกี ่ยวขcองกันทั ้งในระดับเซลล:และระดับโมเลกุล โดยเฉพาะอย5างย่ิง 

กระบวนการทางชีววิทยาที ่ควบคุมดcวยยีนต5างๆ ซึ ่งมีบทบาทสำคัญในการผลิตไฮโดรเจน เช5น 

Hydrogenase และ Ferredoxin (Benemann และคณะ, 1973) (Das และคณะ, 2006) และยีนท่ี

ควบคุมเมแทบอลิซึมต5างๆ เช5น ยีนที่เกี่ยวขcองกับการย5อยสลายคาร:บอนหรือการควบคุมภาวะไรc

ออกซิเจน (Wu และคณะ, 2010) การดัดแปลงยีนหรือการเลือกใชcสายพันธุ:จุลินทรีย:ท่ีมียีนเฉพาะทาง 

สามารถเพิ่มหรือเปลี่ยนแปลงประสิทธิภาพของระบบไดcอย5างชัดเจน เช5น การตัดต5อของยีน lba เขcา

สู5คลอโรพลาสต:ของสาหร5าย Chlamydomonas reinhardtii ซึ่งเกี่ยวขcองกับการใชcออกซิเจน พบว5า

การบริโภคออกซิเจนเกิดขึ้นเร็วขึ้น เมื่อระดับออกซิเจนต่ำลง ทำใหcการผลิตก�าซไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นใน

สาหร5ายดัดแปลงพันธุกรรมเมื่อเทียบกับสายพันธุ:ดั้งเดิม (Wu และคณะ, 2010) ดังนั้น ความสามารถ

ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายและจุลินทรีย:ขึ้นอยู5กับความหลากหลายของสายพันธุ:และเงื่อนไข

การเพาะเลี้ยง ทั้งในแง5ของชนิดของจุลินทรีย:ที่ใชcร5วมเพาะเลี้ยง ความสามารถในการปรับตัวต5อ

สภาวะแวดลcอม และการแสดงออกของยีนเฉพาะที่เกี ่ยวขcองกับกระบวนการสังเคราะห:และใชc

ออกซิเจน ซึ่งส5งผลโดยตรงต5ออัตราการผลิตไฮโดรเจน ความหลากหลายทางพันธุกรรมและการ

ออกแบบระบบชีวภาพแบบวิศวพันธุกรรมจึงเป`นป�จจัยสำคัญที ่สามารถเพิ ่มศักยภาพการผลิต

ไฮโดรเจนใหcมีประสิทธิภาพมากข้ึน 

ในประเทศไทย ไดcมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการคัดแยกสาหร5ายสีเขียวจากแหล5งน้ำจืด พบว5า

สามารถจำแนกสาหร5ายสีเขียวไดc 43 สายพันธุ: จาก 6 สกุล ซึ่งสายพันธุ:เหล5านี้มีความสามารถในการ

ผลิตไฮโดรเจนท่ีแตกต5างกัน แมcจะอยู5ในสกุลเดียวกันก็ตาม ซ่ึงสอดคลcองกับผลการศึกษาน้ี นอกจากน้ี 

ยังพบว5า สภาวะที่มีการจำกัดปริมาณไนโตรเจนและการขาดซัลเฟอร:ช5วยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนใน

สาหร5าย Chlorella และ Chlamydomonas (Pongpadung และคณะ, 2015) มีรายงานวิจัยการ

คัดแยกสาหร5ายสีเขียวจากนาขcาวในประเทศไทยและนำสาหร5ายที่ไดcมาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนเม่ือ

เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ BG11 พบว5า สาหร5าย 9 สายพันธุ:สามารถผลิตไฮโดรเจนไดcในระดับท่ี

แตกต5างกัน (Phunpruch และคณะ, 2016) นอกจากน้ี จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5าย

สีเขียวที่แยกไดcจากน้ำทะเลธรรมชาติของประเทศไทยพบว5า Chlorella sp. LSD-W2 มีอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 1.52 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อช่ัวโมง เม่ือเพาะเล้ียง

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ภายใตcสภาวะที่มีแสงและปราศจากออกซิเจน นอกจากนี้ Chlorella sp. 

LSD-W2 สามารถเพิ ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนไดcถึง 20 เท5า เมื ่ออยู 5ในสภาวะที่ขาดไนโตรเจน

เปรียบเทียบกับสภาวะปกติ (Tinpranee และคณะ, 2016) ผลการศึกษานี้แสดงใหcเห็นว5าการผลิต

ไฮโดรเจนสามารถเปลี่ยนแปลงไดcในสาหร5ายแมcอยู5ในสกุลเดียวกัน แต5สภาวะการเพาะเลี้ยงแตกต5าง

กัน ซึ่งชี้ใหcเห็นถึงความสำคัญของทั้งลักษณะเฉพาะของสายพันธุ:และป�จจัยดcานสิ่งแวดลcอมและ

โภชนาการท่ีมีผลต5อการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจน  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางที่ 4.13อัตราการผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง) และ

ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:) ที่ผลิตไดcโดย Chlorella sp. ท่ี

แยกไดcจากแหล5งน้ำต5างๆ ในประเทศไทย เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความ

เขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

สายพันธุL แหล.งที่มา 
อัตราการผลิต

ไฮโดรเจน 

ผลผลิตไฮโดรเจน

สูงสุด 

Chlorella sp. 2TK นาขVาวในจังหวัดนครสวรรคu 1.42 ± 0.12i 33.99 ± 2.81lm 

Chlorella sp. ChiS4 นาขVาวในจังหวัดชัยนาท 0.61 ± 0.07k 21.24 ± 5.61n 

Chlorella sp. ChiW1 นาขVาวในจังหวัดชัยนาท 5.07 ± 0.23a 169.46 ± 7.48a 

Chlorella sp. HNR141 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 1.93 ± 0.02h 47.48 ± 0.35jk 

Chlorella sp. HNR143 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 4.19 ± 0.11c 100.65 ± 2.53de 

Chlorella sp. HNR146 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 2.38 ± 0.16g 86.00 ± 10.48fg 

Chlorella sp. HNR147 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 2.91 ± 0.44ef 69.86 ± 10.55hi 

Chlorella sp. KLM143 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 3.49 ± 0.07d 157.76 ± 3.17b 

Chlorella sp. KLM144 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 4.54 ± 0.29b 108.99 ± 47.06d 

Chlorella sp. KLM145 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 1.80 ± 0.17h 43.12 ± 4.06jkl 

Chlorella sp. KLM146 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 0.45 ± 0.05k 31.51 ± 2.79m 

Chlorella sp. KMITL CirG น้ำจืดในจังหวัดกรุงเทพมหานคร 1.98 ± 0.28h 46.27 ± 6.78jk 

Chlorella sp. LSD-W1 น้ำทะเลในจังหวัดจันทบุรี 1.23 ± 0.14ij 29.60 ± 3.28mn 

Chlorella sp. RSS141 อPางเก็บน้ำในจังหวัดนครราชสีมา 1.14 ± 0.13ij 38.73 ± 0.70klm 

Chlorella sp. RSS147 อPางเก็บน้ำในจังหวัดนครราชสีมา 3.47 ± 0.09d 83.32 ± 2.17fg 

Chlorella sp. SRK141 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 3.01± 0.27ef 120.82 ± 5.96c 

Chlorella sp. SRK149 น้ำตกในจังหวัดนครนายก 2.73 ± 0.25f 65.71 ± 6.00i 

Chlorella sp. SWT141 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 1.75 ± 0.04h 76.00 ± 6.40gh 

Chlorella sp. SWT142 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 2.30 ± 0.05g 157.22 ± 11.58b 

Chlorella sp. SWT144 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 3.06 ± 0.06e 156.93 ± 4.96b 

Chlorella sp. SWT146 น้ำตกในจังหวัดนครราชสีมา 2.30 ± 0.04g 93.48 ± 3.17ef 

Chlorella sp. WTK น้ำตกในจังหวัดนครนายก 1.09 ± 0.10j 52.32 ± 4.8j 

*ตัวอักษรที่แตกต/างกันแสดงถึงความแตกต/างอย/างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยใชHการวิเคราะหLความแปรปรวนแบบทางเดียว 

(One-way ANOVA)
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จากผลการคัดเลือกสายพันธุ:ของสาหร5าย Chlorella ที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน พบว5า

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด จึงเป`นสายพันธุ:ที่มีความน5าสนใจ

และไดcรับคัดเลือกสำหรับการศึกษาถัดไป โดยศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนใหcสูงข้ึน 

โดยการแปรผันอายุของเซลล: ความหนาแน5นของเซลล: และสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง

สาหร5ายดร5วมกับแบคทีเรีย ซ่ึงจะเป̀นการเพ่ิมศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ChiW1 

เพ่ือการผลิตพลังงานชีวภาพท่ีย่ังยืนต5อไป 

4.2 ผลของอายุเซลลQและความหนาแนYนของเซลลQตYอการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหรYายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 

จากการศึกษาผลของอายุเซลล:ต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 โดยนำเซลล:สาหร5ายท่ีเพาะเล้ียงในอาหาร TAP เป̀นเวลา 12, 24, 36, 48 และ 60 ช่ัวโมง มา

บ5มในอาหารเล้ียงเช้ือ TAP ท่ีมีค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตร

ต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใตcสภาวะที่มีแสงและปราศจากออกซิเจนพบว5า สาหร5าย

สีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีมีอายุเซลล: 36 ชั่วโมง ซึ่งอยู5ในช5วงกลางของระยะเจริญเติบโตแบบ

ลอการิทึม (Mid-logarithmic phase) มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 5.12 ± 0.13 ไมโคร

โมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และมีค5าผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท5ากับ 169.58 

± 9.77 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ภายหลังการบ5มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP เป̀น

เวลา 48 ชั่วโมง (รูปที่ 4.1) ในขณะที่เซลล:ที่อยู5ในช5วงระยะเริ่มตcนของการเจริญเติบโต (12 และ 24 

ชั ่วโมง) (ระยะ Lag และ Early-logarithmic) ระยะทcายของการเจริญเติบโต (48 ชั ่วโมง) (ระยะ 

Late-logarithmic ) และระยะคงตัว (60 ชั่วโมง) (ระยะ Stationary) มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ำ

กว5า ซึ่งแสดงใหcเห็นว5าอายุของเซลล:มีผลสำคัญต5อความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella 

sp. ChiW1 จากการนำสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงเป`นเวลา 36 ชั่วโมง มา

ปรับค5าความหนาแน5นของเซลล:ใหcมีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 และนำไปวัดการผลิตไฮโดรเจนพบว5า Chlorella sp. 

ChiW1 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นตามค5าความหนาแน5นของเซลล:ที่เพิ่มขึ้น โดยเซลล:ที่มีค5า

ความหนาแน5นของเซลล:ท่ีค5าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 มีอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 5.07 ± 0.18 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และ

มีค5าผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท5ากับ 169.60 ± 6.80 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: 

หลังจากบ5มในสภาวะปราศจากอากาศเป`นเวลา 48 ชั่วโมง (ตารางที่ 4.2) อย5างไรก็ตาม เมื่อค5าความ

หนาแน5นของเซลล:สูงกว5าค5าการดูดกลืนแสงเท5ากับ 2.0 อัตราการผลิตไฮโดรเจนจะลดลง 

 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.12การเจริญเติบโตโดยการวัดจำนวนเซลล:และอัตราการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. 

ChiW1 ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ TAP เป̀นระยะเวลาต5างๆ 

ตารางท่ี44.2 อัตราการผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง) และ

ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:) ของ Chlorella sp. 

ChiW1 ท่ีมีอายุเซลล: 36 ชั่วโมง และปรับใหcมีความหนาแน5นของเซลล:เริ ่มตcนที่ 750 นาโนเมตร 

(OD750) ตั ้งแต5 0.2 ถึง 3.0 นำเซลล:เริ ่มตcนมานับจำนวนเซลล: (x 106 เซลล:ต5อมิลลิลิตร) และวัด

ปริมาณคลอโรฟ�ลล:ท้ังหมด (มิลลิกรัมต5อลิตร)  

 *ตัวอักษรที่แตกต/างกันแสดงถึงความแตกต/างอย/างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยใชHการวิเคราะหLความแปรปรวนแบบทางเดียว 

(one-way ANOVA) 

 

OD750 จำนวนเซลลL ปริมาณคลอโรฟjลลLทั้งหมด 
อัตราการผลิต

ไฮโดรเจน 

ผลผลิตไฮโดรเจน

สูงสุด 

0.2 3.11 ± 0.45i 2.85 ± 0.20h 1.75 ± 0.37e 57.02 ± 7.45f 

0.4 6.21 ± 0.74h 5.83 ± 0.72g 2.26 ± 0.24d 71.74 ± 4.34e 

0.6 9.29 ± 0.65g 8.61 ± 0.54f 3.06 ± 0.29c 116.02 ± 3.32c 

0.8 11.96 ± 0.99f 10.35 ± 0.96f 3.23 ± 0.03c 127.35 ± 7.52c 

1.0 14.57 ± 0.95e 13.99 ± 0.22e 4.32 ± 0.42b 142.73 ± 10.99b 

1.5 20.14 ± 0.86d 19.28 ± 0.63d 4.37 ± 0.43b 152.39 ± 9.00b 

2.0 27.96 ± 1.10c 24.96 ± 1.54c 5.07 ± 0.18a 169.60 ± 6.80a 

2.5 34.14 ± 1.26b 30.83 ± 0.93b 3.99 ± 0.25b 126.10 ± 6.06c 

3.0 42.68 ± 1.24a 36.84 ± 2.70a 3.12 ± 0.12c 96.25 ± 8.36d 

  

 

a b 

c 

d 

c 
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การศึกษาอายุของเซลล:และความหนาแน5นของเซลล:สาหร5ายท่ีเหมาะสมเป`นป�จจัยสำคัญ

เบื้องตcนที่สำคัญต5อการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน ใน Chlorella sp. ChiW1 เซลล:ที่มีอายุ 

36 ชั่วโมงและมีความหนาแน5นท่ีค5าการดูดกลืนแสงเท5ากับ 2.0 เป`นสภาวะที่เหมาะสมที่สุดสำหรับ

การผลิตไฮโดรเจน โดยในช5วงเวลา 36 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง เซลล:อยู5ในระยะกลางของการ

เจริญเติบโตแบบลอการิทึม ซึ่งเป`นช5วงที่เซลล:มีอัตราการแบ5งตัวสูงและมีปริมาณคลอโรฟ�ลล:มาก 

