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บทคัดย่อ 

 ระบบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายขนาดเล็กในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ เป็นหนทางหนึ่งส าหรับการ
ส่งเสริมการผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว  งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ใน
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร  จากการศึกษาพบว่า  
การขาดแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจนสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของ
สาหร่ายชนิดนี้ได้  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงสุดเมื่อ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร Tris acetate phosphate (TAP) ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติก 17.4 
มิลลิโมลาร์ และแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 7.5 มิลลิโมลาร์  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-
W2 ผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 ชั่วโมง  ก่อนน าเซลล์ไปชักน าใน
อาหาร TAP ทีป่ราศจากแหล่งไนโตรเจนที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ และมีพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.2 ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ และปราศจาก
อากาศ  ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมนี้ สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 มีการผลิตไฮโดรเจนสะสม
สูงสุดเท่ากับ 78.662 ± 3.722 มิลลิลิตร เมื่อบ่มเซลล์เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยสูงกว่าประมาณ 19 
เท่าของเซลล์ที่บ่มในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะปกติ  

ค าส าคัญ :  ชีวมวล, การผลิตไฮโดรเจน, สาหร่ายสีเขียว, Chlorella sp. LSD-W2, ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ 
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ABSTRACT 

 Microalgal culture system in bioreactor is one of many ways to promote 
biomass and hydrogen production by green algae. The objective of this research was 
to investigate the optimum conditions for biomass and H2 production of unicellular 
green algal Chlorella sp. LSD-W2 in the 3.7-L Air-lift bioreactor. The result showed 
that the deprivation of carbon and nitrogen could inhibit cell growth and biomass 
production by this organism. The highest specific growth rate by Chlorella sp. LSD-W2 
were found when cells were cultivated in Tris acetate phosphate (TAP) medium 
containing 17.4 mM acetic acid and 7.5 mM ammonium chloride. H2 production by 
Chlorella sp. LSD-W2 was highest when cells were cultivated in TAP medium for 36 h 
followed by induction cells in nitrogen-deprived TAP medium containing 87 mM 
acetic acid with an initial pH of 7.2 under a continuous light intensity at 3,000 lux and 
anaerobi condition. Under this optimal conditions Chlorella sp. LSD-W2 showed the 
maximum H2 accumulation with 78.662 ± 3.722 mL at 120 h of incubation time. This 
H2 accumulation was approximately 19 times higher than that of cells incubated in 
normal TAP medium. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

1.1  ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ในปัจจุบัน ประเทศต่างๆ ทั่วโลกมีความต้องการใช้พลังงานเพิ่มสูงขึ้น  พลังงานหลักที่ใช้ใน
ปัจจุบันส่วนใหญ่ได้มาจากเชื้อเพลิงฟอสซิล เช่น น้ ามันดิบ ถ่านหิน และ ก๊าซธรรมชาติ ฯลฯ ซ่ึง
เชื้อเพลิงฟอสซิลเหล่านี้มีอยู่ในปริมาณทีจ่ ากัดและก าลังจะหมดไปในระยะเวลาอันใกล้นี้  นอกจากนี้ 
การเผาไหมเ้ชื้อเพลิงฟอสซิลยังท าให้เกิดการปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจกออกสู่ชั้นบรรยากาศ โดย 
เฉพาะอย่างยิ่ง ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ซึ่งเป็นก๊าซเรือนกระจกที่ท าให้เกิดพลังงานความร้อน
สะสมในบรรยากาศของโลกมากท่ีสุด  ดังนั้น นักวิจัยจึงจ าเป็นต้องศึกษาและวิจัยเพื่อค้นหาแหล่ง
พลังงานเชื้อเพลิงที่มีศักยภาพในการเผาไหม้สูง เป็นเชื้อเพลิงทีส่ะอาดและสามารถน ามาใช้ทดแทน
เชื้อเพลิงฟอสซิลได้  พลังงานทางเลือกที่มีความน่าสนใจในการศึกษาและวิจัย ได้แก่  พลังงาน
แสงอาทิตย์ พลังงานชีวมวล และ ก๊าซชีวภาพ รวมถึง พลังงานไฮโดรเจน เป็นต้น   

 พลังงานไฮโดรเจน (Hydrogen energy) เป็นพลังงานทางเลือกท่ีมีคุณสมบัติในการเผาไหม้ 
โดยให้ค่าพลังงานความร้อนสูงเมื่อเปรียบเทียบกับพลังงานที่ได้จากเชื้อเพลิงไฮโดรคาร์บอนชนิดอื่นๆ  
การเผาไหม้เชื้อเพลิงไฮโดรเจนจะให้ค่าพลังงานความร้อนสูงถึง 141.65 เมกะจูลต่อกิโลกรัม (Perry, 
1963)  ก๊าซไฮโดรเจนยังจัดเป็นเชื้อเพลิงที่สะอาด โดยเมื่อเผาไหม้ก๊าซไฮโดรเจนด้วยออกซิเจนจะได้
ไอน้ าออกมาเป็นผลิตภัณฑ์เท่านั้น  ในปัจจุบัน ไฮโดรเจน ที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ไดม้า
จากกระบวนการความร้อนเคมีโดยใช้เชื้อเพลิงฟอสซิลเป็นวัตถุดิบ  อย่างไรก็ตาม ข้อเสีย ของ
กระบวนการนี้ คือ การใช้อุณหภูมิและความดันสูง อีกทั้งยังก่อให้เกิดปัญหามลภาวะทางอากาศ จาก
การใช้เชื้อเพลิงฟอสซิลเป็นแหล่งวัตถุดิบ  ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจน จากกระบวนการทางชีวภาพจึง
เป็นทางเลือกหนึ่งที่ได้รับความสนใจเพิ่มขึ้น เนื่องจาก การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ
เป็นการผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยปฏิกิริยาชีวเคมีในสิ่งมีชีวิตซ่ึงสามารถใช้ทรัพยากรทางธรรมชาติหรือ
ใช้วัสดุเหลือทิ้งเป็นแหล่งวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจน อีกท้ังกระบวนการทางชีวภาพสามารถด าเนิน
ไปไดภ้ายใต้สภาวะปกติ อาทิเช่น อุณหภูมิห้อง ความดันบรรยากาศ และ พีเอชทีเ่ป็นกลาง เป็นต้น 

 สิ่งมีชีวิตที่มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
สาหร่ายสีเขียว และไซยาโนแบคทีเรีย เป็นต้น  ในบรรดาสิ่งมีชีวิตเหล่านี้ สาหร่ายสีเขียว  (Green 
algae) เป็นสิ่งมีชีวิตที่น่าสนใจส าหรับการผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวสามารถน าเอา
พลังงานแสงอาทิตย์ที่มีอยู่อย่างไม่จ ากัดมาใช้เป็นแหล่งพลังงานผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสง ท าให้
ได้มวลชีวภาพและก๊าซไฮโดรเจนออกมาเป็นผลิตภัณฑ์  และจากลักษณะของสาหร่ายสีเขียวที่มีขนาด
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เล็ก มี อัตราการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและให้ผลผลิตมวลชีวภาพที่สูง มีความสามารถใช้อินทรีย์
คาร์บอนหรืออนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอนในการสร้างสารชีวโมเลกุลภายในเซลล์ รวมถึงมี
ลักษณะเฉพาะที่เจริญได้ดีในน้ าที่มีไนโตรเจนหรือฟอสฟอรัสสูง และมีค่าความเป็นกรดเป็นด่างปาน
กลาง  ด้วยเหตุนี้ จึงท าให้สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็ว เพาะเลี้ยงได้ง่ายใน
อาหารที่หลากหลาย  

 การผลิตไฮโดรเจนจากการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียวจะเกิดขึ้น เมื่อสาหร่ายสีเขียว
ได้รับพลังงานแสง โมเลกุลของคลอโรฟิลล์ที่เป็นศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยา (Reaction center) ใน
ระบบแสงสอง (Photosystem II, PSII) จะถูกกระตุ้นให้มีพลังงานสูงขึ้น  หลังจากนั้น เกิดการคาย
พลังงานออกมาโดยการปลดปล่อยอิเล็กตรอนพร้อมกับการเกิดกระบวนการแตกตัวของน้ า (Water 
splitting)  การแตกตัวของน้ าในระบบแสงสองจะได้ผลิตภัณฑ์เป็นโปรตอน อิเล็กตรอน และโมเลกุล
ของออกซิเจน  อิเล็กตรอนจากระบบแสงสองจะถูกถ่ายทอดไปให้ตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไปเป็นล าดับ 
จนกระทั่งถึงระบบแสงหนึ่ง (Photosystem I, PSI)  เมื่อศูนย์กลางปฏิกิริยาในระบบแสงหนึ่งได้รับ
พลังงานแสง อิเล็กตรอนในระบบแสงหนึ่งจะถูกปลดปล่อยออกจากศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาไปยัง
ตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไปจนกระทั่งถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายคือ เฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin)  
เฟอร์รีดอกซินจะส่งอิเล็กตรอนให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase) ซึ่งเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาการ
ผลิตไฮโดรเจนโดยเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็นโมเลกุลของไฮโดรเจน  

