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บทคัดย่อ 
 

       สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ถูกแสดงลักษณะในการผลิตไฮโดรเจนในระบบเซลล์
อิสระ งานวิจัยนี้ทําการศึกษาการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนต และทําการปรับสภาวะการตรึงเซลล์ในปัจจัย
ต่างๆ โดยพบว่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของอัลจิเนตท่ี 2.80-3.35 มิลลิเมตร ความเข้มข้นของเซลล์
ในอัลจิเนตท่ี 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตรของอัลจิเนต และความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 4 
เปอร์เซ็นต์จะเป็นสภาวะท่ีเซลล์ตรึง Tetraspora sp. CU2551 ผลิตไฮโดรเจนได้ดีท่ีสุด การบ่มใน
สภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศจะให้การผลิตไฮโดรเจนเป็น 0.0923 ± 0.0036 และ 1.7766 ± 0.0567 
ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมง ตามลําดับ และเม่ือนําเซลล์ตรึงไปบ่มในอาหารท่ี
ปราศจากซัลเฟอร์ (TAP-S) จะมีการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าเซลล์ตรึงในอาหาร TAP 1.2 เท่า จากนั้น
ทดสอบจํานวนรอบของการนํามาใช้ซํ้าเพ่ือการผลิตแก๊สไฮโดรเจนในอาหาร TAP-S ผลการทดลองพบว่า
เซลล์ตรึงท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศจะสามารถผลิตไฮโดรเจนซํ้าได้ท้ังหมด 3 รอบ โดยปริมาณ
ไฮโดรเจนสะสมท่ีผลิตได้ใน 2 รอบ จะสูงถึง 7.6823 ± 0.8792 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตร
อาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงมีปริมาณไฮโดรเจนสูงกว่าระบบอิสระถึง 6 เท่า และเม่ือบ่มเซลล์ตรึงในสภาวะท่ีมี
อากาศพบว่า เซลล์ตรึงจะสามารถผลิตไฮโดรเจนซํ้าได้ท้ังหมด 6 รอบ โดยให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสม
ท้ังหมด 11.3231 ± 0.9283 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงจะผลิตแก๊ส
ไฮโดรเจนในอัตรา/ปริมาณท่ีมากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 38 เท่า และมากกว่าจุลสาหร่าย (สาหร่ายสี
เขียวหรือไซยาโนแบคทีเรีย) สายพันธุ์อ่ืนๆประมาณ 1.4–2 เท่า  
 
คําสําคัญ : อัลจิเนต, การตรึงเซลล์, การผลิตไฮโดรเจน, สาหร่ายสีเขียว, Tetraspora sp. CU2551 
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Abstract 

 

        The green alga Tetraspora sp. CU2551 has previously been identified and 
characterized as a photosynthetic microorganism with high potential for H2 production. In 
the present study, the cells were entrapped and immobilized in an alginate matrix. Several 
immobilization parameters were optimized for enhancing hydrogen production. The results 
showed that the optimal immobilization conditions were 2.80-3.35 mm bead diameter, 
0.125 mg cell dry wt/mL alginate and 4% (w/v) of final alginate concentration. Incubation 
under aerobic and anaerobic conditions yielded the hydrogen gas as 0.0923 ± 0.0036 and 
1.7766 ± 0.0567 µmolH2/mg cell dry wt/h, respectively. Then, the immobilized cells were 
incubated in S-deprived medium (TAP-S), the H2 production yields increased as 1.2 folds 
when compared to TAP medium. Furthermore, the experiments were extended to repeat 
the use of immobilized cells in TAP-S medium. The results found that immobilized cells 
could be repeated at least for 3 production cycles under anoxic condition. The maximal 
total H2 production within 2 cycles reached 7.6823 ± 0.8792 mL H2/25 mL medium. This 
production yield was about 6 times higher compared to cell suspension. However, when 
incubated the immobilized cells under aerobic condition, immobilized cells were able to 
be reused for at least 6 cycles. The maximal total H2 production within 6 cycles reached 
11.3231 ± 0.9283 mL H2/25 mL medium. This production was about 38 times higher 
compared cell suspension and 1.4-2 times higher than other microalgae. 
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1  ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา  
จากการเพ่ิมข้ึนของจํานวนประชากรโลก ทําให้ความต้องการทางด้านพลังงานในด้านเศรษฐกิจ

สังคม รวมถึงการใช้พลังงานในชีวิตประจําวันเพ่ิมสูงข้ึนอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ในหลายประเทศต้อง
พ่ึงพาน้ํามันปิโตรเลียมเพ่ือใช้เป็นแหล่งพลังงานมากข้ึน จากรายงานสถานการณ์การใช้พลังงานของ
ประเทศไทย การใช้พลังงานยังคงเพ่ิมข้ึนตามการเติบโตทางเศรษฐกิจ โดยท่ีน้ํามันปิโตรเลียมยังคง
เป็นพลังงานท่ีใช้มากท่ีสุด คิดเป็นร้อยละ 51.5 ของการใช้พลังงานข้ันสุดท้าย (ศูนย์สารสนเทศข้อมูล
พลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2559) ซ่ึงน้ํามันปิโตรเลียมจัดเป็นเชื้อเพลิงฟอสซิล ซ่ึงเป็น
เชื้อเพลิงท่ีใช้แล้วหมดไป ธรรมชาติไม่สามารถสร้างข้ึนมาทดแทนได้ภายในระยะเวลาอันสั้น อีกท้ังยัง
ปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ซ่ึงเป็นสาเหตุหลักท่ีก่อให้เกิดปัญหาภาวะโลกร้อนหรือ
ปรากฏการณ์แก๊สเรือนกระจก ด้วยเหตุนี้จึงนํามาสู่การหาแหล่งพลังงานทางเลือกเพ่ือทดแทน
เชื้อเพลิงฟอสซิล โดยคํานึงถึงแหล่งพลังงานท่ีมีความยั่งยืน ไม่ปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) ให้ค่าความร้อนสูงและเป็นพลังงานสะอาด (Rashid et al., 2012)  

พลังงานไฮโดรเจนถือเป็นพลังงานทางเลือกอีกประเภทหนึ่งท่ีกําลังได้รับความสนใจเนื่องจากมี
ค่ามีความร้อนในระหว่างการเผาไหม้สูงถึง 141.6 เมกะจูลต่อกิโลกรัมไฮโดรเจน (Perry, 1963) อีก
ท้ังในกระบวนการเผาไหม้จะไม่มีการปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) แต่จะปลดปล่อยน้ํา 
(H2O) ออกมาเป็นผลิตภัณฑ์แทน ด้วยเหตุนี้พลังงานไฮโดรเจนจึงจัดเป็นพลังงานสะอาดและเป็น
พลังงานท่ียั่งยืน (Laurinavichene et al., 2006) สําหรับการผลิตไฮโดรเจนนั้นส่วนใหญ่จะผลิตโดย
การใช้เชื้อเพลิงฟอสซิลผ่านกระบวนการสตีมรีฟอร์มม่ิง (steam reforming) ซ่ึงยังคงเป็นการใช้
เชื้อเพลิงฟอสซิลท่ีมีอยู่อย่างจํากัดเป็นสารต้ังต้นอยู่ อีกท้ังกระบวนนี้ยังใช้อุณหภูมิและความดันท่ีสูง 
นํามาซ่ึงค่าใช้จ่ายในการผลิตท่ีสูงข้ึน และยิ่งไปกว่านั้นในกระบวนการผลิตยังคงปลดปล่อยแก๊สเรือน
กระจกซ่ึงเป็นปัญหาสิ่งแวดล้อมออกสู่บรรยากาศ ด้วยเหตุนี้ในช่วงหลายปีท่ีผ่านมานักวิจัยท่ัวโลกจึง
หันมาให้ความสนใจในการศึกษาการผลิตพลังงานไฮโดรเจนจากจุลชีพต่างๆ และเรียกไฮโดรเจนท่ี
ผลิตจากกระบวนการทางชีวภาพว่า ไบโอไฮโดรเจน (biohydrogen) 
 จุลชีพท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนได้มีหลายชนิด เช่น แบคทีเรีย แบคทีเรียท่ีสังเคราะห์แสงได้  
ไซยาโนแบคทีเรีย และสาหร่ายสีเขียว โดยจุลชีพแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนท่ี
แตกต่างกันข้ึนกับชนิดและสายพันธุ์ของจุลชีพท่ีใช้ในกระบวนการผลิต ในบรรดากลุ่มจุลชีพท่ีกล่าวมา
ข้างต้น การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวจะมีข้อได้เปรียบกว่าจุลชีพชนิดอ่ืน เนื่องจากใช้ต้นทุน
การผลิตท่ีต่ํากว่า เพราะใช้สารต้ังต้นเพียง 2 อย่าง นั่นคือ น้ําและพลังงานแสงจากแหล่งธรรมชาติ ซ่ึง
สารต้ังต้นดังกล่าวต่างเป็นทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู่อย่างไม่จํากัด (Eroglu et al., 2011) อีกท้ัง
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สาหร่ายสีเขียวยังมีความสามารถในการตรึง CO2 ในบรรยากาศได้ดี จึงสามารถช่วยลดปริมาณแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์จากชั้นบรรยากาศได้อีกทางหนึ่ง โดยสาหร่ายสีเขียวท่ีสนใจจะทําการศึกษานั้นคือ 
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ซ่ึงเป็นสาหร่ายสีเขียวท่ีคัดแยกได้จากงานวิจัยของ เชิด
ศักด์ิและคณะ (2554) โดยจากงานวิจัยรายงานว่า สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 จะ
สามารถผลิตไฮโดรเจนด้วยอัตราการผลิตท่ีสูงกว่า สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อ่ืน เช่น สาหร่ายสีเขียว 
Chlamydomonas reinhardtii (Chochois et al., 2010) ถึง 72–92 เปอร์เซ็นต์ ด้วยอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงนี้จึงสนใจท่ีจะพัฒนาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. 
CU2551 ให้มีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงยิ่งกว่าเดิม 
 โดยท่ัวไปการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจะเป็นการผลิต ซ่ึงจะผลิตผ่านกระบวนการ
ผลิตแบบ 2 ข้ันตอน หรือ two-stage process (Guan et al., 2004) โดยในข้ันแรก (stage I) คือ 
ข้ันการสังเคราะห์แสงหรือข้ันการเจริญเติบโต จะเป็นการเลี้ยงสาหร่ายในอาหารปกติท่ีมีธาตุอาหาร
ทุกชนิดท่ีจําเป็นสําหรับการเพ่ิมปริมาณเซลล์ มีการให้แสง และคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้นเซลล์
สาหร่ายจากข้ันแรก (stage I) จะเข้าสู่ข้ันท่ี 2 (stage II) หรือข้ันการผลิตไฮโดรเจน ปัญหาหลักของ
การผลิตไฮโดรเจนจะอยู่ท่ีข้ันท่ี 2 นี้ เนื่องจากเอนไซม์ไฮโดรจีเนส เป็นเอนไซม์ท่ีมีบทบาทสําคัญใน
การผลิตไฮโดรเจน จะไม่สามารถทํางานได้เม่ือมีออกซิเจนอยู่ในระบบ ดังนั้นในการผลิตไฮโดรเจนจึง
ต้องทําการพ่นไล่อากาศด้วยแก๊สอาร์กอนหรือไนโตรเจน (Song et al., 2011; Anjana et al., 
2014) เพ่ือให้ระบบอยู่ในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจน แต่อย่างไรก็ตามในระหว่างท่ีเซลล์สาหร่ายสีเขียวอยู่
ในข้ันการผลิตไฮโดรเจน (stage II) ระบบการสังเคราะห์ท่ี 2 ยังคงทํางานและจะปลดปล่อยออกซิเจน
ออกมาในระบบ ซ่ึงมีผลไปรบกวนการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส นอกจากนี้แล้ว ในปัจจุบันมีการ
ผลิตไฮโดรเจนด้วยระบบเซลล์อิสระ เซลล์อาจจะเกิดการซ้อนทับกันเป็นชั้นๆ (cell stacking) เป็น
เหตุให้ความสามารถในการส่องผ่านของแสงไปยังเซลล์เกิดได้น้อยลง เป็นผลให้การผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียวในระบบเซลล์อิสระมีประสิทธิภาพลดลง มีงานวิจัยก่อนหน้านี้ได้มีการนําเทคนิคของ
การตรึงเซลล์มาใช้ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว เช่น ในงานวิจัยของ 
Kosourov และคณะ (2009) ได้ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii พบว่า การตรึงเซลล์
จะสามารถช่วยลดอัตราการแพร่และจํากัดปริมาณของแก๊สออกซิเจนในอากาศไปสู่เซลล์ ซ่ึงเป็นการ
ลดโอกาสท่ีออกซิเจนจะไปยับยั้งเอนไซม์ไฮโดรจีเนส เป็นผลทําให้เอนไซม์สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจน
ได้ดียิ่งข้ึน นอกจากนั้นยังพบว่าการตรึงเซลล์จะสามารถช่วยลดการเกิด cell stacking ทําให้เซลล์
สามารถสัมผัสแสงและมีประสิทธิภาพในการใช้แสงท่ีดีข้ึน ยิ่งไปกว่านั้นยังมีรายงานว่าการตรึงเซลล์
สามารถท่ีจะช่วยลดการสูญเสียเซลล์ไปในข้ันตอนการเปลี่ยนอาหารใหม่ได้ สามารถเปลี่ยนอาหารได้
โดยไม่ต้องผ่านข้ันตอนการปั่นเหวี่ยง ทําให้สะดวกและประหยัดเวลามากยิ่งข้ึน (Laurinavichene et 
al., 2006; Song et al., 2011)  
 การตรึงเซลล์จุลชีพเพ่ือการผลิตแก๊สไฮโดรเจนนั้น สามารถท่ีจะทําการตรึงเซลล์ได้ท้ังจากการ
ใช้วัสดุสังเคราะห์และพอลิเมอร์ธรรมชาติ โดยวัสดุสังเคราะห์ท่ีมีการนํามาตรึงเซลล์นั้นคือ อะลูมินัม 
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โบโลซิลิเกต (Laurinavichene et al., 2006) และ ซิลิกา (Hahn et al., 2007) โดยเป็นการตรึง
เซลล์สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ผลการวิจัยพบว่า การตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยการใช้ซิลิกา
จะไม่มีผลช่วยเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวเม่ือเทียบกับระบบเซลล์อิสระ ส่วนการ
ตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วย อะลูมินัม โบโลซิลิเกต พบว่า เซลล์ของสาหร่ายสีเขียวท่ีถูกตรึงจะมี
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนได้ดีข้ึนและ เซลล์สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ยาวนานข้ึน 4 ชั่วโมง
เม่ือเทียบกับระบบเซลล์อิสระ แต่อย่างไรก็ตามการตรึงเซลล์ด้วย อะลูมินัม โบโลซิลิเกต ยังคงมี
ข้อจํากัดในเรื่องของราคาวัสดุท่ีมีราคาแพง ดังนั้นจึงนํามาสู่การหาวัสดุตรึงเซลล์ชนิดใหม่ท่ีจะมีราคา
ถูกและช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวได้  
 การตรึงเซลล์ด้วยวัสดุท่ีเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติเป็นอีกหนึ่งวิธีท่ีได้รับความนิยม เนื่องจากราคา
ถูก หาง่าย และไม่เป็นพิษ โดยพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีนิยมใช้ในการตรึงเซลล์ คือ อะการ์และอัลจิเนต 
ซ่ึงจากงานวิจัยก่อนหน้านี้ก็ได้มีการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ด้วยอัลจิเนต 
(Kosourov et al., 2009; Antal et al., 2016; Eleftherios et al., 2016) และตรึงเซลล์สาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. ด้วยอะการ์ (Song et al., 2011) รวมท้ังยังมีการตรึงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย 
Lyngbya perelegans ท้ังด้วยอะการ์และอัลจิเนต (Anjana et al., 2014) โดยจากงานวิจัยดังกล่าว
ล้วนแล้วแต่รายงานผลตรงกันว่า การตรึงเซลล์ด้วยอะการ์และอัลจิเนตสามารถท่ีช่วยให้เซลล์สาหร่าย
สีเขียวผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราคงท่ีและขยายระยะเวลาการผลิตให้ยาวนานมากข้ึน อีกท้ังยังมีการ
รายงานถึงการนําเซลล์ท่ีตรึงและผลิตไฮโดรเจนไปแล้วกลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ ซ่ึงพบว่าเซลล์
สามารถท่ีจะกลับมาผลิตไฮโดรเจนได้ซํ้าอีกครั้งสูงสุดถึง 6 รอบ (Song et al., 2011)  
 สําหรับสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ได้มีการทําการศึกษาผลของการเลือกวัสดุ
ตรึงท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงพบว่า วัสดุตรึงอัลจิเนตเป็นวัสดุตรึงท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน
มากท่ีสุด (นภิศา และคณะ, 2560) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. CU2551 ด้วยอัลจิเนต เพ่ือเพ่ิมศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน โดยจะทําการ
เปรียบเทียบและแปรผันสภาวะท่ีใช้ในการตรึงเซลล์ ไม่ว่าจะเป็น ขนาดของเซลล์ท่ีถูกตรึง ความ
เข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึง ความเข้มข้นของอัลจิเนต และ ผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน 
ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) เทียบกับระบบเซลล์อิสระ และเม่ือเซลล์ผลิตไฮโดรเจนคงท่ีแล้วก็สนใจท่ีจะ
นําเซลล์กลับเข้าสู่ข้ันสังเคราะห์แสง (stage I) อีกครั้ง เพ่ือศึกษาความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน
ซํ้าใหม่จากการใช้เซลล์เดิม 
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย  
 1)  ศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง Tetraspora sp. CU2551 
 2)  ศึกษาปัจจัยท่ีมีผลต่อการนําเซลล์ตรึง Tetraspora sp. CU2551 กลับมาใช้ซ้ําใหม่ 
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1.3  ขอบเขตของงานวิจัย  
 1) ศึกษาปัจจัยเบื้องต้นท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน  
 1.1) ศึกษาผลของของความขุ่นเซลล์ (OD730) ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากสาหร่ายสี
เขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนนั้นจะต้องมีอายุไม่เกิน 24 
ชั่วโมง ดังนั้นการศึกษานี้จะทําการเลี้ยงสาหร่ายเป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยแปรผันค่าความขุ่นเซลล์
เริ่มต้น (initial OD730) ต้ังแต่ 0.005 ถึง 0.10 ทําการเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบเวลาท่ี
กําหนด จะนําเซลล์สาหร่ายสีเขียวไปวัดค่าความขุ่นสุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ในข้ันการ
สังเคราะห์แสง (stage I) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร จากนั้น
นําสารแขวนลอยเซลล์ท่ีเหลือไปบ่มเพ่ือผลิตไฮโดรเจน เป็นเวลา 4 ชั่วโมง โดยวัดปริมาณแก๊ส
ไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟโดยใช้ TCD เป็นตัวตรวจวัด  
 1.2) ศึกษาผลของความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยจะ
แปรผันค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ต้ังแต่ 0.005 ถึง 0.10 ทําการเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง จากนั้นจะทําการปรับค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I ให้มีค่าท่ี
กําหนด ทําการบ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมง และวัดความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโคร
มาโตกราฟท่ีมี TCD เป็นตัวตรวจวัด 
 1.3) ศึกษาผลของความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I ท่ีมีต่อการผลิต
ไฮโดรเจน โดยจะทําการเลี้ยงเซลล์อายุ 24 ชั่วโมง โดยใช้ค่าความขุ่นเริ่มต้นท่ี 0.1 ทําการแปรผันค่า 
ความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I เป็น 0.1 ถึง 1.0 จากนั้นทําการบ่มและวัด
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟท่ีมี TCD เป็นตัวตรวจวัด 
 2) ศึกษาการปรับสภาวะการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยอัลจิเนต ได้แก่ ขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนต ความเข้มข้นของเซลล์ท่ีตรึงในสารละลายอัลจิเนต ความเข้มข้นของอัลจิ
เนต และผลของการขาดธาตุอาหารท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ 
 2.1) ทําการศึกษาผลของขนาดวัสดุตรึงอัลจิเนตต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน ด้วยการนํา
เซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีมีอายุ 24 ชั่วโมง มาทําการตรึงเซลล์โดยใช้ความเข้มข้นของอัลจิเนตคือ 4 
เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นของเซลล์ท่ีตรึงต่ออัลจิเนตคือ 1 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อมิลลิลิตร
ของอัลจิเนต ทําการผลิตเม็ดอัลจิเนตและใช้ตะแกรงร่อน เพ่ือคัดขนาดวัสดุตรึงอัลจิเนตท่ีมีเส้นผ่าน
ศูนย์กลางในช่วง 1.70-2.00, 2.00-2.36, 2.36-2.80, 2.80-3.35 และมากกว่า 3.35 มิลลิเมตร 
วิเคราะห์ปริมาณของไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟท่ีมี TCD เป็นตัวตรวจวัด 
 2.2) ทําการศึกษาผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีตรึงต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน ด้วยการ
นําเซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีมีอายุ 24 ชั่วโมง มาทําการตรึงเซลล์โดยใช้ความเข้มข้นของอัลจิเนตคือ 4 
เปอร์เซ็นต์ และขนาดของวัสดุตรึงอัลจิเนตท่ีเหมาะสมจากข้อ 2.1 ทําการผลิตเม็ดอัลจิเนต โดยจะ
แปรผันความเข้มข้นของเซลล์ท่ีตรึงเป็น 0.125 ถึง 10 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อมิลลิลิตรของอัลจิ
เนต วิเคราะห์ปริมาณของไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ ท่ีมี TCD เป็นตัวตรวจวัด 
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 2.3) ทําการศึกษาผลของความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีมีต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน ด้วยการ
นําเซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีมีอายุ 24 ชั่วโมง มาทําการตรึงเซลล์โดยใช้ขนาดของวัสดุตรึงอัลจิเนตท่ี
เหมาะสมจากข้อ 2.1 และความเข้มข้นของเซลล์ตรึงท่ีเหมาะสมจากข้อ 2.2 ทําการผลิตเม็ดอัลจิเนต 
โดยจะทําการแปรผันความเข้มข้นของอัลจิเนตเป็น 1 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์ เพ่ือหาความเข้มข้นท่ี
เหมาะสมของอัลจิเนตท่ีใช้ในการตรึงเซลล์ จากนั้นนําไปวิเคราะห์ปริมาณของไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ ท่ีมี TCD เป็นตัวตรวจวัด 
 2.4) ทําการศึกษาผลการขาดธาตุอาหารของเซลล์ตรึง โดยจะทําการแปรผันชนิดของ
อาหารท่ีเลี้ยงเซลล์ท่ีขาดธาตุอาหารหลักท้ังหมดเป็น full factorial (TAP-N, TAP-P, TAP-S, TAP-
N-P, TAP-N-S, TAP-P-S, TAP-N-P-S) โดยหลังจากเลี้ยงสาหร่ายใน stage I ครบ 24 ชั่วโมงจะทํา
การตรึงเซลล์โดยใช้สภาวะการตรึงเซลล์ท่ีเหมาะสมท้ังหมดจากข้อ 2.1 ถึง 2.3 ทําการถ่ายโอนเซลล์
สาหร่ายสีเขียวลงสู่อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุอาหารหลักชนิดต่างๆท่ีทําการแปรผัน นําไปบ่มในตู้บ่มท่ี
ควบคุมอุณหภูมิได้ ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ จากนั้นทําการวิเคราะห์ปริมาณของ
ไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ โดยใช้ TCD เป็นตัวตรวจวัด 
 3) ศึกษาการนําเซลล์ตรึงกลับมาใช้ซ้ํา โดยใช้สภาวะในการตรึงเซลล์และอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาด
ธาตุอาหารหลักท่ีเหมาะสมจากข้อ 2 โดยเม่ือเซลล์ตรึงอ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจนแล้ว จะทําการย้าย
เซลล์ไปสู่อาหาร TAP ปกติท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วน เพ่ือให้เซลล์มีสภาพของเมแทบอลิซึมกลับสู่
สภาวะเดิม โดยจะทําการแปรผันระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เป็น 24, 1, และ 0 ชั่วโมง จากนั้นทําการ
ย้ายเซลล์ไปสู่อาหารท่ีขาดธาตุอาหารหลักท่ีเหมาะสมอีกครั้งเพ่ือเหนี่ยวนําให้เซลล์ผลิตไฮโดรเจน อัน
จะเป็นการเพ่ิมผลผลิตไฮโดรเจนจากเซลล์ท่ีตรึงเอาไว้แต่เดิม ทําการทดลองเพ่ือหาจํานวนรอบท่ีเซลล์
สามารถนํากลับมาใช้ซ้ําเพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 
 

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1) สามารถเพ่ิมศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนของ Tetraspora sp. CU2551 ให้สูงมากยิ่งข้ึน 
2) สามารถท่ีจะเพ่ิมปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว จากการนําเซลล์ท่ีตรึงแล้ว 

 กลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ 
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บทท่ี 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 

ในปัจจุบันการใช้พลังงานมีแนวโน้มเพ่ิมสูงข้ึนทุกปีตามความเจริญของสังคมโลก โดยพลังงาน
หลักเป็นพลังงานฟอสซิลท่ีมาจาก น้ํามัน ถ่านหิน และแก๊สธรรมชาติ จากรายงานสถานการณ์พลังงาน
ของประเทศไทย (ศูนย์สารสนเทศข้อมูลพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน, 2559) พบว่า น้ํามัน
ปิโตรเลียมเป็นเชื้อเพลิงท่ีมีการใช้มากท่ีสุดโดยคิดเป็นร้อยละ 51.5 ของพลังงานข้ันสุดท้ายท้ังหมด โดย
พลังงานส่วนใหญ่ถูกนําไปใช้ในการคมนาคมและการขนส่ง รองลงมาคือใช้ในอุตสาหกรรม ดังแสดงใน
รูปท่ี 2.1 

 

 
 

รูปท่ี 2.1 การเปรียบเทียบการใช้พลังงานในประเทศไทย 
ท่ีมา : ศูนย์สารสนเทศข้อมูลพลังงานทดแทนและอนุรักษ์พลังงาน (2559) 

 
จากการใช้พลังงานฟอสซิลท่ีเพ่ิมสูงข้ึนนี้จึงก่อให้ปัญหาหลายประการ ประการแรกคือ ประเทศ

ต่างๆ รวมท้ังประเทศไทย ต่างอยู่ในสภาพขาดความม่ันคงทางด้านพลังงาน (Energy security) เพราะ
ไม่มีแหล่งพลังงานฟอสซิลท้ัง 3 ชนิดเป็นของตนเอง พลังงานจึงถูกควบคุมโดยต่างประเทศ อีกท้ัง
พลังงานฟอสซิลเป็นพลังงานท่ีใช้แล้วหมดไป ธรรมชาติไม่สามารถท่ีจะสร้างข้ึนมาทดแทนได้ภายใน
ระยะเวลาอันสั้น ประการท่ีสองคือ เกิดผลกระทบต่อการเจริญเติบโตทางเศรษฐกิจ (Economic 
development) ท่ีสัมพันธ์โดยตรงกับความเป็นอยู่ท่ีดีข้ึนของประชากรโลก เนื่องจากพลังงานฟอสซิลมี
ราคาสูงข้ึนอย่างรวดเร็ว และประการสุดท้ายคือ การเกิดผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อมจากการเกิดภาวะโลก
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ร้อน การเผาไหม้เชื้อเพลิงท่ีมีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบนั้น จะทําให้เกิดแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ข้ึนด้วย
เสมอ เช่น การเผาไหม้น้ํามันเบนซิน ดีเซล ถ่านหิน และแก๊สธรรมชาติ เป็นต้น ซ่ึงแก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ท่ีมีการปลดปล่อยออกมานั้นก็เป็นแก๊สหลักท่ีเป็นสาเหตุสําคัญของการเกิดภาวะ
โลกร้อน จากปัญหาดังท่ีกล่าวมาจึงนํามาสู่การหาแหล่งพลังงานทดแทนแหล่งใหม่ท่ีเหมาะสมโดย
จะต้องมีราคาไม่แพง การเกิดมาทดแทนใช้เวลาไม่มาก กระบวนการผลิตเพ่ือให้ได้พลังงานต้องใช้เวลา
ไม่นาน เป็นพลังงานสะอาดและมาจากแหล่งท่ีพบได้ท่ัวไป (รัชนีกร, 2554) ซ่ึงมีพลังงานทางเลือกชนิด
หนึ่งท่ีสามารถตอบโจทย์คุณสมบัติของพลังงานทางเลือกแหล่งใหม่ท่ีต้องการได้ค่อนข้างจะสมบูรณ์โดย
พลังงานชนิดนั้นก็คือ พลังงานไฮโดรเจน 
 

2.1  พลังงานไฮโดรเจน 
ไฮโดรเจนเป็นธาตุท่ีเบาท่ีสุดและเป็นองค์ประกอบของน้ํา (H2O) ซ่ึงเป็นสารเคมีท่ีมีมากท่ีสุดบน

โลก นอกจากนี้ยังเป็นธาตุท่ีรวมอยู่ในโมเลกุลของสารประกอบอ่ืนๆ เช่น สารประกอบจําพวก
ไฮโดรคาร์บอน ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ของปิโตรเลียมท่ีมีความสําคัญสําหรับการพัฒนาทางเศรษฐกิจของ
ประเทศ คุณสมบัติท่ัวไปของไฮโดรเจน คือ เป็นธาตุท่ีมีน้ําหนักเบากว่าอากาศถึง 14 เท่า สามารถลอย
กระจายไปในอากาศได้อย่างรวดเร็วและไม่ตกค้างบนพ้ืนดิน ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น ติดไฟง่าย มีความสะอาด
สูง ไม่เป็นพิษและเป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อม เนื่องจากการใช้งานเชื้อเพลิงไฮโดรเจนจะปลดปล่อยเพียงแค่
ไอน้ําและความร้อนออกมาเป็นผลิตภัณฑ์ แต่ไม่มีการปลดปล่อยแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์หรือแก๊ส
มลภาวะอ่ืนๆออกสู่บรรยากาศ นอกจากนั้นแล้วไฮโดรเจนยังมีจุดติดไฟท่ีสูงและมีจุดเดือดท่ีตํ่า โดยมีจุด
ติดไฟท่ี 570 องศาเซลเซียส ซ่ึงเป็นค่าท่ีสูงมากเม่ือเทียบกับแก๊สโซลีน ส่วนจุดเดือดของไฮโดรเจนนั้นจะ
ตํ่ามากถึง -253 องศาเซลเซียส และด้วยเหตุท่ีว่า ไฮโดรเจนมีน้ําหนักเบากว่าอากาศมาก เม่ือมีการรั่ว
ของไฮโดรเจนเกิดข้ึน ไฮโดรเจนจะกระจายตัวข้ึนสู่บรรยากาศอย่างรวดเร็ว และเม่ือเกิดการเผาไหม้
เปลวไฟจะข้ึนข้างบนและหมดไปอย่างรวดเร็ว โดยการเผาไหม้จะเกิดข้ึนเร็วมากและมีการแผ่รังสีความ
ร้อนในระดับตํ่า ซ่ึงแตกต่างจากเบนซินและดีเซล โดยไอของเบนซินและดีเซลจะหนักกว่าอากาศทําให้มี
การลุกไหม้อยู่ได้นานกว่า ดังนั้นพลังงานไฮโดรเจนจึงถือเป็นพลังงานท่ีมีความอันตรายน้อยกว่าเม่ือ
เทียบกับพลังงานชนิดอ่ืนๆ 

นอกจากข้อดีหลายประการของพลังงานไฮโดรเจนดังท่ีได้กล่าวไปแล้วข้างต้น พลังงานไฮโดรเจน
ยังประสิทธิภาพในการให้พลังงานได้สูงเม่ือเทียบกับพลังงานชนิดอ่ืน โดยจะให้ค่าพลังงานต่อการใช้
ไฮโดรเจน 1 กิโลกรัมสูงถึง 141.6 เมกะจูล (Perry, 1963) ซ่ึงให้ค่าพลังงานสูงกว่าน้ํามันเชื้อเพลิงถึง 3 
เท่า (รูปท่ี 2.2) โดยพลังงานไฮโดรเจนสามารถใช้งานได้ท้ังเป็นเชื้อเพลิงในการเผาไหม้และให้ความร้อน
ออกมา หรือใช้ในเซลล์เชื้อเพลิงโดยปฏิกิริยาทางเคมีแล้วเกิดกระแสไฟฟ้า ซ่ึงสามารถนําไปใช้ได้ท้ังใน
การขับเคลื่อนรถ ผลิตกระแสไฟฟ้า อุปกรณ์อิเล็คทรอนิคส์ขนาดเล็กและอ่ืนๆ 
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รูปท่ี 2.2 การเปรียบค่าพลังงานชนิดต่างๆต่อปริมาณเชื้อเพลิงน้ําหนัก 1 กิโลกรัม  
ท่ีมา : http://people.hofstra.edu/geotrans/Eng/ch8en/conc8en/energycontent.html. 