ปริมาณคลอโรฟ�ลล:เป`นป�จจัยสำคัญต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวภายใตcสภาวะแสง 

เนื่องจากคลอโรฟ�ลล:มีบทบาทหลักในการดูดซับพลังงานแสงเพื่อใชcในกระบวนการสังเคราะห:ดcวยแสง

ที่ระบบแสงที่ 2 (PSII) เมื่อคลอโรฟ�ลล:ดูดซับพลังงานแสง กระบวนการแยกน้ำจะถูกกระตุcนและ

ปลดปล5อยโปรตอน อิเล็กตรอน และออกซิเจน อิเล็กตรอนและโปรตอนที่เกิดขึ้นสามารถใชcเป`นสาร

ตั้งตcนสำหรับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนผ5านเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Kosourov และคณะ, 2002) 

ดังนั้น การเพิ่มขึ้นของปริมาณคลอโรฟ�ลล:จึงส5งผลใหcมีสารตั้งตcนสำหรับการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นดcวย 

ส5งผลใหcสาหร5ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น จากผลการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในสาหร5าย 

Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90 พบว5า เซลล:มีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ ้นเมื ่อค5าความ

หนาแน5นเซลล:สูงขึ้น โดยมีการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดท่ีความหนาแน5นเซลล:เท5ากับ 0.96 กรัมต5อลิตร 

และค5าปริมาณคลอโรฟ�ลล:เท5ากับ 36.29 มิลลิกรัมต5อลิตร เซลล:มีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 159 

มิลลิลิตรไฮโดรเจนต5อกรัมเซลล: ภายใตcสภาวะการขาดธาตุซัลเฟอร:และปราศจากออกซิเจน และ

ใหcผลผลิตไฮโดรเจนท่ีลดลง เม่ือความหนาแน5นเซลล:สูงเกิน 0.96 กรัมต5อลิตร (Kim และคณะ, 2005) 

ซึ่งสอดคลcองกับผลการศึกษานี้ที่แสดงว5า ในการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ChiW1 อายุเซลล:

และความหนาแน5นของเซลล:แปรผันตรงกับปริมาณคลอโรฟ�ลล: (ตารางที่ 4.2) และเป`นป�จจัยสำคัญ

ต5อประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน อย5างไรก็ตาม เนื่องจากกระบวนการแยกน้ำในกระบวนการ

สังเคราะห:แสงส5งผลใหcเกิดออกซิเจนเป`นผลิตภัณฑ: ซึ่งออกซิเจนเป`นสารยับยั้งที่มีประสิทธิภาพสูงต5อ

การทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Das และคณะ, 2006) ดังนั้น หากมีปริมาณคลอโรฟ�ลล:มาก

เกินไป อาจทำใหcออกซิเจนสะสมในระบบมากขึ้น ส5งผลใหcการทำงานของเอนไซม:ถูกยับยั้ง ดังน้ัน 

ความเขcมขcนของเซลล:ที่เหมาะสมจึงเป`นป�จจัยสำคัญในการป�องกันการสะสมของออกซิเจนที่มาก

เกินไป ซ่ึงสอดคลcองกับผลการทดลองน้ีที่พบว5า ความหนาแน5นของเซลล:ที่สูงกว5าค5าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 และในงานก5อนหนcานี้ที่ระบุว5าเมื่อความหนาแน5นของ

เซลล: C. reinhardtii UTEX 90 ท่ีสูงเกิน 0.96 กรัมต5อลิตร ทำใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง แมcว5า

ความหนาแน5นของเซลล:จะเพิ ่มขึ ้นก็ตาม (Kim และคณะ, 2005) นอกจากนี ้ หากเซลล:มีความ

หนาแน5นมากเกินไป อาจทำใหcปริมาณอิเล็กตรอนที่ไดcจากกระบวนการสังเคราะห:ดcวยแสงลดลง 

เนื่องจากเกิดการบดบังกันระหว5างเซลล:ซึ่งส5งผลต5อการดูดซับแสง (Kosourov และคณะ, 2002) มี

รายงานการศึกษาผลของความหนาแน5นของเซลล:ต5อการผลิตไฮโดรเจนของ Scenedesmus sp. 

KMITL-OVG1 พบว5าการผลิตไฮโดรเจนลดลงจาก 0.79 เป`น 0.48 มิลลิลิตรต5อลิตรต5อชั่วโมง เมื่อค5า
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เพิ ่มขึ ้นจาก 0.8 เป`น 1.0 (Warichanan และ 

Phunpruch, 2019) ดังนั ้น ผลการทดลองนี ้ช5วยยืนยันว5า Chlorella sp. ChiW1 สามารถเพ่ิม

ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนไดcโดยการควบคุมใหcมีอายุเซลล:และความหนาแน5นของเซลล:ท่ี

เหมาะสม  

4.3 การคัดเลือกชนิดและความหนาแนYนของเซลลQแบคทีเรียที่เหมาะสมตYอการ

เพาะเลี้ยงรYวมกับสาหรYายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 เพื่อการผลิต

ไฮโดรเจน 

จากการศึกษาผลของการเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรีย

ต5อการผลิตไฮโดรเจน โดยนำ Chlorella sp. ChiW1 ท่ีมีอายุเซลล: 36 ช่ัวโมงและมีค5าความหนาแน5น

ของเซลล:ท่ีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 มาเพาะเลี้ยงร5วมกับ

แบคทีเรีย ทั้ง 3 ชนิด คือ Escherichia coli TISTR074, Pseudomonas aeruginosa TISTR2141 

และ Staphylococcus epidermidis TISTR2307 ที่มีความหนาแน5นของเซลล:แบคทีเรีย 1x108 ถึง 

1x109 เซลล:ต5อมิลลิลิตร ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่ค5าพีเอช 7.2 ภายใตcสภาวะท่ีปราศจากออกซิเจน

และความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ผลการ

ทดลองพบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 และ P. 

aeruginosa TISTR2141 ทุกระดับความหนาแน5นของเซลล: มีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ ้นอย5างมี

นัยสำคัญ เมื่อเทียบกับการผลิตไฮโดรเจนของ Chlorella sp. ChiW1 ที่ไม5มีการเพาะเลี้ยงร5วมกับ

แบคทีเรีย โดยสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 ที่ความ

หนาแน5นเซลล:เท5ากับ 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 7.50 ± 0.20 

ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และใหcผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท5ากับ 

227.98 ± 10.49 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ซึ่งสูงกว5าการเพาะเลี้ยง Chlorella 

sp. ChiW1 แบบเดี่ยว ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ภายใตcสภาวะเดียวกัน (ตารางที่ 4.3) เมื่อเพาะเลี้ยง

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับ P. aeruginosa TISTR2141 ท่ีความหนาแน5น 5x108 

เซลล:ต5อมิลลิลิตร และ S. epidermidis TISTR2307 ที่ความหนาแน5น 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร ใหc

อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น ถึง 6.37 ± 0.52 และ 5.75 ± 0.60 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง ตามลำดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงแบบเดี่ยว อย5างไรก็ตาม เมื่อความ

หนาแน5นของเซลล:แบคทีเรียสูงเกินระดับที่เหมาะสม อัตราการผลิตไฮโดรเจนมีแนวโนcมลดลง 

ตัวอย5าง เช5น เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับ E. coli TISTR074 พบว5า

อัตราการผลิตลดลงจาก 7.50 ± 0.20 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง ที่ความ

หนาแน5นของเซลล:แบคทีเรีย 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร เหลือ 6.27 ± 0.32 และ 5.08 ± 0.37 ไมโคร

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

51 

โมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง เมื่อเพิ่มความหนาแน5นเป`น 5x108 และ 1x109 เซลล:

ต5อมิลลิลิตร ตามลำดับ (ตารางท่ี 4.3) 

ตารางท่ี 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง) และ

ผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:) ของ Chlorella sp. 

ChiW1 ท่ีมีอายุเซลล: 36 ชั่วโมง และมีความหนาแน5นของเซลล:ท่ีค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 

750 นาโนเมตร เท5ากับ 2.0 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 3 ชนิด ที่มีความหนาแน5นของเซลล: 1X108 

ถึง 1X109 เซลล:ต5อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการเลี ้ยงแบบเดี่ยวของ Chlorella sp. ChiW1 การ

เพาะเลี้ยงทั้งหมดถูกบ5มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมล

โฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

 *ตัวอักษรที่แตกต/างกันแสดงถึงความแตกต/างอย/างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยใชHการวิเคราะหLความแปรปรวนแบบทางเดียว 

(one-way ANOVA)  

**N/A ไม/พบปริมาณไฮโดรเจน 
 

จุลินทรียLที่ใชYใน 

การเพาะเลี้ยง 
จำนวนเซลลLแบคทีเรีย 

อัตราการผลิต

ไฮโดรเจน 
ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

Chlorella sp. ChiW1 - 4.94 ± 0.27e 168.54 ± 12.12fg 

E. coli TISTR074 1x108 - 1x109 N/A N/A 

P. aeruginosa TISTR2141 1x108 - 1x109 N/A N/A 

S. epidermidis TISTR2307 1x108 - 1x109 N/A N/A 

Chlorella sp. ChiW1 +  

E. coli TISTR074 

1x108 5.93 ± 0.52bc 190.40 ± 9.79bcde 

2x108 7.50 ± 0.20a 227.98 ± 10.49a 

5x108 6.27 ± 0.32b 201.01 ± 8.14bc 

1x109 5.08 ± 0.37de 178.77 ± 17.65defg 

Chlorella sp. ChiW1 +  

P. aeruginosa TISTR2141 

1x108 5.06 ± 0.17de 181.46 ± 10.63cdefg 

2x108 5.74 ± 0.65bcd 192.17 ± 9.72bcd 

5x108 6.37 ± 0.52b 209.14 ± 8.43b 

1x109 5.37 ± 0.34cde 187.39 ± 12.88cdef 

Chlorella sp. ChiW1 +  

S. epidermidis TISTR2307 

1x108 5.10 ± 0.31de 169.81 ± 10.43efg 

2x108 5.75 ± 0.60bcd 190.36 ± 6.37bcde 

5x108 5.18 ± 0.50cde 186.21 ± 13.61cdef 

1x109 4.59 ± 0.25e 162.68 ± 6.89g 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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การเพาะเลี้ยงร5วมเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 

อย5างมีนัยสำคัญ ผลการทดลองแสดงใหcเห็นว5า การเพาะเลี้ยงร5วม (co-cultivation) ระหว5างสาหร5าย

สีเขียว Chlorella sp. ChiW1 กับแบคทีเรียบางชนิด เช5น E. coli TISTR074 และ P. aeruginosa 

TISTR2141 ส5งผลใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้นอย5างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับการเลี้ยงสาหร5าย

เพียงอย5างเดียว โดยเฉพาะ E. coli ที่ความหนาแน5น 2×108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร ใหcผลผลิตสูงสุดทั้งใน

แง5อัตราและปริมาณไฮโดรเจนสะสม ซึ่งเพิ่มขึ้นประมาณ 1.5 เท5า จาก Chlorella sp. ChiW1 เลี้ยง

เดี่ยว แสดงใหcเห็นว5าแบคทีเรียสามารถส5งเสริมกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียวไดcอย5าง

มีประสิทธิภาพ ผลการทดลองนี้สอดคลcองกับงานวิจัยที่พบว5า การเพาะเลี้ยงร5วมกันของสาหร5ายสี

เขียวกับแบคทีเรียสามารถเพิ่มผลผลิตไฮโดรเจนไดc เช5น การเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5าง Chlorella 

vulgaris กับแบคทีเรียในกากตะกอนจุลินทรีย:ในอัตราส5วน 1:1.5 (ปริมาตรต5อปริมาตร) ใหcผลผลิต

ไฮโดรเจนสูงขึ้นกว5าการเพาะเลี้ยง Chlorella vulgaris แบบเดี่ยวถึง 45 เปอร:เซ็นต: ในขณะที่การ

เพาะเลี้ยงร5วมกันในอัตราส5วน 1:1 และ 1.5:1 (ปริมาตรต5อปริมาตร) เพิ่มผลผลิตไฮโดรเจน 39 และ 

33 เปอร:เซ็นต: ตามลำดับ (Javed และคณะ, 2022) การเพาะเลี้ยง C. reinhardtii ร5วมกับ E. coli ท่ี

มีค5าความหนาแน5นของเซลล:จากการวัดค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) 

เท5ากับ 0.01 สามารถเพ่ิมการผลิตไฮโดรเจนไดc 24 เปอร:เซ็นต: (Fakhimi และ Tavakoli, 2019) และ

การเพาะเลี้ยง C. reinhardtii CC-849 ร5วมกับแบคทีเรีย Pseudomonas จำนวน 3 สายพันธุ: (L2, 

L3 และ L4) สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนไดc 4.0, 2.9 และ 4.1 เท5า ตามลำดับ เมื่อเทียบกับการ

เพาะเล้ียงสาหร5ายแบบเด่ียว (Li และคณะ, 2013)  

หนึ่งในสมมุติฐานที่อธิบายปรากฏการณ:นี้ไดcคือ แบคทีเรียที่เพาะเลี้ยงร5วมอาจช5วย ลดปริมาณ

ออกซิเจน (He และคณะ, 2018) ภายในระบบ ซึ่งเป`นตัวขัดขวางการทำงานของอนไซม:ไฮโดรจีเนส

ในสาหร5าย และ/หรืออาจผลิตสารอินทรีย:บางชนิด (Fakhimi และคณะ, 2019) เช5น กรดอินทรีย: ท่ี

ใชcเป`นแหล5งพลังงานหรือแหล5งอิเล็กตรอนสำหรับการผลิตไฮโดรเจน นอกจากน้ี ยังเป`นไปไดcว5า

แบคทีเรียและสาหร5ายมีความสัมพันธ:แบบพึ่งพา (mutualism) ที่ช5วยปรับสภาวะโดยรวมของระบบ

ใหcเหมาะกับกระบวนการน้ีมากข้ึน การเพาะเล้ียงแบคทีเรียร5วมกับสาหร5ายสีเขียวศักยภาพในการเพ่ิม

ประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน ทำใหcระบบอยู5ในสภาวะท่ีเหมาะสม ซึ่งจะช5วยกระตุcนกิจกรรมของ

เอนไซม:ไฮโดรจีเนส ทำใหcสาหร5ายผลิตไฮโดรเจนไดcสูงขึ้น ดังนั้น เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิต

ไฮโดรเจนในระบบชีวภาพ ควรมีการศึกษารูปแบบความสัมพันธ:ของการผลิตไฮโดรเจน ปริมาณ

ออกซิเจน และการทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส (Das และคณะ, 2006) เพื่อใชcเป`นแนวทางในการ

ปรับสภาวะการเพาะเลี ้ยงหรือออกแบบระบบการผลิตที่เหมาะสมต5อการทำงานของไฮโดรจีเน

สและการสรcางไฮโดรเจนสูงสุด
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4.4 เมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนภายใตZการเพาะเลี้ยงสาหรYายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 รYวมกับแบคทีเรีย 

จากการศึกษาเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนจากการวัดกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสของ

สาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074, P. aeruginosa 

TISTR2141 และ S. epidermidis TISTR2307 พบว5า การเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5างสาหร5ายและ 

แบคทีเรียสามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสไดcอย5างมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงแบบเดี่ยวของ Chlorella sp. ChiW1 (รูปที่ 4.2) โดยพบว5า การเพาะเลี้ยง Chlorella sp. 