 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวเพื่อศึกษาการผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนนั้น ต้องได้ผล
ผลิตสาหร่ายต่อพ้ืนที่สูงที่สุดและสามารถควบคุมสภาวะการผลิตไฮโดรเจนได้ง่าย  ดังนั้น  จึงต้องเลือก
ระบบเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเพื่อการขยายระดับการผลิต (Scale-up) โดยเพาะเลี้ยงในระบบปิดในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ (Closed photobioreactor)  การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
สามารถควบคุมสภาวะในการเพาะเลี้ยงและการผลิตไฮโดรเจนให้เหมาะสมได้มีประสิทธิภาพ และ
ป้องกันการปนเปื้อนของสาหร่ายสีเขียวรวมถึงจุลินทรีย์ชนิดอื่นได้  ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแต่ละชนิดจะมี
ลักษณะรูปร่าง อัตราส่วนของพ้ืนที่ผิว แ ละระบบการผสมที่แตกต่างกัน จ าเป็นต้องเลือกชนิดของถัง
ปฏิกรณ์และการควบคุมระบบภายในถังให้เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย
สีเขียว  ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศ ลอยตัว (Air-lift bioreactor) เป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีระบบ
การผสมโดยอาศัยการให้อากาศหมุนเวียนภายในถัง  ข้อดีของการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift คือ มีแรงเฉือนต่ าและมีพ้ืนที่ผิวในการสังเคราะห์แสงมากจึงเหมาะต่อการ
เพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายสีเขียว  ส าหรับสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายสีเขียวแต่ละชนิดนั้นแตกตา่งกัน ขึ้น อยู่กับประสิทธิภาพในการสังเคราะห์แสง และ
ความสามารถในการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวแต่ละชนิด  ปัญหาของการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ คือปริมาณออกซิเจนที่เกิดข้ึนจากการสังเคราะห์แสงของสาหร่าย
จะมีปริมาณสูงขึ้น  ออกซิเจนจะไปยับยั้งกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่ท าหน้าที่ผลิต
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ไฮโดรเจน  ดังนั้น จ าเป็นต้องค านึงถึงปัจจัยทางเคมีและกายภาพที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวลและ
การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวอีกด้วย 

 งานวิจัยนี้ สนใจศึกษาปัจจัยทางเคมีและปัจจัยทางกายภาพที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล
และการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ซึ่งเป็นสาหร่ายสีเขียวที่คัดแยก
ได้จากน้ าทะเลในประเทศไทย โดยจะด าเนินการเพาะเลี้ยงและผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบ Air-lift เพ่ือเป็นการขยายขนาดการผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
 

1.2  วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1) เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift  
 2) เพ่ือศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 

1.3  ขอบเขตของงานวิจัย  

 1) การเตรียมหัวเชื้อสาหร่ายสีเขียว เริ่มต้นจาก การเขี่ยโคโลนีของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 กระจายลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลว Tris-Acetate-Phosphate 
(TAP) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าเซลล์สาหร่ายไปเพาะเลี้ยงในสภาวะเขย่าภายใต้การแสงต่อเนื่อง
เป็นเวลา 3 วัน 
 2) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ที่มีอาหารเหลว TAP ปริมาตร 3 
ลิตร เริ่มต้นจากการน าหัวเชื้อสาหร่ายสีเขียวมาปรับค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 750 
นาโนเมตรให้มีค่าเท่ากับ 0.1  น าเซลล์สาหร่ายไปเพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะการให้แสงต่อเนื่องที่ความ
เข้มแสง 1,000 ลักซ์ และควบคุมระบบในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ให้มีค่าพีเอชเริ่มต้นของ
อาหารเท่ากับ 7.2  อัตราการไหลของอากาศ 1 ลิตรต่อนาที และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  
ท าการศึกษาปัจจัยทางเคมี ได้แก่ ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และความเข้มข้นของ
แหล่งไนโตรเจน  แล้ว ท าการวิเคราะห์เจริญเติบโตของสาหร่ายโดยการวัดความขุ่นของเซลล์จากการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์ความ
หนาแน่นของเซลล์จากการนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์  
 3) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เริ่มต้นจากการน าสาหร่ายสีเขียวทีเ่พาะเลี้ยงใน
อาหารเหลว TAP ที่มีสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต มาชักน าให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจน
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ภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศ  จากนั้น ศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการ ผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ ความ
เข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน พีเอชเริ่มต้นของอาหาร และความเข้ม
แสง  ท าการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ 
  

1.4  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

 1)  ทราบสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวลและไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 2)  สามารถขยายขนาดการเพาะเลี้ยงของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 เพ่ือการ
ผลิตไฮโดรเจนต่อไปได



 
 

บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง  
 

2.1  พลังงานไฮโดรเจน 
 

  พลังงานเป็นปัจจัยพ้ืนฐานหนึ่งที่ส าคัญต่อการด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตทุกชนิด และจ าเป็นต่อ
การพัฒนาทางด้านวิทยาการและเทคโนโลยี การขยายตัวทางเศรษฐกิจและ ใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ  
พลังงานที่ใช้ในปัจจุบันมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ได้มาจากแหล่งเชื้อเพลิงฟอสซิล โดยเฉพาะ น้ ามัน
ปิโตรเลียม ถ่านหิน และก๊าซธรรมชาติ (IEA, 2006)  เชื้อเพลิงฟอสซิลเหล่านี้มีอยู่ในปริมาณจ ากัดและ
คาดว่าจะขาดแคลนในอนาคต โดยดูจากข้อมูลการใช้ พลังงานของโลกที่มีแนวโน้มเพ่ิมสูงขึ้นอย่าง
ต่อเนื่องทุกปี  นอกจากนี้ การใช้พลังงานเชื้อเพลิงฟอสซิลยังส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม เนื่องจาก
การเผาไหมเ้ชื้อเพลิงเหล่านี้จะปลดปล่อยก๊าซเรือนกระจกหลักคือ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ใน
ปริมาณมากออกสู่ชั้นบรรยากาศ และยังปล่อยก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) ออกไซด์ของไนโตรเจน 
(NOx) ไฮโดรคาร์บอนชนิดอื่นๆ และเขม่าควันที่เหลือจากการเผาไหม้เชื้อเพลิง ฯลฯ อันจะน าไปสู่การ
เกิดปรากฏการณ์เรือนกระจกที่เป็นสาเหตุหลักของภาวะโลกร้อน  จากปัญหาดังกล่าว หลายประเทศ
ทั่วโลกจึงต่างหันมาให้ความสนใจและให้ความส าคัญกับสิ่งแวดล้อมมากข้ึน ท าให้มีความจ าเป็นที่ต้อง
แสวงหาแหล่งเชื้อเพลิงทางเลือกใหม่ที่มีศักยภาพสูง ซ่ึงสามารถน ามาทดแทนการใช้เชื้อเพลิงฟอสซิล
ได้  แหล่งพลังงานทางเลือกหนึ่งที่มีศักยภาพสูงและสะอาก คือ พลังงานจากเชื้อเพลิงไฮโดรเจน  

 ก๊าซไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) เป็นเชื้อเพลิงชนิดหนึ่งที่สามารถน ามาใช้เป็นพลังงาน
ทดแทนที่ส าคัญในอนาคต เนื่องจากไฮโดรเจนเป็นก๊าซท่ีให้พลังงานสูง โดยให้ค่าพลังงานความร้อน
จากการเผาไหม้สูงถึง 141.65 เมกะจูลต่อกิโลกรัม (Perry, 1963) ซึ่งมากกว่าค่าพลังงานความร้อน
จากการเผาไหม้เชื้อเพลิงไฮโดรคาร์บอนชนิดอื่นๆ (รูปที่ 2.1)  การเผาผลาญไฮโดรเจนทั้งจากการเผา
ไหม้โดยตรงหรือจากปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีในเซลล์เชื้อเพลิง จะได้ผลิตภัณฑ์หลักเป็นไอน้ าและได้ก๊าซ
ออกซิเจนเป็นผลิตผลพลอยได้ ท าให้ไม่ก่อให้เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์หรือก๊าซมลพิษอ่ืนๆ ที่เป็น
พิษต่อสิ่งแวดล้อม  ก๊าซไฮโดรเจนสามารถพบได้ตามธรรมชาติ โดยมี ประมาณ 0.1 ส่วนในล้านส่วน
ของบรรยากาศในโลก  คุณสมบัติของก๊าซไฮโดรเจน คือ ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น ติดไฟง่าย ไม่มีฤทธิ์ในการกัด
กร่อนและไม่เป็นพิษต่อร่างกายมนุษย์  ไฮโดรเจนมีจุดเดือดที่ต่ ามาก ถึง 20.2 เคลวิน หรือ -252.95 
องศาเซลเซียส  ไฮโดรเจนยังมีความไวไฟสูง โดยมีอุณหภูมิการเผาไหม้สูงถึง 3,000 องศาเซลเซียส 
และยังใช้พลังงานในการจุดติดไฟต่ า  ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนในอากาศที่ระดับจุดติดไฟสามารถระเบิด
ได้และเกิดการลุกไหม้เป็นเปลวไฟสีน้ าเงินจางๆ โดยอัตราการเผาไหม้ ก๊าซไฮโดรเจนจะเกิดขึ้นอย่าง
รวดเร็วท าให้มีระยะชะงักเปลวไฟสั้น  ก๊าซไฮโดรเจนยังมีน้ าหนักเบากว่าอากาศ จึงสามารถ
แพร่กระจายในอากาศอย่างรวดเร็ว (Balat, 2008)  จากคุณสมบัติข้างต้น ก๊าซไฮโดรเจนจึงจัดเป็น
เชื้อเพลิงที่มีประสิทธิภาพและสามารถพัฒนาให้เป็นเชื้อเพลิงหลักได้ในอนาคต 
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                       รูปที่ 2.1 ค่าพลังงานความร้อนของเชื้อเพลิงชนิดต่างๆ  
                      ที่มา : http://www.gasthai.com 
 