 

เม่ือกล่าวถึงเซลล์เชื้อเพลิง ขณะนี้การใช้เซลล์เชื้อเพลิงในผลิตกระแสไฟฟ้าก็กําลังได้รับความ
นิยมเช่นกัน เนื่องจากเซลล์เชื้อเพลิงเป็นกระบวนการเปลี่ยนพลังงานเคมีของเซลล์เชื้อเพลิงไปเป็น
พลังงานไฟฟ้าโดยกลไกทางเคมีไฟฟ้า ท่ีสามารถแปรรูปพลังงานเคมีไปเป็นพลังงานไฟฟ้าได้จากหลาย
แหล่ง โดยผ่านเพียงข้ันตอนเดียวซ่ึงไม่มีความยุ่งยากและซับซ้อน ในขณะท่ีปัจจุบันกระบวนการแปรรูป
พลังงานจะเป็นการแปรรูปพลังงานเคมีไปเป็นพลังงานความร้อนก่อน จากนั้นทําการเปลี่ยนพลังงาน
ความร้อนไปเป็นพลังงานกลและค่อยเปลี่ยนพลังงานกลไปเป็นพลังงานไฟฟ้า (รูปท่ี 2.3) โดยปกติใน
ธรรมชาติการเปลี่ยนแปลงพลังงานในทุกๆข้ันตอนจะมีการสูญเสียพลังงานอยู่แล้ว โดยเฉพาะข้ันตอน
ของการเปลี่ยนพลังงานเคมีไปเป็นพลังงานความร้อน ดังนั้นกระบวนการแปรรูปพลังงานเคมีไปเป็น
พลังงานไฟฟ้าด้วยวิธีนี้จึงมีการสูญเสียพลังงานค่อนข้างมาก เนื่องจากกระบวนการแปรรูปจะต้องผ่าน
กระบวนการหลายข้ันตอนซ่ึงมีความยุ่งยากซับซ้อน อีกท้ังพลังงานเคมีท่ีจะใช้ในการแปรรูปไปเป็น
พลังงานไฟฟ้ามักจะเป็นเชื้อเพลิงจากปิโตรเลียม ซ่ึงผลของการแปรรูปท่ีได้จึงมักจะได้ ความร้อน 
คาร์บอนไดออกไซด์ และน้ําเป็นผลิตภัณฑ์ ในขณะท่ีกระบวนการใช้เซลล์เชื้อเพลิง ผลจากการแปรรูป
พลังงานเคมีจะมีเพียงความร้อนและน้ําเท่านั้น นั่นหมายความว่ากระบวนการเซลล์เชื้อเพลิงจะมีความ
เป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อมมากกว่ากระบวนการผลิตเครื่องยนต์แบบใช้ความร้อน (สํานักวิจัยค้นคว้า
พลังงาน, 2554) 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.3 ข้ันตอนการแปลงพลังงานวัฏจักรท่ัวไป และโดยกระบวนการเชลล์เชื้อเพลิง  
ท่ีมา : สํานักวิจัยค้นคว้าพลังงาน (2554) 

 
เซลล์เชื้อเพลิงท่ีมีใช้งานในปัจจุบันนั้น แต่ละชนิดจะมีโครงสร้างและปฏิกิริยาทางไฟฟ้าเคมีท่ี

แตกต่างกัน แต่เซลล์เชื้อเพลิงท่ีกําลังได้รับนิยมคือ เซลล์เชื้อเพลิงแบบเมมเบรนแลกเปลี่ยนโปรตอน 
หรือ Proton Exchange Membrane Fuel Cell, PEMFC) เนื่องจากเป็นเซลล์เชื้อเพลิงท่ีมีขนาด
กะทัดรัด เริ่มทํางานได้รวดเร็ว ให้พลังงานสูงเม่ือเทียบกับน้ําหนัก สามารถทํางานได้ท่ีอุณหภูมิตํ่า และ
อายุการทํางานยาวกว่าเซลล์เชื้อเพลิงประเภทอ่ืน ซ่ึงเป็นท่ีนิยมสูงสุดในการนํามาใช้เป็นต้นกําลังในภาค
คมนาคมขนส่ง โดยหลักการเปลี่ยนพลังงานเคมีให้เป็นพลังงานไฟฟ้านั้นสามารถทําได้โดย การใช้
เซลล์ไฟฟ้าเคมีชนิดกัลวานิกส์มาเป็นอุปกรณ์ในการทําให้เกิดปฏิกิริยากันระหว่างแก๊สไฮโดรเจนและ
แก๊สออกซิเจน (O2) ซ่ึงแก๊สออกซิเจนได้มาจากการผ่านอากาศเข้าไปในเซลล์ แก๊สไฮโดรเจนจะทํา
ปฏิกิริยาท่ีข้ัวแอโนดเพ่ือให้อิเล็กตรอนและไฮโดรเจนไอออน (H+) อิเล็กตรอนจะเคลื่อนท่ีผ่านวงจร
ภายนอกและให้ไฟฟ้ากระแสตรงออกมา ขณะเดียวกันไฮโดรเจนไอออนจะแพร่ผ่านสารอิเล็กโทรไลท์ 
เพ่ือไปทําปฏิกิริยากับแก๊สออกซิเจนและอิเล็กตรอนจากวงจรภายนอกท่ีข้ัวแคโทด แล้วได้สารผลิตภัณฑ์
เป็นน้ําและมีความร้อนเกิดข้ึน (รัชนีกร, 2554) สมการการเกิดปฏิกิริยาเคมีแสดงดังสมการท่ี (1), (2) 
และ (3) 

 
 ปฏิกิริยาท่ีข้ัวแอโนด :  2H2              4H+ + 4e-       สมการท่ี (1) 
 ปฏิกิริยาท่ีข้ัวแคโทด :  O2 + 4H+ + 4e-             2H2O       สมการท่ี (2) 
 ปฏิกิริยาของเซลล์ :  2H2 + O2              2H2O       สมการท่ี (3) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 2.4 เซลล์เชื้อเพลิงชนิด PEMFC และปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนภายในข้ัวแคโทดและแอโนด 
ท่ีมา : รัชนีกร (2554) 

 

2.2  กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
การผลิตไฮโดรเจนเม่ือพิจารณาจากวัตถุดิบเป็นหลักแบ่งออกเป็น 3 แหล่งหลักๆ คือ จาก

เชื้อเพลิงฟอสซิล เช่น แก๊สธรรมชาติ ถ่านหิน น้ํามันปิโตรเลียม จากแหล่งพลังงานหมุนเวียน เช่น ชีว
มวล และน้ํา เป็นต้น และจากพลังงานนิวเคลียร์ แนวคิดหลักท่ีใช้ในกระบวนการผลิตแก๊สไฮโดรเจน คือ
การแยกไฮโดรเจนอะตอมออกจากสารต้ังต้นและแหล่งให้แก๊สไฮโดรเจนจะเป็นตัวกําหนดกระบวนการ
ท่ีใช้ในการผลิต ในปัจจุบันกระบวนการผลิตได้แยกออกเป็น 3 กระบวนการหลักคือ กระบวนการทาง
ความร้อนเคมี กระบวนการไฟฟ้าเคมี และกระบวนการทางชีวเคมี โดยกระบวนการท่ีดีนั้นต้องให้ผล
คุ้มค่ากับการลงทุนและไม่ยุ่งยากซับซ้อนจนเกินไปเพ่ือลดต้นทุนการผลิต ซ่ึงกระบวนการผลิตแก๊ส
ไฮโดรเจนมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 
 2.2.1  กระบวนการทางความร้อนเคมี (Thermal chemical process) 

ไฮโดรเจนสามารถผลิตได้โดยวิธีทางเคมีโดยใช้ความร้อน มีวัตถุดิบหลักท่ีเป็นสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน เช่น แก๊สธรรมชาติ ถ่านหิน ชีวมวล เป็นต้น ผลลัพธ์ท่ีได้คือแก๊สสังเคราะห์ซ่ึง
ประกอบด้วย ไฮโดรเจน คาร์บอนมอนนอกไซด์ น้ํา และมีเทน จากนั้นจะผ่านกระบวนการเพ่ิมเติมเพ่ือ
ทําให้ได้ไฮโดรเจนท่ีบริสุทธิ์ข้ึน ซ่ึงการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการความร้อนเคมี ได้แก่ กระบวนการ
รีฟอร์มม่ิงด้วยไอน้ํา (Steam Reforming) กระบวนการแก๊สซิฟิเคชั่น (Gasification) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กระบวนการผลิตแก๊สไฮโดรเจนในเชิงพาณิชย์ท่ีนิยม คือ Steam reforming โดยมีสารต้ังต้น
เป็นแก๊สธรรมชาติ เอทานอลหมักจากวัสดุธรรมชาติ เป็นต้น ปัจจุบันร้อยละ 95 ของแก๊สไฮโดรเจนท่ี
ผลิตหรือ 9,000,000 ตัน ผลิตในประเทศสหรัฐอเมริกาและใช้แก๊สธรรมชาติเป็นวัตถุดิบ หรือเรียก
กระบวนการนี้ว่า Steam Methane Reformation (SMR) เนื่องจากมีเทนเป็นส่วนประกอบหลักของ
แก๊สธรรมชาติ ประกอบด้วย 2 ข้ันตอนท่ีสําคัญคือ 1) นําแก๊สธรรมชาติทําปฏิกิริยา reforming กับไอ
น้ํ า ท่ี มี อุณหภู มิสู งๆ (อาจจะมีการใช้ ตัว เร่ งปฏิ กิริ ยา ท่ี เป็นของแข็งร่ วมด้วย )เ พ่ือให้ ไ ด้แ ก๊ส
คาร์บอนไดออกไซด์ (CO) และแก๊สไฮโดรเจน (ดังสมการท่ี 4 และ 5 ในข้ันท่ี 1) จากข้ันตอนท่ี 1 จะ
เห็นว่ามี CO เกิดข้ึนร่วมด้วย ดังนั้นจะมีการนําไอน้ําเข้ามาทําปฏิกิริยากับ CO อีกครั้งเพ่ือให้ได้แก๊ส
ไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน ดังแสดงในข้ันท่ี 2 ปฏิกิริยานี้เรียกว่า Water-Gas Shift reaction (WGS) (รัชนีกร, 
2554) 

 

ข้ันท่ี 1: CH4 + H2O �  CO + 3H2  ∆H298 K = 206 kJ mol-1     สมการท่ี (4) 

  CH4 + 2H2O � CO2 + 4H2  ∆H298 K = 165 kJ mol-1     สมการท่ี (5) 

ข้ันท่ี 2: CO + H2O � CO2 + H2  ∆H298 K = -41 kJ mol-1      สมการท่ี (6) 
 

ส่วนกระบวนการแก๊สซิฟิเคชั่นหรือบางครั้งเรียกว่า ปฏิกิริยาออกซิเดชันแบบบางส่วนหรือ 
Partial Oxidation เป็นเทคนิคท่ีเกิดข้ึนโดยจําเป็นต้องใช้ตัวเร่งปฏิกิริยา ซ่ึงกล่าวง่ายๆก็คือ เป็น
ปฏิกิริยาท่ีใช้ความร้อนในการผลิตแก๊สไฮโดรเจน โดยท่ัวไปแล้วสารต้ังต้นท่ีนิยมใช้มักเป็นสารประกอบ
ทางอินทรีย์ เช่น แก๊สมีเทน เอทานอล และชีวมวล โดยท่ัวไปปฏิกิริยานี้มักทําท่ีอุณหภูมิสูงกว่า 700 
องศาเซลเซียส โดยผลิตภัณฑ์ท่ีได้มักจะเป็น แก๊สไฮโดรเจนและแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์หรือ CO 
อย่างไรก็ดีปฏิกิริยานี้ยังให้สารผลิตภัณฑ์ท่ีเป็นน้ํามันดิน (Tar) และเขม่าเกิดข้ึนในปริมาณท่ีมากกว่า
ปฏิกิริยาสตีมรีฟอร์มม่ิง (Steam reforming) 

 
2.2.2 กระบวนการไฟฟ้าเคมีของน้ํา (Electrolysis of water)  
เป็นกระบวนการทางไฟฟ้าเคมีโดยผ่านกระแสไฟฟ้าลงไปในน้ํา ซ่ึงรู้จักกันดีในชื่อ ปฏิกิริยาการ

แยกสลายน้ําด้วยไฟฟ้าหรือ Electrolysis reaction กระแสไฟฟ้านี้จะทําให้เกิดการแตกตัวของ
ไฮโดรเจนอะตอมและออกซิเจนอะตอมออกจากกัน แล้วอะตอมชนิดท่ีเหมือนกันจะเกิดการรวมตัวกัน
ให้แก๊สไฮโดรเจนและแก๊สออกซิเจน ดังแสดงในสมการท่ี (7) และรูปท่ี 5 

 
H2O (l) + Electricity                H2 (g) + ½ O2 (g)            สมการท่ี (7) 
 

เม่ือพิจารณาการได้มาซ่ึงแก๊สไฮโดรเจนโดยวิธีนี้กระแสไฟฟ้าท่ีใช้ในปฏิกิริยาได้มาจากแหล่ง
พลังงานต้ังต้นอ่ืนถ้าจะนําแก๊สไฮโดรเจนนี้มาเป็นเชื้อเพลิงในการผลิตกระแสไฟฟ้าโดยใช้เซลล์เชื้อเพลิง เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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พบว่า ค่าพลังงานไฟฟ้าท่ีได้นั้นยังไม่คุ้มค่ากับต้นทุนในการแยกสลายน้ําด้วยไฟฟ้าดังกล่าว เพราะราคา
ต้นทุนเกือบท้ังหมดของกระบวนการนี้ข้ึนกับมูลค่าของพลังงานไฟฟ้าท่ีใช้ในการแยกสลายน้ํา ถึงแม้ว่า
แหล่งให้แก๊สไฮโดรเจนนี้จะใช้เพียงน้ําซ่ึงมีมากในโลกก็ตาม กระบวนการผลิตแก๊สไฮโดรเจนจากน้ํานี้จึง
จําเป็นต้องได้รับการวิจัยและพัฒนาต่อไป เพ่ือลดมูลค่าและต้นทุนในระหว่างการผลิต นอกจากนั้นต้อง
พิจารณาถึงแหล่งให้พลังงานไฟฟ้าเบื้องต้นด้วย ถ้ามาจากแหล่งท่ีใช้แล้วหมดไป เช่น แก๊สธรรมชาติ 
ถ่านหิน หรือน้ํามันปิโตรเลียม ย่อมไม่เหมาะสม ควรจะเป็นแหล่งท่ีสามารถเกิดมาทดแทนใหม่ได้เร็ว
เช่น พลังงานไฟฟ้าจาก ลม แสงอาทิตย์ หรือพลังน้ํา เป็นต้น จึงจะทําให้กระบวนการนี้เป็นกระบวนการ
ท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม 

 

2.2.3 กระบวนการทางชีวภาพ 
กระบวนการนี้เป็นการผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยกระบวนการสังเคราะห์แสงของสิ่งมีชีวิตขนาดเล็ก

หรือจุลินทรีย์ ไฮโดรเจนท่ีผลิตได้จะถูกเรียกว่า ไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen)  
จุลินทรีย์เกือบทุกชนิดมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน ไม่ว่าจะเป็น สาหร่ายสีเขียว ไซยาโน

แบคทีเรีย แบคทีเรีย และแบคทีเรียสีม่วงหรือแบคทีเรียท่ีสังเคราะห์แสงได้ อย่างไรก็ตาม ความสามารถ
ในการผลิตไฮโดรเจนของจุลินทรีย์แต่ละชนิดก็มีท้ังข้อดีและข้อด้อยท่ีแตกต่างกันออกไป ดังแสดงใน
ตารางท่ี 2.1 และเม่ือพิจารณาข้อมูลในตารางจะเห็นว่า การผลิตไฮโดรเจนด้วยสาหร่ายสีเขียวมีความ
น่าสนใจ ด้วยเหตุผลต้ังแต่ ความรวดเร็วในระบบสังเคราะห์ด้วยแสง สาหร่ายสีเขียวสามารถนําเอา
พลังงานจากแสงอาทิตย์มาใช้ในการสังเคราะห์ด้วยแสงได้อย่างรวดเร็วกว่าพืชทดแทนอ่ืนๆ จึงไม่ต้องใช้
ค่าใช้จ่ายในการให้อาหารและการเลี้ยงดูมาก การควบคุมอุณหภูมิและการเพาะเลี้ยงเชื้อก็สามารถทําได้
ง่าย อีกท้ังสารต้ังต้นท่ีใช้ในการผลิตยังเป็นสิ่งท่ีมีอยู่ในธรรมชาติอย่างไม่จํากัด นั่นคือ น้ําและพลังงาน
แสง ส่งผลทําให้ต้นทุนท่ีใช้ในการผลิตตํ่าลง โดยในระหว่างกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจะไม่มีการ
ปลดปล่อยแก๊สเรือนกระจกออกสู่บรรยากาศเลย ซ่ึงนอกจากจะไม่มีแก๊สเรือนกระจกเกิดข้ึนแล้วนั้น 
สาหร่ายสีเขียวยังสามารถตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ ซ่ึงเป็นแก๊สเรือนกระจกท่ีเป็นสาเหตุสําคัญของ
ปรากฏการณ์เรือนกระจกออกจากบรรยากาศได้อีกด้วย นอกจากนั้นแล้ว สาหร่ายสีเขียวยังมีศักยภาพ
ในการเพ่ิมจํานวนสูง สามารถเพาะเลี้ยงได้เป็นจํานวนมากโดยไม่ยุ่งยาก ใช้พ้ืนท่ีในการเพาะเลี้ยงไม่มาก
และไม่มีผลกระทบต่อการเพาะปลูกพืชการเกษตรอ่ืนๆ โดยสามารถนําพ้ืนท่ีท่ีเสื่อมโทรมมาดัดแปลง
เป็นพ้ืนท่ีเพาะพันธุ์ได้ ดังนั้นในรายละเอียดส่วนต่อไปนี้ จะกล่าวเฉพาะการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.3  สาหร่ายสีเขียว  
สาหร่ายสีเขียวเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีอยู่ในกลุ่มของยูคาริโอต จัดอยู่ในไฟลัม Chlorophyta มีรูปร่าง

หลายแบบ มีท้ังเซลล์เดียว (unicellular) โคโลนี (colony) และเส้นสาย (filament) พวกท่ีเป็นเซลล์
เดียวหรือโคโลนี มีท้ังท่ีเคลื่อนไหวได้และไม่ได้ พวกท่ีเป็นเส้นสายมีท้ังท่ีแตกแขนงและไม่แตกแขนง 
สาหร่ายสีเขียวมีนิวเคลียส 1 อันหรือบางชนิดมีมากกว่า 1 พวกท่ีมีหนวดจะมีออร์แกเนลท่ีมีสี เรียกว่า 
ตา (eye spot or stigma) ทําหน้าท่ีรับแสงแล้วส่งไปยังหนวด 

เม่ือพิจารณาสาหร่ายสีเขียวจากลักษณะทางสรีรวิทยาและขนาดของสาหร่าย สาหร่ายสีเขียว
จะจัดอยู่ในกลุ่มของจุลสาหร่าย (Microalgae) ซ่ึงเป็นสาหร่ายท่ีไม่มีระบบท่อน้ําท่ออาหารและ
มองเห็นด้วยตาเปล่าไม่ชัดเจน ต้องมองด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

สารสีสําหรับการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียวนั้น ประกอบไปด้วย คลอโรฟีลล์ เอ 
คลอโรฟีลล์ บี และแคโรทีนอยด์ท่ีประกอบไปด้วย แคโรทีนและแซนโทฟีลล์ ซ่ึงเป็นรงควัตถุชนิด
เดียวกับท่ีพบในพืชชั้นสูง ส่วนผนังเซลล์ส่วนใหญ่มี 2 ชั้น ชั้นในเป็นพวกเซลลูโลส ชั้นนอกเป็นพวกเพ
คติน อาหารสะสมส่วนใหญ่ คือ แป้งอะไมโลสและอะไมโลเพคติน ซ่ึงจะถูกสะสมในไพรีนอยด์ 
(pyreniod) ท่ีอยู่บนคลอโรพลาสต์ ส่วนท่ีเหลือจะสะสมอาหารในรูปน้ํามันและกลีเซอรอล 

นอกจากนั้นแล้วยังพบว่า สาหร่ายสีเขียวจะมีความพิเศษท่ีแตกต่างจากสาหร่ายขนาดใหญ่ 
หรือมหสาหร่ าย ท่ัวไป (Macroalgae)  คือ มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนได้  เช่น 
Scenedesmus sp. KMITL-01 (Rattana et al., 2010), Chlorella sp. (Song et al., 2011; 
Batyrova et al., 2015), Chlamydomonas reinhardtii (Laurinavichene et al., 2006, Melis 
et al., 2002), Platymonas subcordiformis (Guan et al., 2004) และ Tetraspora sp. 
CU2551 (Maneeruttanarungroj et al., 2010) 

 

2.4  การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
2.4.1  เอนไซม์ท่ีใช้ผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 

เอนไซม์ไฮโดรจีเนสพบได้ในจุลินทรีย์ท่ัวไปท้ังโปรคาริโอตและยูคาริโอต โดยสามารถจําแนก
ทิศทางการเกิดปฏิกิริยาได้เป็น 2 ชนิด คือ unidirectional หรือ uptake hydrogenase เร่ง
ปฏิกิริยาโมเลกุลของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอน และ bidirectional หรือ reversible hydrogenase 
เร่งปฏิกิริยาโมเลกุลของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเป็นโมเลกุลของ
ไฮโดรเจน 

นอกจากนี้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสยังสามารถแบ่งตามองค์ประกอบของโลหะท่ีมีอยู่ในศูนย์กลาง
ของบริเวณกระตุ้นได้อีก โดยหลักๆแล้ว สามารถแบ่งเอนไซม์ไฮโดรจีเนสออกได้ 2 แบบ นั่นคือ 
[NiFe]- hydrogenases และ [FeFe]- hydrogenases (Allakhverdiev et al., 2011) 

เอนไซม์ [FeFe]- hydrogenases เป็นเอนไซม์ท่ีมักพบในคลอโรพลาสต์ของสาหร่ายสีเขียว ซ่ึง
เป็นเอนไซม์ท่ีประกอบไปด้วยสายพอลิเพปไทด์ 1 สาย (โมโนเมอริกเอนไซม์) หรือ 2 สาย (ไดเมอริกเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

เอนไซม์) มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยประมาณ 
ปฏิกิริยาของเอนไซม์จะมีโลหะเหล็กท่ีจับอยู่กับซิสเทอีนเป็นลิแกนด์ หรือบางครั้งเรียกว่า 
cluster หรือ HC cluster
โมเลกุลของไฮโดรเจนมากท่ีสุด
เหล็กจะกับซีสเทอีนแล้ว ยังสามารถ
(Allakhverdiev et al., 2011

เมทาบอลิซึมของการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวถูกค้นพบครั้ง
Gaffron (Gaffron et al.
ไม่ว่าจะเป็น Chlorella sp.
จุดเริ่มต้นท่ีทําให้การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวได้รับความสนใจจากนักวิจัย
มากมาย จนสามารถระบุชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนได้ดังท่ีได้กล่าวไปข้างต้น รวมท้ัง
ยังสามารถอธิบายวิถีของการผลิตไฮโดรเจนได้อีกด้วย 
ผ่านกระบวนการผลิตได้ 3 
แบบทางตรงและกระบวนการแยกด้วยแสงแบบทางอ้อม และอีก 
คือ กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง ดังแสดงในรูปท่ี 

 

 
รูปท่ี 2.5 

 

 

มีน้ําหนักโมเลกุลเฉลี่ยประมาณ 50 กิโลดอลตัน (kDa) (Eroglu et al.
ของเอนไซม์จะมีโลหะเหล็กท่ีจับอยู่กับซิสเทอีนเป็นลิแกนด์ หรือบางครั้งเรียกว่า 

HC cluster เอนไซม์นี้เป็นเอนไซม์ท่ีมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนโปรตอนไปเป็น
โมเลกุลของไฮโดรเจนมากท่ีสุด โดยจะสามารถทํางานได้ดีในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจน
เหล็กจะกับซีสเทอีนแล้ว ยังสามารถจับกับอะตอมของคาร์บอนมอนอกไซด์และไซยาไนด์

, 2011)  
มทาบอลิซึมของการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวถูกค้นพบครั้ง

, 1942) ได้ค้นพบความสามารถพิเศษของสาหร่ายสีเขียวในหล
sp., C. reinhardtii และ P. subcordiformis การค้นพบครั้งนี้กลายเป็น

จุดเริ่มต้นท่ีทําให้การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวได้รับความสนใจจากนักวิจัย
จนสามารถระบุชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนได้ดังท่ีได้กล่าวไปข้างต้น รวมท้ัง

ของการผลิตไฮโดรเจนได้อีกด้วย สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนได้โดย
3 วิถี โดย 2 วิถีจะเกิดในสภาวะท่ีมีแสง ได้แก่ กระบวนการแยกด้วยแสง

บบทางตรงและกระบวนการแยกด้วยแสงแบบทางอ้อม และอีก 1 วิถีจะเกิดในสภาวะท่ีไม่มีแสง นั่น
คือ กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง ดังแสดงในรูปท่ี 2.5 

2.5 วิถีการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii
ท่ีมา : Dubini et al. (2011) 
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et al., 2011) ท่ีบริเวณเร่ง
ของเอนไซม์จะมีโลหะเหล็กท่ีจับอยู่กับซิสเทอีนเป็นลิแกนด์ หรือบางครั้งเรียกว่า Fe-S 

เอนไซม์นี้เป็นเอนไซม์ท่ีมีประสิทธิภาพในการเปลี่ยนโปรตอนไปเป็น
โดยจะสามารถทํางานได้ดีในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจน นอกจากอะตอม

จับกับอะตอมของคาร์บอนมอนอกไซด์และไซยาไนด์ได้อีกด้วย 

มทาบอลิซึมของการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวถูกค้นพบครั้งแรกโดย Hans 
ได้ค้นพบความสามารถพิเศษของสาหร่ายสีเขียวในหลายสายพันธุ์ 

การค้นพบครั้งนี้กลายเป็น
จุดเริ่มต้นท่ีทําให้การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้แสงของสาหร่ายสีเขียวได้รับความสนใจจากนักวิจัย

จนสามารถระบุชนิดของเอนไซม์ท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนได้ดังท่ีได้กล่าวไปข้างต้น รวมท้ัง
สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนได้โดย

กระบวนการแยกด้วยแสง
วิถีจะเกิดในสภาวะท่ีไม่มีแสง นั่น

 

C. reinhardtii 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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2.4.2  กระบวนการแยกด้วยแสงแบบทางตรง (Direct biophotolysis) 
สาหร่ายสีเขียวมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนด้วยการใช้แสงโดยใช้ระบบการสังเคราะห์

แสง ผ่านระบบแสงท่ี 2 (photosystem II, PSII) และระบบแสงท่ี 1 (photosystem I, PSI) โดย
ระบบแสงท้ังสองนี้สามารถท่ีจะเปลี่ยนพลังงานแสงอาทิตย์มาเป็นพลังงานเคมีได้ โดยพลังงานเคมีท่ีได้
จะถูกนําไปใช้ในการแยกโมเลกุลของน้ําออกและใช้เป็นพลังงานในการขับเคลื่อนอิเล็กตรอนไปยัง
ตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย หรือ เฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin) ก่อนท่ีจะส่งต่อให้กับเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสเพ่ือทําการผลิตไฮโดรเจน  

การผลิตไฮโดรเจนผ่านกระบวนการนี้จะข้ึนกับกิจกรรมของระบบแสงท่ี 2 และระบบแสงท่ี 1 
วิถีการผลิตไฮโดรเจนจะเริ่มจาก ท่ีระบบแสงท่ี 2 จะเกิดการออกซิเดชันของน้ํา โมเลกุลของน้ําจะถูก
แยกออก ได้ผลิตภัณฑ์เป็น ออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน ระบบจะดูดซับพลังงานแสงและ
เปลี่ยนเป็นพลังงานเคมี และใช้พลังงานท่ีได้รับขับเคลื่อนอิเล็กตรอนผ่านตัวรับอิเล็กตรอนตัวต่างๆ 
ผ่านระบบแสงท่ี 1 จนถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้าย หรือเฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin, FDX) จากนั้น 
FDX จะส่งอิเล็กตรอนต่อให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ท้ายท่ีสุดเอนไซม์ไฮโดรจีเนสก็จะทําการรวม
อิเล็กตรอนและโปรตอนท่ีได้รับจากระบบแสงท่ี 2 และปลดปล่อยโมเลกุลไฮโดรเจน (Dubini et al., 
2011) ดังสมการท่ี 9 และเม่ือมองเป็นปฏิกิริยารวมจะเห็นว่ากระบวนการแยกสลายด้วยแสงแบบ
ทางตรงจะมีการผลิตไฮโดรเจนดังแสดงในสมการท่ี 10  

 

2H2O + Light energy                        4H+ + 4e- + O2        สมการท่ี (8) 
4H+ + 4e-                       2H2          สมการท่ี (9) 
2H2O + Light energy                        2H2 + O2         สมการท่ี (10) 
 

แต่อย่างไรก็ตาม ความต่อเนื่องของการผลิตไฮโดรเจนด้วยวิถีนี้ก็ยังคงถูกจํากัดด้วยปริมาณ
ออกซิเจนท่ีสะสมจากการแยกโมเลกุลของน้ําท่ีระบบแสงท่ี 2 โดยออกซิเจนท่ีถูกปลดปล่อยออกมาจะ
ไปมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทําให้ระบบการผลิตไฮโดรเจนยุติลง (Dubini et al., 
2011) 

 
2.4.3  กระบวนการแยกด้วยแสงแบบทางอ้อม (Indirect biophotolysis) 

การผลิตไฮโดรเจนวิถีนี้จะข้ึนกับ NADP–plastoquinone oxidoreductase (NPQR) และ
ระบบแสงท่ี 1 หรือระบบแสง PSI เท่านั้น โดยจากการท่ีสาหร่ายสีเขียวสามารถท่ีจะเกิดการตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์ได้ ซ่ึงจะได้คาร์โบไฮเดรต เช่น แป้ง หรือ น้ําตาลกลูโคส เป็นผลิตภัณฑ์สะสม
ภายในเซลล์ ดังสมการท่ี 11 ดังนั้นการผลิตไฮโดรเจนผ่านวิถีนี้จะเกิดข้ึนโดยเริ่มจาก โมเลกุลของแป้ง
จะเข้าสู่การย่อยสลายให้ได้ไพรูเวต (glycolytic degradation) (Dubini et al., 2011) โดยเกิดผ่าน

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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วิถีไกลโคไลซิสซ่ึงเกิดในคลอโรพลาสต์ จากการย่อยสลายนี้จะมีการปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกมาใน
รูป NADH โดยท่ีมี NPQR ทําหน้าท่ีในการถ่ายโอนอิเล็กตรอนต่อให้กับ Plastroquinone (PQ) 
จากนั้นภายใต้สภาวะท่ีมีการให้แสง ตัวรับอิเล็กตรอนจะถูกส่งต่อไปท่ีระบบแสง PSI เพ่ือรับพลังงาน
อีกครั้งและใช้พลังงานท่ีได้รับกระตุ้นตัวมันเองและส่งต่ออิเล็กตรอนให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเพ่ือผลิต
ไฮโดรเจน ดังสมการท่ี 12 

 
12H2O + 6CO2 + Light energy               C6H12O6 + 6O2      สมการท่ี (11) 
C6H12O6 + 12H2O + Light energy                12H2 + 6CO2       สมการท่ี (12) 

 
2.4.4  กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง (Dark fermentation) 

กระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง หรือ Dark fermentation จะเกิดข้ึนภายใต้สภาวะท่ีไม่มีแสง
และไม่มีออกซิเจน โดยไพรูเวตจะถูกออกซิไดส์ผ่านเอนไซม์ PFR ได้ผลผลิตเป็นคาร์บอนไดออกไซด์ 
อะซิติล โคเอนไซม์ เอ และ อิเล็กตรอน โดยมี FDX ไปรับอิเล็กตรอนท่ีปลดปล่อยออกมา และส่งต่อ
ให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเพ่ือทําการผลิตไฮโดรเจน แต่อย่างไรก็ตามปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ด้วยวิธี
นี้ ยังคงให้ปริมาณท่ีน้อยอยู่เม่ือเทียบกับกระบวนการผลิตแบบใช้แสง 2 วิถีตามท่ีได้กล่าวไปในข้างต้น 
(Dubini et al., 2011) 

 

2.5  การเพ่ิมศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
จากท่ีกล่าวมาข้างต้นจะเห็นว่าเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะถูกยับยั้งเม่ือสัมผัสกับออกซิเจน ดังนั้น

การผลิตไฮโดรเจนจึงจําเป็นต้องทําการผลิตโดยผ่านกระบวนการผลิตแบบ 2 ข้ันตอนหรือ two–
stage photosynthesis and H2 production process (Melis et al., 2002) 

โดยข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) ของการผลิตไฮโดรเจนนั้นจะเป็นการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสี
เขียวในอาหารท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วน ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ สาหร่ายสี
เขียวจะเกิดการสังเคราะห์แสงปกติ ต้ังแต่การเกิดการออกซิเดชันของน้ํา การผลิตออกซิเจน (O2-
evolution) และการสะสมชีวโมเลกุล เช่น แป้งหรือน้ําตาลกลูโคส ระยะเวลาในการเลี้ยงเซลล์นั้นควร
ท่ีจะเลี้ยงเซลล์ให้เซลล์มีความหนาแน่นประมาณ 3 - 6 ล้านเซลล์ ต่อ 1 มิลลิลิตรของน้ําเซลล์ (Melis 
et al., 2002) หรือจนเซลล์เข้าสู่การเจริญเติบโตในช่วงท้ายของระยะ exponential phase โดย
พบว่าเซลล์ในระยะนี้จะมีความสามารถในผลิตไฮโดรเจน (stage II) ได้มากกว่าเม่ือเทียบกับเซลล์
ในช่วงกลางของระยะ exponential phase (Rashid et al., 2013)  

ต่อมาในข้ันการผลิตไฮโดรเจน (stage II) สาหร่ายสีเขียวจะเข้าสู่โหมดของการผลิตไฮโดรเจน
โดยระบบการผลิตจะถูกทําให้เข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจน ด้วยการพ่นไนโตรเจนหรือแก๊สเฉ่ือย เช่น 
อาร์กอนลงไปในอาหาร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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แม้ว่าการทําให้ระบบการผลิตไฮโดรเจนเข้าสู่สภาวะท่ีไร้ออกซิเจนด้วยการพ่นด้วยแก๊สเฉ่ือยจะ
สามารถทําให้สาหร่ายสีเขียวมีการผลิตไฮโดรเจนได้ แต่อย่างไรก็ตาม ภายในระบบยังคงมีออกซิเจนท่ี
เกิดข้ึนใหม่ได้อีกจากการออกซิเดชันของน้ําท่ีระบบแสงท่ี 2 (PSII) ซ่ึงออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนสามารถท่ีจะ
ไปมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสได้ ส่งผลทําให้เอนไซม์มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนลดลง ดังนั้นเพ่ือให้การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวมีประสิทธิภาพยิ่งข้ึน เราจึง
จําเป็นต้องยับยั้งระบบแสงท่ี 2 (PSII) ไม่ให้ทํางาน เพ่ือไม่ให้มีออกซิเจนเกิดข้ึนภายในระบบ โดยจาก
งานวิจัยต่างๆก็ได้มีการรายงานถึงการยับยั้งระบบแสงท่ี 2 (PSII) ด้วยการปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายสี
เขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก  

 
2.5.1  การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีขาดธาตุอาหารหลัก 

การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดซัลเฟอร์ (Sulfur-deprivation) การปรับสภาวะ

เซลล์สาหร่ายสีเขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ โดยเฉพาะในสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
พบว่า การถ่ายโอนเซลล์ C. reinhardtii จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีธาตุซัลเฟอร์สมบูรณ์ ลงสู่อาหารเลี้ยง
เชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ ระบบจะเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจนเม่ือบ่มเป็นเวลามากกว่า 24 ชั่วโมง และ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะถูกเหนี่ยวนําให้สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ (Melis et al., 2002)  

การท่ีระบบเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจน เม่ือปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ เนื่องจากธาตุซัลเฟอร์เป็นส่วนประกอบสําคัญของกรดอะมิโนซิสเท
อีนและเมไทโอนีน ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน (protein 
biosynthesis) โดยเฉพาะโปรตีน D1 ซ่ึงเป็นโปรตีนศูนย์กลาง (reaction center protein) ของ
ระบบการสังเคราะห์แสง อีกท้ังยังมีผลต่อวัฏจักรการซ่อมแซมระบบการสังเคราะห์แสง (PSII repair 
cycle) (Mckinlay et al., 2010) ส่งผลทําให้ระบบแสง PSII บางส่วนถูกยับยั้ง ทําให้อัตราการ
สังเคราะห์ด้วยแสง (oxygenic photosynthesis) ของสาหร่ายสีเขียวลดลง ในขณะท่ีอัตราการ
หายใจของเซลล์ (mitochondrial respiration) ยังเท่าเดิม การท่ีกิจกรรมของการสังเคราะห์ด้วยแสง
เกิดข้ึนน้อยกว่าการหายใจของเซลล์ ก่อให้เกิดความไม่สมดุลของท้ังสองระบบ กล่าวคือปริมาณ
ออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนจากระบบแสงท่ี 2 เกิดข้ึนน้อยกว่าปริมาณออกซิเจนท่ีถูกนําไปใช้ในการหายใจ 
ด้วยเหตุนี้ ระบบจึงเริ่มเข้าสู่สภาวะท่ีไร้ออกซิเจน และเกิดการเหนี่ยวนําเอนไซม์ไฮโดรจีเนสให้มีการ
แสดงออกถึงความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน โดยจะผลิตไฮโดรเจนเม่ือสัมผัสกับแสง ซ่ึงจะเกิดข้ึน
อัตโนมัติ หลังจากท่ีระบบเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจนแล้ว แต่อย่างไรก็ตามการยับยั้งระบบแสงท่ี 2 จะ
สามารถทําได้เพียงชั่วคราวเท่านั้น  

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวด้วยการปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
ขาดธาตุซัลเฟอร์นั้น จะมีกระบวนการทางชีวเคมีท่ีเป็นพ้ืนฐานสําคัญท่ีเก่ียวข้องกันอยู่ 4 วิถี ได้แก่ 
กระบวนการสังเคราะห์แสง กระบวนการแคทาบอลิซึมของชีวมวลภายในเซลล์ กระบวนการหายใจ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ระดับเซลล์ และการถ่ายโอนอิเล็กตรอนผ่านเอนไซม์ไฮโดรจีเนส จนนํามาสู่การผลิตไฮโดรเจน (Melis 
et al., 2007) ดังแสดงในรูปท่ี 2.6 

 

 
 

รูปท่ี 2.6 ความสัมพันธ์ของการถ่ายโอนอิเล็กตรอนท่ีเกิดข้ึนในคลอโรพลาสต์และไมโตคอนเดรีย 
ท่ีมา: Melis et al. (2007) 

 
การปรับสภาวะของเซลล์สาหร่ายสีเขียวภายใต้สภาวะท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ การเจริญเติบโตของ

เซลล์จะถูกจํากัดจากการท่ีระบบต่างๆถูกยับยั้ง ดังท่ีได้กล่าวไปแล้วในข้างต้น การท่ีเซลล์จะสามารถมี
ชีวิตรอดอยู่ได้นั้น จําเป็นท่ีจะต้องได้รับพลังงานจากสารพลังงานสูงอย่างเช่น ATP โดยการผลิต ATP 
จะสามารถเกิดข้ึนได้จากการทํางานของออร์แกเนล 2 ชนิด นั่นคือ คลอโรพลาสต์และไมโตคอนเดรีย 
(Melis et al., 2007) 

ในระหว่างการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว การถ่ายโอนอิเล็กตรอนในกระบวนการ
สังเคราะห์แสงและกระบวนการหายใจของเซลล์ จะเกิดควบคู่ไปกับกระบวนการฟอสโฟริวเลชั่น 
(phosphorylation) โดยท่ีระบบการสังเคราะห์แสง อิเล็กตรอนจะถูกสกัดออกจากโมเลกุลของน้ํา 
และถูกขับเคลื่อนผ่านตัวรับอิเล็กตรอนตัวต่างๆ และท้ายท่ีสุดก็จะส่งอิเล็กตรอนให้กับเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสเพ่ือทําการผลิตไฮโดรเจน กระบวนการถ่ายโอนอิเล็กตรอน (photophosphorylation) นี้จะ
เกิดข้ึนท่ีเยื่อหุ้มไทลาคอยด์ของคลอโรพลาสต์  

ส่วนของโมเลกุลของออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง จะถูกขับเคลื่อนไปยังไมโต
คอนเดรีย เพ่ือใช้ในการหายใจของเซลล์ โดยจะเกิดควบคู่ไปกับการถ่ายโอนอิเล็กตรอน หรือ 
oxidative phosphorylation ของกระบวนการแคทาบอลิซึมของแป้ง โดยจากกระบวนการแคทาบอ
ลิซึมจะมีการปลดปล่อยโมเลกุลของ CO2 , NADH และ ATP  

การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดฟอสฟอรัส (Phosphorus - deprivation) การ

ปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายสีเขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัสนั้น ได้มีการศึกษาในสาหร่ายสี
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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เขียว C. reinhardtii และ Chlorella sp. โดยพบว่าการถ่ายโอนเซลล์จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีธาตุ
ฟอสฟอรัสสมบูรณ์ลงสู่อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัส สําหรับสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
ระบบจะเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจน เม่ือบ่มเป็นเวลามากกว่า 100 ชั่วโมง (Batyrova et al., 2012) แต่
สําหรับสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. ระบบจะเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจน เม่ือบ่มเป็นเวลา 300 ชั่วโมง 
(Batyrova et al., 2015) หลังจากนั้นเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะถูกเหนี่ยวนําให้สามารถผลิตไฮโดรเจนได้  

การท่ีระบบเข้าสู่สภาวะไร้ออกซิเจน เม่ือปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายสีเขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ี
ขาดธาตุฟอสฟอรัสนั้น เนื่องจากฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบสําคัญของกรดนิวคลีอิกหรือ DNA โดย
เม่ือเซลล์สาหร่ายอยู่ในสภาวะท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัส การขาดธาตุฟอสฟอรัสจะไปมีผลทําให้การแบ่ง
เซลล์ของสาหร่ายสีเขียวหยุดลง อัตราการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์จะถูกจํากัด เนื่องจากระดับ
ตัวกลางในวัฏจักรรีดักทีฟเพนโทสฟอสเฟตมีระดับท่ีลดลง จึงนําไปสู่การลดลงของระดับตัวรับ
พลังงานตัวสุดท้ายส่งผลให้การถ่ายโอนอิเล็กตรอนของระบบการสังเคราะห์แสง (photosynthetic 
electron-transport activity) เกิดข้ึนได้น้อยลง (Brooks et al., 1988) นอกจากนั้นแล้ว การท่ี
เซลล์ขาดธาตุฟอสฟอรัสยังส่งผลต่อประสิทธิภาพการเปลี่ยนแสงให้เป็นพลังงานกระตุ้น (quantum 
efficiency) แก่โปรตีนในระบบแสงเกิดข้ึนได้ตํ่าลงส่งผลให้ระบบแสง PSII มีพลังงานกระตุ้นไม่
เพียงพอแก่การเกิดออกซิเดชันของน้ําทําให้ระบบการถ่ายโอนอิเล็กตรอนเกิดข้ึนได้ตํ่าลงและบางส่วน
ของระบบแสงจะถูกยับยั้งในเวลาต่อมา (Wykoff et al., 1998) ดังนั้นในทํานองเดียวกันกับการปรับ
สภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ เม่ือระบบแสงถูกยับยั้ง การบ่มจะเริ่มเข้าสู่สภาวะไร้
ออกซิเจน ส่งผลทําให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ แต่อย่างไรก็ตามการยับยั้งระบบ
แสง PSII ด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดฟอสฟอรัสจะเกิดข้ึนได้ช้ากว่าอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ 
(Batyrova et al., 2012) 

การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดไนโตรเจน (Nitrogen - deprivation) การปรับ

สภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุไนโตรเจนนั้น ได้มีการศึกษาในสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ 
Tetraspora sp. CU2551 (Maneeruttanarungroj et al., 2010) โดยทําการปรับสภาวะเซลล์
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุไนโตรเจน พบว่าสาหร่ายสี
เขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ด้วยอัตราการผลิตท่ีสูงกว่าการปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมี
ไนโตรเจนสมบูรณ์ เหตุท่ีเป็นเช่นนี้เนื่องจากธาตุไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของ DNA และ
กรดอะมิโนทุกชนิด โดยกรดอะมิโนจะมีบทบาทสําคัญในกระบวนการสังเคราะห์โปรตีน การแบ่งเซลล์ 
และวัฏจักรการซ่อมแซมระบบการสังเคราะห์แสง (PSII repair cycle) ดังนั้นเม่ือเซลล์สาหร่ายสีเขียว
อยู่ในสภาวะท่ีขาดไนโตรเจน กระบวนการต่างๆท่ีกล่าวมาท้ังหมดจะหยุดลง ส่งผลทําให้บางส่วนของ
ระบบแสงท่ี 2 (PSII) ถูกยับยั้ง ปริมาณออกซิเจนในระบบเกิดข้ึนได้น้อยลง และเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะ
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ดีข้ึน (Wykoff et al., 1998)  
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2.5.2  การตรึงเซลล์ (
สืบเนื่องจากการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวแบบเซลล์อิสระ

จะต้องถ่ายโอนเซลล์จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วนใน
ท่ีขาดธาตุอาหารหลัก ใน stage II 
จะมีการสูญหายของเซลล์อย่างเลี่ยงไม่ได้ มีความยุ่
ไฮโดรเจนแบบเซลล์อิสระจึงสามารถแก้ไขได้ด้วยการใช้
จุลสาหร่ายนั้น สามารถแบ่งได้หลักๆ 
อยู่นิ่ง (Garrido et al., 2008

 
2.5.2.1 การตรึงเซลล์แบบอยู่นิ่งหรือ 

จุลินทรีย์จะยึดเกาะและเจริญเติบโตบนตัวกลาง โดยเซลล์จะถูกตรึงโดยการยึดเกาะอยู่กับท่ีบน
ตัวกลาง ซ่ึงตัวกลางจะอยู่นิ่งอยู่ตลอดเวลา 

การตรึงเซลล์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ 
ของจุลสาหร่าย จะมีความสามารถในการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของวัสดุและสามารถเจริญเติบโตบนวัสดุท่ี
ยึดเกาะได้ ซ่ึงการยึดเกาะนี้เป็นการยึดจับ
ดังนั้นในกรณีท่ีใช้ในการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจน เซลล์สามารถท่ีจะหลุดออกจาก
ตัวกลางท่ียึดเกาะได้ (Garrido 
ไประหว่างการเปลี่ยนอาหาร
เซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจน

 

รูปท่ี 2.
ท่ีมา: http://www.franciscoploulab.eu/p/research

การตรึงเซลล์โดยพันธะโคเวเลนต์ในการยึดจับ 
ด้วยวิธีนี้จะเก่ียวข้องกับการเกิดพันธะโคเวเลนต์ของวัสดุตรึงกับเซลล์ โดยพันธะโคเวเลนต์จะเกิดข้ึน
ระหว่างหมู่ฟังก์ชั่นของสารเคมีของวัสดุท่ีใช้ตรึงกับหมู่ฟังก์ชันของโครงสร้างผนังเซลล์หรือเยื่อหุ้ม

 

(Immobilization) 
ารผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวแบบเซลล์อิสระ จะเกิดปัญหาจากการท่ี

จะต้องถ่ายโอนเซลล์จากอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วนใน stage I 
stage II โดยการถ่ายโอนเซลล์นั้นจะต้องผ่านข้ันตอนของการปั่นเหวี่ยง ซ่ึง

การสูญหายของเซลล์อย่างเลี่ยงไม่ได้ มีความยุ่งยากและเสียเวลา ดังนั้น
ไฮโดรเจนแบบเซลล์อิสระจึงสามารถแก้ไขได้ด้วยการใช้เทคนิคการตรึงเซลล์ โดยท่ัวไปการตรึงเซลล์
จุลสาหร่ายนั้น สามารถแบ่งได้หลักๆ 2 แบบ คือ การตรึงเซลล์แบบอยู่นิ่งและการตรึงเซลล์แบบไม่

, 2008) 

การตรึงเซลล์แบบอยู่นิ่งหรือ Passive immobilization 
ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนตัวกลาง โดยเซลล์จะถูกตรึงโดยการยึดเกาะอยู่กับท่ีบน

ตัวกลาง ซ่ึงตัวกลางจะอยู่นิ่งอยู่ตลอดเวลา แบ่งออกได้หลักๆ 2 วิธี คือ  
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ (Adsorption) จุลินทรีย์หลายชนิด โดยเฉพาะในกลุ่ม

ของจุลสาหร่าย จะมีความสามารถในการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของวัสดุและสามารถเจริญเติบโตบนวัสดุท่ี
ยึดเกาะได้ ซ่ึงการยึดเกาะนี้เป็นการยึดจับด้วยแรงทางกายภาพหรือเกาะแบบหลวมๆ 

ในการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจน เซลล์สามารถท่ีจะหลุดออกจาก
Garrido et al., 2008, Urrutia et al., 1995) ทําให้อาจเกิดการสูญเสียเซลล์

ไประหว่างการเปลี่ยนอาหารอย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จึงไม่เหมาะท่ีจะใช้ในการตรึง
เซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจน 

 
.7 การตรึงเซลล์ด้วยวิธีดูดซับทางกายภาพ 

http://www.franciscoploulab.eu/p/research-lines.html
 

การตรึงเซลล์โดยพันธะโคเวเลนต์ในการยึดจับ (Covalent binding) 
ด้วยวิธีนี้จะเก่ียวข้องกับการเกิดพันธะโคเวเลนต์ของวัสดุตรึงกับเซลล์ โดยพันธะโคเวเลนต์จะเกิดข้ึน
ระหว่างหมู่ฟังก์ชั่นของสารเคมีของวัสดุท่ีใช้ตรึงกับหมู่ฟังก์ชันของโครงสร้างผนังเซลล์หรือเยื่อหุ้ม
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จะเกิดปัญหาจากการท่ี
stage I ลงสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ

จะต้องผ่านข้ันตอนของการปั่นเหวี่ยง ซ่ึง
งยากและเสียเวลา ดังนั้นปัญหาของการผลิต

โดยท่ัวไปการตรึงเซลล์
และการตรึงเซลล์แบบไม่

 คือการตรึงเซลล์โดยท่ี
ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนตัวกลาง โดยเซลล์จะถูกตรึงโดยการยึดเกาะอยู่กับท่ีบน

จุลินทรีย์หลายชนิด โดยเฉพาะในกลุ่ม
ของจุลสาหร่าย จะมีความสามารถในการยึดเกาะบนพ้ืนผิวของวัสดุและสามารถเจริญเติบโตบนวัสดุท่ี

หรือเกาะแบบหลวมๆ (รูปท่ี 2.7) 
ในการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจน เซลล์สามารถท่ีจะหลุดออกจาก

ทําให้อาจเกิดการสูญเสียเซลล์
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จึงไม่เหมาะท่ีจะใช้ในการตรึง

lines.html 

 กระบวนการตรึงเซลล์
ด้วยวิธีนี้จะเก่ียวข้องกับการเกิดพันธะโคเวเลนต์ของวัสดุตรึงกับเซลล์ โดยพันธะโคเวเลนต์จะเกิดข้ึน
ระหว่างหมู่ฟังก์ชั่นของสารเคมีของวัสดุท่ีใช้ตรึงกับหมู่ฟังก์ชันของโครงสร้างผนังเซลล์หรือเยื่อหุ้ม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

เซลล์ โดยพันธะโคเวเลนต์นี้จะเกิดข้ึนอย่างคงท่ี
ระหว่างผิวด้านนอกของเซลล์อาจจะเป็นสารประกอบจําพวกโปรตีนหรืออนุพันธ์ของโปรตีน ซ่ึงได้แก่ 
หมู่แอมโมเนีย (NH2) ของกรดอะมิโนไลซีนหรืออาร์จินีน หมู่คาร์บอกซิล 
แอสพาติกหรือกลูตามิก หมู่ไฮดรอกซิล 
(SH) ของกรดอะมิโนซีสเทอีน ส่วนสารท่ีใช้เป็นวัสดุตรึงนั้นส่วนใหญ่แล้วจะเป็นสารสังเคราะห์ ซ่ึง
หลักการเลือกวัสดุตรึงสําหรับใช้ในการตรึงเซลล์ด้วยพันธะโคเวเลนต์นี้นั้นจะข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ใน
การตรึงเซลล์ ลักษณะของการตรึงเซลล์จะแสดงใน

 

รูปท่ี 2.
       ท่ีมา: http://www.franciscoploulab.eu/p/research

2.5.5.2 การตรึงเซลล์แบบไม่อยู่นิ่ง หรือ 
จุลินทรีย์กับตัวกลางท่ีสามารถท่ีเคลื่อนท่ีได้ ได้แก่ การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน 
การตรึงเซลล์ด้วยการยึดจับ 
เม็ด (gel encapsulation)

การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน 
เป็นอิสระและมีการเชื่อมต่อของเซลล์แต่ละเซลล์
จับกันเป็นโครงร่างขนาดใหญ่ในลักษณะท่ีเป็นการเชื่อมพันธะไขว้กัน ซ่ึงจะมีโครงสร้างเป็นลักษณะ 
มิติเชิงซ้อน และสามารถท่ีจะเชื่อมกันได้ท้ังแบบกายภาพและเคมีโดยทฤษฎีทางเคมีนั้น การเชื่อมไขว้
จะเชื่อมกันโดยพันธะโคเวเลนต์ระหว่างเซลล์ โดยจะเชื่อมกับสารท่ีมี
มากกว่า เช่น กลูตารอลดีไฮด์และทูลูอีนไดไอโซไซยาเนต แต่สารเหล่านี้มีความเป็นพิษสูงจึงไม่นิยมท่ี
จะนํามาใช้ในกระบวนการตรึงเซลล์

 

 

เซลล์ โดยพันธะโคเวเลนต์นี้จะเกิดข้ึนอย่างคงท่ีและเหมาะสม ส่วนใหญ่แล้วพันธะโคเวเลนต์ท่ีเกิดข้ึน
ระหว่างผิวด้านนอกของเซลล์อาจจะเป็นสารประกอบจําพวกโปรตีนหรืออนุพันธ์ของโปรตีน ซ่ึงได้แก่ 

ของกรดอะมิโนไลซีนหรืออาร์จินีน หมู่คาร์บอกซิล (COOH) 
แอสพาติกหรือกลูตามิก หมู่ไฮดรอกซิล (OH) ของกรดอะมิโนเซอร์รีนหรือทรีโอนีน และหมู่ซัลไฟดริล 

ของกรดอะมิโนซีสเทอีน ส่วนสารท่ีใช้เป็นวัสดุตรึงนั้นส่วนใหญ่แล้วจะเป็นสารสังเคราะห์ ซ่ึง
หลักการเลือกวัสดุตรึงสําหรับใช้ในการตรึงเซลล์ด้วยพันธะโคเวเลนต์นี้นั้นจะข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ใน

ลักษณะของการตรึงเซลล์จะแสดงในรูปท่ี 2.8 

.8 การตรึงเซลล์โดยพันธะโคเวเลนต์ในการยึดจับ 
http://www.franciscoploulab.eu/p/research-lines.html

 
การตรึงเซลล์แบบไม่อยู่นิ่ง หรือ Active immobilization คือเทคนิคการตรึงเซลล์

สามารถท่ีเคลื่อนท่ีได้ ได้แก่ การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน 
ยึดจับ (entrapment) และการตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุตรึงในรูป

(gel encapsulation) 
การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน (Crosslinking) กระบวนการตรึงเซลล์โดยวิธีนี้ วัสดุตรึงจะ

เป็นอิสระและมีการเชื่อมต่อของเซลล์แต่ละเซลล์กับวัสดุตรึงท่ียึดจับกับเซลล์อีกเซลล์หนึ่ง 
จับกันเป็นโครงร่างขนาดใหญ่ในลักษณะท่ีเป็นการเชื่อมพันธะไขว้กัน ซ่ึงจะมีโครงสร้างเป็นลักษณะ 
มิติเชิงซ้อน และสามารถท่ีจะเชื่อมกันได้ท้ังแบบกายภาพและเคมีโดยทฤษฎีทางเคมีนั้น การเชื่อมไขว้
จะเชื่อมกันโดยพันธะโคเวเลนต์ระหว่างเซลล์ โดยจะเชื่อมกับสารท่ีมีหมู่ฟังก์ชัน 
มากกว่า เช่น กลูตารอลดีไฮด์และทูลูอีนไดไอโซไซยาเนต แต่สารเหล่านี้มีความเป็นพิษสูงจึงไม่นิยมท่ี
จะนํามาใช้ในกระบวนการตรึงเซลล์ 
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และเหมาะสม ส่วนใหญ่แล้วพันธะโคเวเลนต์ท่ีเกิดข้ึน
ระหว่างผิวด้านนอกของเซลล์อาจจะเป็นสารประกอบจําพวกโปรตีนหรืออนุพันธ์ของโปรตีน ซ่ึงได้แก่ 

(COOH) ของกรดอะมิโน
ของกรดอะมิโนเซอร์รีนหรือทรีโอนีน และหมู่ซัลไฟดริล 

ของกรดอะมิโนซีสเทอีน ส่วนสารท่ีใช้เป็นวัสดุตรึงนั้นส่วนใหญ่แล้วจะเป็นสารสังเคราะห์ ซ่ึง
หลักการเลือกวัสดุตรึงสําหรับใช้ในการตรึงเซลล์ด้วยพันธะโคเวเลนต์นี้นั้นจะข้ึนอยู่กับวัตถุประสงค์ใน

 

lines.html 

คือเทคนิคการตรึงเซลล์
สามารถท่ีเคลื่อนท่ีได้ ได้แก่ การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน (Crosslinking) 

และการตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุตรึงในรูป

กระบวนการตรึงเซลล์โดยวิธีนี้ วัสดุตรึงจะ
กับวัสดุตรึงท่ียึดจับกับเซลล์อีกเซลล์หนึ่ง โดยจะยึด

จับกันเป็นโครงร่างขนาดใหญ่ในลักษณะท่ีเป็นการเชื่อมพันธะไขว้กัน ซ่ึงจะมีโครงสร้างเป็นลักษณะ 3 
มิติเชิงซ้อน และสามารถท่ีจะเชื่อมกันได้ท้ังแบบกายภาพและเคมีโดยทฤษฎีทางเคมีนั้น การเชื่อมไขว้

หมู่ฟังก์ชัน 2 ตําแหน่งหรือ
มากกว่า เช่น กลูตารอลดีไฮด์และทูลูอีนไดไอโซไซยาเนต แต่สารเหล่านี้มีความเป็นพิษสูงจึงไม่นิยมท่ี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

รูปท่ี 
ท่ีมา: 

 
ส่วนกระบวนการเชื่อมไขว้ทางกายภาพนั้นจะเชื่อมไขว้เซลล์เกิดเป็นโครงสร้างท่ีเกาะกลุ่มกัน 

จึงเป็นวิธีการท่ีดีสําหรับการนํามาใช้ในอุตสาหกรรมเทคโ
เซลล์มีความหนาแน่นสูง ซ่ึงการทําให้เซลล์เกิดการเกาะกลุ่มกัน 
เพ่ือให้เกิดการเหนี่ยวนําการจับกลุ่มกันของเซลล์ สารเหล่านั้นได้แก่ พอลิอะคริลาไมด์ พอลิเอทีลีนอิ
ไมด์ พอลิสไตรีนซัลโฟเนตและสารฟอสเฟต กระบวนการเชื่อมไขว้ถือเป็นกระบวนการตรึงเซลล์ 
เนื่องจากเป็นกระบวนการจํากัด

การตรึงเซลล์ด้วยการ
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพและการตรึงเซลล์ด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยวิธีการยึดจับ
ด้วยพันธะโคเวเลนต์ตรงท่ีเซลล์ท่ีถูกตรึงจะไม่มีการเคลื่อนท่ีแต่มีความอิสระจากสารละลายภายใน
โครงสร้างลักษณะตาข่ายเจล ซ่ึงช่องว่างของร่างตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะถูกควบคุมโคร
จับเซลล์อย่างแน่นเพ่ือป้องกันการรั่วหลุดของเซลล์ท่ีถูกตรึงและรูตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะยังช่วยให้อาหาร
และผลิตภัณฑ์เคลื่อนท่ีเข้าออกจากเซลล์ได้อย่างอิสระ ส่วนตัววัสดุท่ีเราใช้ตรึงนั้นสามารถท่ีจะทํา
ปฏิกิริยากับสารท่ีเคลื่อนท่ีไปมาระหว่างเซลล์ซ่ึง
เจริญเติบโตของเซลล์หรือบางทีสภาวะเช่นนี้ก็อาจจะเป็นผลดีต่อเซลล์ท่ีถูกตรึง เนื่องจากวัสดุท่ีตรึง
สามารถท่ีจะป้องกันสารท่ีเป็นอันตรายต่อเซลล์ได้
และทฤษฎีการตรึงเซลล์แตกต่างกัน
เกิดข้ึนโดยดารทําปฏิกิริยากันระหว่างประจุบวกของสารละลายท่ีใช้ในการข้ึนรูปและประจุลบของ
โซเดียมอัลจิเนต อะกาโรสและเจลาตินจะใช้อุณหภูมิในการข้ึนรูปและเหนี่ยวนําทําให้เกิดเจลและเม่ือ
เย็นตัวลงก็จะสามารถข้ึนรูปเป็นเม็ดเจลได้ หรือพอลิอะคริลาไมด์ จะข้ึนรูปเป็นเจลได้โดยการ
เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันของสารอินทรีย์หรือปฏิกิริยาโฟโตเคมิคอล

 

 

 
รูปท่ี 2.9 การตรึงเซลล์โดยการเชื่อมไขว้กัน (Crosslinking)

: http://www.franciscoploulab.eu/p/research-lines.html

ส่วนกระบวนการเชื่อมไขว้ทางกายภาพนั้นจะเชื่อมไขว้เซลล์เกิดเป็นโครงสร้างท่ีเกาะกลุ่มกัน 
จึงเป็นวิธีการท่ีดีสําหรับการนํามาใช้ในอุตสาหกรรมเทคโนโลยีชีวภาพ และยังเป็นการเหนี่ยวนําให้
เซลล์มีความหนาแน่นสูง ซ่ึงการทําให้เซลล์เกิดการเกาะกลุ่มกัน (flocculation) 
เพ่ือให้เกิดการเหนี่ยวนําการจับกลุ่มกันของเซลล์ สารเหล่านั้นได้แก่ พอลิอะคริลาไมด์ พอลิเอทีลีนอิ

ฟเนตและสารฟอสเฟต กระบวนการเชื่อมไขว้ถือเป็นกระบวนการตรึงเซลล์ 
เนื่องจากเป็นกระบวนการจํากัดการเคลื่อนท่ีของเซลล์และเป็นการเพ่ิมความอยู่ตัวของเซลล์ 

การตรึงเซลล์ด้วยการยึดจับ (entrapment) กระบวนการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จะแตกต่าง
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพและการตรึงเซลล์ด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยวิธีการยึดจับ
ด้วยพันธะโคเวเลนต์ตรงท่ีเซลล์ท่ีถูกตรึงจะไม่มีการเคลื่อนท่ีแต่มีความอิสระจากสารละลายภายใน
โครงสร้างลักษณะตาข่ายเจล ซ่ึงช่องว่างของร่างตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะถูกควบคุมโคร

เพ่ือป้องกันการรั่วหลุดของเซลล์ท่ีถูกตรึงและรูตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะยังช่วยให้อาหาร
และผลิตภัณฑ์เคลื่อนท่ีเข้าออกจากเซลล์ได้อย่างอิสระ ส่วนตัววัสดุท่ีเราใช้ตรึงนั้นสามารถท่ีจะทํา
ปฏิกิริยากับสารท่ีเคลื่อนท่ีไปมาระหว่างเซลล์ซ่ึงบางทีอาจจะมีผลอย่างมากต่อกลศาสตร์การ
เจริญเติบโตของเซลล์หรือบางทีสภาวะเช่นนี้ก็อาจจะเป็นผลดีต่อเซลล์ท่ีถูกตรึง เนื่องจากวัสดุท่ีตรึง
สามารถท่ีจะป้องกันสารท่ีเป็นอันตรายต่อเซลล์ได้ สําหรับวิธีการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้นั้นจะมีข้ันตอน
และทฤษฎีการตรึงเซลล์แตกต่างกันข้ึนกับวัสดุท่ีใช้ในการตรึงเช่น อัลจิเนต การก่อตัวเป็นเจลจะ

ริยากันระหว่างประจุบวกของสารละลายท่ีใช้ในการข้ึนรูปและประจุลบของ
อะกาโรสและเจลาตินจะใช้อุณหภูมิในการข้ึนรูปและเหนี่ยวนําทําให้เกิดเจลและเม่ือ

เย็นตัวลงก็จะสามารถข้ึนรูปเป็นเม็ดเจลได้ หรือพอลิอะคริลาไมด์ จะข้ึนรูปเป็นเจลได้โดยการ
เกิดปฏิกิริยาพอลิเมอร์ไรเซชันของสารอินทรีย์หรือปฏิกิริยาโฟโตเคมิคอล 
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(Crosslinking) 
lines.html 

ส่วนกระบวนการเชื่อมไขว้ทางกายภาพนั้นจะเชื่อมไขว้เซลล์เกิดเป็นโครงสร้างท่ีเกาะกลุ่มกัน 
นโลยีชีวภาพ และยังเป็นการเหนี่ยวนําให้

(flocculation) นั้นจะต้องเติมสาร
เพ่ือให้เกิดการเหนี่ยวนําการจับกลุ่มกันของเซลล์ สารเหล่านั้นได้แก่ พอลิอะคริลาไมด์ พอลิเอทีลีนอิ

ฟเนตและสารฟอสเฟต กระบวนการเชื่อมไขว้ถือเป็นกระบวนการตรึงเซลล์ 
การเคลื่อนท่ีของเซลล์และเป็นการเพ่ิมความอยู่ตัวของเซลล์  

กระบวนการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้จะแตกต่างจาก
การตรึงเซลล์ด้วยวิธีการดูดซับทางกายภาพและการตรึงเซลล์ด้วยวิธีการตรึงเซลล์โดยวิธีการยึดจับ
ด้วยพันธะโคเวเลนต์ตรงท่ีเซลล์ท่ีถูกตรึงจะไม่มีการเคลื่อนท่ีแต่มีความอิสระจากสารละลายภายใน
โครงสร้างลักษณะตาข่ายเจล ซ่ึงช่องว่างของร่างตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะถูกควบคุมโครงสร้างของเจลท่ียึด

เพ่ือป้องกันการรั่วหลุดของเซลล์ท่ีถูกตรึงและรูตาข่ายท่ีเกิดข้ึนจะยังช่วยให้อาหาร
และผลิตภัณฑ์เคลื่อนท่ีเข้าออกจากเซลล์ได้อย่างอิสระ ส่วนตัววัสดุท่ีเราใช้ตรึงนั้นสามารถท่ีจะทํา

บางทีอาจจะมีผลอย่างมากต่อกลศาสตร์การ
เจริญเติบโตของเซลล์หรือบางทีสภาวะเช่นนี้ก็อาจจะเป็นผลดีต่อเซลล์ท่ีถูกตรึง เนื่องจากวัสดุท่ีตรึง

สําหรับวิธีการตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้นั้นจะมีข้ันตอน
ข้ึนกับวัสดุท่ีใช้ในการตรึงเช่น อัลจิเนต การก่อตัวเป็นเจลจะ

ริยากันระหว่างประจุบวกของสารละลายท่ีใช้ในการข้ึนรูปและประจุลบของ
อะกาโรสและเจลาตินจะใช้อุณหภูมิในการข้ึนรูปและเหนี่ยวนําทําให้เกิดเจลและเม่ือ

เย็นตัวลงก็จะสามารถข้ึนรูปเป็นเม็ดเจลได้ หรือพอลิอะคริลาไมด์ จะข้ึนรูปเป็นเจลได้โดยการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

รูปท่ี 2.
ท่ีมา: http://www.franciscoploulab.eu/p/research

การตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุตรึงในรูปเม็ด 
ตรึงเซลล์โดยวิธีนี้สามารถทําได้โดยการห่อหุ้มเซลล์ในวัสดุตรึงท่ีมีลักษณะเป็นเยื่อเลือกผ่านคล้ายๆกับ
การตรึงเซลล์ด้วยการยึดจับ 
การเคลื่อนท่ี ซ่ึงการท่ีเซลล์ถูกตรึงในลักษณะเม็ดนั้นจะทํา
เคลื่อนท่ีผ่านแผ่นเยื่อเลือกผ่านของวัสดุตรึงได้ ส่วนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กนั้นสามารถท่ีจะเคลื่อนท่ี
เข้าออกจากเม็ดเซลล์ได้อิสระ
แพร่หลายและนิยมมากท่ีสุดคือ 
ไฮโดรเจน โดยตัวกลางท่ีใช้ในการตรึงสามารถเป็นได้ท้ังวัสดุ

 

รูปท่ี 2.11 การตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วย
ท่ีมา: http://www.franciscoploulab.eu/p/research

วัสดุสังเคราะห์ท่ีถูกนํามาใช้ในการตรึงเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวในการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ ซิลิ
กา (Hahn et al., 2007) 
ตรึงเซลล์ C. reinhardtii 
เซลล์อิสระเทียบกับระบบการตรึงเซลล์ด้วยซิลิกา พบว่าการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของ

 

 
.10 การตรึงเซลล์ด้วยการยึดจับ (entrapment) 

http://www.franciscoploulab.eu/p/research-lines.html
 

การตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุตรึงในรูปเม็ด (gel encapsulation)
ตรึงเซลล์โดยวิธีนี้สามารถทําได้โดยการห่อหุ้มเซลล์ในวัสดุตรึงท่ีมีลักษณะเป็นเยื่อเลือกผ่านคล้ายๆกับ
การตรึงเซลล์ด้วยการยึดจับ (entrapment) แต่จะแตกต่างกันตรงท่ีเซลล์ท่ีตรึงโดยวิธีนี้จะไม่ถูกจํากัด
การเคลื่อนท่ี ซ่ึงการท่ีเซลล์ถูกตรึงในลักษณะเม็ดนั้นจะทําให้สารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่สามารถ
เคลื่อนท่ีผ่านแผ่นเยื่อเลือกผ่านของวัสดุตรึงได้ ส่วนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กนั้นสามารถท่ีจะเคลื่อนท่ี

เซลล์ได้อิสระดังแสดงในรูปท่ี 2.11 การตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้เป็น
แพร่หลายและนิยมมากท่ีสุดคือ ซ่ึงจัดเป็นวิธีท่ีเหมาะสําหรับการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือการผลิต
ไฮโดรเจน โดยตัวกลางท่ีใช้ในการตรึงสามารถเป็นได้ท้ังวัสดุสังเคราะห์ หรือพอลิเมอร์ธรรมชาติ 

 
การตรึงเซลล์ด้วยการห่อหุ้มเซลล์ด้วยวัสดุตรึงในรูปเม็ด (gel encapsulation)

http://www.franciscoploulab.eu/p/research-lines.html 
 

วัสดุสังเคราะห์ท่ีถูกนํามาใช้ในการตรึงเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวในการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ ซิลิ
 และอะลูมินัม โบโลซิลิเกต (Laurinavichene et al.
 จากผลการวิจัยพบว่าเม่ือวัดการเจริญเติบโตของ C. reinhardtii

เซลล์อิสระเทียบกับระบบการตรึงเซลล์ด้วยซิลิกา พบว่าการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของ
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(gel encapsulation) กระบวนการ
ตรึงเซลล์โดยวิธีนี้สามารถทําได้โดยการห่อหุ้มเซลล์ในวัสดุตรึงท่ีมีลักษณะเป็นเยื่อเลือกผ่านคล้ายๆกับ

แต่จะแตกต่างกันตรงท่ีเซลล์ท่ีตรึงโดยวิธีนี้จะไม่ถูกจํากัด
ให้สารท่ีมีโมเลกุลขนาดใหญ่ไม่สามารถ

เคลื่อนท่ีผ่านแผ่นเยื่อเลือกผ่านของวัสดุตรึงได้ ส่วนสารท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กนั้นสามารถท่ีจะเคลื่อนท่ี
ตรึงเซลล์ด้วยวิธีนี้เป็นวิธีท่ีมีการใช้อย่าง

วิธีท่ีเหมาะสําหรับการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือการผลิต
หรือพอลิเมอร์ธรรมชาติ  

(gel encapsulation) 
 

วัสดุสังเคราะห์ท่ีถูกนํามาใช้ในการตรึงเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวในการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ ซิลิ
et al., 2006) ซ่ึงใช้ในการ

C. reinhardtii ในระบบ
เซลล์อิสระเทียบกับระบบการตรึงเซลล์ด้วยซิลิกา พบว่าการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของ
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สาหร่ายสีเขียวในระบบเซลล์อิสระและระบบการตรึงเซลล์มีการเจริญเติบโตท่ีไม่แตกต่างกัน หรือ
กล่าวคือการตรึงเซลล์ด้วยซิลิกาไม่ได้ช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของ C. reinhardtii 
ในขณะท่ีการตรึงเซลล์ด้วยการใช้อะลูมินัม โบโลซิลิเกต จะช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิต
ไฮโดรเจนมีอัตราการผลิตท่ีเพ่ิมสูงข้ึนเม่ือเทียบกับระบบเซลล์อิสระ นอกจากนั้นแล้วการตรึงเซลล์
ด้วยอะลูมินัม โบโลซิลิเกตยังช่วยขยายระยะเวลาในการผลิตไฮโดรเจนให้ยาวนานมากยิ่งข้ึนถึง 4 
ชั่วโมง แต่อย่างไรก็ตามอะลูมินัม โบโลซิลิเกตนั้นมีราคาแพงจึงส่งผลต่อต้นทุนในการผลิตท่ีสูง หากทํา
การผลิตในระดับอุตสาหกรรม ดังนั้นจึงนํามาสู่การหาวัสดุตรึงชนิดใหม่ท่ีจะมีราคาไม่แพง หาง่าย 
และช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  

การใช้พอลิเมอร์ธรรมชาติในการตรึงเซลล์จุลินทรีย์ เป็นเทคนิคท่ีถูกใช้อย่างแพร่หลาย
โดยเฉพาะจุลินทรีย์ในกลุ่มจุลสาหร่าย โดยพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีมักถูกใช้ในการตรึงเซลล์ ได้แก่ คารา
จีแนน อะการ์ และอัลจิเนต (Garrido et al., 2008) 

คาราจีแนน (Carrageenan) เป็นพอลิแซคคาไรด์ท่ีสกัดได้จากสาหร่ายสีแดง เช่น สาหร่าย
ผมนาง (Gracilaria fisheri) มีคุณสมบัติในการดูดน้ําและแขวนลอยในน้ํา คาราจีแนน จะเกิดเปลี่ยน
รูปเป็นเจล เม่ือสัมผัสกับสารประกอบไอออนบวก เช่น ไอออนโลหะ เอมีน อนุพันธ์ของกรดอะมิโน 
และตัวทําละลายอินทรีย์ท่ีผสมกับน้ําได้ ได้มีการใช้ แคปป้า-คาราจีแนนในการตรึงเซลล์ยีสต์ 
Saccharomyces cerevisiae โดยทําให้เป็นเจลด้วยการใช้อะลูมิเนียม ไนเตรต (Al(NO3)3) พบว่า
ยีสต์ท่ีตรึงเซลล์แล้วสามารถผลิตเอทานอลได้เพ่ิมข้ึนจากเดิม 20 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนั้นยังมีการใช้ 
แคปป้า-คาราจีแนน ในการตรึงเซลล์แบคทีเรีย และจุลสาหร่าย 3 สามสายพันธุ์ ได้แก่ Chlorella 
vulgaris, Chlorella kessleri และ Scenedesmus quadricauda และทําให้เป็นเจลด้วย 0.3 โม
ลาร์ โพแทสเซียมคลอไรด์ แต่อย่างไรก็ตาม ความคงทนของ แคปป้า-คาราจีแนนจะน้อยกว่า
แคลเซียมอัลจิเนต โดยหลังจากเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ บางส่วนของเม็ดบีทของเซลล์ท่ีตรึงด้วยคารา
จีแนนจะถูกทําลาย ดังนั้นแคลเซียมอัลจิเนตจึงมักจะถูกเลือกใช้ในการตรึงเซลล์แทนการใช้คารา
จีแนน 

อะการ์ (Agar) เป็นสารท่ีสกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีแดง อะการ์สามารถเกิดเจลได้โดยไม่ต้อง
อาศัยสารอ่ืนๆช่วยในการเกิดเจล โดยเจลท่ีได้จะมีสมบัติเป็น thermo-reversible gel โดยท่ัวไป
อุณหภูมิเกิดเจลประมาณ 35 - 40 องศาเซลเซียส มีจุดหลอมเหลวอยู่ในช่วง 85 - 90 องศาเซลเซียส 
อะการ์จัดเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีเหมาะสมจะใช้เป็นวัสดุตรึงเซลล์ โดยมีการใช้อะการ์ในการตรึง
เซลล์จุลสาหร่าย M. aeruginosa (Rashid et al., 2012), L. perelegans (Anjana et al., 2014) 
และ Chlorella sp. (Song et al., 2011) เพ่ือใช้ในการผลิตไฮโดรเจน พบว่าการตรึงเซลล์ด้วยอะ
การ์ เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ปกติ ผลิตไฮโดรเจนได้ดี และยังสามารถช่วยขยายระยะเวลาการ
ผลิตไฮโดรเจนให้ยาวนานมากยิ่งข้ึนด้วย (Garrido et al., 2008) แต่อย่างไรก็ตามเม่ือเทียบอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ L. perelegans ท่ีถูกตรึงด้วยอะการ์และอัลจิเนต พบว่า การตรึงเซลล์ L. 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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perelegans ด้วยการใช้อะการ์จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนตํ่ากว่าการตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนต 
(Anjana et al., 2014) 

อัลจิเนต (Alginate) เป็นสารท่ีสกัดได้จากสาหร่ายทะเลสีน้ําตาล (Phaeophyceae) มี
โครงสร้างเป็น unbranched binary copolymer ของ 1, 4-b-D-manuronic acid (M) และ L-
guluronic acid (G) ในโมเลกุลประกอบด้วย homopolymeric regions ของ G และ M ท่ีเรียกว่า 
G - และ M - blocks ตามลําดับ และยังมีบางส่วนของโมเลกุลเป็น MG - blocks ดังรูปท่ี 2.12 