ChiW1 ร5วมกับ E. coli TISTR074 ใหcค5ากิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสสูงสุดเท5ากับ 3.04 ± 0.12 

ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที ในขณะที่การเพาะเลี้ยงร5วมกับ P. aeruginosa 

TISTR2141 และ S. epidermidis TISTR2307 ใหcค5ากิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส 2.78 ± 0.77 

และ 2.46 ± 0.71 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที ตามลำดับ (รูปที ่ 4.2) 

กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสในการเพาะเลี้ยงร5วมระหว5าง Chlorella sp. ChiW1 กับแบคทีเรีย

ทุกสายพันธุ:มีค5าที่สูงกว5าการเพาะเลี้ยงสาหร5ายเดี่ยวอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) และพบว5า

การเพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 ใหcค5ากิจกรรมเอนไซม:สูงที่สุด ซึ่งป�จจัยสำคัญที่ส5งผลต5อการ

ผลิตไฮโดรเจนคือเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ซึ่งทำหนcาที่รับอิเล็กตรอนจาก ferredoxins (FDXs) เพื่อผลิต

ไฮโดรเจน ผลการทดลองของเราพบว5ากิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส เพิ่มขึ้นอย5างมีนัยสำคัญเมื่อมี

การเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย โดยเฉพาะอย5างยิ่งเมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 พบว5า

กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส สูงกว5าการเพาะเลี้ยงแบบเดี่ยวถึง 1.5 เท5า ซึ่งสอดคลcองกับงานวิจัย

ก5อนหนcานี ้ที ่รายงานว5ากิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ในสาหร5ายสีเขียว Chlamydomonas 

reinhardtii เพิ่มขึ้นภายใตcการเพาะเลี้ยงร5วมกับ Bradyrhizobium japonicum โดยพบว5าการผลิต

ไฮโดรเจน ใน C. reinhardtii CC-124 เพิ่มขึ้น 2 เท5า และใน C. reinhardtii CC-503 เพิ่มขึ้น 3.4 

เท5า (Xu และคณะ 2016)  นอกจากนี้ยังพบการศึกษาก5อนหนcานี้ที่สอดคลcองกัน พบว5าการเพาะเลี้ยง

ร5วมของ C. reinhardtii CC-503 กับ Thiomonas intermedia BCRC 17547 สามารถเพ่ิมกิจกรรม

ของเอนไซม:ไดcประมาณ 2.9 เท5า (He และคณะ 2018) จากผลการเพิ่มขึ้นของกิจกรรมเอนไซม:ไฮโดร

จีเนสอาจมีสาเหตุจากการลดลงของปริมาณออกซิเจนภายในระบบ ซึ่งออกซิเจนเป`นป�จจัยสำคัญที่มี

บทบาทในการยับยั้งการทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส โดยเอนไซม:ไฮโดรจีเนสจะทำงานไดcอย5างมี

ประสิทธิภาพภายใตcสภาวะที่มีออกซิเจนต่ำหรือไม5มีออกซิเจนเลย ซึ่งเอื้อต5อการเกิดกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจนในระดับท่ีสูงข้ึน 
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รูปที่ 4.23กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสหลังจากบ5มเป`นเวลา 24 ชั ่วโมงของ Chlorella sp. 

ChiW1 ที ่เพาะเลี ้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 และ S. epidermidis TISTR2307 ที ่ความเขcมขcน

เซลล: 2×108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร และ P. aeruginosa TISTR2141 ที่ความเขcมขcนเซลล: 5×108 เซลล:

ต5อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแบบเดี่ยวของ Chlorella sp. ChiW1 (control) โดย

เพาะเลี้ยงสาหร5ายและแบคทีเรียในอาหาร TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมล

โฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอักษรที่แตกต5างกันในรูปแสดงถึง

ความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร:เซ็นต: (P < 0.05) จากการ

วิเคราะห:ทางสถิติแบบ One-way Anova 

จากผลของกิจกรรมเอนไซม:ไฮโดรจีเนสที่สูงขึ้น ซึ่งคาดว5าเกิดจากการท่ีปริมาณออกซิเจนใน

ระบบการเพาะเลี้ยงร5วมกันลดลง (Xu และคณะ, 2016) จึงไดcศึกษาปริมาณออกซิเจนในระบบของ

การเพาะเลี้ยงสาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรียทั้งสามสายพันธุ: เทียบกับระบบการ

เพาะเลี้ยงสาหร5ายแบบเดี่ยว พบว5าการเพาะเลี้ยงสาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรีย

ทั้งสามสายพันธุ: ทำใหcปริมาณออกซิเจนในระบบลดลงอย5างมีนัยสำคัญเมื่อเปรียบเทียบกับเพาะเลี้ยง

สาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 แบบเดี่ยว โดยพบปริมาณออกซิเจนที่นcอยที่สุดในการเพาะเลี้ยง

ร5วมกับ E. coli TISTR074 ที่มีค5าเท5ากับ 0.04 ± 0.00 ไมโครโมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:

ต5อชั่วโมง และพบการผลิตออกซิเจนในสภาวะการเพาะเลี้ยงร5วมกับ P. aeruginosa TISTR2141 

และ S. epidermidis TISTR2307 ที่มีค5าการผลิตเท5ากับ 0.05 ± 0.01 และ 0.06 ± 0.02  ไมโครโม

ลออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง ตามลำดับ ซึ่งเหมือนเปรียบเทียบการผลิตออกซิเจน

ภายใตcสภาวะการเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียกับการเพาะเลี้ยง Chlorella sp. ChiW1 เซลล:เดี่ยว
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พบว5ามีปริมาณออกซิเจนลดลง 3-5 เท5า และแตกต5างกันอย5างมีนัยสำคัญ (รูปท่ี 4.3) ผลการทดลองน้ี

สนับสนุนสมมุติฐานท่ีว5า การลดระดับออกซิเจนในระบบส5งผลโดยตรงต5อการเพิ่มประสิทธิภาพการ

ผลิตไฮโดรเจน การเพาะเลี้ยงร5วมระหว5างสาหร5ายและแบคทีเรียไดcรับการเสนอใหcเป`นกลยุทธ:หนึ่งท่ี

สามารถรักษาสภาพแวดลcอมที่มีออกซิเจนต่ำหรือไม5มีออกซิเจน เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต

ไฮโดรเจนในสาหร5ายสีเขียว มีรายงานว5าการเพาะเลี้ยงร5วมของ C. reinhardtii CC-124 และ CC-

503 กับ B. japonicum สามารถลดระดับของออกซิเจนไดcมากกว5าการเลี้ยงสาหร5ายแบบเด่ียว ซึ่งลด

จากปริมาณออกซิเจนในบรรยากาศที่ 20 เปอร:เซ็นต: ลงเหลือประมาณ 3 เปอร:เซ็นต: ในขณะที่การ

เลี้ยงสาหร5ายแบบเดี่ยวลดลงเหลือที่ 14 เปอร:เซ็นต: หลังจากบ5มเป`นเวลา 24 ชั่วโมง ในที่มืด (Xu 

และคณะ, 2016) นอกจากนี้ งานวิจัยก5อนหนcาท่ีหลายงานวิจัยที่รายงานการเพาะเลี้ยงร5สมแบคทีเรีย

เหล5าน้ีสามารถลดระดับออกซิเจน ไดcอย5างมีประสิทธิภาพและส5งผลใหcการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน (Wu 

และคณะ, 2012)  

รูปที่ 4.34อัตราการผลิตออกซิเจนหลังจากบ5มเป`นเวลา 24 ชั่วโมงของ Chlorella sp. ChiW1 ท่ี

เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 และ S. epidermidis TISTR2307 ที่ความเขcมขcนเซลล: 2×108 

เซลล:ต5อมิลลิลิตร และ P. aeruginosa TISTR2141 ที่ความเขcมขcนเซลล: 5×108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร 

เปรียบเทียบกับการเพาะเลี ้ยงแบบเดี ่ยวของ Chlorella sp. ChiW1 (control) โดยเพาะเลี ้ยง

สาหร5ายและแบคทีเรียในอาหาร TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อ

ตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอักษรท่ีแตกต5างกันในรูปแสดงถึงความแตกต5าง

อย5างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร:เซ็นต: (P < 0.05) จากการวิเคราะห:ทางสถิติ

แบบ One-way Anova 
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ทั้งน้ี ระดับของออกซิเจนในระบบมีความสัมพันธ:โดยตรงกับอัตราการสังเคราะห:แสงและ

อัตราการหายใจ โดยการเพิ่มขึ้นของอัตราการหายใจหรือการลดลงของการสังเคราะห:แสงในระบบ

เพาะเลี้ยงร5วมอาจมีส5วนช5วยลดความเขcมขcนของออกซิเจน ในการศึกษาพบว5าภายใตcการเพาะเลี้ยง

ร5วมกัน แสดงใหcเห็นว5าอัตราการสังเคราะห:แสงที่ลดลงอย5างมีนัยสำคัญเมือเปรียบเทียบกับการ

เพาะเลี้ยงเดี่ยว (รูปที่ 4.3) และอัตราการหายใจของเซลล:ในระบบเพิ่มขึ้น โดยเฉพาะการเพิ่มขึ้นจาก

การหายใจของเซลล:ที่เพิ่มขึ้นอย5างมาก แสดงค5าอัตราการหายใจของเซลล:ในการเพาะเลี้ยงเดี่ยวท่ี

เพิ่มขึ้นจาก 5.38 ± 0.50 ไมโครโมล ออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที เป`น 8.63 ± 0.43, 

7.79 ± 0.34 และ 6.91 ± 0.31 ไมโครโมลออกซิเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อนาที ในการเพาะเล้ียง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074, P. aeruginosa TISTR2141 และ S. epidermidis TISTR2307 

ตามลำดับ ซึ่งเป`นป�จจัยสำคัญที่ช5วยลดระดับออกซิเจนในระบบ การศึกษาในงานวิจัยก5อนหนcาพบว5า

การเพาะเล้ียงร5วมของ B. japonicum กับ C. reinhardtii CC-124 และ C. reinhardtii CC-503 ทำ

ใหcอัตราการหายใจของเซลล:เพิ่มขึ้น 1.2 และ 2.6 เท5าตามลำดับ (Xu และคณะ, 2016) เช5นเดียวกัน

กับรายงานของ Li และ Wu ที่รายงานถึงการเพิ่มขึ้นของอัตราการหายใจของการเพาะเลี้ยงร5วมกัน

ระหว5าง C. reinhardtii Cr849 กับ แบคทีเรีย L2, L3 และ L4 ท่ีเพิ ่มขึ ้น 25 เปอร:เซ็นต:, 23 

เปอร:เซ็นต: และ 18 เปอร:เซ็นต: ตามลำดับ (Li et al, 2013) และ B. japonicum ที่ 32 เปอร:เซ็นต: 

(Wu และคณะ, 2012) ซึ่งผลการทดลองเพาะเลี้ยงร5วมทั้งหมดที่กล5าวถึงสามารถอธิบายไดcว5าการ

เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียช5วยลดระดับออกซิเจนในระบบผ5านการเพิ่มอัตราการหายใจของเซลล: 

ส5งเสริมใหcกิจกรรมของอนไซม:ไฮโดรจีเนสมากขึ้นและส5งผลใหcการผลิตไฮโดรเจนในระบบเพาะเลี้ยง

เพ่ิมข้ึนอย5างมีนัยสำคัญ 
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รูปท่ี5 4.4 อัตราการสังเคราะห:ดcวยแสง (A) และอัตราการหายใจในที่มืด (B) หลังจากบ5มเป`นเวลา 24 

ช ั ่วโมงของ Chlorella sp. ChiW1 ภายใต cการเพาะเล ี ้ยงร 5วมก ับ E. coli TISTR074 และ S. 

epidermidis TISTR2307 ท่ีความเขcมขcน 2×108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร และ P. aeruginosa TISTR2141 

ที่ความเขcมขcน 5×108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงแบบเดี่ยวของ Chlorella Sp. 

ChiW1 ทุกกลุ5มตัวอย5างถูกเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่ค5าพีเอช 7.2 ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโคร

โมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอักษรที่แตกต5างกันแสดงถึง

ความแตกต5างท่ีมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) ตามการวิเคราะห:ทางสถิติแบบ One-Way Anova.
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4.5 สภาวะที่เหมาะสมของการผลิตไฮโดรเจนของสาหรYายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงรYวมกับ E. coli TISTR074  

 

4.5.1 ผลของอายุเซลล*ของแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ต�อการผลิตไฮโดรเจน  

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 โดยแปรผันอายุของเซลล:แบคทีเรีย E. coli TISTR074 ดังนี้ 6, 

12, 18 และ 24 ชั่วโมง พบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 

E. coli TISTR074 ที่มีอายุ 12 ชั่วโมง ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 10.13 ± 0.48 ไมโคร

โมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และมีปริมาณไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท5ากับ 280.77 ± 

33.95 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: (รูปท่ี 4.4)  

รูปท่ี6 4.5 ค5าความหนาแน5นของเซลล:แบคทีเรีย E. coli TISTR074 จากการวัดค5าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร และอัตราการผลิตไฮโดรเจนจากการเพาะเล้ียงร5วมกันระหว5าง 

Chlorella sp. Chiw1 กับ E. coli TISTR074 ท่ีมีอายุเซลล:ต5างกัน ในอาหาร TAP ท่ีมีค5าพีเอช 7.2 

บ5มภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ตัวอักษรท่ีแตกต5างกันในรูปแสดงถึงความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 

เปอร:เซ็นต: (P < 0.05) จากการวิเคราะห:ทางสถิติแบบ One-way Anova 

จากผลการทดลองพบว5า อายุของเซลล:แบคทีเรียมีผลต5อการผลิตไฮโดรเจนในระบบการ

เพาะเลี้ยงร5วมกันของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 และ E. coli TISTR074 โดยช5วงอายุ

ของเซลล:แบคทีเรีย 12 ชั ่วโมง ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด และการผลิตลดลงเมื ่อเซลล:

แบคทีเรียท่ีเพาะเล้ียงร5วมมีอายุเซลล:มาข้ึน  
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4.5.2 ผลของอัตราส�วนโดยปริมาตรของ E. coli TISTR074 ต�อ Chlorella sp. 