 ในปัจจุบัน มีการน าก๊าซไฮโดรเจนไปใช้ประโยชน์ ในหลายรูปแบบ เช่น การน าไฮโดรเจนไปใช้
ในภาคคมนาคมขนส่งเพื่อใช้เป็นเชื้อเพลิงส าหรับเผาไหม้ภายใน โดยใช้ผสมกับเชื้อเพลิงประเภทอ่ืนใน
เครื่องยนต์สันดาปภายใน การน าไฮโดรเจนไปใช้เป็นสารตั้งต้นในอุตสาหกรรมการกลั่นน้ ามันเพื่อ
ปรับปรุงคุณภาพน้ ามัน ใช้เป็นสารตั้งต้นในอุต สาหกรรมการผลิตสารเคมีและยา เป็นต้น (ธรรมนูญ, 
2550)  ในปัจจุบัน เครื่องยนต์สันดาปภายในที่ใช้เชื้อเพลิงไฮโดรเจนมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับ
เครื่องยนต์ที่ใช้น้ ามันเบนซินหรือน้ ามันดีเซล  การใช้พลังงานไฮโดรเจนจะช่วยด้านความม่ันคงทาง
พลังงานของภาคพลังงาน โดยลดการน าเข้าน้ ามันจากต่างประเทศ  นอกจากนี้ การเปลี่ยนเครื่องยนต์
ของยานพาหนะจากระบบการเผาไหม้น้ ามันธรรมดามาเป็นการเผาไหม้เชื้อเพลิงไฮโดรเจน สามารถ
ลดการสร้างก๊าซพิษและเขม่าควันเข้าสู่แหล่งชุมชนได้  
 

2.2  กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
 

 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนสามารถแบ่งได้เป็น 3 กระบวนการหลัก ดังนี้  
  

 2.2.1  การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการความร้อนเคมี 
 

 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการความร้อนเคมี (Thermochemical process) 
เป็นการผลิตไฮโดรเจนโดยใช้ความร้อนในการเปลี่ยนวัตถุดิบหลักที่เป็นสารประกอบไฮโดรคาร์บอน 
เช่น ก๊าซธรรมชาติ ถ่านหิน หรือ ชีวมวล เป็นต้น  ไปเป็นผลิตภัณฑ์ที่เป็นกา๊ซผสมซ่ึงประกอบด้วย 
ก๊าซไฮโดรเจน ก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ น้ า และ มีเทน  จากนั้น จะน าก๊าซ

ชนิดของเชื้อเพลิง 

ค่าพลังงานความร้อน (เมกะจูลต่อกิโลกรัม) 



7 
 

 
 

ผสมที่ได้มาผ่านกระบวนการท าให้ได้ไฮโดรเจนที่บริสุทธิ์  การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการความ
ร้อนเคมีที่ใช้ในระดับอุตสาหกรรมสามารถแบ่งเป็น 2 กระบวนการย่อย คือ กระบวนการรีฟอร์มมิง
ด้วยไอน้ า (Steam reforming process) และกระบวนการแก๊สซิฟิเคชัน (Gasification process)  
กระบวนการรีฟอร์มมิงด้วยไอน้ าเป็นกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่นิยมมากที่สุด โดยคิดเป็น 96 
เปอร์เซ็นต์ของการผลิตไฮโดรเจนในระดับอุตสาหกรรม (Wünschiers and Lindblad, 2002) แต่
กระบวนการนี้มีข้อเสีย คือ การใช้อุณหภูมิและพลังงานค่อนข้างสูงในการเกิดปฏิกิริยารีฟอร์มมิง  และ
การใช้วัตถุดิบจากก๊าซธรรมชาติหรือถ่านหินซึ่งมีอยู่ในปริมาณจ ากัด และยังก่อให้เกิดปัญหามลพิษ
จากการเผาไหม้เชื้อเพลิงฟอสซิลอีกด้วย 
 

 2.2.2  การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแยกโมเลกุลของน้ าด้วยกระแสไฟฟ้า 
 

การผลิตไฮโดรเจนจากการแยกโมเลกุลของน้ าด้วยกระแสไฟฟ้า (Water electrolytic 
process) เป็นการใช้ กระแสไฟฟ้าเพ่ือแยกโมเลกุลของน้ า ให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจนและ
ออกซิเจน   การแยกน้ าด้วยไฟฟ้าสามารถใช้ไฟฟ้า ที่มาจากแหล่งก าเนิดไฟฟ้าทุกชนิด ไม่ว่าจะเป็น
ไฟฟ้าจากแหล่งพลังงานหมุนเวียน หรือแหล่งพลังงานนิวเคลียร์  การแยกโมเลกุลของน้ าด้วยไฟฟ้าจะ
เกิดข้ึนในอุปกรณ์ที่เรียกว่า “อิเล็กโทรไลเซอร์ (Electrolyzer)” โดยส่งกระแสไฟฟ้าผ่านอิเล็กโทรด
ขั้วบวก (Anode) และอิเล็กโทรดขั้วลบ (Cathode) ไปยังน้ าที่เพ่ิมคุณสมบัติการน าไฟฟ้าจากการเติม
สารอิเล็กโทรไลต์ (Electrolyte)  ไฮโดรเจนอะตอมจะเข้าไปเกาะที่อิเล็กโทรดขั้วลบและออกซิเจน
อะตอมจะไปเกาะที่อิเล็กโทรดขั้วบวก (รูปที่ 2.2)  กระบวนการผลิตนี้ใช้กระแสไฟฟ้ามากถึง 90 
กิโลวัตต์ และสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ถึง 1,000 ลูกบาศก์ฟุต  ข้อดีของกระบวนการนี้ คือ ก๊าซ
ไฮโดรเจนที่ได้มีความบริสุทธิ์สูง  แต่ มีข้อเสีย คือ ต้องการกระแสไฟฟ้าจ านวนมากในการผลิต และ
จะต้องท าในสภาวะอุณหภูมิที่สูงกว่า 2,500 องศาเซลเซียส (Santos and Sequeira, 2013) 
 

 

 รูปที่ 2.2 กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ าออกเป็นออกซิเจนและไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า  
ที่มา : https://www.drkrok.com/scientists-found-a-low-cost-way-to-produce-hydrogen/ 
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 2.2.3  การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ 
 

 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการทางชีวภาพ (Biological process) เป็นกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนโดยอาศัยปฏิกิริยาชีวเคมีในสิ่งมีชีวิตขนาดเล็กหรือที่เรียกว่าจุลินทรีย์  จุลินทรีย์ที่สามารถ
ผลิตไฮโดรเจน ได้แก่ แบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห์แสง ไซยาโนแบคทีเรีย  และ สาหร่ายสีเขียว เป็น
ต้น  ก๊าซไฮโดรเจนที่ผลิตจากสิ่งมีชีวิตนี้ถูกเรียกว่า “ไบโอไฮโดรเจน (Biohydrogen)”  จุลินทรีย์
เหล่านี้สามารถใช้แหล่งวัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจนได้หลากหลาย เช่น น้ า แสงแดด สารอินทรีย์
และอนินทรีย์คาร์บอน รวมถึงวัตถุดิบที่เป็นของเหลือทิ้ง เช่น กากน้ าตาล หรือ มวลชีวภาพที่ได้จาก
ระบบบ าบัดน้ าเสีย เป็นต้น  ถึงแม้ว่าในปัจจุบัน กระบวนการผลิตไฮโดรเจนในระดับอุตสาหกรรมยัง
นิยมใช้กระบวนการความร้อนเคมี แต่แหล่งเชื้อเพลิงฟอสซิลซึ่งเป็นวัตถุดิบในการผลิตไฮโ ดรเจนนั้นมี
อยู่ในปริมาณจ ากัด มีการปลดปล่อยก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในระหว่างกระบวนการผลิต และยังต้อง
ใช้พลังงานในกระบวนการผลิตที่สูง  ดังนั้น นักวิจัยจึงหันมาสนใจพัฒนาการผลิตไฮโดรเจน จาก
กระบวนการทางชีวภาพภายในเซลล์ของสิ่งมีชีวิตเพ่ิมมากข้ึน 