สัดส่วนของ copolymer และโครงสร้างเหล่านี้จะเป็นตัวกําหนดสมบัติของอัลจิเนต เช่น ถ้า
พอลิเมอร์มี G ในปริมาณท่ีสูงจะมีสมบัติเป็นเจลท่ีแข็งท่ีความเข้มข้นของโลหะประจุบวกเฉพาะ 
(polyvalent metal cation) แต่ถ้าพอลิเมอร์มี M ปริมาณสูงจะมีแนวโน้มท่ีจะเกิดเจลท่ีอ่อนนุ่มและ
มีสภาวะในการเกิดเจลท่ีกว้างกว่า อัลจิเนตเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีนิยมใช้ในการตรึงเซลล์ท่ีมีชีวิต
มากท่ีสุด ข้อได้เปรียบหลักๆของการใช้อัลจิเนตในการตรึงเซลล์คือ ความสามารถในการซึมผ่าน โปร่ง
แสง คงทน อ่อนโยน และไม่เป็นพิษต่อเซลล์ อัลจิเนตท่ีผลิตจําหน่ายทางการค้ามีหลายอนุพันธ์จึงมี
สมบัติการละลายในน้ําท่ีแตกต่างกัน เช่น อนุพันธ์ของเกลือ แคลเซียมไอออน (Ca2+), โพแทสเซียม
ไอออน (K+), โซเดียมไอออน (Na+), แอมโมเนียมไอออน (NH4

+) และยังผลิตในรูปของ propylene 
glycol alginate ซ่ึงได้จากปฏิกิริยาของ alginic acid กับ propylene oxide ภายใต้ความดัน 

 
 

รูปท่ี 2.12 โครงสร้างของอัลจิเนตชนิดต่างๆ 
ท่ีมา: Phillips and Williams (2000) 
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 อนุพันธ์เหล่านี้จะละลายได้ท้ังในน้ําร้อนและน้ําเย็น ความหนืดของสารละลายอัลจิเนตท่ีได้
ข้ึนอยู่กับอุณหภูมิ ความเข้มข้น น้ําหนักโมเลกุล และการมีโลหะประจุบวก อัลจิเนตไม่ทุกชนิดมี
คุณสมบัติเป็นเจลและจะเกิดเจลได้เม่ือทําปฏิกิริยากับ
ลักษณะคล้ายกล่องไข่ (egg box) 
ของอัลจิเนตคือ ทําให้เกิด 
ในโซเดียมอะซีเตต โซเดียมอีดีทีเอ 
และถูกแทนท่ีด้วยแอนไอออนท่ีละลายอยู่ได้

จากท่ีกล่าวมาท้ังหมด ถือได้ว่าอัลจิเนตจัดเป็นวัสดุท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ในการตรึงเซลล์อย่างมาก 
ซ่ึงได้มีการใช้ในการตรึงเซลล์อย่างแพร่หลาย ไม่ว่าจะเป็น การนํา 
ตรึงเซลล์ในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตกับเซลล์อิสระด้
คลอโรฟีลล์ พบว่าเซลล์ท่ีถูกตรึงมีปริมาณ
สาหร่ายทะเล 11 สายพันธุ์มาตรึงในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตเพ่ือดูถึงการเจริญเติบโต พบว่าสาหร่ายท้ัง 
11 สายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ปกติ โดยเม็ดแคลเซียมอั
ระบบได้นานถึง 17 วัน นอกจากนั้นแล้วยังมีการใช้แคลเซียมอัลจิเนตในการตรึง 
เทคนิค encapsulation ในน้ํามันคาโนลา 

 

 

รูปท่ี 2.13 กลไกการเกิดเจลของ

สําหรับการตรึงเซลล์จุลสาหร่ายด้วยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตเพ่ือผลิตไฮโดรเจนนั้น ได้มีการ
ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว 
perelegans (Anjana et al.
ผลิตไฮโดรเจนและขยายระยะเวลาในการผลิตไฮโดรเจนให้ยาวนานข้ึน

 

อนุพันธ์เหล่านี้จะละลายได้ท้ังในน้ําร้อนและน้ําเย็น ความหนืดของสารละลายอัลจิเนตท่ีได้
ข้ึนอยู่กับอุณหภูมิ ความเข้มข้น น้ําหนักโมเลกุล และการมีโลหะประจุบวก อัลจิเนตไม่ทุกชนิดมี
คุณสมบัติเป็นเจลและจะเกิดเจลได้เม่ือทําปฏิกิริยากับแคลเซียมไอออน (Ca2+

egg box) โดยมี Ca2+ เกาะอยู่กับสายพอลิเมอร์ ดังรูปท่ี 
ของอัลจิเนตคือ ทําให้เกิด Irreversible gel ในน้ําเย็นเม่ือมี Ca2+ รวมอยู่ด้วย แ

โซเดียมอีดีทีเอ หรือ เฮกซะเมตาฟอสเฟต ไอออน Ca2+ สามารถท่ีจะถูกแยกออก 
และถูกแทนท่ีด้วยแอนไอออนท่ีละลายอยู่ได้ 

จากท่ีกล่าวมาท้ังหมด ถือได้ว่าอัลจิเนตจัดเป็นวัสดุท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ในการตรึงเซลล์อย่างมาก 
ซ่ึงได้มีการใช้ในการตรึงเซลล์อย่างแพร่หลาย ไม่ว่าจะเป็น การนํา Tetraselmis suecica
ตรึงเซลล์ในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตกับเซลล์อิสระด้

พบว่าเซลล์ท่ีถูกตรึงมีปริมาณคลอโรฟีลล์ต่อเซลล์ท่ีสูงกว่าเซลล์อิสระ และยังมีการนําเอา
สายพันธุ์มาตรึงในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตเพ่ือดูถึงการเจริญเติบโต พบว่าสาหร่ายท้ัง 

สายพันธุ์สามารถเจริญเติบโตได้ปกติ โดยเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตจะมีความเสถียร โดยจะอยู่ใน
วัน นอกจากนั้นแล้วยังมีการใช้แคลเซียมอัลจิเนตในการตรึง 

ในน้ํามันคาโนลา (Garrido et al., 2008) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

กลไกการเกิดเจลของแคลเซียมอัลจิเนตและวิธีการตรึงเซลล์ด้วยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนต
 

สําหรับการตรึงเซลล์จุลสาหร่ายด้วยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตเพ่ือผลิตไฮโดรเจนนั้น ได้มีการ
ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii (Kosourov et al., 2009) และไซยาโนแบคทีเรีย 

et al., 2014) พบว่า การตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตสามารถช่วยเพ่ิมปริมาณการ
ผลิตไฮโดรเจนและขยายระยะเวลาในการผลิตไฮโดรเจนให้ยาวนานข้ึน นอกจากนั้นแล้วยังช่วยให้
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อนุพันธ์เหล่านี้จะละลายได้ท้ังในน้ําร้อนและน้ําเย็น ความหนืดของสารละลายอัลจิเนตท่ีได้
ข้ึนอยู่กับอุณหภูมิ ความเข้มข้น น้ําหนักโมเลกุล และการมีโลหะประจุบวก อัลจิเนตไม่ทุกชนิดมี

2+) โครงสร้างของเจลมี
เมอร์ ดังรูปท่ี 2.13 คุณสมบัติท่ีดี

รวมอยู่ด้วย แต่ถ้าหากนําไปละลาย
สามารถท่ีจะถูกแยกออก 

จากท่ีกล่าวมาท้ังหมด ถือได้ว่าอัลจิเนตจัดเป็นวัสดุท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ในการตรึงเซลล์อย่างมาก 
Tetraselmis suecica มาทําการ

ตรึงเซลล์ในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนต เพ่ือเปรียบเทียบการเจริญเติบโตกับเซลล์อิสระด้วยการวัดปริมาณ
ต่อเซลล์ท่ีสูงกว่าเซลล์อิสระ และยังมีการนําเอา

สายพันธุ์มาตรึงในเม็ดแคลเซียมอัลจิเนตเพ่ือดูถึงการเจริญเติบโต พบว่าสาหร่ายท้ัง 
ลจิเนตจะมีความเสถียร โดยจะอยู่ใน

วัน นอกจากนั้นแล้วยังมีการใช้แคลเซียมอัลจิเนตในการตรึง DNA ด้วยการใช้

ด้วยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนต 

สําหรับการตรึงเซลล์จุลสาหร่ายด้วยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตเพ่ือผลิตไฮโดรเจนนั้น ได้มีการ
และไซยาโนแบคทีเรีย L. 

ลล์ด้วยอัลจิเนตสามารถช่วยเพ่ิมปริมาณการ
นอกจากนั้นแล้วยังช่วยให้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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สาหร่ายสีเขียวผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราคงท่ี ช่วยลดการสูญเสียเซลล์ไปในข้ันตอนการเปลี่ยนอาหาร
ใหม่ และ สามารถเปลี่ยนอาหารได้โดยไม่ต้องผ่านข้ันตอนการปั่นเหวี่ยง (centrifuge) ทําให้สะดวก
และประหยัดเวลามากยิ่งข้ึน (Laurinavichene et al., 2006; Song et al., 2011) 

โดยท่ัวไปการตรึงเซลล์ด้วยวิธีการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตจะทําโดยการผสมเซลล์ท่ีจะตรึงลงไป
ในสารละลายอัลจิเนต แล้วทําการหยดผ่านกระบอกฉีดยา โดยหยดลงไปในสารละลายเกลือแคลเซียม
คลอไรด์ ดังแสดงในรูปท่ี 2.13 การท่ีเซลล์สาหร่ายสีเขียวถูกหุ้มด้วยเจลอัลจิเนตนั้น จะสามารถช่วย
ลดอัตราการแพร่และจํากัดปริมาณของแก๊สออกซิเจนในอากาศไปสู่เซลล์ได้ (Kosourov et al., 
2009) เป็นผลทําให้ช่วยเพ่ิมปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวได้ 

 
2.5.3  การนําเซลล์ท่ีผลิตไฮโดรเจนแล้วกลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ 

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจะเกิดได้นานแค่ช่วงระยะเวลาหนึ่งเท่านั้น เช่น สาหร่าย
สีเขียว C. reinhardtii จะสามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนได้ยาวนานท่ีสุดคือ 100 ชั่วโมง หลังจากนั้นก็
หยุดผลิตไฮโดรเจน ได้มีผลการวิจัยรายงานถึงความสามารถของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
ว่าสามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฏจักรเพ่ือเป็นการเพ่ิมปริมาณการผลิตไฮโดรเจนจากการใช้เซลล์
เดิม ดังรูปท่ี 2.14 การผลิตไฮโดรเจนแบบเป็นวัฏจักรของสาหร่ายสีเขียวสามารถทําได้โดยการเปลี่ยน
โหมดระหว่าง stage I และ stage II จากการมีซัลเฟอร์และไม่มีซัลเฟอร์ในระบบตามลําดับ โดย
สาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฏจักรได้สูงสุด 3 รอบได้แก่ วัฏจักร 
A B และ C โดยท่ีเวลา 100 ชั่วโมงของวัฏจักร A และท่ีเวลา 160 ชั่วโมงของวัฏจักร B การผลิต
ไฮโดรเจนจะยุติลง ดังนั้นเซลล์จะถูกถ่ายโอนจากอาหารท่ีไม่มีซัลเฟอร์ ไปยังอาหารท่ีมีซัลเฟอร์ หรือ
นั่นคือเซลล์จะเข้าสู่ stage I เป็นผลให้ท่ีเวลา 100 ถึง 130 ชั่วโมง และท่ี 160 ถึง 220 ชั่วโมง ไม่มี
การผลิตไฮโดรเจนเกิดข้ึน (Melis et al., 2007)  

 

 
รูปท่ี 2.14 วัฏจักรของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 

ท่ีมา: Ghiradi et al. (2000) 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

นอกจากสาหร่ายสีเขียว 
ไซยาโนแบคทีเรีย M. aeruginosa
เป็นวัฎจักรได้ด้วยเช่นกัน โดยพบว่าใน 
ผลิตไฮโดรเจนแล้ว สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฎจักรได้มากกว่า 
ส่วนสาหร่ายสีเขียว Chlorell
ดังแสดงในรูป 2.16 

 

รูปท่ี 2.15  วัฏจักรของการผลิตไฮโดรเจนของ
ท่ีมา: Rashid et al.

 

รูปท่ี 2.16  วัฏจักรของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
ท่ีมา: Song et al. 

 

นอกจากสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii แล้วนั้น สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ 
M. aeruginosa (Rashid et al., 2012) ก็มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน

เป็นวัฎจักรได้ด้วยเช่นกัน โดยพบว่าใน M. aeruginosa ท่ีผ่านการตรึงเซลล์ด้วยอะการ์และหยุด
ผลิตไฮโดรเจนแล้ว สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฎจักรได้มากกว่า 10 รอบ 

Chlorella sp. นั้น เซลล์สามารถผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฏจักรได้สูงสุดถึง 

วัฏจักรของการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย M. aeruginosa
et al. (2009) 

วัฏจักรของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorell
et al. (2011) 
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แล้วนั้น สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ Chlorella sp. และ
ก็มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน

ท่ีผ่านการตรึงเซลล์ด้วยอะการ์และหยุด
 ดังแสดงในรูปท่ี 2.15 

นั้น เซลล์สามารถผลิตไฮโดรเจนเป็นวัฏจักรได้สูงสุดถึง 6 รอบ 

 
M. aeruginosa ท่ีถูกตรึง 

 
Chlorella sp. ท่ีถูกตรึง 

…6 cycles 

…>10 cycles 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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2.6  การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ได้ถูกพบโดยเชิดศักด์ิและคณะ (2554) จากการคัด

แยกจากแหล่งน้ําจืดในธรรมชาติและจากนาข้าวในจังหวัดปทุมธานี ซ่ึงเป็นพ้ืนท่ีภาคกลางของ
ประเทศไทย โดยเม่ือจัดจําแนกสาหร่ายตามหลักอนุกรมวิธานพบว่า Tetraspora sp. CU2551 จัด
อยู่ในไฟลัมคลอโรไฟตา (Chlorophyta) โดยอนุกรมวิธานของ Tetraspora sp. CU2551 สามารถ
แสดงได้ดังนี้ 

  Domain Eukaryota  
   Kingdom Viridiplantae  
    Phylum Chlorophyta  
     Class Chlorophyceae  
      Order Tetrasporales  
       Family Tetrasporaceae  
        Genus Tetraspora 
ผลจากการศึกษาสัณฐานของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสงและกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด พบว่า เซลล์ของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 มักจะอยู่เป็น
กลุ่ม ต้ังแต่ 2-4 เซลล์ แต่ส่วนใหญ่มักจะพบว่ามี 4 เซลล์ โดยเซลล์จะถูกบรรจุอยู่ภายในถุงใสหรือ 
sheath เซลล์จะมีเส้นผ่านศูนย์กลางเฉลี่ย 6.74 ± 0.92 ไมครอน ดังแสดงในรูปท่ี 2.17 และผล
ยืนยันจากการหาลําดับเบสดีเอ็นเอ 18S rRNA พบว่าสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 มี
ความใกล้เคียงกับสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว  

 

 
 

รูปท่ี 2.17 ลักษณะสัณฐานของเซลล์ Tetraspora sp. CU2551 ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (A) 
และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (B) 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554) 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในแง่ของสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต เชิดศักด์ิและคณะ (2554) ได้ทําการศึกษา
หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ได้แก่ อาหาร
เลี้ยงเชื้อ อุณหภูมิ และความเข้มแสงท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโต 

การหาอาหารเลี้ยงเชื้อเหมาะสม ผู้วิจัยได้ทําการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. 
CU2551 ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่างๆ ท้ังหมด 7 ชนิด ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อชนิด N - free, BG11, 
BG110, N8, TAP (tris-acetate-phosphate), AA และ Zarrouk  

จากรูปท่ี 2.18 จะเห็นว่า สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 จะใช้เวลาในการเพ่ิม
จํานวนเป็นสองเท่า และจะใช้เวลาสั้นท่ีสุดเม่ือเลี้ยงในอาหาร Tris-Acetate-Phosphate หรืออาหาร 
TAP โดยจะใช้เวลาในการเจริญเติบโตสูงท่ีสุดเพียง 3 วัน ในขณะท่ีอัตราการเจริญเติบโตในอาหาร
เลี้ยงเชื้อ N-free, BG110, AA และ Zarrouk จะเกิดข้ึนได้ช้ามาก ส่วนในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด BG11 
และ N8 จะมีการเจริญเติบโตท่ีคล้ายกับในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP โดยการเจริญเติบโตของสาหร่ายสี
เขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ BG11 และ N8 ท่ีเวลา 12 วัน จะใช้เวลาในการ
เจริญเติบโตในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP เพียง 3 วันเท่านั้น ดังนั้นอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP จึงเป็นอาหาร
เลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมท่ีสุดสําหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551  

 

 
รูปท่ี 2.18 การเจริญเติบของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 7 ชนิด 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554) 
 

อุณหภูมิและความเข้มแสง ผู้วิจัยได้ทําการแปรผันค่าความเข้มแสงท่ี 0-92 ไมโครไอน์สไตน์ต่อ
ตารางเมตรต่อวินาที และอุณหภูมิในช่วง 32 - 40 องศาเซลเซียส ทําการเทียบกับการเจริญเติบโต
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ของเซลล์โดยคํานวณเป็นค่า doubling time หรือเวลาท่ีเซลล์ใช้ในการเจริญเติบโตเป็นสองเท่า ซ่ึง
ถ้าค่า doubling time มีค่าน้อยๆ แสดงว่าเซลล์มีการเจริญเติบโตท่ีสูง ผลการทดลองชี้ให้เห็นว่า
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 จะมีการเจริญเติบโตท่ีดีท่ีสุดท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส 
ภายใต้ความเข้มแสงช่วง 37-92 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที ดังแสดงในรูปท่ี 2.19 
นอกจากสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตแล้วนั้น ผู้วิจัยก็ได้ทําการศึกษาถึงสภาวะท่ี
เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายด้วยเช่นกัน โดยปัจจัยท่ีทําการศึกษานั้น ได้แก่ อายุ
เซลล์ อุณหภูมิ ความเข้มแสง และการปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก  

อายุเซลล์ ผู้วิจัยได้ทําการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยง
เชื้อ TAP ด้วยระยะเวลาท่ีแตกต่างกันทุกๆ 12 ชั่วโมง โดยเริ่มจาก 24 ชั่วโมง ถึง 72 ชั่วโมง จากนั้นก็
นําเซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีมีอายุเซลล์ท่ีแตกต่างกันไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน เพ่ือศึกษาผลของอายุ
เซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีมีต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน จากผลการทดลอง 
พบว่าเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวท่ีมีอายุเซลล์ 24 ชั่วโมงจะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงท่ีสุด และ
เซลล์ท่ีมีอายุมากกว่า 24 ชั่วโมงจะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีลดลง โดยอัตราการผลิตไฮโดรเจนของ
เซลล์ท่ีมีอายุ 48-72 ชั่วโมงจะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีไม่แตกต่างกัน ดังแสดงในรูปท่ี 2.20 

 

 
รูปท่ี 2.19 เวลาท่ีเซลล์ Tetraspora sp. CU2551 ใช้ในการเจริญเติบโตเป็นสองเท่า (doubling 
time) ท่ีอุณหภูมิและความเข้มแสงค่าต่างๆ 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554) 
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รูปท่ี 2.20 ผลของอายุเซลล์ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554) 
 

อุณหภูมิ ผู้วิจัยทําการศึกษาผลของอุณหภูมิท่ีมีต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน โดยจะทําการ
เพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายในสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีได้ศึกษามา นั่นคือ จะทําการเพาะเลี้ยงเซลล์อาหาร
เลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มแสง 37 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตร
ต่อวินาทีเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนําไปวิเคราะห์การผลิตไฮโดรเจนโดยการนําขวด gas-tight vial 
ไปบ่มในตู้บ่มท่ีมีการแปรผันอุณหภูมิค่าต่างๆ ต้ังแต่ 30-50 องศาเซลเซียส โดยจากรูปท่ี 2.21 แสดง
ให้เห็นว่าอุณหภูมิท่ี 35 องศาเซลเซียสเป็นอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย
สีเขียว Tetraspora sp. CU2551 

การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก ผู้วิจัยจะทําการศึกษาผลของการ
ขาดธาตุอาหารหลักต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน โดยจะเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora 
sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP และเป็นเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นก็จะปรับสภาวะเซลล์ใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก โดยจะถ่ายโอนเซลล์ลงสู่อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก
ต่างๆ ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ (TAP-S) อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีขาดไนโตรเจน 
(TAP-N) และ อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์และไนโตรเจน (TAP-N-S) จากนั้นก็นําไป
วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน ซ่ึงได้ผลดังรูปท่ี 2.22 โดยการปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาด
ไนโตรเจนหรือซัลเฟอร์เพียงอย่างเดียว จะช่วยเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนให้สูงข้ึน 1.2 เท่า และใน
อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและซัลเฟอร์ จะช่วยเพ่ิมปริมาณการผลิตไฮโดรเจนให้สูงข้ึน 1.5 
เท่าเม่ือเทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วน 
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รูปท่ี 2.21 ผลของอุณหภูมิต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554)
 

รูปท่ี 2.22 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของ
เชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลักชนิดต่างๆ
สารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554)
 

นอกจากนั้นแล้วผู้ วิจัยยัง ศึกษาผลของการเติม
mercaptoethanol) ความเข้มข้น 
พิจาณาท่ีคอลัมน์ของแผนภูมิรูปแท่งแบบทึบ จะเห็นว่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวใน
อาหาร TAP ท่ีมีการเติมเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 

 

ผลของอุณหภูมิต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora
(2554) 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551
เชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลักชนิดต่างๆ (A) อัตราการผลิตไฮโดรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล (β-mercaptoethanol) ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์
(2554) 

นอกจากนั้นแล้วผู้ วิจัยยัง ศึกษาผลของการเติมสารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
ความเข้มข้น 0.5 มิลลิโมลาร์ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

พิจาณาท่ีคอลัมน์ของแผนภูมิรูปแท่งแบบทึบ จะเห็นว่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวใน
เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล หรือ TAP+β จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูง
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Tetraspora sp. CU2551 

 
sp. CU2551 ในอาหารเลี้ยง

อัตราการผลิตไฮโดรเจนในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีมีการเติม
มิลลิโมลาร์ (B) 

สารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล (β-
ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน (รูปท่ี 2.16B) เม่ือ

พิจาณาท่ีคอลัมน์ของแผนภูมิรูปแท่งแบบทึบ จะเห็นว่าอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวใน
จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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กว่าการบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ 
สารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
agent ซ่ึงพบว่าสามารถท่ีจะช่วย
สูงข้ึน ดังผลการทดลองท่ีกล่าวไปข้างต้น แ
ชั่วโมงมาถ่ายโอนเซลล์สาหร่ายลงสู่
ทดลองพบว่า สารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล
agent ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์  

ความเข้มแสง จากการศึกษาผลการปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ได้กล่าวไปในข้างต้น จะเห็นว่า การเติมสาร
จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงเทียบเท่ากับ
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้ทําการศึกษาผลของความเข้มแสงต่อการอัตราการผลิต
ไฮโดรเจน โดยจะทําการปรับสภาวะเซลล์สาหร่
มีการเติมเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
แคปโตเอทานอล โดยจะทําการแปรผันความเข้มแสงขณะบ่มเป็นค่าต่างๆต้ังแต่ 
ไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที

 

รูปท่ี 2.23 ผลของความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
ท่ีมา: เชิดศักด์ิและคณะ (2554
 

 

อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีไม่ได้เติมสารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล เป็นสารท่ีมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอน

ซ่ึงพบว่าสามารถท่ีจะช่วยเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวให้มีอัตรา
กล่าวไปข้างต้น และเม่ือนําเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ 

ชั่วโมงมาถ่ายโอนเซลล์สาหร่ายลงสู่อาหารท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและซัลเฟอร์ หรือ 
เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล จะไม่แสดงความสามารถของการเป็น 

ในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว เม่ือเซลล์ถูกปรับสภาวะในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาด

จากการศึกษาผลการปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลัก
ได้กล่าวไปในข้างต้น จะเห็นว่า การเติมสารให้อิเล็กตรอนอย่างเช่นสารเบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 
จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงเทียบเท่ากับการปรับสภาวะเซลล์ในอาหาร
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้ทําการศึกษาผลของความเข้มแสงต่อการอัตราการผลิต
ไฮโดรเจน โดยจะทําการปรับสภาวะเซลล์สาหร่ายสีเขียวในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP 

เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล เทียบกับอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP และ TAP-
โดยจะทําการแปรผันความเข้มแสงขณะบ่มเป็นค่าต่างๆต้ังแต่ 

ไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที ดังแสดงในรูปท่ี 2.23 

 

ผลของความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora
2554) 

35 

เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล อย่างเห็นได้ชัด โดย
เป็นสารท่ีมีความสามารถในการให้อิเล็กตรอนหรือเป็น reducing 

อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวให้มีอัตราการผลิตท่ี
 TAP+β อายุเซลล์ 24 

หรือ TAP+β-N-S ผลการ
จะไม่แสดงความสามารถของการเป็น reducing 
เม่ือเซลล์ถูกปรับสภาวะในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาด

ท่ีขาดธาตุอาหารหลักท่ี
เบต้าเมอร์แคปโตเอทานอล 

การปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุ
ไนโตรเจนและซัลเฟอร์ ดังนั้น ผู้วิจัยจึงได้ทําการศึกษาผลของความเข้มแสงต่อการอัตราการผลิต

TAP และ TAP-N-S ท่ีไม่
-N-S ท่ีเติม เบต้าเมอร์

โดยจะทําการแปรผันความเข้มแสงขณะบ่มเป็นค่าต่างๆต้ังแต่ 0-29 ไมโคร

 

Tetraspora sp. CU2551 
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ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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เม่ือพิจารณารูปท่ี 2.23 แสดงให้เห็นว่าในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP และ TAP-N-S ท่ีมีการเบต้า
เมอร์แคปโตเอทานอล อัตราการผลิตไฮโดรเจนจะดีท่ีสุดในช่วงความเข้มแสงตํ่าหรือ 0 - 6 ไมโคร
ไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที ส่วนในอาหาร TAP และ TAP-N-S ท่ีไม่มีการเติมเบต้าเมอร์แคปโต
เอทานอล อัตราการผลิตไฮโดรเจนจะสูงท่ีสุดในช่วงท่ีความเข้มแสงสูงๆ หรือ มากกว่า 6 ไมโคร
ไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาทีข้ึนไป หรือนั่นคือ ความเข้มแสงท่ีเหมาะสมสําหรับการปรับสภาวะ
เซลล์ในอาหารท่ีขาดธาตุอาหารหลักคือประมาณ 20 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที 

จากผลการวิจัยท่ีกล่าวมาท้ังหมดข้างต้น สามารถสรุปสภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการ
เจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของ Tetraspora sp. CU2551 ได้โดยแสดงดังตารางท่ี 2.2 

 
ตารางท่ี 2.2 สภาวะท่ีเหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
  Tetraspora sp. CU2551 

สภาวะท่ีเหมาะสม อาหาร 
อายุเซลล์ 
(ช่ัวโมง) 

อุณหภูมิ  
(องศาเซลเซียส) 

ความเข้มแสง  
(ไมโครไอน์สไตน์ต่อตาราง

เมตรต่อวินาที) 

การเจริญเติบโต TAP 
24 ชั่วโมง 

36  48 - 92 

การผลิตไฮโดรเจน TAP-N-S 35 20 (หรือ 1500 ลักซ์) 

 
2.7  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

Guan และคณะ (2004) ได้ ทําการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้สาหร่ายสี เ ขียวสายพันธุ์  P. 
subcordiformis ผ่านกระบวนการแบบ 2 ข้ันตอน โดยในข้ันตอนท่ีสองของการผลิตไฮโดรเจนจะทํา
การบ่มในอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์และบ่มในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน พบว่าสาหร่ายสีเขียวสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้สูงข้ึน 13 เท่าเม่ือเทียบกับอาหารปกติท่ีไม่ขาดธาตุซัลเฟอร์ 

 
Tsygankov และคณะ (2006) ก็ได้ทําการผลิตไฮโดรเจนด้วยสาหร่ายสีเขียวในอาหารท่ีขาด

ธาตุซัลเฟอร์เช่นกัน โดยใช้สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ C. reinhardtii พบว่า เม่ือทําการบ่ม ในสภาวะท่ี
อาหารขาดอะซีเตตหรือสารประกอบอินทรีย์ ภายใต้สภาวะท่ีมี CO2 2 เปอร์เซ็นต์ และมีความเข้ม
แสงตํ่า (25 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที) สาหร่ายสีเขียวจะผลิตไฮโดรเจนได้ 56.4 x 10-3 
ลูกบาศก์เมตรต่อลูกบาศก์เมตรของเชื้อ (m3/m3culture) เนื่องจากออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนจะถูกใช้ไป 
ส่งผลทําให้มีการผลิตไฮโดรเจนข้ึน และเม่ือทําการเปลี่ยนอาหารเป็นอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดซัลเฟอร์
และเพ่ิมความเข้มแสงเป็น 110 - 120 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที พบว่ามีการผลิต
ออกซิเจนจะสูงข้ึน ส่งผลทําให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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Laurinavichene และคณะ (2006) ก็ได้ทําการพัฒนาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
สายพันธุ์ C. reinhardtii โดยนําเซลล์มาทําการตรึงเซลล์ด้วยอะลูมิเนียมโบโลซิลิเกต (Aluminium-
borosilicate glass) และปรับสภาวะเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ ผลการทดลองพบว่า 
C. reinhardtii สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุดท่ี 380 มิลลิลิตร และอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 
45 มิลลิลิตรต่อวัน โดยการตรึงเซลล์นอกจากจะช่วยเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
สายพันธุ์ C. reinhardtii แล้วนั้น ยังช่วยขยายระยะเวลาในการผลิตไฮโดรเจนให้สามารถผลิตได้
ยาวนานข้ึนถึง 4 สัปดาห์ แต่อย่างไรก็ตามอะลูมิเนียมโบโลซิลิเกตนั้นมีราคาแพง หากทําการผลิตใน
ระดับท่ีใหญ่ข้ึนจะไม่เหมาะสําหรับการตรึงเซลล์เนื่องจากต้องใช้ต้นทุนการผลิตสูง 

 
Hahn และคณะ (2007) ก็ได้ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ C. reinhardtii ด้วยซิลิ

กา (fumed silica particles) ซ่ึงเป็นวัสดุตรึงท่ีมีราคาถูกเม่ือเทียบกับวัสดุท่ีทําจากแก้ว (glass 
matrix) ผลการวิจัยพบว่า เซลล์ท่ีตรึงด้วยซิลิกาสามารถท่ีจะเจริญเติบโตได้ปกติเช่นเดียวกับเซลล์
อิสระ ส่วนผลของการผลิตไฮโดรเจนนั้นพบว่า เซลล์ท่ีตรึงด้วยซิลิกาจะผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราและ
ปริมาณการผลิตใกล้เคียงกับเซลล์อิสระ 

 
Kosourov และคณะ (2009) ได้ทําการตรึงสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์ C. reinhardtii ด้วยฟิล์ม

แคลเซียมอัลจิเนต (Ca-alginate film) ซ่ึงเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม หาง่าย
และมีราคาถูก โดยผู้วิจัยทําการตรึงเซลล์ด้วยแคลเซียมอัลจิเนตโดยใช้ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์ 
จากนั้นตัดแผ่นฟิล์มให้เป็นแผ่นสี่เหลี่ยมขนาด 1 เซนติเมตร x 6 เซนติเมตร พบว่าการตรึงเซลล์จะ
ช่วยขยายระยะเวลาในการผลิตไฮโดรเจนให้ยาวนานข้ึนถึง 150 ชั่วโมง และยังช่วยเพ่ิมความเสถียร
ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมีออกซิเจน การตรึงเซลล์ด้วยฟิล์มแคลเซียมอัลจิเนต จะ
ช่วยแยกและจํากัดออกซิเจนท่ีจะแพร่ผ่านวัสดุเข้ามาสู่เซลล์ จึงส่งผลทําให้สามารถป้องกันเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสจากการสัมผัสกับออกซิเจนท่ีอยู่ในเฟสของเหลวและส่วนท่ีเหนือของเหลวหรือ 
headspace ได้ 

 
Rashid และคณะ (2009) ได้ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวแกมน้ําเงินหรือไซยาโนแบคทีเรีย

สายพันธุ์ M. aeruginosa ด้วยอะการ์ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 โดยมวลต่อปริมาตร จากนั้นทําการตัด
ให้เป็นทรงลูกบาศก์ขนาด 0.5 ลูกบาศก์เซนติเมตร แล้วนําเซลล์ท่ีตรึงไปผลิตไฮโดรเจนโดยผ่าน
กระบวนการแบบ 2 ข้ันตอน ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า การตรึงเซลล์ด้วยอะการ์ สามารถช่วย
ควบคุมการผลิตไฮโดรเจนให้คงท่ี และช่วยทําให้การเปลี่ยนสภาวะการบ่มจาก stage I ไป stage II 
เพ่ือถ่ายโอนเซลล์ไปยังอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์เป็นไปได้โดยง่าย ประหยัดเวลาและสะดวกมากยิ่งข้ึน 
โดยเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย M. aeruginosa ท่ีตรึงแล้วจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดท่ี 48 
มิลลิลิตรต่อชั่วโมงต่อลิตร 
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Maneeruttanarungroj และคณะ (2010) ได้ทําการคัดแยกสาหร่ายสีเขียวจากบ่อน้ําท่ีจังหวัด
ปทุมธานีและหลังจากก็สามารถระบุสายพันธุ์ได้ว่าคือ Tetraspora sp. CU2551 และเม่ือนํามา
ทําการศึกษาก็พบว่า Tetraspora sp.มีปริมาณของคลอโรฟีลล์เป็น 0.96 - 3.43 เปอร์เซ็นของ
น้ําหนักเซลล์แห้ง โดยสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์นี้สามารถท่ีจะเพ่ิมจํานวนตัวเองเป็นสองเท่า และใช้
ระยะเวลาสั้นท่ีสุดเม่ือบ่มภายใต้ความเข้มแสง 48 - 92 ไมโครไอสไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที และ
อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ส่วนความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวนั้น พบว่า
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราท่ีสูงถึง 17.3 - 61.7 ไมโครโมลต่อมิลลิกรัมคลอโรฟีลล์เอต่อชั่วโมง 
(µmol/mg Chl a/h) หรือ 423 - 1511 ไมโครลิตรต่อมิลลกรัมคลอโรฟีลล์เอต่อชั่วโมง (µl/mg Chl 
a/h) เม่ือบ่มในอาหารเหลว Tris-Acetate Phosphate (TAP) ท่ีขาดท้ังไนโตรเจนและซัลเฟอร์ 
ภายใต้ความเข้มแสง 20 ไมโครไอสไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาทีหรือ 1500 ลักซ์ อายุเซลล์ 24 ชั่วโมง 
ซ่ึงอัตราการผลิตไฮโดรเจนนี้ ถือเป็นอัตราการผลิตท่ีสูงมากเม่ือเทียบกับสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อ่ืน 

 
Song และคณะ (2011) ได้ทําการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp.