ChiW1 ต�อการผลิตไฮโดรเจน  

 

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 โดยแปรผันอัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli TISTR074 ต5อ 

Chlorella sp. ChiW1 ต5างๆ พบว5า อัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli TISTR074 ต5อ Chlorella 

sp. ChiW1 ที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน คือ E. coli TISTR074 ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร และ 

Chlorella sp. ChiW1 ปริมาตร 4.90 มิลลิลิตร โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท5ากับ 10.36 ± 0.65 

ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 275.08 ± 

9.16 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: (ตารางที่ 4.4) อัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli 

TISTR074 ต5อ Chlorella sp. ChiW1 ที ่ต่ำกว5าและสูงกว5านี ้ ไม5สามารถเพิ ่มการผลิตไฮโดรเจน 

(ตารางท่ี 4.4) 

ตารางที่ 4.45อัตราการผลิตไฮโดรเจน (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง) และ

ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:) ของ Chlorella sp. ChiW1 ท่ี

เพาะเลี ้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 โดยแปรผันอัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli 

TISTR074 ต5อ Chlorella SP. ChiW1 ต5างๆ ในอาหาร TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 บ5มภายใตcความเขcม

แสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ตัวอักษรที่แตกต5าง

กันในรูปแสดงถึงความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร:เซ็นต: (P < 

0.05) จากการวิเคราะห:ทางสถิติแบบ One-way Anova 
 

 อัตราส.วนโดยปริมาตรของ 

E. coli TISTR074 ต.อ Chlorella 

sp. ChiW1 

อัตราการผลิตไฮโดรเจน ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 

0.05 mL: 4.95 mL 6.09 ± 0.62c 175.06 ± 16.79c 

0.10 mL: 4.90 mL 10.36 ± 0.65a 275.08 ± 9.16a 

0.50 mL: 4.50 mL 9.03 ± 0.75b 234.85 ± 15.29b 

1.00 mL: 4.00 mL 6.62 ± 0.49c 184.17 ± 6.74c 

2.00 mL: 3.00 mL 4.17 ± 0.33d 100.17 ± 7.83d 

3.00 mL: 2.00 mL 3.29 ± 0.22d 78.96 ± 5.32d 

*ตัวอักษรที่แตกต/างกันแสดงถึงความแตกต/างอย/างมีนัยสำคัญทางสถิต ิ(P < 0.05) โดยใชHการวิเคราะหLความแปรปรวนแบบทางเดียว 

(ONE-WAY ANOVA) 
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อัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli TISTR074 ต5อ Chlorella sp. ChiW1 ที่เหมาะสมต5อการ

ผลิตไฮโดรเจน คือ 0.10 มิลลิลิตร ต5อ 4.90 มิลลิลิตร การเพิ่มปริมาตรของสาหร5ายสีเขียวและลด

ปริมาตรของแบคทีเรียอาจทำใหcเซลล:สาหร5ายมีกิจกรรมการสังเคราะห:แสงเพิ่มขึ้น ไดcออกซิเจนสูงข้ึน 

แต5แบคทีเรียนำไปใชcในกระบวนการหายใจไดcนcอย จึงทำใหcมีระดับของออกซิเจนที่สูง ออกซิเจนนี้จะ

เป`นการยับยั้งการทำงานของเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ทำใหcการผลิตไฮโดรเจนลดลง ในขณะที่เมื่อลด

ปริมาตรของสาหร5ายสีเขียวแต5เพิ่มปริมาตรของแบคทีเรีย จะทำใหcสาหร5ายมีการสังเคราะห:แสงลดลง 

อิเล็กตรอนที่เป`นสารตั้งตcนของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสจึงลดลงเช5นกัน ดังนั้น การเพาะเลี้ยงร5วมกันจึง

ตcองมีอัตราส5วนโดยปริมาตรของแบคทีเรียต5อสาหร5ายที่เหมาะสม จึงสามารถช5วยส5งเสริมการผลิต

ไฮโดรเจนไดcอย5างมีประสิทธิภาพ อัตราส5วนโดยปริมาตรของแบคทีเรียต5อสาหร5ายน้ีข้ึนอยู5กับชนิดและ

เมแทบอลิซึมของสาหร5ายสีเขียวและแบคทีเรีย มีรายงานพบว5า การเพาะเลี้ยงร5วมของ Chlorella 

vulgaris กับแบคทีเรียในกากตะกอนจุลินทรีย:ที่อัตราส5วน 1:1.5 (ปริมาตรต5อปริมาตร) สามารถเพ่ิม

ผลผลิตไฮโดรเจนไดcถึง 45 เปอร:เซ็นต: (Javed และคณะ, 2022) การเพาะเลี ้ยงร5วมกันของ C. 

reinhardtii กับแบคทีเรียที่คัดแยกไดc มีอัตราส5วนของแบคทีเรียต5อสาหร5ายที่เหมาะสมอยู5ที่ 1:80 ซ่ึง

ช5วยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนไดcถึง 4 เท5า เมื่อเทียบกับการเพาะเลี้ยงแบบเดี่ยว และพบว5าการลด

อัตราส5วนของแบคทีเรียทำใหcการผลิตไฮโดรเจนลดลง (Li และคณะ, 2013) อย5างไรก็ตาม หาก

อัตราส5วนของแบคทีเรียสูงเกินไป อาจเกิดผลกระทบจากการบดบังแสง ทำใหcการสังเคราะห:แสงของ

สาหร5ายลดลง (Kim และคณะ, 2005)  

ผลการทดลองชี้ใหcเห็นว5า ป�จจัยสำคัญที่มีผลต5อการผลิตไฮโดรเจนในระบบเพาะเลี้ยงร5วมกัน

คือ อายุของเซลล:และอัตราส5วนโดยปริมาตรของแบคทีเรียต5อสาหร5าย การควบคุมความหนาแน5นของ

แบคทีเรียใหcอยู5ในระดับที่เหมาะสม เป`นสิ่งจำเป`นในการสรcางสมดุลของระบบและป�องกันผลกระทบ

ดcานลบที่อาจเกิดขึ้นกับประสิทธิภาพของกระบวนการสังเคราะห:ดcวยแสงและความอยู5รอดของเซลล:

สาหร5าย โดยพบว5าเมื่อความหนาแน5นของแบคทีเรียต่ำ อัตราการผลิตไฮโดรเจนไม5มีความแตกต5างกัน

อย5างมีนัยสำคัญ ในขณะท่ีเมื่อใชcความหนาแน5นของแบคทีเรียท่ีสูงเกินไป แบคทีเรียจะปล5อยของเสีย

ที่ส5งผลเสียต5อเซลล:สาหร5าย เช5น กรดอะซิติกและกรดแลคติก เป`นตcน (Fakhimi และคณะ, 2019) ท่ี

สะสมในปริมาณมาก อาจทำใหc pH ลดลง จนเป`นกรด ส5งผลใหcสาหร5ายเจริญเติบโตชcาหรือหยุดการ

สังเคราะห:แสง มีรายงานวิจัยท่ีสนับสนุนความสำคัญของการกำหนดอัตราส5วนที่เหมาะสมของ

แบคทีเรียและสาหร5ายสีเขียวในการเพาะเลี้ยงร5วมกันเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน (Wu 

และคณะ, 2012) 
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4.5.3 ผลของชนิดและความเขIมขIนของแหล�งคาร*บอนต�อการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร�ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเล้ียงร�วมกับ E. coli TISTR074  

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ในอาหารท่ีแปรผันชนิดของแหล5งคาร:บอนต5างๆ โดยใหcมีจำนวน

โมลของคาร:บอนอะตอมเท5ากันคือ 35 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตรพบว5า สาหร5ายสีเขียว 

Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 ในอาหาร TAP ที่มีกลีเซอรอลเป̀น

แหล5งคาร:บอน ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 13.93 ± 0.72 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง (รูปที่ 4.5A) รองลงมา ในอาหาร TAP ที่มีเอทานอล กลูโคส และกรดอะซีติก

เป`นแหล5งคาร:บอน (รูปที่ 4.5A) สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli 

TISTR074 ในอาหาร TAP ที ่มีกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอน ใหcผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 

1,353.27 ± 12.11  ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: (รูปที่ 4.5A) ผลผลิตไฮโดรเจนที่ไดc

จากการใชcกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอนสูงกว5าเมื่อใชcกรดอะซิติกและกลูโคสประมาณ 1.3 และ 1.2 

เท5า ตามลำดับ จึงคัดเลือกกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอนที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเล้ียงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074  

จากการแปรผันความเขcมขcนของกลีเซอรอลจาก 0 ถึง 1,750 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร 

พบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ใน

อาหาร TAP ที่มีกลีเซอรอล 175 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด

เท5ากับ 25.44 ± 1.13 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง เพิ่มขึ้นประมาณ 2 เท5า

เมื่อเทียบกับความเขcมขcนปกติ (รูปที่ 4.5B) ความเขcมขcนของกลีเซอรอลที่นcอยกว5าหรือมากกว5า 175 

มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร ทำใหcการผลิตไฮโดรเจนลดลง ผลการทดลองน้ีแสดงใหcเห็นว5า ชนิด

และความเขcมขcนของแหล5งคาร:บอนมีผลต5อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายท่ีเพาะเลี ้ยงร5วมกับ

แบคทีเรีย 

โดยปกติ กรดอะซิติกเป`นแหล5งคาร:บอนที่เหมาะสมสำหรับการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนใน

สาหร5ายเขียว (González-Ballester และคณะ, 2017) กรดอะซิติกมีความสำคัญในกระบวนการผลิต

ไฮโดรเจน เนื่องจากการดูดซึมกรดอะซิติกของสาหร5ายช5วยรักษาระดับออกซิเจนในระบบใหcอยู5ใน

ระดับต่ำ ซึ่งเป`นป�จจัยสำคัญต5อการกระตุcนและรักษากิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรเจเนส นอกจากน้ี ยัง

มีรายงานพบว5า กรดอะซิติกช5วยเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนโดยไม5อาศัยกระบวนสังเคราะห:แสงที่ผ5านทาง

ระบบแสงสองของ C. reinhardtii strain 704 (Fakhimi และคณะ, 2019) (Jurado-Oller และ

คณะ, 2015) อย5างไรก็ตาม ป�ญหาที่พบเมื่อใชcกรดอะซิติกเป`นแหล5งคาร:บอนคือ การดูดซึมกรดอะ

ซิติกโดยสาหร5ายเขียวที่เกิดขึ้นอย5างรวดเร็ว ซึ่งทำใหcกรดอะซิติกในอาหารเลี้ยงเชื้อหมดไปอย5าง

รวดเร็ว ทำใหcระยะเวลาท่ีมีระดับออกซิเจนต่ำในระบบนั้นจำกัด และอาจส5งผลต5อระยะเวลาของการ

ผลิตไฮโดรเจน 
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รูปท่ี7 4.6 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella Sp. Chiw1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. 

coli TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีการแปรผันแหล5งคาร:บอนชนิดต5างๆ ในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

โดยใหcมีความเขcมขcนของคาร:บอนอะตอมเท5ากัน คือ 35 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร (A) และ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella Sp. Chiw1 ที ่เพาะเลี ้ยงร5วมกับ E. coli 

TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีการแปรผันความเขcมขcนของคาร:บอนอะตอมในกลีเซอรอล

จาก 0 ถึง 1,750 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร  (B) บ5มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีค5าพีเอช 7.2 

ภายใตcความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 

ตัวอักษรที่แตกต5างกันแสดงถึงความแตกต5างทางสถิติที่มีนัยสำคัญ (P < 0.05) โดยใชcการวิเคราะห:

ความแปรปรวนทางเดียว (One-Way Anova) 
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จากผลการทดลองน้ีพบว5า กลีเซอรอลจัดเป`นแหล5งคาร:บอนที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน

ของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ที่เป̀น

เช5นนี้เนื่องจากแบคทีเรียสามารถเมแทบอไลซ:กลีเซอรอลไดcอย5างมีประสิทธิภาพและผลิตกรดอะซิติก

เป̀นผลิตภัณฑ:หลัก และไดcกรดอินทรีย:อื่นเป̀นผลผลิตพลอยไดc (Murarka และคณะ, 2007) ดังนั้น จึง

ช5วยขยายระยะเวลาใหcมีกรดอะซิติกคงอยู5ในระบบใหcนานขึ้น จากสมมุติฐานนี้ จึงไดcทำการศึกษา

ปริมาณกรดอะซีติกในอาหารเลี้ยงเชื้อ เมื่อใชcอาหาร TAP ที่มีกรดอะซีติกและกลีเซอรอลที่ความ

เขcมขcน 35 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร เป`นแหล5งคาร:บอน ผลการทดลองพบว5า เมื่อใชcอาหาร 

TAP ที่มีกรดอะซีติกเป`นแหล5งคาร:บอน สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 และแบคทีเรีย E. 

coli TISTR074 สามารถใชcกรดอะซีติกไดcอย5างรวดเร็วและหมดไปภายใน 48 ชั ่วโมงของการ

เพาะเลี ้ยงร5วมกัน (รูปที่ 4.6) ตรงขcามกับเมื ่อใชcอาหาร TAP ที่มีกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอน 

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 และแบคทีเรีย E. coli TISTR074 สามารถใชcกลีเซอรอลและ

เปลี่ยนเป`นกรดอะซีติกไดc โดยจะพบกรดอะซีติกเพิ่มขึ้นในชั่วโมงที่ 24 และสูงสุดที่ชั ่วโมงที่ 48 