 จุลินทรีย์แต่ละชนิดจะมีความจ าเพาะต่อสารตั้งต้นและกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่แตกต่าง
กัน แบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมัก  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงผลิตไฮโดรเจน
จากกระบวนการตรึงไนโตรเจน ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวใช้เพียงแสง และน้ าเป็น
วัตถุดิบในการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสง  ในปัจจุบัน สาหร่ายสีเขียวได้รับความ
สนใจที่จะน ามาผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวมีข้อได้เปรียบจุลินทรีย์ชนิดอ่ืน คือ สาหร่ายสี
เขียวสามารถใช้ทรัพยากรธรรมชาติที่มีอยู่อย่างไม่จ ากัดนั่นคือ แสงและน้ า มาใช้ในกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจน และจากคุณสมบัติของสาหร่ายสีเขียวที่มีขนาดเล็ก เพาะเลี้ยงได้ง่ายทั้งในสภาวะโฟโตออโต
โทรปและโฟโตเฮเทอโรโทรป มีอัตราการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วและเพ่ิมปริมาณจ านวนมากได้ โดย
สามารถเจริญได้ดีในน้ าที่ค่าความเป็นกรดด่างปานกลาง  ดังนั้น จึงเป็นการลดต้นทุนในการเพาะเลี้ยง 
อีกท้ังยังสามารถน ามาใช้ประโยชน์ได้หลากหลายทั้งบริโภคโดยตรงและใช้ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น 
การผลิตเป็นสีธรรมชาติ สารปฏิชีวนะ เครื่องส าอาง และยารักษาโรค ฯลฯ 
 
2.3 สาหร่ายสีเขียว Chlorella  

สาหร่ายสีเขียวจัดเป็นสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (Eukaryote) จัดอยู่ในดิวิชันคลอโรไฟตา 
(Chlorophyta)  สาหร่ายในดิวิชันนี้ส่วนใหญ่มีสีเขียวเหมือนหญ้า  ภายในเซลล์มีระบบออร์แกเนลล์ที่
ซับซ้อน มีนิวเคลียส และมีเยื่อหุ้มนิวเคลียสที่ชัดเจน  การด ารงชีวิตเป็นแบบพึ่งพาตนเองโดยผลิต
สารอาหารและพลังงานผ่านกระบวนการสังเคราะห์แสง  สาหร่ายสีเขียวมีทั้งพวกท่ีด ารงชีวิตแบบเซลล์
เดี่ยว (Unicellular) และพวกท่ีเซลล์เจริญรวมกันแบบหลายเซลล์ (Multicellular)  เซลล์ของสาหร่ายสี
เขียวประกอบด้วยรงควัตถุหลายชนิด ได้แก่ คลอโรฟิลล์ เอ คลอโรฟลิล์ บี แคโรทีนอยด์และแซนโทฟิลล์ 
ซึ่งท าหน้าที่ดูดซับพลังงานแสงมาใช้ในการสังเคราะห์แสง  สาหร่ายสีเขียวมีการสืบพันธุ์แบบอาศัย
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เพศอย่าง ง่ายๆ โดยการสร้างเซลล์สืบพันธุ์ที่เรียกว่า แกมีต (Gamete) และผสมพันธุ์กัน จนได้เป็น
ไซโกต (Zygote) และมีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศโดยการแบ่งเซลล์ (Fission) การสร้างสปอร์
ที่มีแฟลกเจลลา หรือ การสร้างสปอร์ที่ไม่เคลื่อนที่ ภายในสปอร์แรงเกียม  สาหร่ายสีเขียวส่วนใหญ่
ประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์จัดเป็นสาหร่ายน้ าจืด ซึ่งเจริญอยู่ในน้ าตื้นหรือในน้ าลึกที่แสงส่องถึง  
สาหร่ายสีเขียวบางชนิดขึ้นอยู่บน ก้อนหิน ทราย โคลน เปลือกหอย หรือ น้ าแข็ง  สาหร่ายอีก
ประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ที่เหลือเป็นสาหร่ายทะเล ซึ่งมักพบบริเวณน้ าตื้นตามแนวชายฝั่ง  สาหร่ายสี
เขียวเป็นสาหร่ายที่มีความหลากหลายมากที่สุด โดยมีการค้นพบมากถึง 450 จีนัส และสามารถระบุ
ชนิดได้มากกว่า 7,500 สปีชีส์ (ยุวดี, 2546)    

 งานวิจัยนี้สนใจศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียว  Chlorella  สาหร่ายสีเขียว  
Chlorella ถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค .ศ. 1890 โดยนักจุลชีววิทยาชาวดัตซ์ M.W. Beijerinck และได้
ตั้งชื่อสาหร่ายสีเขียวชนิดนี้ว่าคลอเรลลา (Chlorella) ซึ่งมาจากภาษากรีกค าว่า คลอโรส (Chloros) 
ทีแ่ปลว่าสีเขียว กับภาษาละติน ค าว่า เอลล่า (Ella) ทีแ่ปลว่า เล็ก (Kuhl and Lorenzen, 1963)  
สาหร่ายสีเขียว Chlorella เป็นสาหร่ายเซลล์เดียวชนิดแรกที่ใช้ในการวิจัยตั้งแต่ในปี ค .ศ. 1950  
นอกจากนี้ ได้มีการใช้เป็นแบบจ าลองในโครงการอวกาศเพ่ือดูความเป็นไปได้ในการใช้ท าโปรตีนเซลล์
เดียว (Single cell protein)  ในปี ค .ศ. 1960 ได้เริ่มมีบริษัทผลิตสาหร่ายสีเขียว Chlorella ขึ้นใน
ประเทศไต้หวัน  กระบวนการผลิตสาหร่ายสีเขียว Chlorella ส่วนมากจะเพาะเลี้ยงแบบกลางแจ้งใน
สภาวะที่มีแหล่งคาร์บอนภายใต้การให้แสง  
 สาหร่ายสีเขียว Chlorella จัดอยู่ในล าดับอนุกรมวิธาน ดังนี้ 

    Kingdom:  Plantae 
     Division:  Chlorophyta 
        Class: Trebouxiophyceae 
       Order: Chlorellales 
        Family: Chlorellaceae 
         Genus: Chlorella 

 

 สาหร่ายสีเขียว Chlorella มีลักษณะส าคัญดังนี้ 

 1. ลักษณะของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 

  สาหร่ายสีเขียว Chlorella เป็นสาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวที่มีขนาดเล็ก มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางเฉลี่ย 2-10 ไมโครเมตร ไม่มีแฟลกเจลลา อาจอยู่เป็นเซลล์เดี่ยวๆ หรืออยู่กันเป็นกลุ่มก้อน 
ลักษณะของเซลล์มีรูปร่างหลายแบบ เช่น ทรงกลม รูปรี หรือ รูปไข่  

 



10 
 

 
 

2. โครงสร้างเซลล์ 

  เซลล์สาหร่าย Chlorella มีคลอโรพลาสต์ที่มลีักษณะเป็นรูปถ้วยหรือเป็นแบบแถบข้าง 
(Parietal) โดยภายในคลอโรพลาสต์มีรงควัตถุท่ีช่วยในการสังเคราะห์แสง คือ คลอโรฟิลล์ เอ 
(Chlorophyll a) คลอโรฟิลล์ บี (Chlorophyll b) เบต้าแคโรทีน (Beta-carotene) และแซนโธฟิลล์ 
(Xanthophyll)  สาหร่าย Chlorella อาจมีหรือไม่มีเม็ดแป้ง (Starch grain) ไม่มีรยางค์และคอน
แทคไทค์แวคิวโอล (Contractile vacuole) มีผนังเซลล์ (Cell wall) หนาและแข็ง 3 ชั้น  ผนังเซลล์
ชั้นกลางหนาที่สุดประกอบด้วยเซลลูโลส (Cellulose) และเฮมิเซลลูโลส (Hemicellulose)  ผนัง
เซลล์ชั้นนอกเป็นสารประกอบพอลิเมอร์ซึ่งจะท าหน้าที่จับกับโลหะหนักหรือสารพิษในร่างกายได้อย่าง
รวดเร็ว  และชั้นในสุดเป็นชั้นของเยื่อหุ้มเซลล์ (รูปที่ 2.3) (Kumar and Singh, 1971)   
 

 

รูปที่ 2.3 องค์ประกอบภายในเซลล์ของสาหร่ายสีเขียว Chlorella  
ที่มา : http://www.halsoprofeten.com/chlorella/ 

 

 3. การสืบพันธุ์ 

  สาหร่ายสีเขียว Chlorella มีการสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ (Asexual reproduction) โดย
การสร้างออโตสปอร์ (Autospore) ขึ้นในเซลล์แม่  โดยแต่ละครั้งของการสร้างออโตสปอร์นั้นสามารถ
สร้างได้จ านวน 2, 4, 6, 8 และ 16 สปอร์ แต่ละออโตสปอร์จะพัฒนาเซลล์จนเหมือนเซลล์แม่ 