ท่ีถูกตรึงผ่านกระบวนการแบบ 2 ข้ันตอน หรือ two–stage photosynthesis and H2 production 
process โดยในข้ันแรกจะบ่มเซลล์ในสภาวะท่ีมีออกซิเจนก่อน หลังจากนั้นข้ันตอนท่ีสองจะทําการ
บ่มในสภาวะท่ีไร้ออกซิเจนในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์ พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. สามารถท่ี
จะผลิตไฮโดรเจนได้ภายใต้สภาวะท่ีถูกตรึงด้วยอะการ์ ความเข้มข้นร้อยละ 1.5 โดยมวลต่อปริมาตร 
และเม่ือทําการเติมกลูโคสจากภายนอกเพ่ิมเข้าไปในช่วงเริ่มต้นของ stage II พบว่า อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนจะเพ่ิมข้ึน โดยความเข้มข้นของกลูโคสท่ีให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสูดคือ 30 มิลลิโมลาร์ 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนจะเพ่ิมข้ึนเม่ืออุณหภูมิเพ่ิมข้ึน โดยท่ีอุณหภูมิ 37 และ 40 องศาเซลเซียสจะมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด คือ 183 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อชั่วโมง และ 238 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อ
ชั่วโมง ตามลําดับ โดยเซลล์ของสาหร่ายท่ียุติการผลิตไฮโดรเจนแล้วจะสามารถกลับมาผลิตไฮโดรเจน
ซํ้าใหม่หรือเป็นวัฏจักรได้ เม่ือปล่อยให้เซลล์กลับเข้าสู่ stage I หรือ photosynthesis stage อีกครั้ง 
โดยจะต้องบ่มเซลล์ใน stage I เป็นระยะเวลาอย่างน้อย 2 วัน เซลล์จึงกลับมามีความสามารถผลิต
ไฮโดรเจนใหม่ได้อีก 

 
Rashid และคณะ (2012) ได้ทําการตรึงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย M. aeruginosa ด้วยการ

ใช้อะการ์ แล้วนําไปทําการผลิตไฮโดรเจนโดยผ่านกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบ 2 ข้ันตอน โดยใน 
stage I จะทําการแปรผันสภาวะในการบ่มเป็น 3 สภาวะ คือ สภาวะท่ีไม่มืด (fully dark) สภาวะท่ีมี
แสง (fully light) และสภาวะท่ีมืดบางส่วน (partially dark conditions) โดยในแต่ละสภาวะจะมี
แปรผัน pH และการเติมแหล่งคาร์บอนท่ีแตกต่างกัน ผลการทดลองพบว่า การผลิตไฮโดรเจนของ M. 
aeruginosa ท่ีถูกตรึงด้วยอะการ์ ภายใต้สภาวะท่ีมีการให้แสง จะสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงท่ีสุดถึง 
490 ± 3 มิลลิลิตรต่อลิตร  หรือให้อัตราการผลิต 9.42 มิลลิลิตรต่อลิตรต่อชั่วโมง โดย pH ท่ี
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เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนคือ pH เท่ากับ 9 และแหล่งคาร์บอนจากภายนอกท่ีเหมาะสม คือ 
สารสกัดมอลต์ (Malt extract) โดยเวลาท่ีใช้ใน stage I สามารถลดได้จาก 3 วันเหลือ 2 วันใน
สภาวะท่ีมืดและสภาวะท่ีมีแสง นอกจากนั้นยังพบอีกว่าเซลล์ท่ีหยุดผลิตไฮโดรเจนแล้วสามารถท่ีจะนํา
กลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าอีกครั้งได้ ในสภาวะท่ีแสงเซลล์สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนซํ้าได้ 3 รอบ โดย
ท่ีปริมาณไฮโดรเจนท่ีได้ในแต่ละรอบจะคงท่ี ในขณะท่ีในสภาวะท่ีมืดและมืดบางส่วน ปริมาณ
ไฮโดรเจนท่ีได้ในแต่ละรอบจะลดลง 

 
Anjana และ Kaushik (2014) ได้ทําการตรึงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย L. perelegans ด้วยอัลจิ

เนตและอะการ์เทียบกับเซลล์อิสระ พบว่า การตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตจะสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ใน
อัตราการผลิตท่ีสูงและให้ระยะเวลายาวนานมากกว่าเม่ือเทียบกับเซลล์ท่ีตรึงด้วยอะการ์และเซลล์
อิสระ โดยความหนาแน่นของเซลล์และขนาดของเซลล์ท่ีตรึงจะเป็นพารามิเตอร์สําคัญสําหรับการตรึง
เซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน จากงานวิจัยพบว่า ความหนาแน่นของเซลล์และขนาดของเซลล์ท่ีถูกตรึง
ท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนคือ 1 กรัม และ 1 มิลลิเมตร ตามลําดับ 

 
Eleftherios และคณะ (2016) ได้ทําการตรึงเซลล์ไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. 

PCC 6803 ด้วยอัลจิเนตความเข้มข้นร้อยละ 3 โดยมวลต่อปริมาตร และ สารละลายแคลเซียมคลอ
ไรด์ ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร พบว่า เซลล์ท่ีถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนตจะมีการหลุดรั่ว
ออกมาจากวัสดุตรึงน้อยมาก โดยเม็ดเซลล์ตรึงจะมีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 5.06 ± 0.18 
มิลลิเมตร มีปริมาตรของเม็ดเซลล์ 67.8 ± 2.4 ไมโครลิตร และมีค่าเฉลี่ยของน้ําหนักเซลล์แห้ง
ประมาณ 46.3 ± 0.8 ไมโครกรัม เซลล์ของ Synechocystis sp. PCC 6803 จะสามารถเจริญเติบโต
ได้ปกติเม่ือถูกหุ้มอยู่ในเม็ดอัลจิเนต โดยเซลล์จะยังมีชีวิตได้อย่างน้อย 30 วัน การละลายเจลอัลจิเนต
ด้วยน้ํากลั่นและอาหาร BG-11 จะมีผลต่อการสังเคราะห์แสงของเซลล์ โดยเม่ือละลายเจลอัลจิเนต
ด้วยอาหาร BG-11 เซลล์ของ Synechocystis sp. จะมีการสังเคราะห์แสงมากกว่าการละลายอัลจิ
เนตด้วยน้ํากลั่น อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของเซลล์ตรึง Synechocystis sp. คือ 5.73 ± 0.69 
มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมเซลล์ (40.6 ± 4.9 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟีลล์ต่อ
ชั่วโมง) 
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บทท่ี 3 

วิธีการดําเนินงานวจัิย 
 

3.1  จุลสาหร่าย 
 สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีคัดแยกได้โดย เชิดศักด์ิและคณะ (2554) 
 

3.2  อาหารเลี้ยงสาหร่าย (ภาคผนวก ก) 
 1. อาหาร TAP (Tris-acetate phosphate medium) pH 7.2 (Harris. et al., 1989) 
 2. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจน หรือ TAP-N 
 3. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัส หรือ TAP-P 
 4. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ หรือ TAP-S 
 5. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและฟอสฟอรัส หรือ TAP-N-P 
 6. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและซัลเฟอร์ หรือ TAP-N-S 
 7. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์ หรือ TAP-P-S 
 8. อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุท้ังไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์ หรือ TAP-N-P-S 
 

3.3  สารเคมี 
 3.3.1  สารเคมีสําหรับอาหารเล้ียงเช้ือ 
 1. แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) (LOBALO Chemie, India) 
 2. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Ajax Finechem Pty, Australia) 
 3. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 4. ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) (CARLO ERBO, India) 
 5. กรดอะซิติก (CH3COOH) (Thomas baker, Mumbai India) 
 6. โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (LOBALO Chemie, India) 
 7. ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (LOBALO Chemie, India) 
 8. โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) (Ajax Finechem Pty, Australia) 
 9. โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) (LOBALO Chemie, India) 
 10. เอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซิติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (LOBALO Chemie, India) 
 11. กรดบอริก (H3BO3) (LOBALO Chemie, India) 
 12. ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 13. แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) (LOBALO Chemie, India) 
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 14. เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 15. โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) (CARLO ERRA, India) 
 16. คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 17. แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 18. โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 19. คอปเปอร์ (II) คลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 20. เฟอริกคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (FeCl2.4H2O) (ACROS ORGANICS, USA) 
 21. ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) (LOBALO Chemie, India) 
 22. แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) (LOBALO Chemie, India) 
 23. โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) (LOBALO Chemie, India) 
 24. กรดไฮโดรคลอริก (HCl) (CARLO ERRA, India) 

 

 3.3.2  สารเคมีสําหรับการตรึงเซลล์ 
 1. โซเดียมอัลจิเนต (ACROS organic™, China) 
 2. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Ajax Finechem Pty, Australia) 
 
 3.3.3  สารเคมีสําหรับวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  
 1. เมทิลไวโอโลเจน ไฮเดรต 98 เปอร์เซ็นต์ (C12H14Cl2N2·H2O) (ACROS Organics™, China) 
 2. โซเดียมไดไธโอไนต์ (Na2O4S2) (Sigma-Aldrich, USA) 
 3. ไทรทอน เอ็กซ์ 100 (Triton X-100) (ACROS ORGANICS, USA) 
 
 3.3.4  แก๊สมาตรฐานและแก๊สท่ีใช้ในการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 

 1. แก๊สมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ ในอาร์กอน (PraxAir, Thailand) 
 2. แก๊สอาร์กอน ความบริสุทธิ์ 99.999 เปอร์เซ็นต์ (PraxAir, Thailand) 
 

 3.3.5  ยาปฏิชีวนะยับย้ังการเจริญของแบคทีเรีย 
 แอมพลิซิลิน (Amplicilin Sodium Salt) (VWR Life science, Strongsville USA)  
 

3.4  อุปกรณ์  
 1. ขวดแก้ว (gas-tight vial) ขนาด 100 มิลลิลิตรและจุกยางครอบฝาอะลูมิเนียม 
 2. คิวเวต (Semi-micro cuvette, path length 10 mm) 
 3. เตาให้ความร้อน (Hot plate) 
 4. เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glassware) 
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 5. เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas chromatograph) (HP 5890 series II, Japan) 
 6. เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker)  
 7. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Refrigerated centrifuge) (Thermo Fisher, Germany) 
 8. เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Thermo Fisher, Germany) 
 9. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) 
 10. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (Petri dish) และเข็มเข่ียเชื้อแบบกลม (loop) 
 11. ตู้ถ่ายเชื้อ 
 12. ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) 
 13. หม้อนึ่งฆ่าเชื้อโรค (Autoclave) (JS Research INC, Korea) 
 14. แผ่นเมมเบรนขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน 
 15. ชุดกรองสําหรับ HPLC  
 16. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscope) (Olympus, CH30, Japan) 
 17. เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Thermo Fisher, Germany) 
 18. ตะแกรงร่อนเบอร์ 7-12 (Sieve No.7-12 ASTM standard) 
 19. เครื่องชั่งน้ําหนัก (Mettler Toledo, Switzerland) 
 20. ไมโครปิเปต (pipet-lite xls, Rainin Mettler Toledo, Switzerland) 
 21. กระบอกฉีดยา (Syringe) และเข็มฉีดยา (Hypodermic needle) (Nipro, Thailand) 
 22. ตัวล็อคเข็มฉีดยา (syringe valve push button, luer lock) (Sigma-Aldrich, USA) 
 23. เครื่อง oxygraph plus system (Hansatech instruments, United Kingdom) 
 

3.5  วิธีการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 
 3.5.1  การเพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวในอาหารแข็งหรืออาหารวุ้น 
 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในอาหารวุ้นนั้น ข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้เทคนิค
ปลอดเชื้อ (Aseptic technique) เพ่ือป้องกันการปนเปื้อนเชื้อชนิดอ่ืน ซ่ึงจะทําให้ผลการทดลอง
ผิดพลาดได้ โดยอุปกรณ์พ้ืนฐานท่ีใช้คือ ห่วงเข่ียเชื้อ และตะเกียงแอลกอฮอล์สําหรับใช้ฆ่าเชื้อโดยการ
เผา และจะทําการถ่ายเชื้อโดยใช้เทคนิค streak-plate ซ่ึงสามารถทําได้ดังนี้ 
 1.  ใช้ห่วงเข่ียเชื้อหรือ loop แตะตัวอย่างสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 และลาก
หรือขีด (streak) ลงบนจานเพาะเชื้อหรือ petri dish ท่ีมีอาหารวุ้น TAP (ภาคผนวก ก) อยู่ให้ได้แนว
ระนาบติดต่อกัน 4-5 เส้น หลังจากเสร็จในระนาบแรกซ่ึงจะมีสาหร่ายสีเขียวอยู่หนาแน่นท่ีสุด ให้นํา
ห่วงเข่ียเชื้อมาเผาไฟให้ลวดท่ีปลายร้อนแดงเพ่ือฆ่าเชื้อท่ีติดให้หมด จากนั้นขีดเชื้อจากส่วนรอยลากใน
ระนาบแรกออกมาเพียงครั้งเดียว แล้วลากเป็นระนาบท่ีสอง 4-5 เส้นติดกัน โดยรอยขีดของเชื้อจะไม่
ทับกับระนาบแรกอีก หลังจากนั้นก็ทําเช่นเดียวกันกับระนาบท่ีสอง จนครบท้ังจานเพาะเลี้ยงเชื้อซ่ึงจะ
มีท้ังหมดประมาณ 4 ระนาบ ดังรูปท่ี 3.1 
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 2.  นําจานเพาะเลี้ยงเชื้อท่ีขีดเชื้อเสร็จแล้วไปบ่มในตู้บ่มท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสความเข้ม
แสง 1,500 ลักซ์ เป็นเวลา 72 ชั่วโมง เชื้อท่ีบริสุทธิ์ จะแยกเป็นโคโลนีเด่ียวๆ ข้ึนบนอาหารวุ้น TAP 
 

 
รูปท่ี 3.1 การแยกเชื้อด้วยวิธี streak-plate technique 
ท่ีมา : Prescott (2002) 
 

 3.5.2  การเพาะเล้ียงสาหร่ายสีเขียวในอาหารเหลว 
การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในอาหารเหลวนั้น ข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้

เทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) เช่นกัน ซ่ึงทําได้โดย เปิดจุกสําลีและเผาไฟท่ีปากขวดรูป
ชมพู่ก่อน จากนั้นนําห่วงเข่ียเชื้อมาเผาไฟให้ลวดท่ีปลายร้อนแดง รอให้เย็น ใช้ห่วงเข่ียเชื้อเข่ีย
สาหร่ายสีเขียวท่ีอยู่บนผิวหน้าอาหารวุ้น TAP นําห่วงเข่ียเชื้อจุ่มลงไปในอาหารเหลว TAP ปริมาตร 
50 มิลลิลิตรในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร ปิดจุกสําสี จากนั้นนําไปเขย่าในเครื่องเขย่าท่ีควบคุม
อุณหภูมิได้ ท่ีความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียส ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง โดยสาหร่ายสีเขียวท่ีเจริญเติบโตในอาหารเหลว TAP นี้ จะถูกเรียกว่า starter 
ซ่ึงจะถูกใช้เป็นตัวต้ังต้นในการเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือผลิตไฮโดรเจนต่อไป  

หลังจากท่ีได้ starter แล้วจะทําการเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายสีเขียวเพ่ือเตรียมเซลล์สําหรับการ
ผลิตไฮโดรเจน โดยเริ่มจากทําการวัดค่าความขุ่นของเซลล์ใน starter ท่ีความยาวคลื่น 730 นาโน
เมตรด้วยเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสงหรือ spectrophotometer จากนั้นนําค่าความขุ่นท่ีได้มาทํา
การคํานวณปริมาตร starter ท่ีจะต้องปิเปตด้วยการเทียบบัญญัติไตรยางศ์ โดยกําหนดค่าความขุ่น
ของเซลล์เริ่มต้นท่ีต้องการเป็น 0.1 จากนั้นทําการปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ใน starter ตามปริมาณท่ี
คํานวณได้ลงในอาหารเหลว TAP ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่ขนาด 125 มิลลิลิตร จากนั้น
นําไปเขย่าในเครื่องเขย่าท่ีควบคุมอุณหภูมิได้ ท่ีความเข้มแสงและอุณหภูมิเดิม เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 3.2 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเหลว TAP 

 

3.6  วิธีการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
3.6.1 วิธีการเตรียมเซลล์สาหร่ายสีเขียวแบบเซลล์อิสระเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน 

 นําสาหร่ายสีเขียวท่ีเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในขวดรูปชมพู่ ขนาด 125 มิลลิลิตร ตามวิธี
ในข้อท่ี 3.5.2 นําสารแขวนลอยเซลล์มาทําการปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 3,000 xg เป็นเวลา 2 นาที 
ทําการล้างเซลล์และกระจายเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ใหม่ จากนั้นถ่ายโอนสารแขวนลอยเซลล์ 
25 มิลลิลิตร ด้วยการปิเปตสารแขวนลอยเซลล์ลงในขวด gas-tight vial ขนาด 100 มิลลิลิตร ปิดจุก
ยางและครอบด้วยฝาอะลูมิเนียม โดยข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ 
สําหรับการบ่มในสภาวะมีอากาศ (aerobic condition) สามารถนําไปบ่มในตู้บ่มท่ีควบคุมอุณหภูมิได้
เลย แต่สําหรับการบ่มในสภาวะไล่อากาศ (anoxic condition) จะต้องทําการไล่อากาศด้วยการพ่น
แก๊สอาร์กอนเป็นเวลา 15 นาทีก่อน จากนั้นค่อยนําไปบ่มในตู้บ่มท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 36 องศา
เซลเซียสและให้ความเข้มแสง 1,500 ลักซ์ จากนั้นทําการวิเคราะห์หาปริมาณแก๊สไฮโดรเจนด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ โดยการดูดแก๊สบริเวณส่วนบนของขวด (head space) ด้วยเข็มเก็บแก๊ส 
ซ่ึงสภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์แก๊สไฮโดรเจนจะแสดงดังตารางท่ี 3.1 หลังจากการวิเคราะห์เสร็จสิ้นจะ
ทําการคํานวณปริมาณของแก๊สไฮโดรเจนท่ีได้ โดยคํานวณจากพ้ืนท่ีใต้กราฟของโครมาโตแกรม โดย
วิธีการคํานวณจะแสดงในภาคผนวก ค 
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ตารางท่ี 3.1 สภาวะท่ีใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของแก๊สไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโต
กราฟ เทอร์มอลคอนดักติวีตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph-Thermal conductivity detector; 
GC-TCD) 
พารามิเตอร์ สภาวะในการเดินระบบ 
Column Pack column 2 m; Molecular sieve 13X mesh 80/100 
Detector Thermal conductivity detector (TCD) 
Temperature program Injector temperature: 100 °C 

Oven temperature: 50 °C 
Detector temperature: 120 °C 

Carrier gas Argon flow rate 30 ml/min (99.999 %purity) 
 

3.6.2 วิธีการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์ (OD730) ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว Tetraspora sp. CU2551 ในระบบเซลล์อิสระ 

เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. ในอาหาร TAP สูตรปกติ ตามวิธีในข้อท่ี 3.5.2 
โดยทําการแปรผันความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นเป็น 0.005 - 0.10 เม่ือเซลล์มีอายุครบ 24 ชั่วโมงจะทํา
การวัดค่าความขุ่นสุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ท่ีความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร แล้วจึงทําการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน
ตามวิธีในข้อ 3.6.1 โดยจะทําการบ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมงก่อนการวิเคราะห์ไฮโดรเจน  

 
3.6.3 วิธีการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ต่อการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในระบบเซลล์อิสระ 

เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. ในอาหาร TAP สูตรปกติ ตามวิธีในข้อท่ี 3.5.2 
โดยทําการแปรผันความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นเป็น 0.005 - 0.10 เม่ือเซลล์มีอายุครบ 24 ชั่วโมงแล้วจึง
จะทําการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนตามวิธีในข้อ 3.6.1 โดยจะทําการบ่มเป็นเวลา 4 ชั่วโมงก่อนการ
วิเคราะห์ไฮโดรเจน  

 
3.6.4 วิธีการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของข้ันการสังเคราะห์ต่อ

การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในระบบเซลล์อิสระ 

เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในอาหาร TAP สูตรปกติ ตามวิธีในข้อท่ี 3.5.2 เม่ือเซลล์มีอายุครบ 
24 ชั่วโมงแล้ว จะทําการเตรียมเซลล์สาหร่ายเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนตามวิธีของระบบเซลล์
อิสระในข้อ 3.6.1 โดยใช้ค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้นท่ี 0.1 ทําการแปรผันความขุ่นของเซลล์สุดท้ายของ
ข้ันการสังเคราะห์แสง ต้ังแต่ 0.1 ถึง 1.0 โดยข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้เทคนิคปลอด
เชื้อ บ่มเซลล์ในตู้บ่มท่ีควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 4 ชั่วโมงก่อนการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 
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3.6.5 วิธีการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยอัลจิเนตเพ่ือการผลิตไฮโดรเจน 
การตรึงเซลล์โดยการหุ้มเซลล์ด้วยอัลจิเนตเพ่ือการผลิตไฮโดรเจนสามารถทําได้ดังนี้  
1. ทําการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในอาหารเหลว TAP ตามวิธีใน

ข้อ 3.5.2 ละลายโซเดียมอัลจิเนตในน้ํากลั่น นําไปนึ่งในหม้อนึ่งฆ่าเชื้อ (autoclave) ท่ี อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส, ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว, 15 นาที รอให้อุ่น แล้วปรับความเข้มข้นของ
สารละลายโซเดียมอัลจิเนตให้เป็น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ด้วยการเติมสารแขวนลอยเซลล์
ลงในสารละลายโซเดียมอัลจิเนต โดยจะกําหนดความเข้มข้นของเซลล์ท่ีตรึงเป็นน้ําหนักเซลล์แห้ง 1 
มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมอัลจิเนต เช่น ถ้าเตรียมโซเดียมอัลจิเนต 100 มิลลิลิตร 
แปลว่าจะมีเซลล์สาหร่ายสีเขียว 100 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้ง โดยน้ําหนักเซลล์แห้งของสาหร่ายสี
เขียวสามารถหาได้ด้วยการวัดค่าความขุ่นของเซลล์ (OD730) แล้วแทนค่าในสมการเส้นตรง 
y =1.791521x ดังแสดงในภาคผนวก ง  

2. จากนั้นทําการผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน นําของผสมเทลงกระบอกฉีดยาท่ีต่อกับเข็ม กดก้าน
กระบอกเพ่ือให้ของผสมเซลล์ในสารละลายโซเดียมอัลจิเนตหยดลงในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ 
ความเข้มข้นร้อยละ 2 โดยมวลต่อปริมาตร ปล่อยท้ิงไว้อย่างน้อย 1 ชั่วโมง เพ่ือให้วัสดุตรึงจับรวมตัว
กันเป็นเม็ดกลมท่ีแข็งแรง ดังแสดงในรูปท่ี 3.3  

3. ทําการชั่งน้ําหนักของเม็ดอัลจิเนตท่ีได้ท้ังหมด เช่น ใน 100 มิลลิลิตรของอัลจิเนต มีเซลล์
สาหร่าย 100 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้ง หลังจากตรึงเซลล์เสร็จแล้วนําไปชั่งน้ําหนักท้ังหมด สมมติได้ 32 
กรัมนั่นคือ 32 กรัมของเม็ดอัลจิเนตจะมีเซลล์สาหร่ายสีเขียว 100 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้ง ส่วน
ระบบเซลล์อิสระท่ีใช้เป็นตัวเปรียบเทียบจะสามารถเตรียมได้ตามวิธีในข้อท่ี 3.5.2 โดยใช้ความขุ่นของ
เซลล์เริ่มต้นเป็น 0.1 เม่ือเลี้ยงเซลล์ครบ 24 ชั่วโมง จะทําการปรับความหนาแน่นของสาหร่ายสีเขียว
ให้มีน้ําหนักเซลล์แห้งเป็น 3.75 มิลลิกรัมต่ออาหารเลี้ยงเชื้อ TAP 25 มิลลิลิตร ซ่ึงเป็นค่าความ
หนาแน่นเซลล์ท่ีดีท่ีสุดท่ีได้จากการทดลองท่ี 3.6.2 

 

 
 

รูปท่ี 3.3 เซลล์ของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงด้วยจิเนต 
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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4. ถ่ายเม็ดอัลจิเนตท่ีหุ้มเซลล์สาหร่ายลงในขวด gas-tight vial ขนาด 100 มิลลิลิตรท่ีมีอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TAP ปริมาณ 25 มิลลิลิตร โดยปริมาณเม็ดอัลจิเนตท่ีจะถ่ายโอนจะเทียบจากน้ําหนักเซลล์
แห้งของระบบเซลล์อิสระท่ีใช้เป็นตัวเปรียบเทียบ ยกตัวอย่างเช่น น้ําหนักเซลล์แห้งในระบบเซลล์
อิสระคือ 3.75 มิลลิกรัม ถ้า 100 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งของสาหร่ายจะมีในเม็ดอัลจิเนต 32 กรัม 
แปลว่า ถ้าต้องการเซลล์ 3.75 มิลลิกรัมจะต้องชั่งเม็ดอัลจิเนตมา 1.20 กรัม เป็นต้น 

5. หลังจากถ่ายโอนเม็ดอัลจิเนตลงในขวด gas-tight vial เรียบร้อยแล้ว ให้ปิดจุกยางและ
ครอบด้วยฝาอะลูมิเนียม ทําการบ่มท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ สําหรับการบ่มในสภาวะมี
อากาศ หลังปิดจุกยางและครอบด้วยฝาอะลูมิเนียมแล้วสามารถนําไปบ่มในตู้บ่มท่ีควบคุมอุณหภูมิได้
เลย แต่สําหรับการบ่มในสภาวะไล่อากาศจะต้องทําการไล่อากาศด้วยการพ่นอาร์กอน (Ar) เป็นเวลา 
15 นาทีก่อน จากนั้นค่อยนําไปบ่มในตู้บ่มท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 36 องศาเซลเซียสและให้ความเข้มแสง
ท่ี 1,500 ลักซ์ 

6. จากนั้นนําแก๊สบริเวณส่วนบนของขวด (head space) ไปวิเคราะห์หาปริมาณแก๊ส
ไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ ซ่ึงสภาวะท่ีในการวิเคราะห์แก๊สไฮโดรเจนจะแสดงดังตาราง
ท่ี 3.1 หลังจากการวิเคราะห์เสร็จสิ้นจะทําการคํานวณปริมาณของแก๊สไฮโดรเจนท่ีได้ โดยคํานวณ
จากพ้ืนท่ีใต้กราฟของโครมาโตแกรม โดยวิธีการคํานวณจะแสดงในภาคผนวก ค 

 

3.6.6 วิธีการศึกษาผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ท่ีถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนตต่อการ
ผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 

ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวและเตรียมเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในข้อท่ี 3.6.5 
โดยกําหนดความเข้มข้นของเซลล์เป็นน้ําหนักเซลล์แห้ง 1 มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตรของสารละลาย
โซเดียมอัลจิเนต และความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตเป็น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร โดยใน
ข้ันตอนท่ีต้องกดของผสมผ่านเข็มฉีดยา ในข้ันตอนนี้จะทําการแปรผันเข็มเป็นเบอร์ต่างๆ ต้ังแต่เบอร์ 
18G ถึง 30G เพ่ือทําการผลิตเม็ดอัลจิเนตท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางในช่วง 1.70-2.00, 2.00-2.36, 2.36-
2.80, 2.80-3.35 และมากกว่า 3.35 มิลลิเมตร ทําการคัดแยกขนาดเม็ดอัลจิเนต ด้วยการร่อนผ่าน
ตะแกรงร่อน (sieve) เบอร์ 6 ถึง 10 เมช จะได้เม็ดอัลจิเนตท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาดต่างๆ ดังรูปท่ี 
3.4 โดยข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้เทคนิคปลอดเชื้อ (Aseptic technique) ทําการบ่ม
ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง ก่อนการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 

 
 

 
 
 

รูปท่ี 3.4 เม็ดเซลล์ตรึง Tetraspora sp. CU2551 ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาดต่างๆ เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6.7 วิธีการศึกษาผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิเนตท่ีมีต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 

ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวและเตรียมเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในข้อท่ี 3.6.5 
โดยใช้ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตเป็น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อท่ี 3.6.6 โดยก่อนท่ีจะผสมสาร
แขวนลอยเซลล์สาหร่ายลงไปในสารละลายโซเดียมอัลจิเนต จะทําการเตรียมเซลล์สาหร่ายสีเขียว โดย
แปรผันความเข้มข้นของเซลล์เป็นค่าต่างๆในช่วง 0.125 ถึง 10 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อ 1 
มิลลิลิตรของอัลจิเนต โดยจะหาน้ําหนักเซลล์แห้งของสาหร่ายสีเขียวจากการวัดค่าความขุ่นของเซลล์ 
(OD730) แล้วแทนค่าในสมการเส้นตรง y = 1.791521x (ภาคผนวก ง) ซ่ึงจะได้น้ําหนักเซลล์แห้ง
ออกมาในหน่วยมิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อมิลลิลิตร โดยข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้
เทคนิคปลอดเชื้อ ทําการบ่มท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศเป็นเวลา 18 ชั่วโมงก่อนการ
วิเคราะห์ไฮโดรเจน 

 
3.6.8 วิธีการศึกษาผลของความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีใช้ในการตรึงเซลล์ท่ีมีต่อการผลิต

ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 
ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวและเตรียมเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในข้อท่ี 3.6.5 

โดยใช้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อท่ี 3.6.6 และ
ความเข้มข้นของเซลล์ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองข้อท่ี 3.6.7 โดยจะแปรผันความเข้มข้นของ
โซเดียมอัลจิเนตในช่วง 1 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร ข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดย
ใช้เทคนิคปลอดเชื้อ ทําการบ่มท้ังในสภาวะท่ีมีสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ เป็นเวลา 18 ชั่วโมง
ก่อนการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 

 
3.6.9 วิธีการศึกษาผลของอาหารเล้ียงเช้ือท่ีขาดธาตุอาหารหลักต่อการผลิตไฮโดรเจนของ

สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึง 
 ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวและเตรียมเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในข้อท่ี 3.6.5 

โดยใช้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อท่ี 3.6.6 ความ
เข้มข้นของเซลล์ท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองข้อท่ี 3.6.7 และความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีเหมาะสม
ท่ีได้จากการทดลองในข้อ 3.6.8 โดยในข้ันตอนท่ีจะถ่ายโอนเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตลงสู่อาหารเลี้ยงเชื้อ 
จะทําการปรับสภาวะเซลล์โดยการแปรผันชนิดอาหารเลี้ยงเชื้อ เป็นอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีมีอาหาร
หลักครบถ้วนและอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีขาดธาตุอาหารหลัก ได้แก่ อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-N, TAP-P, 
TAP-S, TAP-N-P, TAP-N-S, TAP-P-S และ TAP-N-P-S ข้ันตอนท้ังหมดจะทําในตู้ถ่ายเชื้อโดยใช้
เทคนิคปลอดเชื้อ ทําการบ่มเซลล์ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ วัดปริมาณไฮโดรเจนอย่าง
ต่อเนื่องจนเซลล์อ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจน  

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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3.6.10 วิธีการศึกษาการนําสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิ
เนตและผลิตไฮโดรเจนแล้วกลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ 

ทําการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวและเตรียมเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในข้อท่ี 3.6.5 -
3.6.8 โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อท่ีขาดธาตุอาหารหลักท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อ 3.6.9 ทําการ
บ่มเซลล์ท้ังในสภาวะท่ีมีอากาศและไล่อากาศ วัดปริมาณไฮโดรเจนอย่างต่อเนื่องจนปริมาณไฮโดรเจน
คงท่ี โดยหลังจากท่ีเซลล์ตรึงอ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจนแล้ว เซลตรึงจะถูกนํามาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ 
ซ่ึงสามารถทําได้ดังนี้ 

 1. ถ่ายโอนเซลล์ตรึงท่ีผลิตไฮโดรเจนอ่ิมตัวแล้ว ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีมีธาตุอาหาร
ครบถ้วน โดยการรินอาหารเลี้ยงเชื้อเดิมออกจากขวด gas-tight vial ทําการล้างเซลล์ตรึงด้วยอาหาร
เลี้ยงเชื้อ TAP จากนั้นก็ค่อยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ใหม่ ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ลงไปในขวด gas-
tight vial ท่ีมีเซลล์ตรึงอยู่ ปิดจุกสําลี แล้วนําไปเขย่าท่ีความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที ในเครื่องเขย่า
ท่ีอุณหภูมิ 36 องศาเซลเซียสและความเข้มแสง 1500 ลักซ์ สําหรับการบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศจะทํา
การแปรผันเวลาของการปรับสภาพเซลล์ใน stage I เป็น 24, 1 และ 0 ชั่วโมง แต่สําหรับสภาวะท่ีมี
อากาศจะทําการปรับสภาพเซลล์ใน stage I ด้วยระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีได้จากสภาวะท่ีไล่อากาศ 
โดยในข้ันตอนนี้จะเป็นการพาเซลล์กลับสู่ stage I ของการผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงเป็นสภาวะท่ีเซลล์จะ
ได้รับธาตุอาหารและแสงท่ีสมบูรณ์ เพ่ือท่ีเซลล์ของสาหร่ายสีเขียวจะได้กลับเข้าสู่สภาวะท่ีมีการ
สังเคราะห์แสง การตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ และฟ้ืนคืนความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนอีกครั้ง  

 2. เม่ือเพาะเลี้ยงเม็ดเซลล์ครบ 24 ชั่วโมง เซลล์จะเข้าสู่ stage II โดยจะถ่ายโอนเซลล์ลงสู่
อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีขาดธาตุอาหารหลักท่ีเหมาะสมท่ีได้จากการทดลองในข้อ 3.6.8 อีกครั้ง โดย
การรินอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP อันเดิมออกจากขวด gas-tight vial จากนั้นก็ทําการเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ 
TAP ท่ีเหมาะสม ทําการล้างเซลล์ด้วยการเทเข้าและรินออกซํ้าไปมา 3 รอบด้วยอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP 
ท่ีเหมาะสมนี้ จากนั้นก็ค่อยเติมอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ท่ีเหมาะสม ปริมาณ 25 มิลลิลิตร ลงไปในขวด 
gas-tight vial ท่ีมีเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตอยู่  

 3. ปิดจุกยางและครอบด้วยฝาอะลูมิเนียม นําไปบ่มในตู้บ่มและวัดปริมาณไฮโดรเจนอย่าง
ต่อเนื่อง เม่ือเซลล์ตรึงมีการผลิตไฮโดรเจนอ่ิมตัวแล้ว ก็จะทําการถ่ายโอนเซลล์เข้าสู่ stage I ใหม่โดย
จะทําการทดลองข้อ 1-4 ซํ้าอีกครั้งไปเรื่อยๆ จนกว่าเม็ดเซลล์จะแตก เสื่อมสภาพ หรือไม่มีการผลิต
ไฮโดรเจนอีก เพ่ือนับจํานวนรอบท่ีเม็ดเซลล์สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนซํ้าได้ 

 

3.7  วิธีการวิเคราะห์เพ่ิมเติม 
3.7.1 วิธีการหาน้ําหนักเซลล์แห้ง  

เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในอาหารเหลว TAP ตามวิธีในข้อท่ี 3.5.2 จากนั้นนําสารแขวนลอย
เซลล์าทําการกรองผ่านแผ่นเมมเบรนขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน โดยท้ังก่อนและหลังการกรองจะทํา
การอบแผ่นเมมเบรนท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 16 ชั่วโมง จากนั้นปล่อยให้เย็นในเดซิคเค
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เตอร์ นําไปชั่งน้ําหนักจนได้น้ําหนักท่ีคงท่ี ทําการทดลอง 3 ซํ้า โดยน้ําหนักเซลล์แห้งสามารถหาได้
จาก 
 
น้ําหนักเซลล์แห้ง (กรัม) = น้ําหนักเมมเบรนหลังกรอง (กรัม) - น้ําหนักเมมเบรนก่อนกรอง (กรัม)  

 
3.7.2 วิธีการติดตามกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (ดัดแปลงจาก Batyrova et al., 2012) 

การติดตามการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสสามารถทําได้โดยการวัดการผลิตไฮโดรเจนจาก
สารละลายสารเมทิลไวโอโลเจนท่ีถูกรีดิวซ์ด้วยสารละลายโซเดียมไดไทโอไนท์ ปริมาตรของผสม
ท้ังหมดท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยาคือ 2 มิลลิลิตร ข้ันตอนการทดลองจะเริ่มจากการเตรียมสารละลาย
เมทิลไวโอโลเจน ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ และสารละลายไทรทอน เอ็กซ์ 100 (Triton X-100) 
ความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร โดยละลายในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความ
เข้มข้น 50 มิลลิโมลาร์ จากนั้นทําการฉีดเมทิลไวโอโลเจน ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และสารละลายไท
ทอน เอ็กซ์ 100 ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรด้วยเข็มฉีดยาท่ีมีตัวล็อกวาล์วเข้าไปในขวด vial ปริมาตร 13 
มิลลิลิตร หลังจากนั้นทําการพ่นไล่ออกซิเจนด้วยแก๊สอาร์กอนเป็นเวลาประมาณ 10 นาที จากนั้นฉีด
สารละลายโซเดียมไดไทโอไนท์ ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร เข้าไปผสมกับ
ของผสมในขวด สารละลายจะเปลี่ยนเป็นสีน้ําเงินม่วงเข้ม นั่นแปลว่าสารพร้อมสําหรับการใช้งานแล้ว  
ข้ันตอนต่อมาจะทําการเริ่มต้นปฏิกิริยาด้วยการเติมสารแขวนลอยเซลล์สาหร่ายสีเขียว ปริมาตร 1 
มิลลิลิตรท่ีผ่านการพ่นอาร์กอนเรียบร้อยแล้ว บ่มในท่ีมืด ณ อุณหภูมิห้อง ทําการวัดปริมาณไฮโดรเจน
ท่ีผลิตได้ด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ หน่วยของกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะถูกคํานวณ
ออกมาในหน่วย ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อนาที (µmolH2/mg dry wt/min) 
 
3.7.3 วิธีการหาปริมาณออกซิเจนสุทธิท่ีเซลล์ปล่อยออกมาจากระบบสังเคราะห์แสงท่ี 2 
 การหาปริมาณออกซิเจนท่ีปลดปล่อยออกมาจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ของสาหร่ายสี
เขียวสามารถทําการศึกษาได้โดยการนําสารแขวนลอยเซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีถูกบ่มในอาหารท่ีขาดธาตุ
อาหารชนิดต่างๆ ภายใต้สภาวะไล่อากาศเป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาทําการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง 
oxygraph plus system (Hansatech instruments, United Kingdom) โดยใช้สารละลาย
โพแทสเซียมคลอไรด์เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต์ และใช้ P.M.F.E เป็นเมมเบรน โดยก่อนทําการ
วิเคราะห์ จะเติมน้ํากลั่นท่ีมีโซเดียมไดไธโอไนด์เพ่ือกําจัดออกซิเจนท่ีอยู่ในช่องใส่ตัวอย่าง (DW1/AD 
oxygen electrode chamber) หลังจากท่ีช่องใส่ตัวอย่างปราศจากออกซิเจนแล้วจะทําการเติมสาร
แขวนลอยเซลล์สาหร่ายสีเขียวท่ีมีปริมาณเซลล์ 1 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งท่ีต้องการวิเคราะห์ลงไป
ยังช่องใส่ตัวอย่าง ปิดฝาช่องใส่ตัวอย่างโดยระวังอย่าให้เกิดฟอง วิเคราะห์ปริมาณออกซิเจนของ
ตัวอย่างในท่ีมืด เม่ือปริมาณออกซิเจนลดลงจนคงท่ี จะทําการเปิดไฟเพ่ือให้โดยระบบการสังเคราะห์
แสงท่ี 2 ของสารแขวนลอยเซลล์สาหร่ายสีเขียวทํางาน ทําการติดตามปริมาณของออกซิเจนท่ีได้ ซ่ึง
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จะแสดงผลผ่านโปรแกรมท่ีเชื่อมต่อกับเครื่องโดยจะได้กราฟในลักษณะ sigmoid curve ทําการ
คํานวณความชันของกราฟ จะได้ปริมาณออกซิเจนในหน่วยนาโนโมลออกซิเจนต่อนาทีต่อมิลลิกรัม
น้ําหนักเซลล์แห้ง (nmolH2/ min /mg dry wt.) 