จากนั้น ปริมาณกรดอะซีติกจะลดลงเรื่อยๆ แต5ยังคงมีอยู5ในอาหารเลี้ยงเชื้อแมcจะบ5มเป`นเวลา 120 

ชั่วโมง (รูปที่ 4.6) ผลการทดลองสอดคลcองกับงานวิจัยที่พบว5า กรดอะซิติกจะถูกใชcไปอย5างรวดเร็ว 

เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlamydomonas ร5วมกับ E. coli แต5หากใชcแหล5งคาร:บอนชนิดอื่นๆ 

เช5น กลูโคส จะช5วยทำใหcปริมาณของกรดอะซิติกยังมีในระบบนานขึ้น ซึ ่งจะช5วยรักษาปริมาณ

ออกซิเจนในระบบและเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนถึงสามเท5า จาก 7.3 มิลลิลิตรต5อลิตรต5อวัน เป`น 21.0 

มิลลิลิตรต5อลิตรต5อวัน (Fakhimi และคณะ, 2019) แคทีเรีย E. coli มีบทบาทสำคัญในคาร:โบไฮเดรต

เมแทบอลิซึม โดยการแปลงสารประกอบอินทรีย: เช5น กลีเซอรอล ใหcเป`นกรดอะซิติก อย5างต5อเนื่อง 

ซ่ึงทำใหcกรดอะซิติกคงอยู5ในระบบเป̀นเวลานานข้ึน และผลิตไฮโดรเจนไดcนานข้ึน  
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รูปท่ี 8 4.7 ปริมาณกรดอะซิติกจากการเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับ E. 

coli TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีกรดอะซิติกเป`นแหล5งคาร:บอนที่ความเขcมขcน 35 มิลลิ

โมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร (แท5งสีดำ) เปรียบเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่ใชcกลีเซอรอลเป̀น

แหล5งคาร:บอนที่ความเขcมขcน 35 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร (แท5งสีขาว) ที่ค5าพีเอช 7.2 ภายใตc

ความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

4.5.4 ผลของพีเอช อุณหภูมิ และความเขZมแสงตYอการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหรYายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยงรYวมกับ E. coli 

TISTR074  

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีกลีเซอรอลความเขcมขcน 175 มิลลิ

โมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร เป`นแหล5งคาร:บอน โดยแปรผันพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อจากพีเอช 6.0 

ถึง 9.0 พบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเลี ้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 ใน

อาหารที่มีค5าพีเอช 7.0 ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 25.15 ± 0.97 ไมโครโมลไฮโดรเจน

ต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง (รูปที่ 4.7A) และไม5มีความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญกับสภาวะ

ควบคุมที่พีเอช 7.2 ซึ่งใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท5ากับ 24.21 ± 0.62 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อ

มิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง แต5การผลิตไฮโดรเจนจะลดลงอย5างมีนัยสำคัญที่พีเอชต่ำหรือสูงกว5าพี

เอช 7.0 และ 7.2 ทั้งนี้เนื่องจากพีเอชที่สูงและต่ำกว5าพีเอชที่เหมาะสม ทำใหcกิจกรรมของเอนไซม:

ไฮโดรจีเนสลดลง มีรายงานพบว5า ความเหมาะสมของค5าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อแตกต5างกันต5อการ
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ผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายชนิดต5างๆ  (Mandotra และคณะ, 2023) สาหร5ายสีเขียว Tetraspora 

sp. CU2551 เพื่อศึกษาผลของค5า pH ต5อการไหลของไอออนโปรตอนไปยังเอนไซม:ไฮโดรจีเนส ผล

การทดลองพบว5า การผลิตไฮโดรเจนสูงสุด (เพิ่มขึ้น 24% เมื่อเทียบกับกลุ5มควบคุม) เกิดขึ้นที่ค5า pH 

6 . 5  (Maneeruttanarungroj แ ล ะ ค ณ ะ , 2 0 17)  ใ น ก า ร ศ ึ ก ษ า อ ี ก ฉ บ ั บ ท ี ่ ใ ช c ส า ห ร 5 า ย 

Chlamydomonas reinhardtii ภายใตcภาวะขาดซัลเฟอร: พบว5า การผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเกิดขึ้นท่ี

ค5า pH 7.7 (Kosourov และคณะ, 2002) นอกจากนี้ มีรายงานวิจัยพบว5าในอาหารท่ีมีค5าพีเอชต่ำ 

แบคทีเรียจะย5อยกลูโคสและเกิดการสะสมของกรดอินทรีย:ซึ่งเป`นอันตรายต5อสาหร5าย และทำใหcผลิต

ไฮโดรเจนลดลงอย5างรวดเร็ว ในการเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5าง Chlorella vulgaris และแบคทีเรีย

จากตะกอนจุลินทรีย: ค5าพีเอชที่ต่ำมากเกินไปจะส5งผลใหcเซลล:สาหร5ายแตกตัวและคลอโรฟ�ลล:

เสื่อมสภาพ โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอัตราส5วนแบคทีเรียต5อสาหร5ายเท5ากับ 1:1.5 พบว5า คลอโรฟ�ลล:

ลดลงจาก 12.874 มิลลิกรัมต5อลิตร เป̀น 1.603 มิลลิกรัมต5อลิตร และค5าพีเอชจะลดลง จนเขcาสู5ช5วงพี

เอชที่เป`นกรดในวันที่ 4 ส5งผลใหcการผลิตไฮโดรเจนหยุดลง การปรับค5าพีเอชใหcเหมาะสมสามารถเพ่ิม

ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนไดc (Skjånes และคณะ, 2008)  

 

จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยง

ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีกลีเซอรอลความเขcมขcน 175 มิลลิ

โมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร เป`นแหล5งคาร:บอน โดยแปรผันอุณหภูมิของการบ5มตั้งแต5 25 ถึง 50 

องศาเซลเซียส พบว5า สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli 

TISTR074 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 28.82 ± 1.37 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัม

คลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง เมื่อบ5มที่อุณหภูมิ 35 องศาเซสเซียส (รูปที่ 4.7B) อุณหภูมิที่สูงหรือต่ำกว5าน้ี

ส5งผลใหcประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนลดลงอย5างมีนัยสำคัญ เนื่องจากอุณหภูมิที่สูงเกินไปส5งผลใหc

เอนไซม:เสียสภาพ (Denaturation) ในขณะที่อุณหภูมิต่ำทำใหcกระบวนการเมแทบอลิซึมชcาลง (Song 

และคณะ, 2011) นอกจากนี้ เมื่ออุณหภูมิสูงเกิน 40 องศาเซสเซียส ความมีผลกระทบกับเซลล:อย5าง

มาก ทำใหcการผลิตไฮโดรเจนลดลง ในขณะที่อุณหภูมิต่ำกว5า 25 องศาเซสเซียส ทำใหcระยะการ

ปรับตัวของเซลล:ยืดเยื้อและลดประสิทธิภาพการผลิตลงอย5างชัดเจน ผลการศึกษานี้สอดคลcองกับการ

เพาะเลี้ยงเดี่ยวของ Chlorella sp. ChiW1 ที่ใหcผลใกลcเคียงกัน โดยแสดงอัตราการผลิตและผลผลิต

สูงท่ีสุดภายใตcสภาวะการบ5มท่ีอุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และเม่ืออุณหภูมิลดลงหรือเพ่ิมข้ึนจากน้ีจะ

ส5งผลทำใหcการผลิตไฮโดรเจนลดลงไป (Supakriangkrai และ Phunpruch, 2024) ดังนั้นการควบคุม

อุณหภูมิใหcอยู5ในช5วงอุณหภูมิที่เหมาะสมจึงเป`นสิ่งสำคัญต5อการรักษาประสิทธิภาพของการผลิต

ไฮโดรเจนใหcคงท่ีและมีประสิทธิภาพสูงสุด 
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รูปท่ี9 4.8 ผลของค5าพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ (A) อุณหภูมิของการบ5ม (B) และความเขcมแสง (C) ต5อ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยงร5วมกับ E. coli 

TISTR074 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีกลีเซอรอลความเขcมขcน 175 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร 

โดยตัวอักษรที่แตกต5างกันระบุถึงค5าที่มีความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P < 0.05) ตามการ

วิเคราะห:ความแปรปรวนแบบทางเดียว (One-Way Anova) 
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ความเขcมแสงเป̀นอีกป�จจัยสำคัญท่ีมีผลต5อการผลิตไฮโดรเจน จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจน

ของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที ่เพาะเลี ้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 ใน

อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ที่มีกลีเซอรอลความเขcมขcน 175 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร เป`นแหล5ง

คาร:บอน โดยแปรผันความเขcมแสงตั้งแต5 0 ถึง 390 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที พบว5า 

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 มีอัตราการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 47.06 ± 1.95 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง เม่ือ

บ5มภายใตcความเขcมแสง 210 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที (รูปที่ 4.7C) ซึ่งสูงกว5าอัตรา

การผลิตไฮโดรเจนท่ีสภาวะควบคุมท่ีความเขcมแสง 30 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ถึง 

40 เปอร:เซ็นต: และเมื่อความเขcมแสงสูงเกินไป (300 และ 390 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อ

วินาที) อัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง 17 และ 30 เปอร:เซ็นต: ตามลำดับ (รูปที่ 4.7C) ที่เป`นเช5นน้ี 

เนื่องมาจากความเขcมแสงที่สูงทำใหcเกิดปรากฏการณ: Photoinhibition คลอโรฟ�ลล:ลดลงและทำใหc

การสังเคราะห:แสงลดลง ส5งผลใหcอิเล็กตรอนซึ่งเป`นสารตั้งตcนของการผลิตไฮโดรเจนลดลง (Ghirardi 

และคณะ, 2005) นอกจากนี้ การเพิ่มความเขcมแสงมีผลต5อกลไกภายในเซลล: โดยไปยับยั ้งการ

สังเคราะห:โปรตีน D1 ในระบบแสงสอง (Skjånes และคณะ, 2013) ซึ่งเป`นป�จจัยสำคัญที่ช5วยรักษา

สภาวะไรcออกซิเจนที่จำเป`นต5อการผลิตไฮโดรเจน (Ghirardi และคณะ, 2005) มีรายงานพบว5าการ

เพิ่มความเขcมแสงจาก 30 เป̀น 200 ไมโครโมลโฟตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ส5งผลใหcการผลิต

ไฮโดรเจนของ Chlamydomonas reinhardtii ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ Azotobacter chroococcum 

เพิ่มขึ้นถึง 4.5 เท5า (Xu และคณะ, 2016) อย5างไรก็ตาม เมื่อความเขcมแสงสูงเกิน 210 ไมโครโมลโฟ

ตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที สาหร5ายผลิตไฮโดรเจนลดลง ซึ่งสอดคลcองกับผลการศึกษาที่พบว5าการ

เพิ่มความเขcมแสงในระบบเพาะเลี้ยงร5วมของ Chlamydomonas และแบคทีเรียไม5ไดcเพิ่มการผลิต

ไฮโดรเจน แต5กลับลดลงอย5างมีนัยสำคัญ โดยพบว5าการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดที่ 12 PPFD แต5ลดลง

อย5างมากที ่ 100 PPFD โดยเฉพาะในระบบเพาะเลี ้ยงเดี ่ยวของสาหร5ายที ่แทบไม5สามารถผลิต

ไฮโดรเจนไดcเลย (Fakhimi และคณะ, 2019) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและข@อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

5.1.1 การคัดเลือกสายพันธุ* Chlorella ท่ีมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน 

ในบรรดาสาหร5ายสีเขียว Chlorella ท้ังหมด 22 สายพันธุ: สาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 ซ่ึง

แยกไดcจากนาขcาวในจังหวัดชัยนาท มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 5.07 ± 0.23 ไมโครโมล

ไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และมีค5าผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท5ากับ 169.46 ± 

7.48 ไมโครโมลไฮโดรเจน ต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ภายหลังการบ5มในสภาวะที่มีแสงและปราศจาก

ออกซิเจนเป̀นเวลา 48 ช่ัวโมง 

5.1.2 ผลของอายุเซลล*และความหนาแน�นของเซลล*ต�อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�าย

สีเขียว Chlorella sp. ChiW1 

อายุเซลล:ของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน คือ 36 

ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร5ายในอาหารเหลว TAP และอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นตามค5าความ

หนาแน5นของเซลล:ที่เพิ่มขึ้น โดยสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจน

สูงสุด ในเซลล:ที่มีค5าความหนาแน5นของเซลล:ที่ค5าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร 

เท5ากับ 2.0 และมีจำนวนเซลล:เท5ากับ 27.96 ± 1.10 x 106 เซลล:ต5อมิลลิลิตร  

5.1.3 การคัดเลือกชนิดและความหนาแน�นของเซลล*แบคทีเรียท่ีเหมาะสมต�อการ

เพาะเล้ียงร�วมกับสาหร�ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ผลิตไฮโดรเจนไดcสูงขึ้น เมื่อนำมาเพาะเลี้ยงร5วมกับ

แบคทีเร ียทั ้ง 3 ชนิด คือ E. coli TISTR074, P. aeruginosa TISTR2141 และ S. epidermidis 

TISTR2307 และ สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับ E. coli TISTR074 ท่ี

ความหนาแน5นเซลล:เท5ากับ 2x108 เซลล:ต5อมิลลิลิตร ใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท5ากับ 7.50 ± 

0.20 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อชั่วโมง และใหcผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุด

เท5ากับ 227.98 ± 10.49 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: ซึ ่งสูงกว5าการเพาะเลี ้ยง 

Chlorella sp. ChiW1 แบบเด่ียว ในอาหารเล้ียงเช้ือ TAP ภายใตcสภาวะเดียวกัน ประมาณ 1.5 เท5า  
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5.1.4 เมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนภายใตIการเพาะเล้ียงสาหร�ายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 ร�วมกับแบคทีเรีย 

การเพาะเลี ้ยงร5วมกันระหว5างสาหร5าย Chlorella sp. ChiW1 และแบคทีเรียทั ้ง 3 ชนิด 

สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนไดc เนื่องจากการเพาะเลี้ยงร5วมกันทำใหcกิจกรรมของเอนไซม:

ไฮโดรจีเนสเพิ่มขึ้นอย5างมีนัยสำคัญ ที่เป`นเช5นนี้มาจากการลดลงของปริมาณออกซิเจนในระบบ ที่เกิด

จากการลดการสังเคราะห:แสง และเพ่ิมการใชcออกซิเจนจากกระบวนการหายใจ 

5.1.5 สภาวะท่ีเหมาะสมของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�ายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 ท่ีเพาะเล้ียงร�วมกับ E. coli TISTR074 

1) อายุของเซลล:แบคทีเรีย E. coli TISTR074 ที่เหมาะสมต5อการเพาะเลี้ยงร5วมกันกับ

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน คือ 12 ช่ัวโมง  

2) อัตราส5วนโดยปริมาตรของ E. coli TISTR074 ต5อ Chlorella sp. ChiW1 ท่ี

เหมาะสมต5อการผลิตไฮโดรเจน คือ E. coli TISTR074 ปริมาตร 0.10 มิลลิลิตร และ Chlorella sp. 