 4. แหล่งที่อยู่ 

 สาหร่ายสีเขียว Chlorella เติบโตได้ในแหล่งที่มีความเข้มข้นของสารอาหารในช่วงกว้าง ใน
ธรรมชาติจึงพบสาหร่ายสีเขียว Chlorella ทั้งในน้ าจืด น้ าเค็ม และ น้ าเสีย  โดยทั่วไป สาหร่ายสีเขียว 
Chlorella จะอยู่อย่างอิสระและบางสายพันธุ์สามารถอาศัยอยู่ในภายในตัวของสัตว์อ่ืน เช่น ฟองน้ า 
ไฮดรา โปรโตซัว เป็นต้น (Kumar and Singh, 1971; Richmond, 1986) 
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2.4  ระยะการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว  

 การวัดมวลชีวภาพและการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียวสามารถวิเคราะห์ได้หลายวิธี เช่น 
การนับจ านวนเซลล์ หรือการหามวลชีวภาพของสาหร่ายต่อหน่วยปริมาตรน้ า เป็นต้น  เมื่อน าเซลล์
สาหร่ายจ านวนหนึ่งใส่ลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเหลว แล้วท าการเพาะเลี้ยงภายใต้สภาพแวดล้อมที่
เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต จะพบว่าเซลล์สาหร่ายมีการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนมากขึ้น (ธวัชชัยและ 
คณะ, 2547)  รูปแบบการเจริญเติบโตของเซลล์สาหร่ายจะมีลักษณะของกราฟโค้งคล้ายตัว “S” 
(Sigmoid curve) ซึ่งเรียกว่า เส้นโค้งการเติบโต (Growth curve)  การเจริญเติบโตของเซลล์สาหร่าย
แบ่งออกเป็น 4 ระยะ ดังนี้ (รูปที่ 2.4) 
 

 

รูปที่ 2.4 การเจริญเติบโตของเซลล์สาหร่ายสีเขียว  
ที่มา : http://academic.pgcc.edu/~kroberts/Lecture/Chapter%206/growth.html 

 

 1. ระยะพัก (Lag phase) เป็นระยะแรกท่ีเซลล์สาหร่ายปรับตัวเข้ากับอาหารและสิ่งแวดล้อม
ใหม่ มีการสร้างเอนไซม์ที่เหมาะสมที่ใช้กับอาหารเลี้ยงเชื้อ มีการสร้างโปรตีนและส่วนประกอบอื่นๆ ที่
ส าคัญของเซลล์  ในระยะท้ายของระยะพักนี้ เซลล์จะมีขนาดใหญ่ข้ึนเล็กน้อยและพร้อมจะแบ่งตัวเพ่ือ
เข้าสู่ระยะถัดไป  ระยะเวลาในช่วง Lag phase นี้จะยาวนานขึ้นอยู่กับอาหารเลี้ยงเชื้อและปัจจัย
สิ่งแวดล้อมอ่ืนๆ 

 2. ระยะแบ่งตัวทวีคูณ (Exponential หรือ Logarithmic phase) ในระยะนี้ สาหร่ายจะมี
การแบ่งเซลล์และเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างรวดเร็ว มีอัตราเมแทบอลิซึมสูงสุด โดยอัตราการเจ ริญจะ
เพ่ิมข้ึนคงท่ี  ในช่วงท้ายของระยะนี้  สาหร่ายจะมีอัตราการเจริญลดลง เนื่องจากความหนาแน่นของ
เซลล์ที่เพ่ิมข้ึน ท าให้เกิดการบดบังแสงซึ่งกันและกัน  
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 3. ระยะคงจ านวนเซลล์ (Stationary phase) เป็นระยะที่เซลล์มีจ านวนคงท่ี เซลล์สาหร่าย
ไม่มีการเพ่ิมจ านวนอีก หรือ  มีอัตราการเกิดเท่ากับอัตราการตายของเซลล์  องค์ประกอบบางอย่าง
ภายในเซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลง เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อใกล้จะหมดลง  ท าให้เกิดการขาดธาตุ
อาหารที่ส าคัญ  นอกจากนี้ ของเสียที่เซลล์สาหร่ายสร้างข้ึนรวมถึงการเปลี่ยนแปลงของค่าพีเอชใน
อาหารมีผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของสาหร่ายอีกด้วย 

 4. ระยะเซลล์ตาย (Death หรือ Decline phase) เป็นระยะสุดท้ายของการเจริญ มวลของ
สาหร่ายจะเริ่มลดลง เซลล์สาหร่ายที่มีอยู่จะตายลง เนื่องจากอาหารอาจหมดไป และ  มีสารพิษสะสม
อยู่เป็นจ านวนมาก 
 

2.5  การผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 
 

 การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวถูกค้นพบมานานกว่า 70 ปีมาแล้ว โดยมีการค้นพบการ
ผลิตไฮโดรเจนเป็นครั้งแรกในสาหร่ายสีเขียว Scenedesmus obliquus (Gaffron, 1939)  ใน
ปัจจุบัน การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวได้รับความสนใจเพ่ิมข้ึน  สาหร่ายสีเขียวบางชนิด
สามารถผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะการบ่มท่ีปราศจากอากาศทั้งในที่มืดและในที่มีแสง  สาหร่ายสี
เขียวที่เป็นที่นิยมน ามาศึกษาการผลิตก๊าซไฮโดรเจน ได้แก่ Chlamydomonas sp., Chlorella sp. 
และ Scenedesmus sp. เป็นต้น (Gaffron and Rubin, 1942; Healey, 1970; Skjånes et al., 
2008; He et al., 2012; Pongpadung et al., 2015)  สาหร่ายสีเขียวผลิตไฮโดรเจนจาก
กระบวนการสังเคราะห์แสงที่บริเวณคลอโรพลาสต์ของเซลล์  ในกระบวนการสังเคราะห์แสง จะเกิด
กลไกของการแตกตัวของน้ าในระบบแสงสอง ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นโปรตอน อิเล็กตรอน และโมเลกุล
ของออกซิเจน  อย่างไรก็ตาม เอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีความไวต่อออกซิเจน  ส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจน
ลดลง  ดังนั้น การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน โดยการเหนี่ยวน ากิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดร
จีเนส จึงจ าเป็นต้องรักษาปริมาณของออกซิเจนให้มีความเข้มข้นที่ต่ ากว่า 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร 
(Ghirardi et al., 1997) 

 การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวอย่างมีประสิทธิภาพ ท าได้โดย แบ่งระยะเวลาออกเป็น 
2 ช่วง (Two-stage process) คือ ช่วงที่ 1 ช่วงของการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะที่มีอากาศ 
(Aerobic condition) และช่วงที่ 2 คือ ช่วงของการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะทีป่ราศจากอากาศ 
(Anaerobic condition) (รูปที่ 2.5) (Melis et al., 2000)  
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รูปที ่ 2.5 กระบวนการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียวระหว่างการเจริญเติบโตภายใต้สภาวะที่มี
อากาศ (A) และการผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะทีป่ราศจากอากาศ (B) [ATP synthase (ATPase), 
Cytochrome b6f complex (Cyt b6f), Ferredoxin (Fdx), Ferredoxin-NADP reductase (FNR), 
Light harvesting complex (LHCII), NAD(P)H-dehydrogenase (NDH), Photosystem II (PSII), 
Photosystem I (PSI), Plastid terminal oxidase (PTOX), Plastocyanin (PC), Plastoquinone 
(PQ), Pyruvate-ferredoxin oxidoreductase (PFOR)]  
ที่มา : Antal et al., 2011; Eroglu and Melis, 2016  

A 

B 
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 ในช่วงการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว กระบวนการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียวจะ
ใช้พลังงานจากแสงในช่วงคลื่นที่เรียกว่า “Photosynthetically Active Radiation (PAR)” ซึ่งมี
ความยาวคลื่นแสงระหว่าง 400-700 นาโนเมตร  เมื่อพลังงานในรูปของแสงตกกระทบในบริเวณ
ระบบแสงสอง (Photosystem II, PSII) ในคลอโรฟิลล์ หน่วยรับพลังงานแสง (Light harvesting 
complexes, LHC) จะท าหน้าที่ดูดซับพลังงานแสง แล้วส่งผ่านไปให้ หน่วยสังเคราะห์แสงที่มี
ศูนย์กลางปฏิกิริยา (Reaction center, RC) ที่สามารถรับพลังงานในช่วงความยาวคลื่น 680  
นาโนเมตร จะเกิดการกระตุ้นให้เข้าสู่ระดับพลังงานที่สูงขึ้น และท าให้เกิดการแตกตัวของน้ าไปเป็น
โมเลกุลของออกซิเจน โปรตอน และ  อิเล็กตรอน  อิเล็กตรอนที่ได้จากการแตกตัวของน้ าจะไปแทนที่
อิเล็กตรอนที่สูญเสียไปในโมเลกุลของคลอโรฟิลล์  จากนั้น อิเล็กตรอนจากระบบแสงสองจะถูกส่ง
ต่อไปยังพลาสโตควิโนน (Plastoquinone, PQ) ไซโตโครม บี  6 เอฟ (Cytochrome b6f, Cyt b6f) 
พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin, PC) และเข้าสู่ระบบแสงหนึ่ง (Photosystem I, PSI) ตามล าดับ   
เมื่อระบบแสงหนึ่งได้รับพลังงานแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร จะกระตุ้นการปลดปล่อย
อิเล็กตรอนและส่งต่ออิเล็กตรอนไปยังตัวรับอิเล็กตรอนตัวถัดไป จนกระทั่ง มาถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัว
สุดท้ายคือเฟอร์รีดอกซิน  หลังจากนั้น เฟอร์รีดอกซินจะท าการขนส่งอิเล็กตรอนไปยัง NADP+ โดยมี
เอนไซม์เฟอร์รีดอกซิน-เอ็นเอดี(พี)เอชรีดักเทส (Ferredoxin-NAD(P)H reductase, FNR) เป็นตัวเร่ง
ปฏิกิริยารีดักชัน ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็น NAD(P)H  จากนั้น NAD(P)H จะถูกน าไปใช้ในปฏิกิริยาการ
ตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ร่วมกับ ATP ผ่านวัฏจักรเคลวิน (Calvin cycle) ได้ผลิตภัณฑ์เป็น
คาร์โบไฮเดรตที่เก็บสะสมในเซลล์สาหร่ายต่อไป (รูปที่ 2.5A)  