 

3.8 การวิเคราะห์ทางสถิติ 
ทําการออกแบบชุดทดลองเป็นแบบปัจจัยเดียว (experimental design CRD) วิเคราะห์ค่า

ความแปรปรวนด้วยวิธี one way ANOVA แล้ววัดค่าความแตกต่างของข้อมูลด้วยวิธี Duncan ด้วย
โปรแกรม IBM SPSS statistics version 23 (SPSS software, New York, USA) โดยต้ังสมมติฐาน 
คือ ยอมรับสมมติฐาน H0 เม่ือ p-value > 0.05 คือมีปัจจัยอย่างน้อย 1 ปัจจัยท่ีมีค่าไม่แตกต่างกัน 
และจะปฏิเสธสมมติฐาน H0 และยอมรับสมมติฐาน H1 เม่ือค่า p-value < 0.05 คือมีปัจจัยอย่างน้อย 
1 ปัจจัยท่ีมีค่าท่ีแตกต่างกัน ทําการทดลองตัวอย่างละ 3 ซํ้า 
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บทท่ี 4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
 

4.1 ผลของค่าความขุ่นเซลล์ (OD730) ที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
 Tetraspora sp. CU2551 ในระบบเซลล์อิสระ 
 

 จากการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์ต่อการผลิตไฮโดรเจนในระบบเซลล์อิสระ ด้วยการแปรผัน
ความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ของเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) ต้ังแต่ 0.005 ถึง 
0.10 นําไปบ่มท่ีอุณหภูมิและความเข้มแสงท่ีเหมาะสม ทําการวัดค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final 
OD730) ของเซลล์ใน stage I แล้วจึงนําไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน ได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 
4.1 
 

 
รูปท่ี 4.1 ผลของค่าความขุ่นเซลล์ท่ีมีต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน (ตัวอักษรท่ีไม่แตกต่างกัน แสดงถึง
ความไม่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05)) 

 
 
 จากรูปท่ี 4.1 จะเห็นว่าค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) จะแปรผันตรงกับค่าความขุ่น
สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I นั่นคือเม่ือความขุ่นเซลล์เริ่มต้นเพ่ิมข้ึน ค่าความขุ่นเซลล์
สุดท้ายจะเพ่ิมตาม อย่างไรก็ตาม อัตราการผลิตไฮโดรเจนจะลดลง ซ่ึงพบว่า เม่ือเริ่มเลี้ยงเซลล์
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สาหร่ายสีเขียวด้วยความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ท่ี 0.01 และเซลล์มีการเพาะเลี้ยงไปแล้ว 24 
ชั่วโมง จะได้ค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) เท่ากับ 0.265 จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูง
ท่ีสุดท่ี 0.5064 ±0.0098 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อชั่วโมง เ นื่ อ ง จ า ก
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยท่ัวไปจะมี 2 ข้ันตอน คือ ข้ันการสังเคราะห์แสงหรือการเจริญเติบโต 
(stage I) และข้ันการผลิตไฮโดรเจน (stage II) ซ่ึงจะเห็นว่าจากรูปท่ี 4.1 จะมีค่าความขุ่นของเซลล์ท่ี
ทําการศึกษาและมีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวอยู่ 2 ช่วง คือ ค่าความขุ่นเซลล์
ช่วงเริ่มต้นของ stage I (initial OD730) และค่าความขุ่นเซลล์ช่วงสุดท้ายของ stage I (final OD730) 
และเพ่ือทําการยืนยันว่าค่าความขุ่นเซลล์ช่วงใดท่ีมีผลต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
ผู้วิจัยจึงทําการศึกษาโดย แบบแรก จะทําการแปรผันค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ต้ังแต่ 
0.005 ถึง 0.10 จากนั้นเม่ือเซลล์ครบ 24 ชั่วโมงก็จะทําการปรับความขุ่นของเซลล์สุดท้าย (final 
OD730) ให้มีค่าเท่ากันคือ 0.265 ซ่ึงเป็นค่าความขุ่นเซลล์สุดท้ายท่ีเหมาะสมท่ีสุดจากรูปท่ี 4.1 
หลังจากนั้นทําการบ่มเซลล์เพ่ือผลิตไฮโดรเจน (stage II) ซ่ึงจะได้ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.2 
ส่วนแบบท่ีสอง จะทําเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ท่ี 0.1 เม่ือเซลล์
ครบ 24 ชั่วโมง จะทําการปรับและแปรผันค่าความขุ่นสุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I 
ต้ังแต่ 0.1 ถึง 1.0 หลังจากนั้นเซลล์จะเข้าสู่ stage II ด้วยการนําไปบ่มเพ่ือผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงจะได้ผล
การทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.3  
 

 
รูปท่ี 4.2 ผลของค่าความขุ่นเริ่มต้น (initial OD730) ของเซลล์ใน stage I ท่ีมีต่ออัตราการผลิต
ไฮโดรเจน เม่ือปรับให้ค่าความขุ่นสุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I ให้มีค่าเท่ากันคือ 0.265 
(ตัวอักษรท่ีไม่แตกต่างกัน แสดงถึงความไม่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 
เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05)) 
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รูปท่ี 4.3 ผลของค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) 
ต่อการผลิตไฮโดรเจนในระบบเซลล์อิสระ (ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05)) 

 
 ผลการทดลองในรูปท่ี 4.2 ชี้ให้เห็นว่า เม่ือค่าความขุ่นสุดท้ายของเซลล์ (final OD730) เท่ากัน 
แต่ค่าความขุ่นของเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) แตกต่างกัน เซลล์อิสระจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจน
ท่ีไม่แตกต่างกัน (p-value > 0.05) และเม่ือเริ่มต้นเลี้ยงเซลล์ด้วยค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial 
OD730) ท่ีเท่ากัน แต่ปรับให้เซลล์มีค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ท่ีแตกต่างกัน เซลล์อิสระ
จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีแตกต่างกัน (p-value < 0.05) โดยท่ีค่าความขุ่นเซลล์สุดท้ายท่ี 0.2 
และ 0.3 จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุด ดังนั้นจึงสามารถสรุปได้ว่า ความขุ่นเซลล์เริ่มต้น 
(initial OD730) ของเซลล์ใน stage I ไม่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน แต่ความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final 
OD730) ของเซลล์ใน stage I ซ่ึงคือช่วงต้นของการผลิตไฮโดรเจนใน stage II จะมีผลต่อการผลิต
ไฮโดรเจน ดังนั้นการเพาะเลี้ยงเซลล์ Tetraspora sp. เพ่ือทําการผลิตไฮโดรเจนจึงสามารถท่ีจะ
เพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้นค่าใดก็ได้ ดังนั้นการดําเนินการวิจัยต่อจากนี้จะเพาะเลี้ยง
เซลล์โดยใช้ค่าความขุ่นเริ่มต้นเป็น 0.10 เพราะจะได้ปริมาณเซลล์ของ Tetraspora sp. มากกว่า
ความขุ่นเซลล์เริ่มต้นค่าอ่ืน 
 การท่ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงเม่ือความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์สาหร่าย
สีเขียวในข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) มีค่าเพ่ิมข้ึนนั้น เป็นผลมาจากการบดบังของแสงจากเซลล์
สาหร่ายด้วยกันเอง กล่าวคือ เม่ือค่าความขุ่นของเซลล์สุดท้ายมากข้ึนจะเกิดการซ้อนทับของเซลล์เป็น
ชั้นๆ (cell stacking) ส่งผลทําให้เซลล์ได้รับแสงไม่ท่ัวถึง ความสามารถในการทะลุทะลวงของแสง 
(Maswanna et al., 2017) รวมท้ังความสามารถในการดูดกลืนแสงของรงควัตถุคลอโรฟีลล์จะลดลง 
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(Kim et al., 2005) เป็นผลให้การแยกสลายของน้ํา (water splitting) ท่ีระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 
เกิดข้ึนได้น้อยลง ทําให้อิเล็กตรอนและโปรตอนซ่ึงเป็นสับสเตรตท่ีจะป้อนให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสมี
น้อยลง อัตราการผลิตไฮโดรเจนจึงลดลงในเวลาต่อมา ซ่ึงผลการทดลองในลักษณะนี้ก็ได้ถูกศึกษาพบ
ในสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อ่ืนๆเช่นกัน ไม่ว่าจะเป็น Chlorella sp. (Batyrova et al., 2015) หรือ 
C. reinhardtii (Batyrova et al., 2012) นอกจากนั้นแล้วการท่ีสาหร่ายสีเขียวจะผลิตไฮโดรเจนได้ดี
มากน้อยแค่ไหนนั้นข้ึนกับความสมดุลของแสงท่ีจะได้รับต่อเซลล์ท่ีมีในอาหาร ซ่ึงผลการทดลองในส่วน
นี้ชึ้ให้เห็นชัดเจนแล้วว่าท่ีความขุ่นเซลล์สุดท้ายท่ี 0.265 จะมีความสมดุลระหว่างเซลล์และแสงท่ีส่อง
ผ่านเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนท่ีสุด ดังนั้นในการทดลองท้ังหมดต่อจากนี้ จะใช้ความขุ่น
เซลล์สุดท้ายท่ี 0.265 หรือคิดเป็นค่าความหนาแน่นของเซลล์ต่ออาหาร TAP ท่ีใช้เป็น 3.75 มิลลิกรัม
น้ําหนักเซลล์แห้งต่อ 25 มิลลิลิตรอาหาร TAP (ภาคผนวก ง)  
 

4.2 ผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดอัลจิเนตที่ใช้ในการตรึงเซลล์ที่มีต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 

 จากการศึกษาผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ตรึงในเม็ดอัลจิเนตท่ีมีต่อการผลิต
ไฮโดรเจนโดยทําการแปรผันขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางในช่วง 1.70-2.00, 2.00-2.36, 2.36-2.80, 
2.80-3.35 และมากกว่า 3.35 มิลลิเมตร และกําหนดความเข้มข้นของเซลล์เป็นน้ําหนักเซลล์แห้ง 1 
มิลลิกรัมต่อ 1 มิลลิลิตรของสารละลายโซเดียมอัลจิเนต ความเข้มข้นของโซเดียมอัลจิเนตเป็น 4 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร  

 ผลการทดลองในรูปท่ี 4.4 เกิดจากการทําการทดลองแบบเดิมซํ้าท้ังหมด 3 ครั้ง ซ่ึงผลการ
ทดลองท้ัง 3 ครั้งล้วนแล้วแต่ให้ผลตรงกันว่า เซลล์ท่ีตรึงในเม็ดอัลจิเนตขนาดใหญ่จะให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนท่ีดีกว่าเม็ดอัลจิเนตขนาดเล็ก และเซลล์ตรึงท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศจะให้อัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกว่าเซลล์ตรึงท่ีบ่มในสภาวะท่ีมีอากาศ เซลล์ตรึงในทุกขนาดจะให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนท่ีมากกว่าระบบเซลล์อิสระ โดยท่ีเซลล์ตรึงในเม็ดอัลจิเนตขนาด 2.80-3.35 มิลลิเมตรจะให้
อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงท่ีสุด ซ่ึงเม่ือบ่มเซลล์ตรึงในสภาวะท่ีไล่อากาศและมีอากาศจะให้อัตรา
ผลิตคือ 0.9961 ± 0.0041 และ 0.0373 ± 0.0049 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อ
ชั่วโมง ตามลําดับ ในขณะท่ีระบบเซลล์อิสระจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนเพียง 0.7992 ± 0.0232 
และ 0.0112 ± 0.0021 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมงเท่านั้น ตามลําดับ สิ่งนี้
ชี้ให้เห็นว่า การตรึงเซลล์ Tetraspora sp. ด้วยแคลเซียมอัลจิเนตจะสนับสนุนให้เซลล์สามารถผลิต
ไฮโดรเจนได้ในอัตราการผลิตท่ีสูงกว่าเซลล์อิสระ เม่ือพิจารณาถึงแนวโน้มของอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ท่ีแตกต่างกันตามขนาดของเม็ดเซลล์อัลจิเนต พบว่า เม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตขนาดเล็กควรท่ีจะช่วยให้
เซลล์สาหร่ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ ด้วยเหตุท่ีเม็ดเซลล์ขนาดเล็ก
จะมีพ้ืนท่ีผิวต่อปริมาตรท่ีมากกว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ ดังนั้นจึงควรท่ีจะเอ้ือให้เซลล์สามารถใช้
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แสงได้ในประสิทธิภาพท่ีสูงกว่า และนํามาซ่ึงอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีมากกว่า
พบว่า เซลล์ตรึงในเม็ดอัลจิเนตขนาดใหญ่
เหตุผลท่ีเป็นเช่นนี้เกิดข้ึนเนื่องจาก
จิเนตท่ีแตกต่างกัน เซลล์ตรึง
เนตไปสัมผัสกับแสงจะมีผลโดยตรง
แสงท่ี 2 โดยผู้วิจัยได้นําเม็
ตรึงอัลจิเนต พบว่า ท่ีขนาดของเซลล์ตรึงในช่วง 
>3.35 มิลลิเมตร (คิดพ้ืนท่ีผิว
3,644, 2,950, 2,467 และ 
มีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสท่ีมากท่ีสุด
การสังเคราะห์แสงท่ี 2 เข้าไปเกิดการแพร่และสัมผัสกับเซลล์ตรึงภายในเม็ดอัลจิเนตได้มากท่ีสุด 
ดังนั้นเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจึงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีตํ่ากว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ 
เดียวกัน เม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่จะมีพ้ืนท่ีผิวสั
ตรึงได้น้อยกว่า การผลิตไฮโดรเจนของเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตขนาดใหญ่จึงมีอัตราการผลิตท่ีสูงกว่า 

 

รูปท่ี 4.4 ผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดอัลจิเนตท่ีใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน
(ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน แสดงถึงความ
value < 0.05) 
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สูงกว่า และนํามาซ่ึงอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีมากกว่า
เม็ดอัลจิเนตขนาดใหญ่จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีดีกว่า

เป็นเช่นนี้เกิดข้ึนเนื่องจาก ขนาดของเม็ดอัลจิเนตท่ีมีขนาดแตกต่างกันจะมี
แตกต่างกัน เซลล์ตรึงจึงสามารถสัมผัสกับแสงได้แตกต่างกันด้วย ซ่ึงพ้ืนท่ีผิวท่ีเซลล์

มีผลโดยตรงต่อปริมาณอิเล็กตรอนและออกซิเจนท่ีเกิดจากระบบการสังเคราะห์
เม็ดอัลจิเนตขนาดต่างๆ มาทําการคํานวณหาพ้ืนท่ีผิวสัมผัส

พบว่า ท่ีขนาดของเซลล์ตรึงในช่วง 1.70-2.00, 2.00-2.36, 2.36-
พ้ืนท่ีผิวท่ีรัศมีเฉลี่ย 3.85 มิลลิเมตร) เซลล์ตรึงจะมีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสคือ 
และ 2,547 ตารางมิลลิเมตร ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจะ

มีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสท่ีมากท่ีสุด ในการท่ีจะให้โมเลกุลของออกซิเจนท่ีมีการปลดปล่อยออกมาจากระบบ
เข้าไปเกิดการแพร่และสัมผัสกับเซลล์ตรึงภายในเม็ดอัลจิเนตได้มากท่ีสุด 

ดังนั้นเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจึงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีตํ่ากว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ 
เดียวกัน เม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่จะมีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสท่ีจะให้โมเลกุลออกซิเจนแพร่เข้าไปสัมผัสกับเซลล์

การผลิตไฮโดรเจนของเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตขนาดใหญ่จึงมีอัตราการผลิตท่ีสูงกว่า 

ผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดอัลจิเนตท่ีใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 

Free cell  1.70-2.00  2.00-2.36 2.36-2.80 2.80

Cell bead size (mm)

Aerobic (Air)

Anoxia (Argon)

(c)(bc)(b)
(a)

(A) (B) (C) (C)
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สูงกว่า และนํามาซ่ึงอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีมากกว่า แต่ผลการทดลอง
ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีดีกว่าเม็ดอัลจิเนตขนาดเล็ก 

ขนาดของเม็ดอัลจิเนตท่ีมีขนาดแตกต่างกันจะมีพ้ืนท่ีผิวของเม็ดอัล
ซ่ึงพ้ืนท่ีผิวท่ีเซลล์ในเม็ดอัลจิ

ต่อปริมาณอิเล็กตรอนและออกซิเจนท่ีเกิดจากระบบการสังเคราะห์
พ้ืนท่ีผิวสัมผัสของเม็ดเซลล์

-2.80, 2.80-3.35 และ 
เซลล์ตรึงจะมีพ้ืนท่ีผิวสัมผัสคือ 3,668, 

ตารางมิลลิเมตร ตามลําดับ ซ่ึงจะเห็นว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจะ
ท่ีมีการปลดปล่อยออกมาจากระบบ

เข้าไปเกิดการแพร่และสัมผัสกับเซลล์ตรึงภายในเม็ดอัลจิเนตได้มากท่ีสุด 
ดังนั้นเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจึงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีตํ่ากว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ ในทํานอง

แพร่เข้าไปสัมผัสกับเซลล์
การผลิตไฮโดรเจนของเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตขนาดใหญ่จึงมีอัตราการผลิตท่ีสูงกว่า  

 
ผลของขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดอัลจิเนตท่ีใช้ในการห่อหุ้มเซลล์ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน 

ท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-

80-3.35 >3.35

(e)
(d)

(D)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



57 
 

 
 

และในการทดลอง ผู้วิจัยได้กําหนดให้ทุกขวดมีเซลล์สาหร่ายสีเขียวปริมาณเท่ากันคือ 3.75 มิลลิกรัม
น้ําหนักเซลล์แห้ง ดังนั้นจํานวนเม็ดอัลจิเนตท่ีเกิดข้ึนจากการตรึงด้วยเม็ดขนาดใหญ่จึงมีจํานวนเม็ด
น้อยกว่าระบบเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็ก และด้วยจํานวนเม็ดของเซลล์ตรึงขนาดใหญ่ท่ีมีปริมาณน้อยกว่า 
จึงสามารถช่วยลดการเกิด cell stacking ทําให้แสงสามารถท่ีจะทะลุเข้าไปถึงเซลล์ได้อย่างท่ัวถึงอย่าง
ท่ีควรจะเป็น (Maswanna et al., 2017) นอกจากนี้แล้ว ยังพบว่าเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กจะสูญเสีย
ประสิทธิภาพความเสถียรภาพเชิงกลไป (mechanical stability) (Bhujbal et al., 2014) และจะ
สูญเสียแคลเซียมไอออนซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการเกิดพันธะเชื่อมขวางในระหว่างการข้ึนรูป (Thu et 
al., 1996) ซ่ึงสิ่งนี้จะไปมีผลทําให้ความแข็งแรงหรือความเสถียรของเม็ดเซลล์อัลจิเนตมีค่าลดลง จึง
เป็นผลให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนของเม็ดเซลล์ตรึงขนาดเล็กมีค่าน้อยกว่าเซลล์ท่ีถูกตรึงในเม็ดอัลจิ
เนตขนาดใหญ่ จากเหตุผลท่ีกล่าวมาท้ังหมดนี้ทําให้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเซลล์ตรึงท่ี 2.80-
3.35 มิลลิเมตร จะถูกใช้ในการทดลองส่วนต่อไป 

 

4.3 ผลของความเข้มข้นของเซลล์ตรึงในอัลจิเนตต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 

 หลังจากท่ีได้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจน
แล้ว ต่อไปผู้วิจัยจะทําการตรึงเซลล์เพ่ือศึกษาผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึงต่อการผลิต
ไฮโดรเจน โดยจะทําการแปรผันความเข้มข้นของเซลล์ต้ังแต่ 0.125 ถึง 10 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อ
มิลลิลิตรของอัลจิเนต โดยใช้ความเข้มข้นของอัลจิเนตเป็น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และ
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางท่ีดีท่ีสุดท่ีได้จากการทดลองก่อนหน้าคือ 2.80-3.35 มิลลิเมตร ผลการทดลอง
พบว่า (รูปท่ี 4.5) พบว่า เม่ือทําการบ่มเซลล์ตรึงภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศและมีอากาศ อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงจะลดลงเม่ือความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตสูงข้ึน โดยท่ีความเข้มข้นของ
เซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ี 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตรของอัลจิเนตจะให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงท่ีสุด ซ่ึงแตกต่างจากค่าอ่ืนอย่างมีนัยสําคัญ โดยเซลล์ตรึงท่ีบ่มภายใต้สภาวะไล่อากาศจะ
ให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนคือ 1.6446 ± 0.1234 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อ
ชั่วโมง ในขณะท่ีระบบเซลล์อิสระจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนเพียง 0.7705 ± 0.0387 ไมโครโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมงเท่านั้น ซ่ึงจะเห็นว่าการตรึงเซลล์สามารถช่วยให้เซลล์มี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกว่าการไม่ตรึงเซลล์ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ และการตรึงเซลล์โดยใช้ความ
เข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตเป็น 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตรของอัลจิเนตจะให้อัตรา
การผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าการตรึงท่ีความเข้มข้นอ่ืนๆถึง 23–77 เปอร์เซ็นต์ สําหรับการบ่มเซลล์ใน
สภาวะท่ีมีอากาศ พบว่าเซลล์ตรึงจะผลิตไฮโดรเจนในอัตราการผลิตเท่ากับ 0.1205 ± 0.0436 ไมโคร
โมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมง ในขณะท่ีระบบเซลล์อิสระจะให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเข้าใกล้ศูนย์ ซ่ึงอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีได้จากเซลล์ตรึงในสภาวะท่ีมีอากาศนี้เป็นผลการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



 

 

ทดลองท่ียืนยันได้ชัดเจนว่า
และกีดกันโมเลกุลของออกซิเจนท่ีจะแพร่ผ่านเข้ามายังเซลล์ได้
ด้วยอัลจิเนตใน C. reinhardtii

 

รูปท่ี 4.5 ผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิเนตท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน
แตกต่างกัน แสดงถึงความ
0.05) 
 

 สําหรับเหตุผลของการท่ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงจะลดลงเม่ือความเข้มข้นของ
เซลล์ในเม็ดอัลจิเนตสูงข้ึนนั้น
ท่ีอยู่บนพ้ืนผิวของเม็ดอัลจิเนต ทําให้เซลล์ท่ีอยู่ภายในแกนกลางของเม็ดได้รับแสงลดลง ดังนั้
ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตมีมากข้ึน การบดบังแสงของเซลล์ก็จะมีมากข้ึน 
ระบบการสังเคราะห์ท่ี 2 
อิเล็กตรอนสําหรับนําไปใช้ในข้ันการผลิตไฮโดรเจน
ลดลงในเวลาต่อมา นอกจาก
เม็ดอัลจิเนต (Liouni et al.
สูงข้ึน (porosity) (Anjana 
ยังเซลล์ท่ีอยู่ภายในเม็ดอัลจิเนตได้โดยง่าย 
โมเลกุลออกซิเจนจะไปมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทําให้การผลิตไฮโดรเจนลด

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

1.4

1.6

1.8

2.0

Free cells 0.125

R
a
te

 o
f 

 h
y

d
ro

g
en

 p
ro

d
u

ct
io

n
 

(µ
m

o
lH

2
/m

g
 d

ry
 w

t.
/h

)

(c)

(F)

(A)

 

ยืนยันได้ชัดเจนว่า การตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยอัลจิเนตสามารถท่ีจะช่วยจํากัดการแพร่
และกีดกันโมเลกุลของออกซิเจนท่ีจะแพร่ผ่านเข้ามายังเซลล์ได้ ดังเช่นท่ีพบในการตรึง

C. reinhardtii CC-124 (Kosourov et al., 2009)  

ผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิเนตท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน
แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์

สําหรับเหตุผลของการท่ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงจะลดลงเม่ือความเข้มข้นของ
นั้น เป็นเพราะท่ีความเข้มข้นของเซลล์มากๆ จะเกิดการบดบังแสงจากเซลล์

ท่ีอยู่บนพ้ืนผิวของเม็ดอัลจิเนต ทําให้เซลล์ท่ีอยู่ภายในแกนกลางของเม็ดได้รับแสงลดลง ดังนั้
ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตมีมากข้ึน การบดบังแสงของเซลล์ก็จะมีมากข้ึน 

2 ได้รับแสงไม่เพียงพอท่ีจะใช้ในการแยกสลายโมเลกุลของน้ํา
สําหรับนําไปใช้ในข้ันการผลิตไฮโดรเจน (Das et al., 2001) อัตราการผลิตไฮโดรเจน

นอกจากนี้แล้ว ความเข้มข้นของเซลล์ท่ีมากจะไปลดความเสถียรภาพเชิงกลของ
et al., 2008; Antal et al., 2016) รวมท้ังทําให้เม็ดอัลจิเนตมีความพรุนเพ่ิม

Anjana et al., 2014) ด้วยเหตุนี้โมเลกุลของออกซิเจนจึงสามารถแพร่ผ่านเข้าไป
ยังเซลล์ท่ีอยู่ภายในเม็ดอัลจิเนตได้โดยง่าย (Kosourov et al., 2009; Smidsrod 
โมเลกุลออกซิเจนจะไปมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทําให้การผลิตไฮโดรเจนลด
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การตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยอัลจิเนตสามารถท่ีจะช่วยจํากัดการแพร่
การตรึงสาหร่ายสีเขียว

 
ผลของความเข้มข้นของเซลล์ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิเนตท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน (ตัวอักษรท่ี

เปอร์เซ็นต์ (p-value < 

สําหรับเหตุผลของการท่ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงจะลดลงเม่ือความเข้มข้นของ
ท่ีความเข้มข้นของเซลล์มากๆ จะเกิดการบดบังแสงจากเซลล์

ท่ีอยู่บนพ้ืนผิวของเม็ดอัลจิเนต ทําให้เซลล์ท่ีอยู่ภายในแกนกลางของเม็ดได้รับแสงลดลง ดังนั้นยิ่ง
ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตมีมากข้ึน การบดบังแสงของเซลล์ก็จะมีมากข้ึน เป็นผลทําให้

ได้รับแสงไม่เพียงพอท่ีจะใช้ในการแยกสลายโมเลกุลของน้ํา เพ่ือให้ได้
อัตราการผลิตไฮโดรเจนจึง

ความเข้มข้นของเซลล์ท่ีมากจะไปลดความเสถียรภาพเชิงกลของ
รวมท้ังทําให้เม็ดอัลจิเนตมีความพรุนเพ่ิม

ด้วยเหตุนี้โมเลกุลของออกซิเจนจึงสามารถแพร่ผ่านเข้าไป
Smidsrod et al., 1990) โดย

โมเลกุลออกซิเจนจะไปมีผลยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ทําให้การผลิตไฮโดรเจนลด

6 8 10

Cell concentration in alginate (mg dry wt./mL)

Aerobic (Air)

Anoxia (Argon)

(a)(a)(a)

(ABC) (AB)(ABC)
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น้อยลง ซ่ึงผลการทดลองเช่นนี้มีความคล้ายคลึงกับสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 
(Kosourov et al., 2009) และไซยาโนแบคทีเรีย L. perelegans (Antal et al., 2016) ท่ีถูกตรึง
ในอัลจิเนต 

 

4.4 ผลของความเข้มข้นของอัลจิเนตที่ใช้ในการตรึงเซลล์ที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 เทียบกับเซลล์อิสระ 

 หลังจากท่ีได้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง และความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสม
สําหรับการตรึงเซลล์เพ่ือการผลิตไฮโดรเจนแล้ว ต่อไปผู้วิจัยจะทําการศึกษาผลของความเข้มข้น
ของอัลจิเนตต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยจะทําการแปรผันความเข้มข้นของอัลจิเนตต้ังแต่ 1 ถึง 5 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร โดยใช้ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางและความเข้มข้นเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ี
ดีท่ีสุดจากการทดลองก่อนหน้าคือ 2.80-3.35 มิลลิเมตร และ 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อ
มิลลิลิตรของอัลจิเนต ตามลําดับ ทําการศึกษาท้ังในสภาวะท่ีไล่อากาศและมีอากาศ ผลการทดลอง
พบว่า เม่ือความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีใช้มีค่ามากข้ึน เซลล์ตรึงจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงข้ึน 
 ผลการทดลองรูปท่ี 4.6 เกิดจากการทําการทดลองแบบเดิมซํ้าท้ังหมด 3 ครั้ง ซ่ึงผลการทดลอง
ท้ัง 3 ครั้งล้วนแล้วแต่ให้ผลท่ีตรงกันว่า เซลล์ท่ีถูกตรึงในทุกๆความเข้มข้นของอัลจิเนตจะให้อัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนท่ีสูงกว่าเซลล์อิสระท้ังหมด โดยท่ีความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 4 และ 5 เปอร์เซ็นต์โดย
มวลต่อปริมาตร เซลล์ตรึงจะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุด รองลงมาคือความเข้มข้นอัลจิเนตท่ี 3 
เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร และความเข้มข้นอัลจิเนตท่ี 1 และ 2 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร 
จะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีน้อยท่ีสุด ซ่ึงพบผลการทดลองในลักษณะนี้ท้ังการบ่มในสภาวะท่ีไล่
อากาศและมีอากาศ โดยการบ่มเซลล์ตรึงในสภาวะท่ีไล่อากาศจะให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีมากกว่า
การบ่มเซลล์ตรึงในสภาวะท่ีมีอากาศ 
 เหตุผลท่ีความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีมีค่าสูง จะช่วยให้เซลล์ตรึงมีอัตราการผลิตท่ีสูงกว่าความ
เข้มข้นอัลจิเนตค่าตํ่าๆนั้น เนื่องจาก การตรึงเซลล์ด้วยอัลจิเนตจะช่วยลดอัตราการแพร่และจํากัด
ปริมาณการแพร่ของออกซิเจนจากอากาศไปสู่เซลล์ทําให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสซ่ึงไม่เสถียรเม่ือสัมผัสกับ
ออกซิเจน จะมีโอกาสท่ีสัมผัสกับออกซิเจนได้น้อยลง เป็นผลทําให้เซลล์มีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนได้มากข้ึน (Kosourov et al., 2009) ซ่ึงความเข้มข้นของอัลจิเนตจะมีความสัมพันธ์กับ
ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของอัลจิเนต กล่าวคือ ถ้าความเข้มข้นของอัลจิเนตมีค่ามาก ขนาดรูพรุนเฉลี่ยก็จะยิ่ง
มีขนาดเล็กลง (Georgia et al., 2014; Simpliciano C. et al., 2013) ซ่ึงขนาดรูพรุนของอัลจิเนตท่ี
มีขนาดเล็กนี้ จะไปช่วยเพ่ิมการขัดขวางหรือจํากัดปริมาณการแพร่ของออกซิเจนไปยังเซลล์ท่ีถูกตรึง
อยู่ในเม็ดอัลจิเนตได้ โดยข้อมูลขนาดรูพรุนของอัลจิเนตท่ีความเข้มข้นต้ังแต่ 1 ถึง 5 เปอร์เซ็นต์โดย
มวลต่อปริมาตร ได้มีการทําการศึกษาและรายงานผลเอาไว้โดย Simpliciano C. et al. (2013) และ 
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Georgia K. et al. (2014)
เม็ดอัลจิเนตจะมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเป็น 
 

รูปท่ี 4.6 ผลของความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีใช้ในการตรึง
แตกต่างกัน แสดงถึงความ
0.05) รูปภาพใต้แกน x จะแสดงถึงลักษณะของเม็ดอัลจิเนตท่ีความเข้มข้น
เข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 1 ถึง 
เข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ เม็ดอัลจิเนตจะมี

 
โดยเม่ือความเข้มข้นของอัลจิเนตมากข้ึน ขนาดรูพรุนของเม็ดอัลจิเนตก็จะยิ่งมีขนาดเล็กลง โดยท่ี
ความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี
ช่วยจํากัดการแพร่ของโมเลกุลออกซิเจนได้ดี
ของอัลจิเนตเทียบกับขนาดโมเลกุลของออกซิเจน จะพบว่า โมเลกุลออกซิเจนจะมีขนาดโมเลกุลเฉลี่ย
ในช่วง 0.347 (Niwa M. et al.
เห็นว่าโมเลกุลของออกซิเจน
ออกซิเจนท่ีเกิดข้ึนจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 
อัลจิเนตมายังอาหารเลี้ยงเซลล์
จากความเข้มข้นสูงไปยังความเข้มข้นตํ่า 
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(2014) โดยพบว่า เม่ือความเข้มข้นของอัลจิเนตเป็น 1, 2, 3, 4 
เม็ดอัลจิเนตจะมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเป็น 6.50, 5.00, 4.68, 4.49 และ 3.80 นาโนเมตร ตามลําดับ

ผลของความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีใช้ในการตรึงเซลล์ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน
แตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์

จะแสดงถึงลักษณะของเม็ดอัลจิเนตท่ีความเข้มข้นอัลจิเนตค่า
ถึง 4 เปอร์เซ็นต์ เม็ดอัลจิเนตจะมีลักษณะทรงสมมาตร

เปอร์เซ็นต์ เม็ดอัลจิเนตจะมีลักษณะเป็นทรงกลมแต่จะมี

เม่ือความเข้มข้นของอัลจิเนตมากข้ึน ขนาดรูพรุนของเม็ดอัลจิเนตก็จะยิ่งมีขนาดเล็กลง โดยท่ี
ความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 4 และ 5 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรจะมีขนาดรูพรุนเล็กท่ีสุด ซ่ึงจะ

การแพร่ของโมเลกุลออกซิเจนได้ดีท่ีสุด แต่อย่างไรก็ตามเม่ือทําการพิจารณาขนาดรูพรุน
อัลจิเนตเทียบกับขนาดโมเลกุลของออกซิเจน จะพบว่า โมเลกุลออกซิเจนจะมีขนาดโมเลกุลเฉลี่ย

et al., 1991) ถึง 0.358 นาโนเมตร (Hirschfelder 
เห็นว่าโมเลกุลของออกซิเจนนั้นจะมีขนาดเล็กกว่าขนาดรูพรุนของเม็ดอัลจิเนต ดังนั้นโมเลกุลของ

ท่ีเกิดข้ึนจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 จะสามารถท่ีจะแพร่ผ่านออกจากวัสดุตรึง
อัลจิเนตมายังอาหารเลี้ยงเซลล์ท่ีอยู่ภายนอกวัสดุตรึงได้ด้วย partial pressure
จากความเข้มข้นสูงไปยังความเข้มข้นตํ่า แต่การซ้อนทับของรูพรุนในแต่ละชั้นของลายประสานใน

Free cells 1 2 3

Alginate concentration (% w/v)

Aerobic (Air)

Anoxia (Argon)

(c)

(b)(b)

(a)

(D)(C)(B)(B)
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3, 4 และ 5 เปอร์เซ็นต์ 
นาโนเมตร ตามลําดับ 

 
ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน (ตัวอักษรท่ี

เปอร์เซ็นต์ (p-value < 
อัลจิเนตค่าต่างๆ โดยความ

ทรงสมมาตรกลม และท่ีความ
ลักษณะเป็นทรงกลมแต่จะมีส่วนหางต่อออกมา 

เม่ือความเข้มข้นของอัลจิเนตมากข้ึน ขนาดรูพรุนของเม็ดอัลจิเนตก็จะยิ่งมีขนาดเล็กลง โดยท่ี
จะมีขนาดรูพรุนเล็กท่ีสุด ซ่ึงจะ

แต่อย่างไรก็ตามเม่ือทําการพิจารณาขนาดรูพรุน
อัลจิเนตเทียบกับขนาดโมเลกุลของออกซิเจน จะพบว่า โมเลกุลออกซิเจนจะมีขนาดโมเลกุลเฉลี่ย

Hirschfelder et al., 1954) ซ่ึงจะ
นั้นจะมีขนาดเล็กกว่าขนาดรูพรุนของเม็ดอัลจิเนต ดังนั้นโมเลกุลของ