ChiW1 ปริมาตร 4.90 มิลลิลิตร 

3) ชนิดและแหล5งคาร:บอนท่ีเหมาะสมต5อการเพาะเล้ียงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. 

ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน คือ กลีเซอรอลท่ีมีความเขcมขcน 

175 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร โดยใหcอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึนประมาณ 2 เท5าเม่ือเทียบ

กับความเขcมขcนปกติ 

4) พีเอชของอาหาร อุณหภูมิการบ5ม และความเขcมแสงท่ีเหมาะสมต5อการเพาะเล้ียง

สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรีย E. coli TISTR074 เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 

คือ พีเอชของอาหาร TAP 7.0 อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส และความเขcมแสง 210 ไมโครโมลโฟตอน

ต5อตารางเมตรต5อวินาที 

5) การเพาะเลี้ยงสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับ E. coli TISTR074 

ใหcผลการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงร5วมกันในอาหารเลี้ยงเซลล: TAP ที่ pH 7.0 ที่มีกลีเซ

อรอล ความเขcมขcน 175 มิลลิโมลคาร:บอนอะตอมต5อลิตร บ5มภายใตcความเขcมแสง 210 ไมโครโมลโฟ

ตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส โดยแสดงอัตราการผลิตและผลผลิตสูงสุด

เท5ากับ 47.06 ± 1.95 ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อช่ัวโมง และ 1320.63 ± 52.33 

ไมโครโมลไฮโดรเจนต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล: 
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5.2 ขZอเสนอแนะ 

1) ศึกษาชนิดของแบคทีเรียสายพันธุ:อ่ืนๆท่ีมีความสามารถเฉพาะ เช5น แบคทีเรียออกซิไดซ:

ซัลไฟด: ซ่ึงส5งผลต5อการผลิตไฮโดรเจนจากการเพาะเล้ียงร5วมกับสาหร5ายสีเขียว 

2) ศึกษาการขยายขนาดเพาะเล้ียง Chlorella sp. ChiW1 ร5วมกับแบคทีเรียเพ่ือการ

นำไปใชcในระดับอุตสาหกรรม  

3) ศึกษาการนำของเสียหรือผลพลอยไดcจากกระบวนการผลิตยมาใชcเป`นอาหารเพาะเลี้ยง

สาหร5ายและแบคทีเรีย เพื่อศึกษาถึงประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน และเป`นการลด

ตcนทุนการผลิตไฮโดรเจนอีกดcวย  

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

71 

เอกสารอ@างอิง 
 

Alalayah, W.M., Alhamed, Y.A., Al-zahrani, A., and Edris, G. 2015 “Influence of Culture 

Parameters on Biological Hydrogen Production Using Green Algae Chlorella 

vulgari.” Revista De Chimie (Bucharest). 66(6): 788–791.  

Baebprasert, W., Lindblad, P., and Incharoensakdi, A. 2010. “Response of H2 Production 

and Hox-Hydrogenase Activity to External Factors in the Unicellular 

Cyanobacterium Synechocystis sp. Strain PCC 6803.” International Journal of 

Hydrogen Energy. 351(3): 6611–6616. Doi: https://doi.org/10.1016/j.ijhydene. 

2010.04.047  

Basak, N., and Das, D. 2007. “The Prospect of Purple Non-Sulfur (PNS) Photosynthetic 

Bacteria for Hydrogen Production: The Present State of the Art.” World Journal 

Microbiol Biotechnol. 23: 31–42. Doi: https://doi.org/10.1007/s11274-006-9190-9 

Becker EW. 1994. “Microalgae: Biotechnology and Microbiology.” Cambridge:  

Cambridge University Press. 

Benemann, J.R., Berenson, J.A., Kaplan, N.O., and Kamen M.D. 1973. “Hydrogen 

evolution by a chloroplast-ferredoxin-hydrogenase system”. Proceedings of the 

National Academy of Sciences United States of America. 70(8): 2317-2320. Doi: 

https://doi.org/10.1073/pnas.70.8.2317. 

Carvalho, A.P., Silva, S.O., Baptista, J.M., and Malcata, F.X. 2011. “Light requirements in 

microalgal photobioreactors: an overview of biophotonic aspects.” Applied 

Microbiology and Biotechnology. 89:1275–1288. Doi: https://doi.org/10.1007/s00 

253-010-3047-8 

Cohen, J., Kim, K., Posewitz, M., Ghirardi, M.L., Schulten, M. and King, P. 2005. 

“Molecular dynamics and experimental investigation of H2 and O2 diffusion in 

[Fe]-hydrogenase”. Biochemical Society Transactions. 33(1): 80-82. Doi: 

https://doi.org/10.1042/BST0330080 

Chylla, R.A. and Whitmarsh, J. 1989. “Inactive photosystem II complexes in leaves. 

Turnover rate and quantitation.” Plant Physiology. 90(2): 765-772. Doi: 

https://doi.org/10.1104/pp.90.2.765 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

72 

Das, D., Dutta, T., Nath, K., Kotay, S.M., Das, A.K., and Veziroglu, T.N. 2006. “Role of Fe-

Hydrogenase in Biological Hydrogen Production.” Current Science. 90(12): 1627–

1637.  

Debabrata, D., and Veziroglu T.N. 2001. Hydrogen production by biological processes: 

a survey of literature. International Journal of Hydrogen Energy. 26(1): 13-28 Doi: 

https://doi.org/10.1016/S0360-3199(00)00058-6 

El-Shafie, M., Kambara, S., and Hayakawa, Y. 2019. “Hydrogen Production Technologies 

Overview.” Journal of Power and Energy Engineering. 

Fakhimi, N., Dubini, A., Tavakol, O., and González-Ballester, D. 2019. “Acetic acid is key 

for synergetic hydrogen production in Chlamydomonas-bacteria co-cultures” 

Bioresource Technology. 289: 121648-121656. Doi: https://doi.org/10.1016/ 

j.biortech .2019.121648 

Fakhimi, N., and Tavakol, O. 2019. “Improving hydrogen production using co-cultivation 

of bacteria with Chlamydomonas reinhardtii microalga” Materials Science for 

Energy Technologies. 2: 1–7. Doi: https://doi.org/10.1016/j.mset.2018.09.003 

Fischer, M. 1986. “Safety Aspects of Hydrogen Combustion in Hydrogen Energy 

Systems.” International. Journal of Hydrogen Energy. 11(09): 593–601. Doi: 

https://doi.org/10.1016/0360- 3199(86)90126-6 

Felseghi, R.A., Carcadea, E., Raboaca, M.S., TRUFIN, C. N., and Filote, C. 2019. “Hydrogen 

Fuel Cell Technology for the Sustainable Future of Stationary Applications.” 

Energies. 12(23): 4593. Doi: https://doi.org/10.3390/en12234593  

Gaffron, H. 1939. “Reduction of carbon dioxide with molecular hydrogen in green 

algae.” Nature. 143(3614): 204-205. Doi: http://dx.doi.org/10.1038/143204a0 

Ghirardi, M.L., King, P.W., Posewitz, M.C., Maness, P.C., Fedorov, A., Kim, K., Cohen, K., 

Schulten, J., and Seibert, M. 2005. “Approaches to Developing Biological H2-

photoproducing Organisms and Processes.” Biochemical Society Transactions. 

33(1): 70–72. Doi: https://doi.org/10.1042 /BST0330070 

González-Ballester, D., Jurado-Oller, J.L., and Fernandez, E. 2015. “Relevance of 

nutrient media composition for hydrogen production in Chlamydomonas.” 

Photosynthesis Research. 125: 395–406. Doi: https://doi.org/10.1007/s11120-015-

0152-7 

Happe, T., and Naber, J.D. 1993. “Isolation, characterization and N-terminal amino acid 

sequence of hydrogenase from the green alga Chlamydomonas reinhardtii.” 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

73 

European Journal of Biochemistry. 11993; 214:475-481. Doi: https://doi.org/ 

10.1111/j.1432-1033.1993.tb17944.x 

Harris, EH. 1989. “The Chlamydomonas sourcebook: a comprehensive guide to biology 

and laboratory use.” San Diego: Academic Press. 

Haschke, H. P. and Lüttge, U. 1975. “Interactions between IAA, potassium, and malate 

accumulation, and growth in Avena coleoptile segments. Zeitschrift für 

Pflanzenphysiologie. 76: 450-455. Doi: https://doi.org/10.1016/S0044-328X 

(75)80007-9 

Hemschemeier, A., Melis, A., and Happe, T. 2009. “Analytical approaches to 

photobiological hydrogen production in unicellular green algae.” Photosynthesis 

Research. 102(2): 523-540. Doi: https://doi.org/10.1007/s11120-009-9415-5 

Humble, G. D. and Hsiao, T. C. 1970. “Light-dependent influx and efflux of potassium 

of guard cells during stomatal opening and closing.” Plant Physiology. 46: 483-

487. Doi: https://doi.org/10.1104/pp.46.3.483 

Javed, M.A., Zafar, A.M., Hassan, A.A., Zaidi, A.A., Farooq, M., Badawy, A.E., Lundquist, 

T., Mohamed. M.M.A., and Al-Zuhair, S. 2022. “The role of oxygen regulation and 

algal growth parameters in hydrogen production via biophotolysis.” Journal of 

Environmental Chemical Engineering. 10(1): 107003–107018. Doi: https://doi.org/ 

10.1016/j.jece.2021.107003 

Jurado-Oller, J.L., Dubini, A., Galván, A., Fernández, E., and González-Ballester, D. 2015. 

“Low Oxygen Levels Contribute to Improve Photohydrogen Production in 

Mixotrophic Non-stressed Chlamydomonas Cultures.” Biotechnology for 

Biofuels and Bioproducts. 8(149). Doi: https://doi.org/10.1186/s13068-015-0341-9 

Kim, J.P., Kang, C.D., Sim, S.J., Kim, M.S., Park, T.H., Lee, D., Kim, D., Kim, J.H., Lee, Y.K., 

and Pak, D. 2005. “Cell Age Optimization for Hydrogen Production Induced by 

Sulfur Deprivation Using a Green Alga Chlamydomonas reinhardtii UTEX 90.” JMB 

Journal of Microbiolog and Biotechnology. 15(1): 131–135. 

Khound, N. J., Phukon, P. and Bhattacharyya, K. G. 2012. “Physico-chemical studies on 

surface water quality in the Jia-Bharali River basin, North Brahmaputra plain, 

India.” Archives of applied science research. 4: 1169-1174. 

Kosourov, S., Seibert, M. and Ghirardi, M. L. 2003. “Effects of extracellular pH on the 

metabolic pathways in sulfur-deprived, H2-producing Chlamydomonas 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

74 

reinhardtii cultures.” Plant and Cell Physiology. 44(2): 146-155. Doi: 

https://doi.org/10.1093/pcp/pcg020 

Kosourov, S., Tsygankov, A., Seibert, M., and Ghirardi, M.L. 2002. “Sustained Hydrogen 

Photoproduction by Chlamydomonas reinhardtii: Effects of Culture Parameters.” 

Biotechnology and Bioengineering. 78(7): 731–740. Doi: https://doi.org 

/10.1002/bit.10254 

Laurinavichene, T. V., Tolstygina, I. V., Galiulina, R. R., Ghirardi, M. L., Seibert, M. and 

Tsygankov, A. A. 2002. “Dilution methods to deprive Chlamydomonas reinhardtii 

cultures of sulfur for subsequent hydrogen photoproduction.” International 

Journal of Hydrogen Energy. 27: 1245-1249. Doi: https://doi.org/10.1016/S0360-

3199(02)00101-5 

Leigh, R. A. and Wyn Jones, R. G. 1984. “A hypothesis relating critical potassium 

concentrations for growth to the distribution and functions of this ion in the plant 

cell.” New Phytologist. 97: 1-13. Doi: https://doi.org/10.1111/j.1469-8137. 

1984.tb04103.x 

Li, X., Huang, S., Yu, J., Wang, Q., and Wu, S. 2013. “Improvement of hydrogen 

production of Chlamydomonas reinhardtii by co-cultivation with isolated 

bacteria.”International Journal of Hydrogen Energy. 38(25): 10779-10787. Doi: 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2013.02.102 

Maneeruttanarungroj, C., Lindblad, P., and Incharoensakdi, A. 2010. “A Newly Isolated 

Green Alga, Tetraspora sp. CU2551, from Thailand with Efficient Hydrogen 

Production.” International. Journal of Hydrogen Energy. 35(4): 13193–13199. Doi: 

https://doi.org /10.1016/j.ijhydene.2010.08.096 

Mandotra, S.K., Sharma, C., Srivastava, N., Ahluwalia, A.S., and Ramteke, P.W. 2023. 

“Current Prospects and Future Developments in Algal Bio-hydrogen Production.” 

Biomass Conversion and Biorefinery. 13: 8575–8592. Doi: https://doi.org/10.1007/ 

s13399-021-01414-z 

Melis, A., Zhang, L., Forestier, M., Ghirardi, M.L. and Seibert, M. 2000. “Sustained 

photobiological hydrogen gas production upon reversible Inactivation of oxygen 

evolution in the green alga Chlamydomonas reinhardtii.” Plant Physiology. 