 ในช่วงการผลิตไฮโดรเจน สาหร่ายจะเริ่มผลิตไฮโดรเจนเมื่อระบบเข้าสู่สภาวะที่ปราศจาก
อากาศด้วยการพ่นก๊าซอาร์กอนหรือไนโตรเจนเพ่ือไล่อากาศหรือออกซิเจน  สาหร่ายสีเขียวสามารถ
ผลิตไฮโดรเจนผ่าน 3 กระบวนการ ดังนี้ (1) การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุล
ของน้ าด้วยแสงแบบทางตรง (Direct biophotolysis) ( 2) การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการ
แยกสลายโมเลกุลของน้ าด้วยแสงแบบทางอ้อม (Indirect biophotolysis) และ (3) การผลิต
ไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง (Dark fermentation) (รปูที่ 2.5B) (Eroglu and 
Melis, 2016) 

 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ าด้วยแสงแบบทางตรง มีการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนเช่นเดียวกับการถ่ายทอดอิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสี
เขียวในช่วงการเจริญเติบโต  เมื่อเซลล์อยู่ภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดร
จีเนสไม่ถูกยับยั้งจากออกซิเจน ท าให้อิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอกซินถูกส่งไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเป็น
ตัวเร่งปฏิกิริยาและได้ผลิตภัณฑ์เป็นไฮโดรเจน (รูปที่ 2.5B (1))  แต่ในการผลิตไฮโดรเจนในระยะยาว
ด้วยกระบวนการนี้ จะถูกจ ากัดจากปริมาณออกซิเจนที่เกิดจากกระบวนการแตกตัวของน้ า ท าให้การ
ผลิตไฮโดรเจนลดลง    
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 การผลิตไฮโดรเจนด้วยกระบวนการแยกสลายโมเลกุลของน้ าด้วยแสงแบบทางอ้อม จะเกิดจาก
การสลายแป้งที่ถูกเก็บสะสมไว้ในขณะที่สาหร่ายมีการเจริญเติบโต  โมเลกุลของแป้งจะถูกย่อยสลายผ่าน
วิถีไกลโคไลซิสและปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกมาอยู่ในโครงสร้างของ NADH  จากนั้น เอนไซม์เอ็นเอดี
เฮชดีไฮโดรจีเนส (NADH dehydrogenase, NDH) จะกระตุ้นปฏิกิริยาการสลาย NADH กลายเป็น 
NAD+ โปรตอน และ อิเล็กตรอน  อิเล็กตรอนที่ได้จะถูกส่งผ่านพลาสโตควิโนนไปยังระบบแสงหนึ่ง และ
ส่งต่อยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจนต่อไป (รูปที่ 2.5B (2)) 

 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมักแบบไม่ใช้แสง เกิดข้ึนภายใต้สภาวะที่ไม่มีแสงและ ไม่มี
ออกซิเจน โดยแป้งจะถูกสลายไปเป็นไพรูเวต (Pyruvate) ผ่านเอนไซม์ไพรูเวต-เฟอร์รีดอกซินออกซิโดรี
ดักเทส (Pyruvate-ferredoxin oxidoreductase, PFOR) ได้ผลิตภัณฑ์เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
(CO2) อะซิติล-โคเอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) และอิเล็กตรอนออกมา  เฟอร์รีดอกซินจะรับอิเล็กตรอนและ
ส่งต่อไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนสให้ผลิตไฮโดรเจน (รูปที่ 2.5B (3)) (Dubini, 2011)  
 

2.6  เอนไซม์ไฮโดรจีเนส  
 

 เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Hydrogenase : acceptor oxidoreductase) เป็นเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้อง
กับเมแทบอลิซึมของไฮโดรเจนในสิ่งมีชีวิต ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอน
ไปเป็นไฮโดรเจน หรือเร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน  เอนไซม์
ไฮโดรจีเนสสามารถพบได้ท้ังในสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคาริโอตและยูคาริโอต  สิ่งมีชีวิตประเภทโปรคาริ
โอตจะพบเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในไซโตพลาสซึม ในขณะที่สิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอตจะพบเอนไซม์ชนิด
นี้ในคลอโรพลาสต์ โดยเอนไซม์ไฮโดรจีเนสส่วนใหญ่จะมีความไวต่อก๊าซออกซิเจน  

 เอนไซม์ไฮโดรจีเนสสามารถจัดจ าแนกตามทิศทางการเกิดปฏิกิริยาออกเป็น 2 ชนิด ดังนี้ 
 

 1.) เอนไซม์รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส (Reversible hydrogenase)  
 เอนไซม์รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส (Reversible hydrogenase) หรือ เอนไซม์ไบไดเรกชันนาล
ไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุลไฮโดรเจน
ไปเป็นโปรตอน และเร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนไปเป็นโมเลกุลไฮโดรเจน  เอนไซม์ชนิดนี้สามารถ
พบได้ท้ังในไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว    
 

 2.)   เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenase)  

 เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenase) หรือ เอนไซม์ยูนิไดเรกชันนาลไฮโดร
จีเนส (Unidirectional hydrogenase) ท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของโมเลกุลไฮโดรเจนไป
เป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน  เอนไซม์ชนิดนี้จะสลายโมเลกุลของไฮโดรเจนที่ได้จากกระบวนการตรึง
ไนโตรเจนภายในเซลล์เฮเทอโรซิสต์ที่อาศัยกิจกรรมของเอนไซม์ไนโตรจีเนส สามารถพบได้ท้ังใน
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แบคทีเรียสังเคราะห์แสง ไซยาโนแบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจน รวมถึงไซยาโนแบคทีเรียเซลล์เดียวบาง
ชนิดที่ไม่สามารถตรึงไนโตรเจน เช่น Synechococcus sp. PCC 6301 (Appel and Schulz, 1996)    

 เอนไซม์ไฮโดรจีเนสยังสามารถจ าแนกตามองค์ประกอบของโลหะท่ีมีอยู่ในศูนย์กลางบริเวณ
กระตุ้นของเอนไซม์ออกเป็น 2 ชนิด ดังนี้ 
  

 1.) เอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่มีนิกเกิลและเหล็กอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น  
 เอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่มีนิกเกิลและเหล็กอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น (NiFe-hydroge 
nase) สามารถพบได้ในแบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรีย  เอนไซม์ชนิดนี้มีองค์ประกอบของโลหะ
นิกเกิลและเหล็กในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้นของเอนไซม์  อะตอมของเหล็ก (Fe) และนิกเกิล (Ni) 
จะเข้าจับกับเอนไซม์ไฮโดรจีเนสบริเวณหน่วยย่อยใหญ่หรือ HoxH โดยอะตอมของเหล็กยังเชื่อมกับ
คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) ไซยาไนด์ (CN) และซัลเฟอร์ (S) (รูปที่ 2.6)  หน่วยย่อยเล็กหรือ HoxY 
ประกอบด้วยคลัสเตอร์ของ [4Fe-4S]  เอนไซม์ไดอะฟอเรส (Diaphorase) ประกอบด้วยโปรตีน 
HoxF, HoxU และ HoxE ซ่ึงเป็นโปรตีนที่ท าหน้าที่ขนส่งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ไปยังบริเวณ
กระตุ้นของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Maness et al., 2009) (รูปที่ 2.6) 
 

 

 
 

รูปที่ 2.6 เอนไซม์ NiFe-hydrogenase 
ที่มา : Maness et al., 2009; Khetkorn et al., 2017  



17 
 

 
 

2.)  เอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่มีเหล็กอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น  
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสที่มีเหล็กอยู่ในศูนย์กลางของบริเวณกระตุ้น (FeFe-hydrogenase) 