จะสามารถท่ีจะแพร่ผ่านออกจากวัสดุตรึง 
artial pressure ของออกซิเจนท่ีแพร่

แต่การซ้อนทับของรูพรุนในแต่ละชั้นของลายประสานใน

4 5

w/v)

(d) (d) 

(D)(D)
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เม็ดอัลจิเนต อาจจะยังคงมีผลช่วยลดโอกาสท่ีโมเลกุลออกซิเจนจะแพร่ผ่านกลับเข้าไปสัมผัสกับเซลล์
ท่ีถูกตรึงในเม็ดอัลจิเนตได้อยู่ ซ่ึงสิ่งนี้ถูกยืนยันด้วยผลการทดลองในรูปท่ี 4.6 ว่าในสภาวะการบ่มแบบ
มีอากาศ ระบบเซลล์อิสระจะมีการผลิตไฮโดรเจนเพียงเล็กน้อยเท่านั้น ซ่ึงนั่นอาจเป็นเพราะโมเลกุล
ออกซิเจนสามารถเข้าไปสัมผัสกับเซลล์ได้โดยตรง ทําให้มีผลไปยับยั้งการทํางานในการผลิตไฮโดรเจน
ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ในขณะท่ีเซลล์ท่ีถูกตรึงในอัลจิเนตท่ีความเข้มข้นท่ี 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อ
ปริมาตรจะผลิตไฮโดรเจนได้ 0.0923 ± 0.0036 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อ
ชั่วโมง ซ่ึงชี้ให้เห็นว่าอัลจิเนตท่ีใช้ตรึงเซลล์นั้น สามารถท่ีช่วยขัดขวางและจํากัดการแพร่ของโมเลกุล
ของออกซิเจนไปสู่เซลล์ได้ ส่วนในสภาวะการบ่มแบบไล่อากาศ ระบบเซลล์อิสระจะมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเพียง 0.7789 ±0.0605 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมง ในขณะท่ี
เซลล์ท่ีถูกตรึงด้วยอัลจิเนตท่ีความเข้มข้น 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร จะให้อัตราการผลิต
ไฮโดรเจนอยู่ท่ี 1.7766 ±0.0567 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อชั่วโมง ซ่ึงมีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนท่ีมากกว่าเซลล์อิสระประมาณ 3 เท่า 

 จากท่ีกล่าวมาท้ังหมด จึงสามารถสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 4 และ 5 เปอร์เซ็นต์
โดยมวลต่อปริมาตรนี้จะช่วยส่งเสริมให้เซลล์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีดีท่ีสุด โดยความเข้มข้นท่ีน้อย
กว่า 4 เปอร์เซ็นต์ เซลล์จะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนท่ีลดลง ดังนั้นการตรึงเซลล์เพ่ือการผลิต
ไฮโดรเจนในงานวิจัยนี้ ความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ี 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตรจะยังคงถูกใช้ใน
การตรึงเซลล์ในการทดลองส่วนต่อไป 

 

4.5 ผลของการขาดธาตุอาหารหลักที่มีต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงสาหร่ายสี
เขียว Tetraspora sp. CU2551 

 จากผลการทดลองในส่วนก่อนหน้านี้ทําให้ทราบว่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางเม็ดอัลจิเนตท่ี 
2.80 – 3.35 มิลลิเมตร ความเข้มข้นของเซลล์อัลจิเนตท่ี 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตร 
อัลจิเนต และความเข้มข้นของอัลจิเนตท่ีร้อยละ 4 โดยมวลต่อปริมาตร เป็นสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีสุด
สําหรับการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ในส่วนถัดมาผู้วิจัยจึงได้นําสภาวะท่ี
เหมาะสมท่ีสุดดังกล่าวนี้มาทําการตรึงเซลล์แล้วถ่ายโอนเซลล์ตรึงลงสู่อาหารเลี้ยงเชื้อสูตรแตกต่างกัน 
เพ่ือศึกษาผลของการขาดธาตุอาหารท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยจะทําการแปรผันชนิดของอาหารท่ี
ขาดธาตุอาหารหลัก เป็นอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจน (TAP-N) อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุ
ฟอสฟอรัส (TAP-P) อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์ (TAP-S) อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและ
ฟอสฟอรัส (TAP-N-P) อาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจนและซัลเฟอร์ (TAP-N-S) อาหาร TAP ท่ีขาด
ธาตุฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์ (TAP-P-S) และอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจน ฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์ 
(TAP-N-P-S) โดยจะใช้อาหาร TAP ปกติท่ีมีธาตุอาหารหลักครบถ้วนเป็นตัวเปรียบเทียบ ซ่ึงผลของ
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การขาดธาตุอาหารหลักของระบบเซลล์อิสระท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจนก็จะถูกศึกษาควบคู่ไปพร้อมกับ
ระบบเซลล์ตรึง และจะทําการศึกษาท้ังในสภาวะท่ีไล่อากาศ (รูปท่ี 4.7) และสภาวะท่ีมีอากาศ (4.10)  

 

 
รูปท่ี 4.7 ผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) ท่ีมีต่อการผลิต

 ไฮโดรเจนของระบบเซลล์อิสระและระบบเซลล์ตรึง ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศ (anoxic condition) 

 

 รูปท่ี 4.7 แสดงถึงผลของการขาดธาตุอาหารหลักท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง (เส้น
ทึบ) เทียบกับระบบเซลล์อิสระ (เส้นประ) ภายใต้สภาวะการบ่มท่ีไล่อากาศ ผลการทดลองนี้เกิดข้ึน
จากการทําการทดลองซํ้าอย่างน้อย 3 ครั้ง ผลการทดลองท่ีได้ค่อนข้างมีความน่าสนใจ เนื่องจาก
สภาวะท่ีขาดธาตุอาหารของเซลล์ตรึงท้ังหมดจะให้ปริมาณไฮโดรเจนท่ีสะสมในระบบมากกว่าเซลล์
อิสระ โดยในระบบเซลล์ตรึง เซลล์จะผลิตไฮโดรเจนได้นานถึง 36 ชั่วโมง ในขณะท่ีเซลล์อิสระจะผลิต
ไฮโดรเจนได้เพียง 24 ชั่วโมงเท่านั้น โดยเซลล์ตรึงท่ีอยู่ในอาหาร TAP ปกติและอาหาร TAP-P จะให้
ปริมาณไฮโดรเจนสะสมอยู่ท่ี 3.3791 ± 0.0881 และ 3.3806 ± 0.0701 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 
มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีมากท่ีสุดจะพบในการบ่มด้วย
อาหาร TAP-P-S และ TAP-S คือ 3.9103 ±0.0342 และ 3.8298 ±0.0790 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 
25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ โดยท้ัง 2 ค่านี้ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี และเม่ือเทียบ
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ปริมาณไฮโดรเจนท่ีสะสมนี้กับระบบเซลล์อิสระจะพบว่า การบ่มเซลล์ตรึงใน TAP-P-S และ TAP-S 
จะให้ปริมาณไฮโดรเจนท่ีสะสมในระบบมากกว่าเซลล์ตรึงในอาหาร TAP ปกติถึง 1.2 เท่า และ
มากกว่าเซลล์อิสระถึง 3.5 เท่า 

 การผลิตไฮโดรเจนของเซลล์สาหร่ายสีเขียวนั้น โดยส่วนใหญ่จะข้ึนกับปัจจัยหลัก 3 อย่าง  
อย่างแรกคือความสามารถในการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (hydrogenase activity) ถ้าเอนไซม์
มีกิจกรรมมาก เซลล์ก็ควรท่ีจะผลิตไฮโดรเจนได้ดี แต่อย่างไรก็ตามก็ต้องข้ึนกับปัจจัยหลักอย่างท่ีสอง
ด้วย นั่นคือปริมาณสับสเตรตท่ีป้อนเข้าเอนไซม์ ได้แก่ อิเล็กตรอนและโปรตอน และอย่างสุดท้ายก็คือ 
ปริมาณออกซิเจน ซ่ึงเป็นตัวยับยั้งการทํางานของเอนไซม์ โดยระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 จะเป็นตัว
ท่ีควบคุมปริมาณของอิเล็กตรอน โปรตอน และออกซิเจน กล่าวคือ ถ้าระบบสังเคราะห์แสงท่ี 2 
ทํางานได้ดี อิเล็กตรอนซ่ึงเป็นสับสเตรตสําคัญท่ีใช้ในการผลิตไฮโดรเจนก็จะมาก แต่อย่างไรก็ตาม
ปริมาณออกซิเจนท่ีจะเกิดข้ึนในระบบก็จะมากตามไปด้วย ในทางกลับกัน ถ้าระบบการสังเคราะห์แสง
ท่ี 2 เกิดได้น้อย ปริมาณออกซิเจนซ่ึงเป็นตัวยับยั้งในระบบก็จะเกิดได้น้อย แต่ปริมาณอิเล็กตรอนท่ี
เกิดข้ึนในระบบก็จะน้อยตามไปด้วย ด้วยเหตุนี้ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยก็ได้ทําการศึกษาการติดตามกิจกรรม
ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส และทําการศึกษาปริมาณออกซิเจนสุทธิจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ด้วย 
โดยปริมาณออกซิเจนสุทธินี้สามารถท่ีจะบอกถึงกิจกรรมของระบบการสังเคราะห์ท่ี 2 ได้ในทางอ้อม  

 
รูปท่ี 4.8 ผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) ท่ีมีต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสของเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 (ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน แสดง
ถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05) 
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 สําหรับการติดตามกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของเซลล์สาหร่ายท่ีอยู่ในอาหารท่ีขาดธาตุ
อาหารหลักท่ีแตกต่างกัน โดยจะใช้เวลาในการทําปฏิกิริยา 5 นาที (ผลการทดลองเวลาท่ีเหมาะสมใน
การทําปฏิกิริยาแสดงในภาคผนวก ฉ-1) โดยเม่ือพิจารณาผลการทดลองรูปท่ี 4.8 จะเห็นว่า กิจกรรม
ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP จะไม่ได้แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญจากเซลล์ใน
อาหาร TAP-P และ TAP-N-P แต่เม่ือเซลล์อยู่ในสภาวะท่ีขาดซัลเฟอร์ ไม่ว่าจะเป็น TAP-S, TAP-N-S, 
TAP-P-S และ TAP-N-P-S เซลล์จะมีกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีสูงมากกว่าเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร 
TAP, TAP-P และ TAP-N-P โดยเฉพาะเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP-P-S และ TAP-S พบว่าเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสจะมีกิจกรรมในการทํางาน (hydrogenase activity) ท่ีมากสุด ซ่ึงสอดคล้องกับผล
ปริมาณไฮโดรเจนสะสม (รูปท่ี 4.7) ซ่ึงพบว่ามีปริมาณไฮโดรเจนสูงสุดเช่นกัน ดังนั้น จึงสามารถ
สามารถสรุปว่า การบ่มเซลล์ในกลุ่มอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์จะสามารถช่วยเพ่ิมกิจกรรมของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนสได้ 

 

 
รูปท่ี 4.9 ผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) ท่ีมีต่อปริมาณ
ออกซิเจนจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ของเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 
ตัวอักษรท่ีแตกต่างกัน แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-
value < 0.05) 
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 รูปท่ี 4.9 แสดงถึงผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) ท่ีมีต่อ
ปริมาณออกซิเจนสุทธิจากระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 โดยพบว่าเม่ือเซลล์อยู่ในอาหาร TAP-P-S, 
TAP-S และอาหาร TAP ท่ีขาดธาตุไนโตรเจนท้ังหมด (TAP-N, TAP-N-P, TAP-N-S และ TAP-N-P-S) 
ปริมาณออกซิเจนสุทธิท่ีเซลล์ปลดปล่อยออกมาจากกิจกรรมของการสังเคราะห์แสงท่ี 2 จะมีค่าเข้า
ใกล้ศูนย์ หรือกล่าวอีกนัยหนึ่งคือ ระบบการสังเคราะห์แสงของเซลล์ท่ีบ่มอยู่ในอาหารท่ีขาดธาตุ
อาหารดังท่ีกล่าวข้างต้นนี้ได้ถูกยับยั้งไปเรียบร้อยแล้ว ส่วนเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ปกติ และ TAP-P 
เซลล์จะมีการปลดปล่อยออกซิเจนสุทธิสูงสุด ซ่ึงมีค่าไม่ต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ ดังนั้นดูเหมือนว่าการ
ขาดธาตุฟอสฟอรัสเพียงอย่างเดียวจะไม่มีผลต่อการทํางานของระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ซ่ึง
สอดคล้องไปกับผลของการเจริญเติบโตของเซลล์ในอาหาร TAP-P ท่ีไม่แตกต่างจากอาหาร TAP ปกติ 
ดังท่ีได้เคยศึกษาไว้ก่อนหน้านี้ (Maswanna et al., 2017)  

 ดังนั้นจึงสามารถกล่าวโดยสรุปได้ว่า การท่ีเซลล์ตรึง Tetraspora sp. ท่ีบ่มในอาหาร TAP-P-S 
และ TAP-S สามารถผลิตไฮโดรเจนสะสมได้มากท่ีสุด ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศ นั่นเป็นเพราะการขาด
ธาตุซัลเฟอร์จะเป็นสาเหตุทําให้ระบบการสังเคราะห์ท่ี 2 บางส่วนและการผลิตออกซิเจนของเซลล์ถูก
ยับยั้งไป (Melis et al., 2002; Melis et al., 2007) ซ่ึงสิ่งนี้ถูกยืนยันด้วยผลการทดลองในรูปท่ี 4.9
โดยผลการทดลองนี้จะคล้ายคลึงผลการวิจัยท่ีได้ทําการศึกษาในสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii 
(Laurinavichene et al., 2006; Kosourov et al., 2007, Skjånes et al., 2008; Tsygankov et 
al., 2006; Kosourov et al., 2009) และ P. Subcordiformis (Guan et al., 2004) เหตุผลท่ีเป็น
เช่นนี้ เนื่องจากซัลเฟอร์เป็นองค์ประกอบสําคัญของกรดอะมิโนซีสเทอีนและเมไทโอนีน โดยกรดอะมิ
โนเหล่านี้จะเป็นส่วนประกอบสําคัญของโปรตีน D1 ซ่ึงเป็นโปรตีนสําคัญท่ีทําหน้าท่ีเป็นศูนย์กลางใน
การควบคุมการทํางาน (reaction center) ของระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 (Melis et al., 2002; 
Melis et al., 2007) ดังนั้น เม่ือเซลล์ถูกบ่มในอาหารท่ีปราศจากซัลเฟอร์ จะส่งผลทําให้การ
สังเคราะห์โปรตีน (Protein biosynthesis) ระบบการซ่อมแซมโปรตีน (Protein repair cycle) และ
ระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ถูกยับยั้ง เป็นผลทําให้เซลล์มีอัตราการผลิตออกซิเจนน้อยกว่าอัตราการ
ใช้ออกซิเจนในการหายใจของเซลล์ (cellular respiration) (Tsygankov et al., 2006) ด้วยเหตุนี้
สภาวะการบ่มจะเปลี่ยนเข้าสู่สภาวะท่ีไร้ออกซิเจน และเหนี่ยวนําทําให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีการ
แสดงออกและมีกิจกรรมของเอนไซม์ท่ีดีข้ึน (Ghirardi et al., 2000; Melis et al., 2000)
 นอกจากนั้น การขาดธาตุซัลเฟอร์หรือท้ังฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์จะช่วยทําให้เมทาบอลิซึม
ภายในเซลล์เปลี่ยนไปในทิศทางท่ีช่วยสนับสนุนให้เซลล์เกิดการสะสมแป้งได้มากข้ึน อย่างเช่น ท่ีพบใน 
C. reinhardtii CC-125 โดยเซลล์สาหร่ายสีเขียวจะมีการสะสมแป้งเพ่ิมข้ึน 10 เท่า (Batyrova et 
al., 2012; Melis et al., 2007) ซ่ึงแป้งเองก็เป็นสารต้ังต้นท่ีสามารถถูกสลายในกระบวนการแคทา
บอลิซึมผ่านกระบวนการไกลโคไลซิสและจะปลดปล่อยอิเล็กตรอนให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส เป็นผล
ทําให้เซลล์มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน  
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 สําหรับการบ่มเซลล์เพ่ือผลิตไฮโดรเจนในสภาวะท่ีมีอากาศนั้น (รูปท่ี 4.10) ผลการทดลองนี้
เกิดข้ึนจากการทําการทดลองซํ้าอย่างน้อย 3 ครั้ง โดยสภาวะท่ีขาดธาตุอาหารของเซลล์ตรึงในอาหาร 
TAP-P-S, TAP-S และ TAP ปกติ จะให้ปริมาณไฮโดรเจนท่ีสะสมในระบบมากกว่าเซลล์อิสระท่ีบ่มใน
อาหาร TAP-P-S และ TAP-S ส่วนเซลล์ตรึงท่ีอยู่ในอาหารท่ีขาดธาตุอาหารท้ังหมดนอกจากท่ีกล่าวนี้
จะผลิตไฮโดรเจนได้น้อยกว่าเซลล์อิสระท่ีบ่มในอาหาร TAP-P-S และ TAP-S โดยในระบบเซลล์ตรึง 
เซลล์จะผลิตไฮโดรเจนได้นานถึง 36 ชั่วโมง ในขณะท่ีเซลล์อิสระจะผลิตไฮโดรเจนได้เพียง 24 ชั่วโมง
เท่านั้น เซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหาร TAP-P-S และ TAP-S จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีสูงท่ีสุดอยู่ท่ี 
0.6096 ± 0.0201 และ 0.5543 ± 0.0615 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ 
ตามลําดับ ในขณะเซลล์ท่ีบ่มในอาหาร TAP ปกติจะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมอยู่เพียง 0.4566 
±0.0560 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงจะเห็นว่าเซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-P-S และ TAP-S จะผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าอาหาร TAP ปกติถึง 1.3 เท่า และมากกว่าเซลล์
อิสระในอาหารชนิดเดียวกันถึง 3.5 และ 2.4 เท่า ตามลําดับ ส่วนเซลล์ในอาหารท่ีขาดธาตุไนโตรเจน 
(TAP-N, TAP-N-P, TAP-N-S และ TAP-N-P-S) จะผลิตไฮโดรเจนได้น้อยกว่าอาหาร TAP ปกติท้ังใน
ระบบเซลล์ตรึงและระบบเซลล์อิสระ 

 

 
รูปท่ี 4.10 ผลของการขาดธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส หรือซัลเฟอร์) ท่ีมีต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของระบบเซลล์อิสระและระบบเซลล์ตรึง ภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศ (aerobic condition) 
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 โดยจากรูปท่ี 4.10 จะเห็นว่าผลของการขาดธาตุอาหารท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง
และเซลล์อิสระจะให้ผลไปในลักษณะเดียวกันกับการบ่มเซลล์ในสภาวะท่ีไล่อากาศ ดังนั้นคําอธิบายท่ี
เก่ียวข้องกับผลของการขาดธาตุอาหารในส่วนนี้ท้ังหมด จะเป็นไปดังท่ีอธิบายไว้แล้วในข้างต้น 

 

4.6 ผลของการนําสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ที่ถูกตรึงด้วยอัลจิเนต
และผลิตไฮโดรเจนแล้วกลับมาผลิตไฮโดรเจนซ้ําใหม่ 

 หลังจากท่ีทราบสภาวะท่ีใช้ในการตรึงเซลล์และอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิต 
ไฮไดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. แล้ว ในส่วนถัดมา หลังจากท่ีเซลล์ผลิตไฮโดรเจน
อ่ิมตัวแล้วในรอบการผลิตแรก เซลล์จะกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) เพ่ือปรับสภาพเซลล์ 
ด้วยการเปลี่ยนอาหารจาก TAP-S และ TAP-P-S เป็นอาหาร TAP ปกติ ทําการแปรผันระยะเวลาการ
ฟ้ืนฟูเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) เป็น 24, 1 และ 0 ชั่วโมงก่อนท่ีจะเปลี่ยนสภาวะเข้าสู่
การผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ (stage II) อีกครั้ง โดยจะแปรผันระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เฉพาะการบ่ม
ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศเท่านั้น โดยหลังจากท่ีทราบเวลาท่ีเหมาะสมท่ีเซลล์ใช้ปรับสภาพแล้ว จึงจะ
ทําการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ในสภาวะท่ีมีอากาศ โดยท้ัง 2 สภาวะการบ่มจะใช้เซลล์อิสระ
ในอาหารชนิดนั้นๆเป็นตัวเปรียบเทียบ  
 
 4.6.1 ผลการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ Tetraspora sp. ในสภาวะท่ีไล่อากาศ 
  จากการทดลองเม่ือทําการแปรผันเวลาท่ีใช้ในการปรับสภาพเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์
แสง (stage I) เป็น 24, 1 และ 0 ชั่วโมง ก่อนท่ีจะเปลี่ยนสภาวะเข้าสู่การผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ 
(stage II) ผลการทดลองพบว่า ปริมาณไฮโดรเจนท้ังหมดท่ีผลิตได้ของเซลล์สาหร่ายท่ีถูกตรึงใน 
อัลจิเนตมีค่าสูงกว่าระบบเซลล์อิสระ ท้ังการใช้ระยะเวลาฟ้ืนฟูเซลล์เป็น 24, 1 และ 0 ชั่วโมง  
 ณ ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 24 ชั่วโมง (รูปท่ี 4.11) เซลล์ตรึงท่ีถูกบ่มด้วยอาหารท่ี
ขาดซัลเฟอร์และฟอสฟอรัส (TAP-P-S) จะเริ่มสูญเสียความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนเม่ือเข้าสู่การ
ผลิตรอบท่ี 2 โดยความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจะลดลงอย่างรวดเร็วถึง 6 เท่าเม่ือเทียบกับการ
ผลิตในรอบท่ี 1 ซ่ึงจะผลิตไฮโดรเจนได้ไม่แตกต่างจากระบบเซลล์อิสระ สําหรับเซลล์ตรึงท่ีบ่มใน
อาหารท่ีขาดซัลเฟอร์เพียงอย่างเดียว (TAP-S) ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจะลดลง 1.5 เท่าใน
การผลิตรอบท่ี 2 ส่วนในการผลิตรอบท่ี 3 ระบบเซลล์ตรึงและระบบเซลล์อิสระจะผลิตไฮโดรเจนได้ใน
ปริมาณท่ีไม่แตกต่างกัน โดยเซลล์ตรึงจะสามารถผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ได้อย่างน้อย 3 รอบจากการใช้
เซลล์เดิม และเม่ือทําการคํานวณปริมาณไฮโดรเจนสะสมท้ังหมดจากการผลิตซํ้าใหม่ 2 รอบ เซลล์ตรึง
ท่ีบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมคือ 5.0767 ± 0.6703 มิลลิลิตร
ไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ส่วนเซลล์ตรึงและระบบเซลล์อิสระท่ีบ่มในอาหาร 
TAP-P-S จะให้ปริมาณไฮโดรเจนท้ังหมดคือ 4.5975 ± 0.2291 และ 2.7638 ± 0.3782 มิลลิลิตร
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ไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ ในขณะท่ีเซลล์อิสระท่ีบ่มในอาหาร TAP-S 
จะผลิตไฮโดรเจนได้ท้ังหมดเพียง 1.7823 ± 0.2292 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเท่านั้น ซ่ึงจะเห็นว่าระบบเซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S จะผลิตแก๊สไฮโดรเจนได้
มากกว่าระบบเซลล์อิสระเกือบ 3 เท่า ดังนั้นจึงสามารถกล่าวโดยสรุปได้ว่า ปริมาณไฮโดรเจนสะสม
ท้ังหมดท่ีมากท่ีสุดจากการฟ้ืนฟูเซลล์โดยใช้ระยะเวลา stage I เป็น 24 ชั่วโมงจะพบในสภาวะท่ีบ่มใน
อาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S ซ่ึงมีค่าเท่ากับ 5.0767 ±0.6703 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของ
อาหารเลี้ยงเชื้อ  อย่างไรก็ตามดูเหมือนว่าการนําเซลล์กลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงท่ี 24 ชั่วโมงนี้
จะไม่เหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ เนื่องจากเม่ือเซลล์ถูกเปลี่ยนกลับเข้าสู่ ข้ันการ
สังเคราะห์แสง เซลล์จะถูกเปลี่ยนจากสภาวะท่ีขาดธาตุอาหารกลับเข้าสู่สภาวะท่ีมีธาตุอาหารอุดม
สมบูรณ์ ดังนั้น เซลล์จะดูดซึมเอาธาตุอาหารท่ีจําเป็นจากอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP ไปใช้ในการ
เจริญเติบโต ยิ่งมีข้ันการสังเคราะห์แสงนาน เซลล์ก็ยิ่งจะสามารถดูดซึมอาหารไปใช้ได้มากกว่า ทําให้
เซลล์ท่ีถูกตรึงในอัลจิเนตเกิดการแบ่งตัวและเพ่ิมจํานวนเซลล์ได้มาก เป็นผลให้ความเข้มข้นของเซลล์
ในเม็ดอัลจิเนตมีค่าสูงข้ึน โดยค่าความเข้มข้นของเซลล์ในอัลจิเนตท่ีมากนี้ จะทําให้เกิดการบดบังแสง
ของเซลล์ (cell stacking) ได้เพ่ิมข้ึน ซ่ึงจะส่งผลต่อความมีรูพรุนของเม็ดเซลล์ตรึงอัลจิเนตท่ีเพ่ิม
สูงข้ึน ดังท่ีได้อธิบายไปแล้วในผลการทดลองรูปท่ี 4.5 นอกจากนั้นแล้ว ปริมาณของเซลล์ท่ีเพ่ิมข้ึนยัง
ส่งผลทําให้การย่อยสลายอะซีเตตจากอาหารเลี้ยงเชื้อเกิดข้ึนได้รวดเร็ว ซ่ึงสิ่งนี้จะไปมีผลจํากัด
กระบวนการหายใจโดยใช้ออกซิเจนของเซลล์ (cellular respiration) เป็นผลให้ปริมาณออกซิเจน
ภายในเซลล์ (intracellular of oxygen) เพ่ิมสูงข้ึน และไปมีผลยับยั้งกระบวนการผลิตไฮโดรเจนใน
ภายหลัง (Kaushik et al., 2011; Anjana et al., 2014) ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงทําการศึกษาผลของการ
ผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ตรึงโดยจะทําการศึกษาโดยลดระยะเวลาของข้ันสังเคราะห์แสง (stage 
I) ลงจาก 24 ชั่วโมงเป็น 1 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.11 การผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ผ่านวัฏจักรการผลิตแบบ 2 ข้ันตอนของสาหร่ายสีเขียว 
Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตเทียบกับระบบเซลล์อิสระ โดยมีระยะเวลา
การฟ้ืนฟูเซลล์เท่ากับ 24 ชั่วโมง ภายใต้การบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศ 
 
 สําหรับท่ีระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 1 ชั่วโมง (รูปท่ี 4.12) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
เม่ือเซลล์ตรึงได้กลับเข้าสู่ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 1 ชั่วโมง เซลล์จะมีความสามารถในการผลิต
ไฮโดรเจนซํ้าใหม่อย่างน้อย 4 รอบ โดยในการผลิตรอบท่ี 2 เซลล์ตรึงจะผลิตไฮโดรเจนได้น้อยลง
ประมาณ 2 เท่าการผลิตรอบท่ี 1 หลังจากนั้นในการผลิตรอบท่ี 3 เซลล์ตรึงจะผลิตไฮโดรเจนได้ใน
ปริมาณท่ีไม่แตกต่างจากระบบเซลล์อิสระ ปริมาณไฮโดรเจนท้ังหมดท่ีได้จากการผลิต 2 รอบ จะ
เท่ากับ 5.9909 ± 0.2415 และ 6.1887 ± 0.3118 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร
เลี้ยงสาหร่ายสูตร TAP-S และ TAP-P-S ตามลําดับ ซ่ึงปริมาณไฮโดรเจนนี้จะมีค่าไม่แตกต่างกัน 
ในขณะท่ีปริมาณไฮโดรเจนท้ังหมดท่ีได้จากระบบเซลล์อิสระในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S และ TAP-P-S 
ได้เพียง 1.3105 ± 0.0441 และ 1.3504 ± 0.3828 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหาร
เลี้ยงเชื้อเท่านั้น ซ่ึงจะเห็นว่าการตรึงเซลล์สาหร่ายสีเขียวด้วยแคลเซียมอัลจิเนตนี้ สามารถช่วยเพ่ิม
ปริมาณไฮโดรเจนได้สูงข้ึนประมาณ 4.6 เท่า เม่ือเทียบกับปริมาณไฮโดรเจนจากระบบเซลล์อิสระท้ัง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S และ TAP-P-S โดยท่ีระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 1 ชั่วโมง ผลของการเกิด 
cell stacking จะเกิดน้อยกว่าท่ีระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 24 ชั่วโมง ดังนั้น ปริมาณไฮโดรเจนสะสม
จึงมากกว่าการใช้ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 24 ชั่วโมง 
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รูปท่ี 4.12 ปริมาณไฮโดรเจนจากการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ผ่านวัฏจักรการผลิตแบบ
สาหร่ายสีเขียว Tetraspora
โดยมีระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เท่ากับ 
 

 แต่อย่างไรก็ตามการนําเซลล์ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงซ่ึงต้องได้รับอาหารท่ี
สมบูรณ์อีกครั้งแม้เพียงระยะเวลาสั้นๆ
ทําให้ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตเปลี่ยนแปลงไปในทางท่ีเพ่ิมข้ึนอีกเช่นเดิม
ผลิตไฮโดรเจนซํ้าด้วยการใช้ระยะเวลาการฟ้ื
เหตุนี้ผู้วิจัยจึงศึกษาผลของการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ตรึงอีกครั้ง โดยจะทําการศึกษาโดยลด
ระยะเวลาของข้ันสังเคราะห์แสง 
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ปริมาณไฮโดรเจนจากการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ผ่านวัฏจักรการผลิตแบบ
Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตเทียบกับระบบเซลล์อิสระ 

โดยมีระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เท่ากับ 1 ชั่วโมง ภายใต้การบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศ

แต่อย่างไรก็ตามการนําเซลล์ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงซ่ึงต้องได้รับอาหารท่ี
สมบูรณ์อีกครั้งแม้เพียงระยะเวลาสั้นๆเพียง 1 ชั่วโมง เซลล์จะยังคงสามารถดูดซึมอาหารและไปมีผล
ทําให้ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตเปลี่ยนแปลงไปในทางท่ีเพ่ิมข้ึนอีกเช่นเดิม

ดรเจนซํ้าด้วยการใช้ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์หรือข้ันการสังเคราะห์แสงท่ี 
ของการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ตรึงอีกครั้ง โดยจะทําการศึกษาโดยลด

ระยะเวลาของข้ันสังเคราะห์แสง (stage I) ลงจาก 1 ชั่วโมงเป็น 0 ชั่วโมง 
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ปริมาณไฮโดรเจนจากการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ผ่านวัฏจักรการผลิตแบบ 2 ข้ันตอนของ

ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตเทียบกับระบบเซลล์อิสระ 
ไล่อากาศ 

แต่อย่างไรก็ตามการนําเซลล์ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงซ่ึงต้องได้รับอาหารท่ี
วโมง เซลล์จะยังคงสามารถดูดซึมอาหารและไปมีผล

ทําให้ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตเปลี่ยนแปลงไปในทางท่ีเพ่ิมข้ึนอีกเช่นเดิม ไม่ต่างจากการ
นฟูเซลล์หรือข้ันการสังเคราะห์แสงท่ี 24 ชั่วโมงเลย ด้วย

ของการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ตรึงอีกครั้ง โดยจะทําการศึกษาโดยลด
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รูปท่ี 4.13 การผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของ Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนต
เทียบกับระบบเซลล์อิสระ โดยจะเปลี่ยนอาหาร TAP-P-S และ TAP-S อันใหม่ทันทีหลังจากท่ีเซลล์
อ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจนในรอบผลิตแรก (ไม่นําเซลล์ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสง) ภายใต้
การบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศ 

 
 และสําหรับ ณ ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี 0 ชั่วโมง (รูปท่ี 4.13) หรือการไม่นําเซลล์
ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสง (stage I) เม่ือเซลล์อ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจนในการผลิตรอบท่ี 1 
เซลล์ตรึงจะได้รับการเปลี่ยนอาหาร TAP-P-S และ TAP-S ใหม่ จากนั้นจะทําการพ่นอาร์กอนเพ่ือนํา
เซลล์เข้าสู่ข้ันการผลิตไฮโดรเจนอีกครั้ง (stage II) ผลการทดลองพบว่า เซลล์ตรึงจะสามารถผลิต
ไฮโดรเจนซํ้าใหม่ได้อย่างน้อย 3 รอบ โดยเซลล์ตรึงท่ีอยู่ในอาหาร TAP-P-S จะเริ่มสูญเสีย
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในการผลิตรอบท่ี 2 โดยจะผลิตไฮโดรเจนได้เพียงครึ่งหนึ่งของ
ปริมาณไฮโดรเจนท่ีผลิตได้ในรอบแรก และความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจะลดลงจนเกือบจะ
หายไปเม่ือเซลล์ตรึงเข้าสู่การผลิตรอบท่ี 3 โดยจะผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณท่ีไม่แตกต่างจากเซลล์
อิสระ ส่วนเซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดซัลเฟอร์เพียงอย่างเดียว (TAP-S) พบว่า เซลล์ตรึงจะสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้ดี ซ่ึงเม่ือเซลล์ตรึงเข้าสู่การผลิตรอบท่ี 2 เซลล์ตรึงสามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนได้ใน
ปริมาณท่ีเท่ากับปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีผลิตได้ในการผลิตรอบแรก แต่จะใช้ระยะเวลาในการผลิต
ยาวนานกว่า กล่าวคือ ในรอบการผลิตแรก เซลล์ตรึงในอาหาร TAP-S จะใช้เวลาเพียง 48 ชั่วโมง (2 
วัน) ในการท่ีจะผลิตไฮโดรเจนปริมาณ 3.9021 ± 0.1367 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของ
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อาหารเลี้ยงเชื้อ และในรอบการผลิตท่ี 2 จะใช้เวลาอีก 84 ชั่วโมง (3.5 วัน) ในการผลิตโฮโดรเจน
ปริมาณ 3.7802 ± 0.7425 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ส่วนในรอบการ
ผลิตท่ี 3 เซลล์จะสูญเสียความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนไปในลักษณะเดียวกันกับเซลล์ตรึงใน
อาหาร TAP-P-S โดยท่ีเซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีสูง
ท่ีสุด เม่ือคํานวณปริมาณไฮโดรเจนสะสมท้ังหมดท่ีเซลล์ตรึงผลิตได้ใน 2 รอบ พบว่า ในเวลาการผลิต
ไฮโดรเจนท้ังหมด 108 ชั่วโมง เซลล์ตรึงในอาหาร TAP-S และ TAP-P-S จะผลิตไฮโดรเจนได้ 7.6823 
± 0.8792 และ 6.1405 ± 0.3057 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ตามลําดับ 
ในขณะท่ีระบบเซลล์อิสระท่ีบ่มในอาหาร TAP-S และ TAP-P-S จะผลิตไฮโดรเจนสะสมท้ังหมดได้
เพียง 1.4377 ± 0.1799 และ 1.6629 ± 0.3598 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยง
เชื้อ ตามลําดับ 
 ดังนั้นจึงสามารถกล่าวโดยสรุปได้ว่า ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท้ังหมดท่ีมากท่ีสุดจากการ
ฟ้ืนฟูเซลล์ใน 2 รอบ ด้วยการใช้ระยะเวลาฟ้ืนฟูเซลล์ (stage I) เป็น 24, 1 และ 0 ชั่วโมงจะพบใน
สภาวะท่ีบ่มในอาหารเลี้ยงเชื้อ TAP-S โดยปริมาณไฮโดรเจนท่ีได้จากการไม่นําเซลล์กลับเข้าสู่ข้ันการ
สังเคราะห์แสง (ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เป็น 0 ชั่วโมง) จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีสูงท่ีสุด ดังนั้น
ระยะเวลาการฟ้ืนฟูเซลล์เท่ากับ 0 ชั่วโมงจะถูกนําไปใช้ในการศึกษาผลของการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่
ในสภาวะท่ีมีอากาศ 
 