122(1): 127-136. Doi: https://doi.org/10.1104/pp.122.1.127 

Memon, A. R., Saccomani, M. and Glass, A. D. M. 1985. “Efficiency of potassium 

utilization by barley varieties: the role of subcellular compartmentation.” 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

75 

Journal of Experimental Botany. 6: 1860-1876. Doi: https://doi.org/10.1093/jxb/ 

36.12.1860 

Morra, S., Maurelli, S., Chiesa, M., Mulder, D.W., Ratzloff, M.W., Giamello, E., King, P.W., 

Gilardi, G. and Valetti, F. 2016. “The effect of a C298D mutation in CaHydA [FeFe]-

hydrogenase: Insights into the protein-metal cluster interaction by EPR and FTIR 

spectroscopic investigation.” Biochimica et Biophysica Acta. 1857(1): 98-106 

Murarka, A., Dharmadi Y., Yazdani S.S., and Gonzalez R. 2008. “Fermentative Utilization 

of Glycerol by Escherichia coli and Its Implications for the Production of Fuels 

and Chemicals.” Applied and Environmental Microbiology. 74(4): 1124-1135. Doi: 

https://doi.org/10.1128/AEM.02192-07 

Papazi, A., Gjindali, A. I., Kastanaki, E., Assimakopoulos, K., Stamatakis, K., and 

Kotzabasis, K. 2014. “Potassium deficiency, a “smart” cellular switch for 

sustained high yield hydrogen production by the green alga Scenedesmus 

obliquus.” International Journal of Hydrogen Energy. 39(34): 19452-19464. Doi: 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2014.09.096 

Peltier, G. and Schmidt, G.W. 1991. “Chlororespiration: an adaptation to 

nitrogendeficiency in Chlamydomonas reinhardtii.” Proceedings of the National 

Academy of Sciences. 88(11): 4791-4795. Doi:  https://doi.org/10.1073/pnas.88. 

11.4791 

Phunpruch, S., Puangplub, A., and Incharoensakdi, A. 2016. “Biohydrogen Production 

by Microalgae Isolated from the Rice Paddle Field in Thailand.” KKU Research 

Journal. 21(2): 236–247. Doi: https://doi.org/10.14456/kkurj.2016.33. 

Pongpadung, P., Liu, J., Yokthongwattana, K., Techapinyawat, S., and Juntawong, N. 

2015. “Screening for Hydrogen-Producing Strains of Green Microalgae in 

Phosphorus or Sulphur Deprived Medium under Nitrogen Limitation.” Science 

Asia. 41(2): 97–107. Doi: https://doi.org/10.2306/scienceasia1513-1874.2015 

.41.097 

Ritchie, M.J., Engelbrecht, J.A.A., Booysen, M.J. 2021. “A probabilistic hot water usage 

model and simulator for use in residential energy management.” Energy & 

Buildings. 235: 110727-110738. Doi: https://doi.org/10.1016/j.enbuild.2021.1107 

27 

Salvucci, M. E. and Crafts-Brandner, S. J. 2004. “Inhibition of photosynthesis by heat 

stress: the activation state of Rubisco as a limiting factor in photosynthesis.” 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

76 

Physiologia Plantarum. 120: 179-186. Doi: https://doi.org/10.1111/j.0031-9317. 

2004.0173.x 

Sapountzi, F.M., Gracia, J.M., Weststrate, C.J., Fredriksson, Hans O.A., Niemantsverdriet, 

J.W. 2017. “Electrocatalysts for the generation of hydrogen, oxygen and synthesis 

gas.” Progress in Energy and Combustion Science. 58: 1-35.	 Doi: 

http://dx.doi.org/10.1016/j.pecs.2016.09.001 

Skjånes, K., Rebours, C., and Lindblad, P. 2013. “Potential for Green Microalgae to 

Produce Hydrogen, Pharmaceuticals and Other High Value Products in a 

Combined Process.” Critical Reviews in Biotechnology. 33(2): 172–215. Doi: 

https://doi.org/10.3109/07388551.2012.681625 

Song, W., Rashid, N., Choi, W., and Lee, K. 2011. “Biohydrogen Production by 

Immobilized Chlorella sp. Using Cycles of Oxygenic Photosynthesis and 

Anaerobiosis.” Bioresource Technology. 102(18):8676–8681. Doi: https://doi.org 

/10.1016/j.biortech.2011.02.082 

Supakriangkrai, S., and Phunpruch, S. 2 0 2 5 “Screening and optimization of high-

efficiency H2-producing Chlorella strains” Journal of Applied Biology & 

Biotechnology. 13(3): 71-81. Doi: http://dx.doi.org/10.7324/JABB.2025.220894 

Taikhao, S., Junyapoon, S., Incharoensakdi, S., and Phunpruch, S. 2013. “Factors 

Affecting Biohydrogen Production by Unicellular Halotolerant Cyanobacterium 

Aphanothece halophytica.” Journal of Applied Phycology. 25: 575–585. Doi: 

https://doi.org/10.1007/s10811-012-9892-3 

Tamagnini, P., Axelsson, R., Lindberg, P., Oxelfelt, F., Wünschiers, R., Lindblad, P. 2002. 

“Hydrogenases and hydrogen metabolism of cyanobacteria.” Microbiology and 

Molecular Biology Reviews. 66(1): 1-20. Doi: https://doi.org/10.1128/MMBR.66.1.1-

20.2002.  

Tinpranee, N., Incharoensakdi, A., and Phunpruch, S. 2016. “Hydrogen Production by 

Unicellular Green Alga Chlorella sp. LSD-W2 Isolated from Seawater in Thailand.” 

KKU Research Journal. 22(1): 256–266. Doi: https://doi.org /10.14456/kkurj. 

2016.32  

Warichanan, K., and Phunpruch, S. 2019. “Effect of Cell Density and Nutrient 

Deprivation on Hydrogen Production by Unicellular Green Alga Scenedesmus sp. 

KMITL-OVG1.” Asia-Pacific Journal of Science and Technology. 24(2): APST–24. 

Doi: https://doi.org/10.14456/apst.2019.12  
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

77 

Wu, S., Li, X., Yu, J., and Wang, Q. 2012. “Increased hydrogen production in co-culture 

of Chlamydomonas reinhardtii and Bradyrhizobium japonicum.” Bioresource 

Technology. 123: 184-188. Doi: https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.07.055 

Wykoff, D.D., Davies, J.P., Melis, A., and Grossman, A.R. 1998. “The Regulation of 

Photosynthetic Electron Transport During Nutrient Deprivation in 

Chlamydomonas reinhardtii.” Plant Physiology. 117(1): 129–139. Doi: 

https://doi.org/10.1104/pp.117.1.129 

Xu, L., Li, D., Wang, W., Wu, S. 2016. “Improved hydrogen production and biomass 

through the co-cultivation of Chlamydomonas reinhardtii and Bradyrhizobium 

japonicum.” International Journal of Hydrogen Energy. 41(22): 9276-9283. Doi: 

https://doi.org/10.1016/j.ijhydene.2016.04.009 

Zhang, L, Happe, T., and Melis, A. 2002. “Biochemical and morphological 

characterization of sulfur-deprivedand H2-producing Chlamydomonas reinhardtii 

(green alga)”. Planta. 241(4): 1005–1014. Doi: https://doi.org/10.1007/s00425-

014-2231

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

78 

ภาคผนวก ก 

อาหารเล้ียงเช้ือสูตร Tris acetate phosphate medium (TAP) (Harris, 1989) 

อาหาร TAP 1 ลิตรประกอบดIวย  

2X Filner's Beijernicks Solution                                 25  มิลลิลิตร  

1M Potassium Phosphate                                          1  มิลลิลิตร  

Trace mineral solution                                              5  มิลลิลิตร  

Tris-Base                                                              2.42  กรัม/ลิตร  

Glacial Acetic Acid (17.4 mM acetate)                       1  มิลลิลิตร  

(ปรับพีเอชเป̀น 7.2) สำหรับอาหารแข็งใหcเติมวุcน 15 กรัมต5อ 1 ลิตรของอาหาร 

ส�วนประกอบ 2x Filner's Beijernicks Solution (500 มิลลิลิตร)  

แอมโมเนียมคลอไรด: (NH4Cl)                                           8  กรัม 

แคลเซียมคลอไรด:ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)                           1  กรัม 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)                    2  กรัม 

เติมน้ำกล่ัน 500 มิลลิลิตร แลcว Autoclave เก็บไวcท่ี 4 องศาเซลเซียส  

ส�วนประกอบ Trace Mineral Solution (500 มิลลิลิตร)  

ประกอบดcวยสารละลาย Disodium EDTA 5 กรัม ในน้ำ 400 มิลลิลิตร ใหcความรcอนและคน ปรับค5า

พีเอช 6.5 ดcวย 5N โซเดียมไฮดรอกไซด: เติมสารตามดcานล5างเพ่ิมตามลำดับ  

เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)                       0.5  กรัม 

ซิงค:ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)                         1.14  กรัม 

กรดบอริก (H3BO3)                                                     2.2  กรัม  

แมงกานีสคลอไรด:เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)                 0.51  กรัม 

คอปเปอร:ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)                 0.016  กรัม 

โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O)                  0.073  กรัม 

โคบอลต:คลอไรด:เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O)                  0.016  กรัม 

ปรับปริมาตรใหcไดc 500 มิลลิลิตร แลcวนำไปน่ึงฆ5าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที 

ส�วนประกอบ 1M Potassium phosphate 

โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 1M stock   20  มิลลิลิตร  

ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 1M stock   30  มิลลิลิตร 

(ปรับพีเอช 7.2) สำหรับอาหารแข็งใหcเติมวุcน (Agar) 1.5 เปอร:เซ็นต:ของปริมาตรสุทธิ 
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ตารางท่ี ก 16อาหารเล้ียงเช้ือสูตร TAP ท่ีขาดแหล5งอาหารต5างๆ 

ชนิดของอาหารเล้ียงเช้ือ

สูตร TAP 

องค*ประกอบของอาหาร 

2x Filner's 

Beijernicks 

Solution 

Trace Mineral 

Solution 

Phosphate 

Solution 

TAP ขาดแหล5งซัลเฟอร: 

(TAP-S) 

ใชc MgCl2.6H2O 

แทน MgSO4.7H2O 

ใชc FeCl2.6H2O 

แทน FeSO4.7H2O 

ใชc ZnCl2 แทน 

ZnSO4.7H2O 

ใชc CuCl2 แทน 

CuSO4.5H2O 

- 

TAP ขาดแหล5งไนโตรเจน 

(TAP-N) 

ไม5มี NH4Cl ปกติ - 

TAP ขาดแหล5งฟอสฟอรัส 

(TAP-P) 

ปกติ ปกติ ใชc KCl แทน 

KH2PO4 และ 

K2HPO4 

TAP ขาดแหล5ง

โพแทสเซียม 

(TAP-K) 

ปกติ ปกติ ใชc Na2HPO4 แทน 

KH2PO4  

ใชc NaH2PO4 แทน 

K2HPO4 
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ภาคผนวก ข 

Luria-Bertani Medium (LB) (Sambrook และ Russell, 2001) 

การเตรียม Luria-Bertani Medium ปริมาตร 1 ลิตร ประกอบดcวย 

โซเดียมคลอไรด: (NaCl)        10 กรัม 

ทริปโตน (Tryptone)         5 กรัม 

สารสกัดยีตส: (Yeast extract)       10 กรัม 

ละลายแต5ละส5วนประกอบในน้ำกลั่น 900 มิลลิลิตร ผสมใหcเขcากันและปรับปริมาตรดcวยน้ำกลั่นใหc

เป̀น 1 ลิตร 

(ปรับพีเอช 6.0) สำหรับอาหารแข็งใหcเติมวุcน (Agar) 1.5 เปอร:เซ็นต:ของปริมาตรสุทธิ 
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ภาคผนวก ค 

วิธีการคำนวณการผลิตไฮโดรเจน  

1. นําพื้นที่ใตcกราฟที่ไดcจากการวัดดcวยเครื่องแก�สโครมาโตกราฟเทอร:มาลคอนดักติวิตีดีเทค

เตอร:มาหาค5าความเขcมขcนของไฮโดรเจนในหน5วยรcอยละ (%)   

2. นําค5าความเขcมขcนของไฮโดรเจนในหน5วยรcอยละมาคำนวณเป`นปริมาณไฮโดรเจนในหน5วย

มิลลิลิตร 

3. นําปริมาณไฮโดรเจนในหน5วยมิลลิลิตรมาคำนวณหาปริมาณไฮโดรเจนในหน5วยมิลลิโมล โดย

คิดจากที่ความดัน 1 บรรยากาศ ก�าซไฮโดรเจนมีปริมาตร 22.4 มิลลิลิตร จะเทียบเท5ากับ

ปริมาณไฮโดรเจน 1 มิลลิโมล  

4. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยมิลลิลิตรมาหารปริมาตรของอาหารในการเพาะเลี้ยงจะไดc

หน5วยเป̀น “มิลลิลิตรต5อลิตร” 

5. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลมาหารปริมาณคลอโรฟ�ลล:จะไดcหน5วยเป`น “ไม

โครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:” 

6. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลมาหารปริมาณน้ำหนักเซลล:แหcงจะไดcหน5วยเป̀น 

“ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcง” 

7. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยมิลลิลิตรต5อลิตรมาหารจำนวนชั่วโมงจะไดcหน5วยเป̀น 

“มิลลิลิตรต5อลิตรต5อช่ัวโมง” 

8. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:มาหารจำนวนชั่วโมงจะ

ไดcหน5วยเป̀น “ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อช่ัวโมง” 

9. นําปริมาณไฮโดรเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcงมาหารจำนวน

ช่ัวโมงจะไดcหน5วยเป̀น “ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcงต5อช่ัวโมง”  

 

 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

82 

วิธีการคำนวณปริมาณของออกซิเจน  

1. นําพื้นที่ใตcกราฟที่ไดcจากการวัดดcวยเครื่องแก�สโครมาโตกราฟเทอร:มาลคอนดักติวิตีดีเทค

เตอร:มาหาค5าความเขcมขcนของออกซิเจนในหน5วยรcอยละ (%) เปรียบเทียบจากความเขcมขcน

ออกซิเจนในบรรยากาศปกติ 

2. นําค5าความเขcมขcนของออกซิเจนในหน5วยรcอยละมาคำนวณเป`นปริมาณออกซิเจนในหน5วย

มิลลิลิตร 

3. นําปริมาณออกซิเจนในหน5วยมิลลิลิตรมาคำนวณหาปริมาณออกซิเจนในหน5วยมิลลิโมล โดย

คิดจากที่ความดัน 1 บรรยากาศ ก�าซออกซิเจนมีปริมาตร 22.4 มิลลิลิตร จะเทียบเท5ากับ

ปริมาณออกซิเจน 1 มิลลิโมล  

4. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยมิลลิลิตรมาหารปริมาตรของอาหารในการเพาะเลี้ยงจะไดc

หน5วยเป̀น “มิลลิลิตรต5อลิตร” 

5. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลมาหารปริมาณคลอโรฟ�ลล:จะไดcหน5วยเป`น “ไม

โครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:” 

6. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลมาหารปริมาณน้ำหนักเซลล:แหcงจะไดcหน5วยเป̀น 

“ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcง” 

7. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยมิลลิลิตรต5อลิตรมาหารจำนวนชั่วโมงจะไดcหน5วยเป̀น 

“มิลลิลิตรต5อลิตรต5อช่ัวโมง” 

8. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:มาหารจำนวนชั่วโมงจะ

ไดcหน5วยเป̀น “ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมคลอโรฟ�ลล:ต5อช่ัวโมง” 

9. นําปริมาณออกซิเจนที่ไดcในหน5วยไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcงมาหารจำนวน

ช่ัวโมงจะไดcหน5วยเป̀น “ไมโครโมลต5อมิลลิกรัมน้ำหนักเซลล:แหcงต5อช่ัวโมง” 

 

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ง 

วิธีการนับเซลล:ดcวยฮีโมไซโตมิเตอร: 

รูปท่ี ง 1 วิธีการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร5ายสีเขียว 

1) ทำการป�เปตสารแขวนลอยเซลล:สาหร5ายลงในฮีโมไซโตมิเตอร:ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

2) นำฮีโมไซโตมิเตอร:ที่มีสารแขวนลอยเซลล:สาหร5ายส5องภายใตcกลcองจุลทรรศน:กำลังขยายภาพ

100 เท5า 

3) นับจำนวนเซลล:สาหร5ายผ5านกลcองจุลทรรศน:ในช5องสีแดงท่ี 1, 2, 3 และ 4 

4) หาค5าเฉล่ียระหว5างจำนวนเซลล:ท่ีนับไดcในช5อง 1, 2, 3 และ 4 

5) ปริมาตรสารแขวนลอยในช5องสีแดงแต5ละช5องมีค5าเท5ากับ กวcาง x ยาว x สูง 

(ความกวcางเท5ากับ 1 มิลลิเมตร, ความยาวเท5ากับ 1 มิลลิเมตร และ ความลึกเท5ากับ 1 

มิลลิเมตร)  

 

ดังน้ัน ปริมาตรสารแขวนลอยในช5องสีแดงมีค5า  

เท5ากับ 1 x 1 x 1 มิลลิเมตร 

เท5ากับ 0.1 x 0.1 x 0.1 เซนติเมตร 

เท5ากับ 0.0001 ลูกบาศก:เซนติเมตร 

เท5ากับ 10-4 ลูกบาศก:เซนติเมตร 

ดังน้ัน ปริมาณเซลล:เท5ากับจำนวนเซลล:จากการนับ x 10-4 ลูกบาศก:เซนติเมตร 

  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก จ 
 

ตารางท่ี จ 17กราฟมาตรฐานของกรดอะซิติก 

 
 

y = 111613x + 132029
R² = 0.9997
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ภาคผนวก ฉ 

ผลการทดสอบสมมติฐานดIวยโปรแกรมวิเคราะห*ทางสถิติ One-way ANOVA 

ชุดขcอมูลท่ีตัวอักษรแตกต5างกัน คือชุดขcอมูลท่ีระบุถึงค5าที่มีความแตกต5างอย5างมีนัยสำคัญทาง

สถิติอย5างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอร:เซ็นต: (p-value > 0.05) และชุดขcอมูลที่อยู5ใน

กลุ5มอักษรแตกต5างกัน คือชุดขcอมูลที่มีความแตกต5างกันอย5างมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95 

เปอร:เซ็นต: (p-value < 0.05) 

ตารางท่ี6ฉ 1 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล

การศึกษาความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. แต5ละชนิดที่แยกไดc

จากแหล5งน้ำต5างๆ ในประเทศไทย จำนวน 22 สายพันธุ: (ตารางท่ี 4.1) 

Duncana 

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

 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี7ฉ 2 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของผล

การศึกษาอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. แต5ละชนิดที่แยกไดcจากแหล5ง

น้ำต5างๆ ในประเทศไทย จำนวน 22 สายพันธุ: (ตารางท่ี 4.1) 

Duncana 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
 
ตารางท่ี 8 ฉ 3 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่ความหนาแน5นเซลล:ที่ค5าการ

ดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ในช5วงระหว5าง 0.2-3.0 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

12 3 1.5379    

60 3  3.3333   

24 3  3.6964   

48 3   4.3355  

36 3    5.1205 

Sig  1.000 .120 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี9ฉ 4 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

จำนวนเซลล:สาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่ความหนาแน5นเซลล:ที่ค5าการดูดกลืนแสงความ

ยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ในช5วงระหว5าง 0.2-3.0 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

ตารางท่ี10ฉ 5 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

ปริมาณคลอโรฟ�ลล:ของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีความหนาแน5นเซลล:ท่ีค5าการดูดกลืน

แสงความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ในช5วงระหว5าง 0.2-3.0 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

0.2 3 3.1071         

0.4 3  6.2143        

0.6 3   9.2857       

0.8 3    11.9643      

1.0 3     14.5714     

1.5 3      20.1429    

2.0 3       27.9643   

2.5 3        34.1429  

3.0 3         42.6786 

sig  1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 8 

0.2 3 2.8507        

0.4 3  5.8727       

0.6 3   8.6093      

0.8 3   10.3523      

1.0 3    13.9907     

1.5 3     19.2833    

2.0 3      24.9600   

2.5 3       30.8280  

3.0 3        36.8440 

Sig  1.000 1.000 .089 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 11 ฉ 6 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่ความหนาแน5นเซลล:ที่ค5าการ

ดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ในช5วงระหว5าง 0.2-3.0 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

ตารางท่ี12 ฉ 7 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที ่ความหนาแน5นเซลล:ที ่ค5าการ

ดูดกลืนแสงความยาวคล่ืน 750 นาโนเมตร ในช5วงระหว5าง 0.2-3.0 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 
 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

0.2 3 1.7500     

0.4 3  2.2749    

0.6 3   3.0600   

0.8 3   3.1232   

1.0 3   3.2302   

1.5 3    3.9962  

2.0 3    4.3219  

2.5 3    4.3658  

3.0 3     5.0709 

Sig  1.000 1.000 .501 .152 1.000 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

0.2 3 57.0217      

0.4 3  71.7378     

0.6 3   96.2469    

0.8 3    116.0218   

1.0 3    126.1633   

1.5 3    127.3478   

2.0 3     142.7251  

2.5 3     152.3931  

3.0 3      169.5970 

Sig  1.000 1.000 1.000 .093 .128 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี13 ฉ 8 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของการ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย

ความหนาแน5นเซลล:ต5างๆ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 

  

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Co-culture with S. 

epidermidis (1x109) 
3 4.5883     

ChiW1 3 4.9416     

Co-culture with P. 

aeruginosa (1x108) 
3 5.0640 5.0640    

Co-culture with E. 

coli (1x109) 
3 5.0803 5.0803    

Co-culture with S. 

epidermidis (1x108) 
3 5.0999 5.0999    

Co-culture with S. 

epidermidis (5x108) 
3 5.1796 5.1796 5.1796   

Co-culture with P. 

aeruginosa (1x109) 
3 5.3681 5.3681 5.3681   

Co-culture with P. 

aeruginosa (2x108) 
3  5.7365 5.7365 5.7365  

Co-culture with S. 

epidermidis (2x108) 
3  5.7487 5.7487 5.7487  

Co-culture with E. 

coli (1x108) 
3   5.9325 5.9325  

Co-culture with E. 

coli (5x108) 
3    6.2697  

Co-culture with P. 

aeruginosa (5x108) 
3    6.3692  

Co-culture E. coli 

(2x108) 
3     7.4945 

Sig  .052 .086 .053 .103 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี14 ฉ 9 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของการ

ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ท่ีเพาะเล้ียงร5วมกับแบคทีเรียความ

หนาแน5นเซลล:ต5างๆ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

  

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 7 

Co-culture with S. 

epidermidis (1x109) 

3 162.6812       

ChiW1 3 168.5433 168.5433      

Co-culture with P. 

aeruginosa (1x108) 

3 169.8131 169.8131 169.8131     

Co-culture with E. 

coli (1x109) 

3 178.7682 178.7682 178.7682 178.7682    

Co-culture with S. 

epidermidis (1x108) 

3 181.4608 181.4608 181.4608 181.4608 181.4608   

Co-culture with S. 

epidermidis (5x108) 

3  186.2126 186.2126 186.2126 186.2126   

Co-culture with P. 

aeruginosa (1x109) 

3  187.3845 187.3845 187.3845 187.3845   

Co-culture with P. 

aeruginosa (2x108) 

3   190.3615 190.3615 190.3615 190.3615  

Co-culture with S. 

epidermidis (2x108) 

3   190.3958 190.3958 190.3958 190.3958  

Co-culture with E. 

coli (1x108) 

3    192.1699 192.1699 192.1699  

Co-culture with E. 

coli (5x108) 

3     201.0071 201.0071  

Co-culture with P. 

aeruginosa (5x108) 

3      209.1412  

Co-culture E. coli 

(2x108) 

3       227.9818 

Sig  .069 .073 .053 .202 .066 .069 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 15 ฉ 10 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

กิจกรรมของเอนไซม:ไฮโดรจีเนสของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี ้ยงร5วมกับ

แบคทีเรีย (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

ตารางท่ี 16 ฉ 11 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตออกซิเจนในระบบการเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5างสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 

กับแบคทีเรีย (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 

 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

ChiW1 3 1.5379   

Co-culture with S. epidermidis  3  3.3333  

Co-culture with P. aeruginosa  3  3.6964  

Co-culture E. coli 3   4.3355 

Sig  1.000 .120 1.000 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05  

1 2 

Co-culture E. coli 3 .0422  

Co-culture with P. aeruginosa 3 .0507  

Co-culture with S. epidermidis  3 .0613  

ChiW1 3  .2219 

Sig  .383 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 17 ฉ 12 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการสังเคราะห:แสงในระบบการเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5างสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 

กับแบคทีเรีย (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

ตารางท่ี 18 ฉ 13 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการหายใจในระบบการเพาะเลี้ยงร5วมกันระหว5างสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 กับ

แบคทีเรีย (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 
 

 
 

 

 

 
  

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

ChiW1 3 8.6933   

Co-culture with S. epidermidis  3 9.3333 9.3333  

Co-culture with P. aeruginosa 3  9.6267  

Co-culture E. coli 3   10.5867 

Sig  .135 .469 1.000 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2   

Co-culture E. coli 3 5.3813    

Co-culture with P. aeruginosa 3  6.9067   

Co-culture with S. epidermidis  3   7.7867  

ChiW1 3    8.6267 

Sig  1.000 1.000 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 19 ฉ 14 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อายุของเซลล:แบคทีเรียท่ีใชcเพาะเล้ียงร5วมกับสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000 
 
ตารางท่ี 20 ฉ 15 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียใน

อัตราส5วนต5างๆ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 

 

 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 

Co-culture E. coli 3 6.6280   

Co-culture with P. aeruginosa 3 7.3507   

Co-culture with S. epidermidis  3  8.7957  

ChiW1 3   10.1339 

Sig  .058 1.000 1.000 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 

3.00 mL: 2.00 mL 3 3.7311    

2.00 mL: 3.00 mL 3 4.1737    

0.05 mL: 4.95 mL 3  6.0883   

1.00 mL: 4.00 mL 3  6.6197   

0.50 mL: 4.50 mL 3   9.0299  

0.10 mL: 4.90 mL 3    10.2448 

Sig  .343 .258 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 21 ฉ 16 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียใน

แหล5งคาร:บอนต5างๆ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

ตารางท่ี 22 ฉ 17 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรียที่ใชc

กลีเซอรอลท่ีความเขcมขcนต5างๆ เป̀นแหล5งคาร:บอน (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 
 
 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

Butanol 3 8.6156     

Sucrose 3 8.7057     

Propanol 3 9.7332 9.7332    

Acetic acid 3  10.7313 10.7313   

Sodium acetate 3  10.7875 10.7875   

Glucose 3   11.7011 11.7011  

Ethanol     12.3361  

Glycerol      13.9312 

Sig  .068 .083 .109 .260 1.000 

OD750 N 

Subset for 

alpha = 

0.05 

  

 

   

1 2 3 4 5  

0 mM 3 1.2797      

17.5 mM 3  8.2983     

1,750 mM 3  9.4491     

35 mM 3   13.6308    

350 mM 3    16.6998   

70 mM 3     18.8070  

175 mM 3      25.4428 

Sig  1.000 .192 1.000 1.000 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



- 

 

95 

ตารางท่ี 23 ฉ 18 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 

โดยใชcอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลเป̀นแหล5งคาร:บอนท่ีค5าพีเอชต5างๆ (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 
ตารางท่ี 24 ฉ 19 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 

โดยใชcอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอนและบ5มที่อุณหภูมิต5างๆ (องศาเซลเซียส) 

(ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

pH 6.0 3 12.0541      

pH 9.0 3  14.4633     

pH 6.5 3  14.7254     

pH 8.5 3   18.9855    

pH 8.0 3   19.0537    

pH 7.5 3   21.1542 21.1542   

pH 7.2 3    22.7880 22.7880  

pH 7.0 3     24.2111 24.2111 

Sig       25.1486 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 

25 3 15.3999     

50 3  18.1962    

45 3   20.5237   

40 3   22.2605   

30 3    25.7318  

35 3     28.8243 

Sig  1.000 1.000 .094 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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ตารางท่ี 25 ฉ 20 ผลการทดสอบสมมติฐานดcวยโปรแกรมวิเคราะห:ทางสถิติ One-way ANOVA ของ

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร5ายสีเขียว Chlorella sp. ChiW1 ที่เพาะเลี้ยงร5วมกับแบคทีเรีย 

โดยใชcอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลีเซอรอลเป`นแหล5งคาร:บอนและบ5มที่ความเขcมแสงต5างๆ (ไมโครโมลโฟ

ตอนต5อตารางเมตรต5อวินาที) (ตารางท่ี 4.2) 

Duncana 

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

 

 

 

 
 

 
 
 
 

OD750 N 
Subset for alpha = 0.05 

1 2 3 4 5 6 

0  8.8363      

30 3  22.6996     

390 3   26.3880    

90 3    28.6858   

300 3    30.8719   

150 3     34.0243  

210 3      37.6450 

Sig  1.000 1.000 1.000 .051 1.000 1.000 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 