 4.6.2 ผลการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ Tetraspora sp. ในสภาวะท่ีมีอากาศ 
 จากข้อท่ี 4.6.1 พบว่าการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ของเซลล์ตรึงด้วยการไม่นําเซลล์ตรึง
กลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงจะช่วยให้เซลล์ผลิตไฮโดรเจนได้มากท่ีสุด ดังนั้นในการศึกษาการนํา
เซลล์ตรึงกลับมาผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ในสภาวะท่ีมีอากาศ ผู้วิจัยจะทําการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนซํ้า
ใหม่เฉพาะการไม่นําเซลล์ตรึงกลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสงเท่านั้น  
 ผลการทดลองในรูปท่ี 4.14 แสดงให้เห็นว่า เซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหารท่ีขาดธาตุซัลเฟอร์
เพียงอย่างเดียว (TAP-S) ภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศจะสามารถผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ได้ท้ังหมด 6 รอบ 
โดยในการผลิตรอบแรก หลังจากท่ีบ่มในอาหาร TAP-S เป็นเวลา 5 วัน เซลล์จะผลิตไฮโดรเจนได้ 
0.6023 ± 0.0274 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ และเม่ือเซลล์ตรึงเข้าสู่การ
ผลิตรอบท่ี 2 เซลล์จะสามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าการผลิตรอบแรกถึง 5.2 เท่า ณ เวลาการบ่ม 
13 วัน และเม่ือเซลล์เข้าสู่การผลิตรอบท่ี 3 เซลล์จะผลิตไฮโดรเจนได้มากท่ีสุดถึง 4.3105 ± 0.2365 
มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงมากกว่าการผลิตรอบแรกถึง 7.2 เท่า 
หลังจากนั้นเซลล์จะค่อยๆสูญเสียความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนไปเม่ือเซลล์เข้าสู่การผลิตรอบท่ี 
4 เป็นต้นไป และจะยุติการผลิตไฮโดรเจนไปเม่ือเซลล์เข้าสู่การผลิตรอบท่ี 7 (43 วัน) ในขณะท่ีเซลล์
ตรึงและเซลล์อิสระท่ีอยู่ในอาหาร TAP-P-S และเซลล์อิสระท่ีอยู่ในอาหาร TAP-S จะเริ่มสูญเสีย
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนในการผลิตรอบท่ี 2 และจะสูญเสียความสามารถในการผลิต
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ไฮโดรเจนไปเม่ือเซลล์เข้าสู่การผลิตรอบท่ี 3 โดยจะผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณท่ีน้อยไม่แตกต่างจาก
เซลล์อิสระ  
 ดังนั้นจึงกล่าวโดยสรุปได้ว่า การผลิตไฮโดรเจนด้วยการบ่มเซลล์ตรึงในอาหาร TAP-S 
ภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศเป็นเวลา 43 วัน (ผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ได้ 6 รอบ) จะให้ปริมาณไฮโดรสะสม
ท่ีมากท่ีสุดถึง 11.3231 ± 0.9283 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึง
มากกว่าการบ่มในอาหาร TAP-P-S ถึง 22 เท่า และมากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 38 เท่า โดยผลการ
ทดลองรูป 4.14 นี้เป็นสิ่งท่ีช่วยยืนยันได้ว่า เจลอัลจิเนตมีความสามารถท่ีจะกีดกันโมเลกุลของ
ออกซิเจนท่ีแพร่ผ่านเข้ามายังเซลล์สาหร่ายสีเขียวได้ เป็นผลให้การผลิตไฮโดรเจนในระบบเซลล์ตรึงมี
ปริมาณท่ีมากกว่าระบบเซลล์อิสระ นอกจากนั้นแล้ว สันนิษฐานว่าการท่ีเซลล์ถูกบ่มในสภาวะท่ีขาด
ธาตุซัลเฟอร์เป็นระยะเวลานานจะส่งผลต่อเมทาบอลิซึมภายในเซลล์ ในแง่ท่ีจะเอ้ือหนุนให้มีการสะสม
แป้งภายในเซลล์มากข้ึน อย่างเช่นท่ีพบในสาหร่ายเขียว C. reinhardtii ซ่ึงพบว่าเซลล์จะมีการสะสม
แป้งเพ่ิมข้ึน 10 เท่าเม่ือถูกบ่มในสภาวะท่ีไร้ซัลเฟอร์ (Melis et al., 2007; Batyrova et al., 2012) 
โดยแป้งท่ีเซลล์สะสมนี้จะสามารถเข้าสู่วิถีไกลโคไลซิสและปลดปล่อยอิเล็กตรอนให้แก่เอนไซม์ไฮโดร
จีเนสเพ่ือใช้ในการผลิตไฮโดรเจน เป็นผลให้เซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหาร TAP-S สามารถท่ีจะผลิต
ไฮโดรเจนได้ดีและผลิตไฮโดรเจนซํ้าได้หลายครั้ง 
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 4.7 การเปรียบเทียบปริมาณไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง Tetraspora sp. CU2551 
กับจุลสาหร่ายสายพันธุ์อื่น  

 เซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 ท่ีถูกตรึงด้วยเจลแคลเซียมอัลจิเนต และทํา
การบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศ จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมจากการผลิต 2 รอบ ภายในเวลา 108 
ชั่วโมงจะมีค่าเท่ากับ 7.6823 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงผู้วิจัยได้ทํา
การคํานวณ ปริมาณไฮโดรเจนสะสมและอัตราการผลิตไฮโดรเจนในหน่วยต่างๆ พร้อมท้ังทําการ
เปรียบเทียบปริมาณ/อัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงเทียบกับจุลสาหร่ายสายพันธุ์อ่ืน ดังแสดง
ในตารางท่ี 4.1 โดยพบว่า ภายใต้สภาวะการบ่มแบบไล่อากาศ เซลล์ตรึง Tetraspora sp. สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 51 เปอร์เซ็นต์ (Maneeruttanarungroj et al., 2010) 
และมากกว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีถูกตรึงในซิลิกาถึง 37 เปอร์เซ็นต์ (Hanh et 
al.,2007) ยิ่งไปกว่านั่น เซลล์ตรึง Tetraspora sp. ยังสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณท่ีมากกว่า 
Chlorella sp. NIER-10003 ท่ีถูกตรึงในอะการ์เล็กน้อย (Song et al., 2011) โดยปราศจากการพ่น
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ รวมท้ังยังใช้ระยะเวลาการบ่มท่ีรวดเร็วกว่าเกือบครึ่ง  
 เม่ือเปรียบเทียบปริมาณ/อัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง Tetraspora sp. กับไซยาโน
เบคทีเรีย พบว่าเซลล์ตรึง Tetraspora sp. จะสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราการผลิตท่ีสูงกว่า 
ไซยาโนแบคทีเรีย Lyngbya perelegans ท่ีถูกตรึงในอะการ์และอัลจิเนตถึง 98 เปอร์เซ็นต์ (Anjana 
et al., 2014) และให้ปริมาณไฮโดรเจนท่ีมากกว่า Synechocystis sp. PCC 6803 ท่ีถูกตรึงใน
แคลเซียมอัลจิเนตเกือบ 25 เปอร์เซ็นต์ โดยใช้ระยะเวลาการบ่มท่ีสั้นกว่าและปราศจากการพ่น
คาร์บอนไดออกไซด์ (Eleftherios et al., 2016) 
 เนื่องจากเซลล์สาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp มีถุงหุ้มใสท่ีหุ้มภายนอกเซลล์ค่อนข้างหนา 
(Maneeruttanarungroj et al., 2010) จึงทําให้ไม่สามารถท่ีจะสกัดคลอโรฟีลล์ด้วยเอทานอลหรือเม
ทานอลได้ ดังท่ีได้มีการอภิปรายไว้ในงานวิจัยเก่ียวกับ Tetraspora sp. ท่ีได้มีการศึกษาไว้แล้วก่อน
หน้านี้ (Maneeruttanarungroj et al., 2016) ด้วยเหตุนี้ในงานวิจัยนี้จึงคิดเทียบปริมาณคลอโรฟีลล์
ท่ีพบในสาหร่ายสีเขียวท่ัวไป โดยพบว่าจะพบอยู่ในช่วงประมาณ 9.60–34.40 ไมโครกรัมคลอโรฟีลล์ 
เอต่อมิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้ง หรือนั่นคือเซลล์ตรึงจะผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราการผลิต 34.37–
123.17 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อชั่วโมงต่อมิลลิกรัมคลอโรฟีลล์ เอ ซ่ึงถือได้ว่าเป็นอัตราการผลิตท่ีสูง
มากถึง 2.8–9.9 เท่า เม่ือเทียบกับสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีถูกตรึงในฟิล์ม
แคลเซียมอัลจิเนต (Kosourov et al., 2009) และ C. reinhardtii L159I – N230Y ท่ีถูกตรึงใน
ไทเทเนียมไดออกไซด์ (Stojkovic et al., 2015) นอกจากนี้แล้วอัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง 
Tetraspora sp. CU2551 นี้ยังมากกว่าไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena sp. PCC 7120 ท่ีถูกตรึงใน
แคลเซียมอัลจิเนตถึง 2.6–9.5 เท่า (Leino et al., 2012) 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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 สําหรับเซลล์ตรึงท่ีบ่มในสภาวะท่ีมีอากาศ พบว่าในรอบการผลิตท้ังหมด 6 รอบ ภายในเวลา 
1,034 ชั่วโมง (43 วัน) เซลล์ตรึง Tetraspora sp. จะให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมในหน่วยต่างๆคือ 
11.32 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ หรือ 513.30 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ
ลิตร และให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนอยู่ท่ี 160.22 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อชั่วโมงต่อมิลลิกรัมน้ําหนัก
เซลล์แห้ง หรือ 4.89–17.53 ไมโครโมลไฮโดรเจนต่อชั่วโมงต่อมิลลิกรัมคลอโรฟีลล์ เอ ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4.1 ซ่ึงจากตารางจะเห็นว่า เซลล์ตรึง Tetraspora sp สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราการ
ผลิตท่ีมากกว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีถูกตรึงท้ังในฟิล์มแคลเซียมอัลจิเนตท่ีบ่มใน
สภาวะท่ีมีอากาศเหมือนกันถึง 1–2.3 เท่า (Kosourov et al., 2009) และแม้ว่าเซลล์ตรึง 
Tetraspora sp. จะถูกบ่มในสภาวะท่ีมีอากาศ แต่เซลล์ตรึงก็จะยังคงสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ใน
อัตราการผลิตท่ีมากกว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii L159I–N230Y ท่ีถูกตรึงในไทเทเนียมได
ออกไซด์ (Stojkovic et al., 2015) ท่ีบ่มภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนถึง 1.4 เท่า นอกจากนี้แล้ว เซลล์
ตรึง Tetraspora sp. ท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศนี้ ยังสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในอัตราการผลิตท่ี
มากกว่าไซยาโนแบคทีเรียท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีไร้ออกซิเจนอีกด้วย โดยพบว่า เซลล์ตรึง Tetraspora 
sp. จะให้อัตราการผลิตท่ีมากกว่า Anabaena sp. PCC 7120 ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตเกือบ 
1–1.3 เท่า (Leino et al., 2012) และมากกว่า L. perelegans ท่ีถูกตรึงในอะการ์และอัลจิเนตถึง 8 
เท่า (Anjana et al., 2014)  
 ในแง่ของปริมาณไฮโดรเจนสะสม พบว่า แม้ว่าเซลล์ตรึง Tetraspora sp. จะบ่มภายใต้สภาวะ
ท่ีมีอากาศ ก็จะยังคงให้ปริมาณไฮโดรเจนท่ีมากกว่าสาหร่ายสีเขียว C. reinhardtii CC-124 ท่ีถูกตรึง
ในซิลิกา ภายใต้สภาวะไร้ออกซิเจนถึง 2.5 เท่า (Hanh et al.,2007) และมากกว่าสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. NIER-10003 ท่ีถูกตรึงด้วยอะการ์ ภายใต้การบ่มในสภาวะไร้ออกซิเจน ถึง 1.7 เท่า 
(Song et al., 2011) โดยปราศจากการพ่นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ แต่จะใช้ระยะเวลาใน
การบ่มท่ีนานกว่า 784 ชั่วโมง (33 วัน) นอกจากนั้นแล้ว เซลล์ตรึง Tetraspora sp. ท่ีบ่มภายใต้
สภาวะมีอากาศนี้ยังให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมท่ีมากกว่าไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. PCC 
6803 ท่ีถูกตรึงในแคลเซียมอัลจิเนตและบ่มภายใต้สภาวะท่ีไร้ออกซิเจนเกือบ 2 เท่า (Eleftherios et 
al., 2016) โดยปราศจากการพ่นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ แต่อย่างไรก็ตาม เซลล์ตรึง 
Tetraspora sp. จะใช้ระยะเวลาในการบ่มยาวนานกว่าถึง 890 ชั่วโมง (37 วัน)  
 จากท่ีกล่าวมาท้ังหมดจึงสามารถท่ีจะสรุปภาพรวมได้ว่า เซลล์ตรึง Tetraspora sp. ท่ีบ่ม
ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศจะผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 6 เท่า มากกว่าสาหร่ายสี
เขียวสายพันธุ์อ่ืนๆถึง 2-10 เท่า และมากกว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆถึง 10–50 เท่า ท่ี
น่าสนใจไปยิ่งกว่านั้น คือ เซลล์ตรึง Tetraspora sp. ท่ีบ่มภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศ ปราศจากการพ่น
แก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือเพ่ิมการสะสมแป้งของเซลล์และแก๊สอาร์กอนหรือไนโตรเจนเพ่ือไล่
ออกซิเจนออกจากระบบ เซลล์ตรึงสามารถท่ีผลิตไฮโดรเจนในอัตรา/ปริมาณท่ีมากกว่าระบบเซลล์

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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อิสระถึง 38 เท่า และมากกว่าสาหร่ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆท่ีบ่มในสภาวะท่ีไร้
ออกซิเจน 1.4–2 เท่า แต่จะใช้ระยะเวลาในการบ่มเพ่ือผลิตไฮโดรเจนนานกว่าประมาณ 4-7 เท่า 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 

5.1 สรุปผลการวิจัย 
 เม่ือทําการศึกษาผลของค่าความขุ่นเซลล์ (OD730) ท่ีมีต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ 
Tetraspora sp. CU2551 ในระบบเซลล์อิสระ พบว่า ค่าความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ของ
เซลล์ในข้ันการสังเคราะหฺฃ์แสง (stage I) สําหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ไม่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว ในขณะท่ีความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ในข้ันการสังเคราะห์แสง 
(stage I) จะเป็นปัจจัยสําคัญท่ีมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ เนื่องจากมีความเก่ียวข้องโดยตรง
กับการบดบังแสงหรือการได้รับแสงท่ีเพียงพอต่อการทํางานของระบบการสังเคราะห์ท่ี 2 ซ่ึงพบว่าท่ี
ค่าความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) เป็น 0.265 จะคํานวณได้เป็นความหนาแน่นของเซลล์ท่ี 3.75 
มิลลิกรัมน้ําหนักเซลล์แห้งต่อ 25 มิลลิลิตรอาหารเลี้ยงเชื้อ ซ่ึงค่านี้จะเป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีสนับสนุนให้
เซลล์สามารถท่ีจะผลิตไฮโดรเจนได้ดีท่ีสุด 
 เม่ือได้ความหนาแน่นของเซลล์ท่ีเหมาะสม ในส่วนต่อไปก็จะทําการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสม
สําหรับการตรึงเซลล์ โดยพบว่า ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ี 2.80-3.35 มิลลิเมตร 
ความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ี 0.125 มิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตรอัลจิเนต และ ความ
เข้มข้นของวัสดุตรึงอัลจิเนตท่ี 4 เปอร์เซ็นต์โดยมวลต่อปริมาตร จะเป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีทําให้เซลล์
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ในปริมาณท่ีมากท่ีสุด  
 สภาวะดังกล่าวข้างต้นนี้จะถูกไปตรึงเซลล์เพ่ือทําการศึกษาผลของการขาดธาตุอาหารหลัก 
(ไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์) ของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง โดยมี
การแปรผันการขาดธาตุอาหารหลักแบบ Full factorial อันได้แก่ TAP ปกติ, TAP-N, TAP-P, TAP-
S, TAP-N-P, TAP-N-S, TAP-P-S และ TAP-N-P-S ซ่ึงทําการศึกษาท้ังในสภาวะท่ีไล่อากาศและมี
อากาศ ผลการทดลองพบว่าอาหาร TAP-S และอาหาร TAP-P-S จะช่วยสนับสนุนให้เซลล์ตรึง
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้มากท่ีสุด ซ่ึงได้มากกว่าอาหาร TAP ปกติถึง 1.2 เท่า เหตุท่ีเป็นเช่นนี้เกิด
จากการท่ีระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 ทํางานได้ลดลง ทําให้มีปริมาณออกซิเจนไปรบกวนระบบ
น้อยลง อีกท้ังเอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีกิจกรรมการทํางานท่ีสูงข้ึน เป็นผลทําให้ปริมาณไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน 
 หลังจากท่ีเซลล์อ่ิมตัวในการผลิตไฮโดรเจนในการผลิตรอบท่ี 1 เซลล์ตรึงจะถูกถ่ายโอนเซลล์
กลับเข้าสู่ข้ันการสังเคราะห์แสง โดยจะมีการแปรผันเวลาของข้ันการสังเคราะห์แสงเป็น 24, 1 และ 0 
ชั่วโมง เพ่ือศึกษาเวลาของข้ันการสังเคราะห์แสงท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่มากท่ีสุด 
ซ่ึงผลการทดลองพบว่า ท่ีระยะเวลาของข้ันการสังเคราะห์เป็น 0 ชั่วโมง ในอาหาร TAP-S ภายใต้
สภาวะท่ีไล่อากาศ เซลล์ตรึงจะมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ได้ดีท่ีสุด โดยจะผลิตได้
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ท้ังหมด 3 รอบ (192 ชั่วโมง) และให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสมใน 2 รอบ (108 ชั่วโมง) คือ 7.6823 
มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ ส่วนการผลิตไฮโดรเจนซํ้าใหม่ภายใต้สภาวะท่ี
มีอากาศ ผลการทดลองค่อนข้างน่าสนใจ โดยพบว่า เซลล์ตรึงท่ีบ่มในอาหาร TAP-S จะผลิตไฮโดรเจน
ได้ดีท่ีสุด โดยผลิตได้ท้ังหมด 6 รอบ (1,034 ชั่วโมง หรือ 43 วัน) และให้ปริมาณไฮโดรเจนสะสม
ท้ังหมด คือ 11.3231 มิลลิลิตรไฮโดรเจนต่อ 25 มิลลิลิตรของอาหารเลี้ยงเชื้อ  
 เม่ือเทียบปริมาณไฮโดรเจนท่ีได้จากเซลล์ตรึง Tetraspora sp. กับสาหร่ายสีเขียวและไซยา
โนแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆ พบว่า การบ่มเซลล์ตรึง Tetraspora sp. ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศจะ
ผลิตไฮโดรเจนได้มากกว่าระบบเซลล์อิสระถึง 6 เท่า มากกว่าสาหร่ายสีเขียวสายพันธุ์อ่ืนๆถึง 2-10 
เท่า และมากกว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์ต่างๆถึง 10–50 เท่า ส่วนการบ่มในสภาวะท่ีมีอากาศ 
เซลล์ตรึง Tetraspora sp. จะสามารถท่ีผลิตไฮโดรเจนท่ีในอัตรา/ปริมาณท่ีมากกว่าระบบเซลล์อิสระ
ถึง 38 เท่า และมากกว่าสาหร่ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนๆท่ีบ่มในสภาวะท่ีไล่อากาศ
เกือบ 1.4–2 เท่า แต่จะใช้ระยะเวลาในการบ่มเพ่ือผลิตไฮโดรเจนยาวนานกว่าประมาณ 4-7 เท่า 
 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 ผลการทดลองของการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ตรึง Tetraspora sp. ในอัลจิเนต ให้ผลเป็น
ท่ีน่าพึงพอใจ ซ่ึงจะเห็นว่าปริมาณไฮโดรเจนท่ีได้รับมานั้นค่อนข้างสูง เม่ือเทียบกับสาหร่ายสีเขียวและ
ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ์อ่ืนแม้ว่าจะไม่ได้พ่นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ ดังนั้น ในงานวิจัย
เพ่ิมเติมต่อจากนี้ควรท่ีจะทําการศึกษาการนําเซลล์ตรึง Tetraspora sp. มาทําการผลิตไฮโดรเจนซํ้า
โดยมีการพ่นแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ เพ่ือจะเป็นส่วนช่วยเพ่ิมการสะสมแป้งของเซลล์ให้
มากข้ึน รวมท้ังยังควรท่ีจะแปรผันระยะเวลาของการฟ้ืนฟูเซลล์ เพ่ือหาระยะเวลาฟ้ืนฟูเซลล์ท่ี
เหมาะสมท่ีเซลล์จะได้รับอาหารและคาร์บอนไดออกไซด์ท่ีสมบูรณ์ ซ่ึงเป็นไปได้ว่า เซลล์ตรึงจะ
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงยิ่งข้ึนกว่าเดิม และยังเป็นไปได้ว่าเซลล์ตรึงจะสามารถท่ีจะผลิตซํ้าด้วย
จํานวนรอบการผลิตท่ีมากข้ึน นอกจากนั้นแล้ว ก็ควรท่ีจะทําการติดตามปริมาณของออกซิเจนท่ี
เปลี่ยนแปลงไปในระหว่างการบ่ม และปริมาณของแป้งท่ีเซลล์สะสมและใช้ไป จนกว่าการผลิต
ไฮโดรเจนของเซลล์ตรึงจะหยุดนิ่ง 
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ภาคผนวก ก 
สูตรอาหารเลี้ยงเช้ือ 

อาหารเลี้ยงเช้ือสูตร Tris acetate phosphate medium (TAP)  
อาหารเหลว TAP 1 ลิตรจะประกอบด้วย 
 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 0.40 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.10 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.10 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 5.60 มิลลิกรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 22.00 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 
ปรับ pH เป็น 7.2 

1.00 ลิตร 

 
อาหารวุ้น TAP 
อาหารเหลว TAP  100 มิลลิลิตร 
อะการ์ อะการ์ (Agar Agar) 1.5 กรัม 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดไนโตรเจน (TAP-N)  
อาหารเหลว TAP-N ปริมาตร 1 ลิตรจะประกอบด้วย 
 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.437 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.10 กรัม 
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โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.10 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 5.60 มิลลิกรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 22.00 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) 2.08 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดฟอสฟอรัส (TAP-P)  
อาหารเหลว TAP-P ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 0.40 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.10 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.084 กรัม 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 0.02 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 5.60 มิลลิกรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 22.00 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 
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อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดซัลเฟอร์ (TAP-S)  
อาหารเหลว TAP-S ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 0.40 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) 0.082 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.10 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอริกคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (FeCl2.4H2O) 4.00 มิลลิกรัม 
ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) 10.40 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) คลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดไนโตรเจนและฟอสฟอรัส (TAP-N-P)  
อาหารเหลว TAP-N-P ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.437 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.10 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.084 กรัม 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 0.02 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) 5.60 มิลลิกรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 22.00 มิลลิกรัม 
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กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) 2.08 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดไนโตรเจนและซัลเฟอร์ (TAP-N-S)  
อาหารเหลว TAP-N-S ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.437 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) 0.082 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.05 กรัม 
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 0.10 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอริกคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (FeCl2.4H2O) 4.00 มิลลิกรัม 
ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) 10.40 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) คลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) 2.08 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 

 
อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดฟอสฟอรัสและซัลเฟอร์ (TAP-P-S)  
อาหารเหลว TAP-P-S ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) 0.40 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) 0.082 กรัม 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.084 กรัม 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 0.02 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอริกคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (FeCl2.4H2O) 4.00 มิลลิกรัม 
ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) 10.40 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) คลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
แอมโมเนียมโมลิบเดต (NH4)6Mo7O24.4H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 
 

อาหารเลี้ยงเช้ือ TAP ที่ขาดไนโตรเจน ฟอสฟอรัส และซัลเฟอร์ (TAP-N-P-S)  
อาหารเหลว TAP-N-P-S ปริมาตร 1 ลิตร จะประกอบด้วย 
 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.437 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) 0.05 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) 0.082 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl) 0.084 กรัม 
โพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (KOH) 0.02 กรัม 
เกลือไดโซเดียม อีดีทีเอ (Na2-EDTA) 0.05 กรัม 
ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (Tris-base) 2.42 กรัม 
กรดอะซิติก (Glacial acetic acid) 1.00 มิลลิลิตร 
เฟอริกคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (FeCl2.4H2O) 4.00 มิลลิกรัม 
ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) 10.40 มิลลิกรัม 
กรดบอริก (H3BO3) 11.40 มิลลิกรัม 
แมงกานีสคลอไรด์เตรตะไฮเดรต (MnCl2.4H2O) 5.52 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (II) คลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) 1.10 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) 2.08 มิลลิกรัม 
โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) 0.16 มิลลิกรัม 
ปรับปริมาตรด้วยน้ํากลั่น 1.00 ลิตร 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน
 

รูปท่ี ข-1 ตัวอย่างโครมาโทแกรมของไฮโดรเจนท่ีวิเคราะห์ได้จากเครื่อง 

รูปท่ี ข-2 ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนท่ีใต้กราฟและปริมาณของไฮโดรเจน
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ภาคผนวก ข 
โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน

ตัวอย่างโครมาโทแกรมของไฮโดรเจนท่ีวิเคราะห์ได้จากเครื่อง 
 
 

 

ความสัมพันธ์ระหว่างพ้ืนท่ีใต้กราฟและปริมาณของไฮโดรเจน หน่วยไมโครโมล

y = 2.322x
R² = 0.995

0.2 0.4 0.6 0.8
µmol H2

H2 

O2 
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โครมาโทแกรมของการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน 

 
ตัวอย่างโครมาโทแกรมของไฮโดรเจนท่ีวิเคราะห์ได้จากเครื่อง GC-TCD 

 

ไมโครโมล (µmol H2) 

1

N2 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ภาคผนวก ค 
การคํานวณปริมาณไฮโดรเจน 

 
การคํานวณปริมาณไฮโดรเจนในงานวิจัยนี้จะใช้ 4 เปอร์เซ็นต์ของแก๊สไฮโดรเจนในอาร์กอน

เป็นสารมาตรฐาน โดยจากรูปท่ี ข-2 จะแสดงให้เห็นว่าพ้ืนท่ีใต้กราฟและปริมาณของไฮโดรเจน มี
ความสัมพันธ์กันเป็นเส้นตรง ดังนั้นในการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนในแต่ละครั้งจึงสามารถท่ีจะ
คํานวณได้ โดยการเทียบกับพ้ืนท่ีใต้กราฟของสารมาตรฐานแบบ single point calibration ซ่ึง
สามารถคํานวณได้ดังนี้  

 

       1. คํานวณปริมาณไฮโดรเจนจากพ้ืนท่ีใต้กราฟของโครมาโทแกรม โดยใช้พ้ืนท่ีใต้กราฟของ
ไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ในอาร์กอนเป็นสารมาตรฐาน โดยคํานวณ %H ท่ีอยู่ใน head space ของ

ขวด vial จากสมการข้างล่างนี้							 
 

%H =
peak	area	of	sample

peak	area	of	4%	standard	hydrogen	gas
	X	4% 

2. หลังจากท่ีได้ %H แล้วก็จะทําการเทียบหาปริมาณของไฮโดรเจนในหน่วยลิตร โดยคิดเทียบ
จากพ้ืนท่ี head space ท้ังหมดท่ีใช้จริงในการทดลอง 

3. คํานวณจํานวนโมลของไฮโดรเจนโดยเทียบจากปริมาตรของแก๊ส ณ ความดันบรรยากาศ
และอุณหภูมิห้องขณะท่ีทําการทดลอง (ท่ีสภาวะ STP แก๊ส 1 โมล จะมีปริมาตร 22.4 ลิตร ถ้า
อุณหภูมิห้องขณะทําการทดลองคือ 32 องศาเซลเซียส แก๊ส 1 โมลจะมีปริมาตร 25.0956 ลิตร ซ่ึง
คํานวณโดยใช้สูตร PV = nRT เม่ือ P = 0.9973 atm, n = 1 mol, T = 305 K และ R = 82.0575 
cm3.atm.K-1.mol-1)  

4. คํานวณปริมาณไฮโดรเจนในหน่วยไมโครโมลไฮโดรเจนต่อน้ําหนักเซลล์แห้ง หรือ µmol 
H2/mg dry wt. (ดูการคํานวณน้ําหนักแห้งในภาคผนวก ง) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 



93 
 

 
 

ภาคผนวก ง 
การคํานวณนํ้าหนักเซลล์แห้งจากค่าความขุ่นของสาหร่าย 

 
น้ําหนักเซลล์แห้งของสาหร่ายสีเขียว Tetraspora sp. CU2551 สามารถคํานวณได้จากสมการ

เส้นตรง y = 1.791521x เม่ือ y คือค่าการดูดกลืนแสงหรือค่าความขุ่นของสาหร่ายสีเขียวท่ีความยาว
คลื่น 730 นาโนเมตร และ x คือน้ําหนักเซลล์แห้งในหน่วยมิลลิกรัมน้ําหนักแห้งต่อมิลลิลิตรอาหาร
เลี้ยงเชื้อสูตร TAP 

 

 
 

รูปท่ี ง-1 ความสัมพันธ์ระหว่างค่าความขุ่นของสาหร่ายสีเขียว (OD730) และน้ําหนักเซลล์แห้ง 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 1.791521x

R² = 0.992459
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ภาคผนวก จ 
ผลการทดสอบสมมติฐานด้วยโปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 

 
ชุดข้อมูลท่ีอยู่ในกลุ่มอักษรแตกต่างกัน คือชุดข้อมูลท่ีมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญท่ี

ระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value < 0.05) และข้อมูลท่ีมีกลุ่มอักษรเหมือนกัน คือชุดข้อมูล
ท่ีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญท่ีระดับความเชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p-value > 0.05) 

 
ตารางท่ี จ-1 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์ (OD730) ต่อการผลิตไฮโดรเจนของ Tetraspora sp. CU2551 ใน
ระบบเซลล์อิสระ (รูปท่ี 4.1) 
 

H2 production from vary initial OD730 

Duncana   

initialOD730 N 
Subset for alpha = 0.05 

a b c d e f g 

.100 3 .013400       

.090 3 .019367 .019367      

.080 3 .019733 .019733      

.070 3 .021300 .021300      

.060 3 .027333 .027333      

.050 3  .035400      

.040 3   .056767     

.030 3    .147133    

.020 3     .199767   

.005 3      .465600  

.010 3       .506400 

Sig.  .091 .054 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี จ-2 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์เริ่มต้น (initial OD730) ท่ีมีต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์ เม่ือ
ปรับให้ทุกสภาวะมีความขุ่นของเซลล์สุดท้ายก่อนบ่มไฮโดรเจนเท่ากับ 0.265 เท่ากัน (รูปท่ี 4.2 ) 
 

H2 production from vary initial OD730 (adjust to the 

same final OD730) 

Duncana   

initialOD730 N 
Subset for alpha = 0.05 

a 

.070 3 .465467 

.060 3 .466700 

.080 3 .490233 

.040 3 .491433 

.050 3 .494167 

.090 3 .497467 

.020 3 .501100 

.030 3 .504767 

.005 3 .517667 

.100 3 .524567 

.010 3 .525267 

Sig.  .053 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี จ-3 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ในการศึกษาผลของความขุ่นเซลล์สุดท้าย (final OD730) ของเซลล์ใน stage I (รูปท่ี 4.3) 
 

H2 production from vary final OD730 ( start with the same initial OD730) 

Duncana   

FinalOD730 N 
Subset for alpha = 0.05 

a b c d f g 

1.0 3 .217217      

.9 3 .237325      

.8 3 .275972 .275972     

.7 3  .333711 .333711    

.6 3   .375993 .375993   

.5 3   .404378 .404378   

.4 3    .412140   

.1 3     .490208  

.3 3     .519108 .519108 

.2 3      .578614 

Sig.  .101 .091 .051 .305 .384 .082 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
 

ตารางท่ี จ-4 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่ม
ภายใต้สภาวะท่ีไล่อากาศ (รูปท่ี 4.4) 
 

H2 production from vary cell bead size (Ar) 

Duncana   

size of cell bead (mm) N 
Subset for alpha = 0.05 

a b c d e 

Free cell 3 .815667     

1.70-2.00 3  .907800    

2.00-2.36 3  .931700 .931700   

2.36-2.80 3   .950267   

>3.35 3    .995200  

2.80-3.35 3     1.049433 

Sig.  1.000 .070 .149 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี จ-5 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาขนาดของเส้นผ่านศูนย์กลางของเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่ม
ภายใต้สภาวะท่ีมีอากาศ (รูปท่ี 4.4) 
 

H2 production from vary cell bead size (O2) 

Duncana   

size of cell bead 

(mm) 
N 

Subset for alpha = 0.05 

A B C D 

Free cell 3 .002667    

1.70-2.00 3 .009200    

2.00-2.36 3  .022333   

2.80-3.35 3   .037000  

2.36-2.80 3   .038667  

>3.35 3    .053000 

Sig.  .064 1.000 .613 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางท่ี จ-6 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาความเข้มข้นเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่มภายใต้
สภาวะท่ีไล่อากาศ (รูปท่ี 4.5) 
 

H2 production from vary cell concentration (Ar) 

Duncana   

Cell concentration 

(mg cell./mLalginate) 
N 

Subset for alpha = 0.05 

a b c d e f 

10.000 3 .372900      

8.000 3 .460133      

6.000 3 .476800      

4.000 3  .636200     

2.000 3  .692000 .692000    

Free cell 3   .770500    

1.000 3    .991400   

.500 3    1.097300   

.250 3     1.271367  

.125 3      1.644667 

Sig.  .071 .294 .146 .054 1.000 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี จ-7 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาความเข้มข้นของเซลล์ในเม็ดอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่มภายใต้
สภาวะท่ีมีอากาศ (รูปท่ี 4.5) 
 

H2 production from vary cell concentration (O2) 

Duncana   

Cellcon centration 

(mg cell./mLalginate) 
N 

Subset for alpha = 0.05 

A B C D E F 

Free cell 3 .002067      

10.000 3 .013067 .013067     

6.000 3 .022500 .022500 .022500    

8.000 3 .023167 .023167 .023167    

4.000 3  .034767 .034767 .034767   

1.000 3  .040200 .040200 .040200 .040200  

.500 3   .051600 .051600 .051600  

.250 3    .056800 .056800  

2.000 3     .066500  

.125 3      .120533 

Sig.  .149 .072 .055 .132 .075 1.000 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 
ตารางท่ี จ-8 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาความเข้มข้นอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงเซลล์เพ่ือผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่มภายใต้
สภาวะท่ีไล่อากาศ (รูปท่ี 4.6) 
 

 H2 production from vary alginate concentration (Ar) 

Duncana   

alginate concentration 

(%w/v) 
N 

Subset for alpha = 0.05 

a b c d 

Free cell 3 .978867    

1 3  1.191333   

2 3  1.215000   

3 3   1.343100  

4 3    1.776600 

5 3    1.787533 

Sig.  1.000 .583 1.000 .799 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี จ-9 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way anova 
ของการหาความเข้มข้นอัลจิเนตท่ีเหมาะสมสําหรับการตรึงเซลล์เพ่ือผลิตไฮโดรเจน เม่ือบ่มภายใต้
สภาวะท่ีมีอากาศ (รูปท่ี 4.6) 
 

H2 production from vary alginate concentration (O2) 

Duncana   

alginate concentration 

(%w/v) 
N 

Subset for alpha = 0.05 

A B C D 

Free cell 3 .000067    

1 3  .015733   

2 3  .026100   

3 3   .053233  

5 3    .083100 

4 3    .092267 

Sig.  1.000 .116 1.000 .160 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 

 

ตารางท่ี จ-10 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way 
anova ในการศึกษาผลของการขาดธาตุอาหารหลักต่อกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสใน
ระบบเซลล์อิสระ (รูปท่ี 4.8) 
 

H2ase activity 

Duncana 

medium N 
Subset for alpha = 0.05 

a b c d 

TAP-N-P 3 .002597    

TAP 3 .002632    

TAP-P 3 .002705    

TAP-N 3  .003604   

TAP-N-P-S 3   .004309  

TAP-N-S 3    .005126 

TAP-S 3    .005292 

TAP-P-S 3    .005660 

Sig.  .716 1.000 1.000 .084 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ตารางท่ี จ-11 ผลท่ีได้จากการทดสอบสมมติฐาน โดยใช้โปรแกรมวิเคราะห์ทางสถิติ one way 
anova ในการศึกษาผลของการขาดธาตุอาหารหลักต่อปริมาณออกซิเจนสุทธิท่ีเซลล์ปล่อยออกมาจาก
ระบบการสังเคราะห์แสงท่ี 2 (รูปท่ี 4.9) 
 

O2 evolution 

Duncana   

medium N 
Subset for alpha = 0.05 

a b 

TAP-N 3 .000000  

TAP-S 3 .000000  

TAP-N-P 3 .000000  

TAP-N-S 3 .000000  

TAP-P-S 3 .000000  

TAP-N-P-S 3 .000000  

TAP 3  5662.908263 

TAP-P 3  6000.603801 

Sig.  1.000 .277 

Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 

a. Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.000. 
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ภาคผนวก ฉ 
เวลาท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยา 

สําหรับการติดตามกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
 

 จากรูปท่ี ฉ-1 แสดงเวลาในการทําปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมในการติดตามกิจกรรมของเอนไซม์
ไฮโดรจีเนส ซ่ึงจะเห็นว่าท่ีเวลาการทําปฏิกิริยาท่ี 5 นาทีจะให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีสูงท่ีสุด 
ดังนั้นเวลาในการทําปฏิกิริยาท่ี 5 นาทีจะเป็นเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ในติดตามกิจกรรมการทํางาน
ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในงานวิจัยนี้ 
 

 
รูปท่ี ฉ-1 เวลาท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาเพ่ือติดตามกิจกรรมการทํางานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 

 
หมายเหตุ: ปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสท่ีแสดงนี้ เป็นค่าท่ีเกิดจากการทําปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิห้อง  
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