สามารถพบได้ในคลอโรพลาสต์ของสาหร่ายสีเขียว  บริเวณศูนย์กลางเร่งของเอนไซม์ ประกอบด้วย
เหล็ก 2 อะตอม โดยเหล็กอะตอมจะจับกับซั ลเฟอร์อะตอมของกรดอะมิโนซิสเทอีน (Cysteine)   
นอกจากนี้ เอนไซม์ FeFe-hydrogenase ยังประกอบด้วยคลัสเตอร์ของ [4Fe-4S]  ดังนั้น ซัลเฟอร์
เปรียบเสมือนเป็นสะพานในการเชื่อมระหว่างอะตอมของเหล็ก  นอกจากอะตอมของเหล็กจะจับกับ
กรดอะมิโนซิสเทอีนแล้ว เหล็กอะตอมยังจับกับอะ ตอมของคาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) และไซยาไนด์ 
(CN) (Maness et al., 2009) (รูปที่ 2.7)  

 

 

รูปที่ 2.7 เอนไซม์ FeFe-hydrogenase 
 ที่มา : Maness et al., 2009; Khetkorn et al., 2017 
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2.7  ระบบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว 

 ระบบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในระดับห้องปฏิบัติการและระดับอุตสาหกรรมที่มีการศึกษาและ
ใช้ในปัจจุบัน สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภทหลักๆ ได้แก่ ประเภทที่ 1 ระบบปิด (Closed 
system) เป็นระบบที่เพาะเลี้ยงสาหร่ายภายในตัวอาคารหรือในระบบปิดที่สร้างขึ้น เช่น ระบบ ถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใช้แสง (Photobioreactor) ซึ่งมีหลายลักษณะ เช่น แบบแนวตั้ง แนวราบ และ
ทรงกระบอก เป็นต้น  (รูปที่ 2.8) ประเภทที่ 2 คือ ระบบเปิด (Open pond) คือระบบที่เพาะเลี้ยง
สาหร่ายในบ่อขนาดใหญ่กลางแจ้ง เช่น ระบบ Raceway เป็นต้น (รูปที่ 2.9)  ระบบของการ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายแต่ละรูปแบบมีข้อดีและข้อจ ากัดแตกต่างกันสามารถสรุปได้ดังตารางท่ี 2.1  การ
เพาะเลี้ยงสาหร่ายแต่ละระบบจึงต้องเลือกใช้ให้เหมาะสมกับวัตถุประสงค์ในการเพาะเลี้ยง ชนิดของ
สาหร่าย สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเพ่ิมผลผลิตชีวภาพมวลของสาหร่ายแต่ละสายพันธุ์ รวมถึง
สภาพแวดล้อมของพ้ืนที่ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง  ตัวอย่างของการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในระบบเปิด
และระบบปิดแสดงดังรูปที่ 2.10 
 

 
 

รูปที่ 2.8 ลักษณะของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใช้แสงในรูปแบบต่างๆ (Photobioreactors) (Fence 
tubular (A), Helical tubular (B), Horizontal tubular (C), Vertical flat panel (D), Air life 
type (E), Accordion type (F), Stirred tank (G), Bubble column (H)) 
ที่มา : Khetkorn et al., 2017  
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รูปที่ 2.9 ลักษณะของบ่อเปิดส าหรับการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว (Raceway type (a), Multi-
grid raceway (b), Circular type (c), Thin layer with undulating base (d) และ Covered 
pond (e)) 
ที่มา : Oncel, 2015  
 

 
 

รูปที่  2.10 ตัวอย่างการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวในระบบเปิดและระบบปิด (Raceway pond (a), 
Flat-plate type (b), Inclined tubular type (c) และ Horizontal/Continuous type (d)) 
ที่มา : Bitog et al., 2011 
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ตารางท่ี 2.1 ข้อดีและข้อจ ากัดของรูปแบบของการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว (Ugwu et al., 2008) 
รูปแบบการเพาะเลี้ยง ข้อดี ข้อจ ากัด 

บ่อเปิด (Open ponds) - เหมาะส าหรับการเพาะเลี้ยงในเชิงธุรกิจ 
เน่ืองจากสามารถเก็บเกี่ยวผลผลิตชีวมวล
ได้ในปริมาณมาก 

- ท าความสะอาดพื้นที่เพาะเลี้ยงได้ง่าย 
ภายหลังการเก็บเกี่ยวผลผลิต 

- ต้องควบคุมสภาวะที่ใช้ในการเพาเลี้ยง  
- การเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลานานท าได้ยาก 
- ผลผลิตชีวมวลต่ า  
- ต้องการพื้นที่ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงมาก  
- บางสายพันธุ์ไม่สามารถท าการเพาะเลี้ยงได้
ในบ่อเปิด  

- เกิดการปนเปื้อนในระหว่างการเพาะเลี้ยงได้
ง่าย 

ถังปฏิกรณ์แบบแนวตั้ง 
(Vertical-column 
photobioreactors) 

- ใช้พลังงานน้อย  
- เกิดการผสมและการเคลื่อนที่ของชีวมวล
ได้ดี  

- ควบคุมสภาวะต่างๆ ได้ง่าย เช่น อุณหภูมิ 
และปัจจัยยับย้ังที่จะมีผลต่อการเพาะเลี้ยง  

- เหมาะส าหรับการตรึงเซลล์สาหร่าย 
(Immobilization of algae) 

- พื้นที่ผิวที่แสงส่องผ่านมีน้อย  
- มีความยุ่งยากในการสร้างถังปฏิกรณ์  
- เกิดความเค้นเฉือน (Shear stress) ต่อ
สาหร่ายที่ท าการเพาะเลี้ยง  

- พื้นที่ผิวที่แสงส่องผ่านจะลดลงหาก ท าการ
เพาะเลี้ยงในสเกลที่ใหญ่ขึ้น 

ถังปฏิกรณ์แบบแนวราบ 
(Flat-plate 
photobioreactors) 

- มีพื้นที่ผิวในการสังเคราะห์แสงมาก 
เน่ืองจากแสงส่องถึงได้ดี เหมาะส าหรับ
การเพาะเลี้ยงภายนอกห้อง  

- เหมาะส าหรับการตรึงเซลล์สาหร่าย  
- ได้ผลผลิตชีวมวลในปริมาณสูง  
- ท าความสะอาดง่ายและค่าใช้จ่ายต่ า 
- ต้องการออกซิเจนเพิ่มเติมส าหรับ การ
เพาะเลี้ยงน้อย 

- ต้องการวัสดุและส่วนประกอบหลายอย่างใน
การสร้างถังปฏิกรณ์ที่มีขนาดใหญ ่ 

- ควบคุมอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงยาก  
- อาจมีการเจริญบริเวณผนังของถังปฏิกรณ์  
- อาจมีผลต่อสาหร่ายบางสายพันธุ ์เน่ืองจาก
แรงกระท าภายในถังปฏิกรณ์ 
(Hydrodynamic stress) 

ถังปฏิกรณ์แบบ
ทรงกระบอก หรือแบบ
ท่อ (Tubular 
photobioreactors) 

- มีพื้นที่ผิวในการสังเคราะห์แสงมาก เหมาะ
ส าหรับการเพาะเลี้ยงภายนอกห้อง  

- ได้ผลผลิตชีวมวลในปริมาณหน่ึง  
- ค่าใช้จ่ายต่ า 

- เกิด Gradient ของค่าพีเอช (pH) ออกซิเจน
ละลายน้ าและคาร์บอนไดออกไซด์ ตาม
ความยาวของถังปฏิกรณ์  

- อุดตันได้ง่าย  
- อาจมีการเจริญบริเวณผนังถังปฏิกรณ์  
- ต้องการพื้นที่มาก 
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2.8  การผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบอากาศลอยตัว  
 

 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (Bioreactor) เป็นอุปกรณ์ส าหรับการเพิ่มผลผลิตให้ได้ปริมาณสูง 
สามารถบรรจุอาหารเลี้ยงเชื้อในปริมาณมาก และสามารถป้องกันการปนเปื้อนจากจุลินทรีย์ที่ไม่
ต้องการได้ตลอดกระบวนการผลิต โดยถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะมีระบบควบคุมสภาวะของถังหมัก เช่น 
อุณหภูมิ พีเอช  การละลายออกซิเจน และ  ความเข้มข้นของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ เป็นต้น   
โดยทั่วไป สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้โดย ใช้แสงที่เป็นแหล่งพลังงาน  การผลิตชีวมวลของ
สาหร่ายสีเขียวให้ได้ปริมาณสูงจะท าการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีลักษณะโปร่งแสง หรือที่
เรียกว่า “ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใช้แสง (Photobioreactor)” ซึ่งตัวถังท ามาจากวัสดุที่เป็นแก้วหรือ
พลาสติกใสที่แสงสามารถส่องได้ทั่วถึง    

   ถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีหลากหลายประเภท ยกตัวอย่าง เช่น ถังปฏิกรณ์แบบเขย่า (Shaking 
bioreactor) ถังปฏิกรณ์แบบฟองอากาศ (Bubble column bioreactor) ถังปฏิกรณ์แบบไหลเวียน
ภายในและภายนอก (External/internal-loop airlift bioreactor) และ ถังปฏิกรณ์แบบกวน 
(Stirred tank bioreactor) เป็นถังปฏิกรณ์ที่มักใช้กระบวนการหมักอย่างกว้างขวางทั้งในงานวิจัย
และอุตสาหกรรม (Charles, 1985)  การผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
เหมาะส าหรับการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนเพ่ือการขยายระดับการผลิต (Scale-up) ต่อไป เนื่องจาก
สามารถควบคุมสภาวะการผลิตไฮโดรเจนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพได้ง่าย มีระบบการผสมที่มี
ประสิทธิภาพ และสามารถป้องกันการระเหยของน้ าภายในระบบได้   ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแต่ละชนิดจะ
มีลักษณะรูปร่าง อัตราส่วนของพ้ืนที่ผิวต่อปริมาตร  (Surface-to-volume (S/V) ratio) รวมถึงระบบ
การผสมที่แตกต่างกัน จึงจ าเป็นต้องเลือกชนิดของถังปฏิกรณ์และการควบคุมระบบภายในให้
เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว   นอกจากนี้ การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ยังต้องค านึงถึงโอกาสในการรั่วไหลของก๊าซไฮโดรเจนออกสู่ภายนอกถัง  การ
ประกอบตัวถังและการใส่หัววัดต่างๆ ต้องปิดให้แน่นสนิท เนื่องจากก๊าซไฮโดรเจนเป็นก๊าซท่ีมีน้ าหนัก
เบาจึงมีโอกาสเกิดการรั่วไหลของก๊าซออกนอกถังได้ (Skjånes et al., 2016; Oncel, 2015)  
งานวิจัยนี้ได้สนใจศึกษาการผลิตชีวมวลและการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. ใน
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวหรือ Air-lift photobioreactor  

  

 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัว (Air-lift bioreactor) เป็นชนิดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ที่มีระบบการผสมโดยการให้อากาศหมุนเวียนภายในถัง  หลักการท างานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบนี้
อาศัยความแตกต่างของความถ่วงจ าเพาะของของเหลวเมื่อมีอากาศผสมอยู่ในปริมาณต่างกัน  การให้
อากาศจะให้จากทางด้านล่างของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ฟองอากาศที่กระจายตัวอยู่ในของเหลวมีความ
ถ่วงจ าเพาะลดลงและจะดันตัวลอยสู่ด้านบนของถังผ่านท่อส่งผ่านอากาศ (Draft tube) (รูปที่ 2.11) 
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ซึ่งท่อส่งผ่านอากาศจะช่วยควบคุมการไหลวนของของเหลวในส่วนที่ให้อากาศ (Riser section) กับ
ส่วนที่ไม่ให้อากาศ (Downcomer section)  จากนั้น อากาศที่ละลายและกระจายตัวอยู่ในของเหลว
จะถูกปลดปล่อยออกมา ท าให้ของเหลวมีความหนาแน่นสูงขึ้น และตกลงสู่ส่วนล่างของถังปฏิกรณ์
ชีวภาพผ่านทาง Downcomer ท าให้เกิดการผสมของสารแขวนลอยเซลล์กับอาหารได้ดียิ่งขึ้นและ
กระจายความร้อนภายในถังได้ทั่วถึง  การระบายความร้อนและการควบคุมอุณหภูมิในกระบวนการ
หมักจะใช้ระบบท าความร้อนและระบบน้ าหล่อเย็นเพื่อจ่ายน้ าร้อนหรือน้ าเย็นไหลผ่านทาง Jacket 
บริเวณรอบถัง    

  

    
 A B 
 

รูปที่ 2.11 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัว (Air-lift bioreactor) (A) และไดอะแกรมแสดง
ระบบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัว (B) 
ที่มา : https://ub.vscht.cz/research/groups/bioprocess#; Rorrer and Cheney, 2004 
 
 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบลอยตัวในระดับห้องปฏิบัติการมีข้อดี คือ การเกิดแรงเฉือนต่ าจึง
เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเซลล์สาหร่ายสีเขียว และมีพ้ืนที่ผิวในการสังเคราะห์แสงมาก (Skjånes et 
al., 2016) แต่มีข้อเสีย คือ การผสมจะมีประสิทธิภาพต่ าลงตามความยาวของถังปฏิกรณ์ และเมื่ อ
สาหร่ายเจริญเติบโตเพ่ิมจ านวนมากขึ้นจะเกิดการตกตะกอนบริเวณก้นถังได้ ท าให้สารอาหารและ
ออกซิเจนภายในถังกระจายตัวไม่สม่ าเสมอ ส่งผลต่อการเกิดภาวะจ ากัดของสารอาหารและออกซิเจน
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ได้ง่าย  การออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบลอยตัวนี้ไม่เอ้ือต่อการน ามาใช้ผลิตไฮโดรเจน เนื่องจาก มี
การตกตะกอนของเซลล์ ท าให้ต้องมีการเติมก๊าซอาร์กอนลงไปเพื่อให้เกิดการหมุนเวียนของสาร
แขวนลอยเซลล์ ส่งผลให้ปริมาณไฮโดรเจนที่สะสมไว้มีความเจือจาง และมีโอกาสสูงที่จะเกิดการ
สูญเสียก๊าซไฮโดรเจน (Skjånes et al., 2016) 
 

2.9  ปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
 

 สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้โดยอาศัยกระบวนการสังเคราะห์แสง และผลิต
ไฮโดรเจนได้จากกระบวนการสังเคราะห์แสงและกระบวนการหมักในที่มืด โดยการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายจะเกิดข้ึนในสภาวะที่มีระบบมีปริมาณออกซิเจนต่ า  การเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจน
ในสาหร่ายสีเขียวขึ้นอยู่กับปัจจัยที่ต้องค านึงถึงหลายประการ ดังนี้  
  

 2.9.1 แหล่งคาร์บอน  
 

 คาร์บอนเป็นปัจจัยส าคัญต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว การหายใจของเซลล์สาหร่าย 
รวมไปถึงการผลิตไฮโดรเจนในระบบการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ จ าเป็นต้องควบคุม
ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ไม่ให้มากเกินไปจนเป็นอันตรายกับสาหร่าย เพราะ จะท าให้ค่าพีเอชลดลง 
แต่ต้องมีปริมาณให้เพียงพอส าหรับใช้ในกระบวนการสังเคราะห์แสง  สาหร่ายสีเขียวสามารถใช้
คารบ์อนได้ทั้งในรูปของสารอนินทรีย์และสารอินทรีย์  แหล่งคาร์บอนในรูปอนินทรีย์สารที่ส าคัญคือ 
ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ โดยคาร์บอนไดออกไซด์ ในปริมาณ 1-5 เปอร์เซ็นต ์(โดยปริมาตร) ของระบบ
เป็นระดับที่เหมาะสมกับสาหร่าย (Ugwu et al., 2008)  ส่วนแหล่งคาร์บอนในรูปอินทรีย์สารที่ส าคัญ 
คือ กลูโคส อะซีเตท เอทานอล อะลานีน แอสพาร์เทต ฟรักโทส กาแลคโทส ไพรูเวต และซักซิเนต 
(Richmond, 1986; Hu and Gao, 2013)  สาหร่ายจะตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ในบรรยากาศโดย
เกิดข้ึนในวัฏจักรเคลวิน (Calvin cycle) เพ่ือผลิตสารประกอบประเภทคาร์โบไฮเดรตในรูปของแป้ง  
ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน สาหร่ายสีเขียวสลายแป้งที่เก็บสะสมนี้ไปใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอน
ส าหรับการผลิตไฮโดรเจน  แหล่งคาร์บอนบางชนิด เช่น อะซีเตท ถูกใช้เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการ
หายใจของเซลล์สาหร่าย ท าให้เซลล์เข้าสู่สภาวะที่ปราศจากอากาศ ส่งผลให้ การผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น 
(Melis et al., 2000; Kosourov et al., 2003; Wang et al., 2011) 
 

 2.9.2 แหล่งไนโตรเจน  
 

 ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลักที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของสิ่งมีชีวิต เป็นองค์ประกอบที่
ส าคัญของกรดนิวคลีอิกและกรดอะมิโนทุกชนิดซึ่งมีบทบาทส าคัญในการสังเคราะห์โปรตีน การสร้าง
เซลล์สืบพันธุ์ และเป็นองค์ประกอบส าคัญของหน่วยโครงสร้างของคลอโรฟิลล์  สาหร่ายสามารถใช้
ไนโตรเจนได้ทั้งในรูปของอินทรีย์สารและอนินทรีย์สาร เช่น เกลือแอมโมเนีย ไนเตรท และ ไนไตรท์ 
เป็นต้น  สาหร่ายจะมีอัตราการเติบโตสูงเมื่อใช้ไนโตรเจนในรูปของไนเตรทหรือแอมโมเนีย  สาหร่าย



24 
 

 
 

บางชนิดสามารทใช้ไนไตรท์ได้แต่จะใช้ได้ในความเข้มข้นต่ า โดยไนไตรทท์ี่ความเข้มข้นสูงมีผลยับยั้ง
การเติบโตของสาหร่าย  ส่วนการใช้แอมโมเนียเป็นแหล่งไนโตรเจน พบว่าจะท าให้ค่าพีเอชของอาหาร
ลดลง (Richmond, 1986)   ส าหรับการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายบางชนิดมีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น
ภายใต้สภาวะการไนโตรเจน (Li et al., 2015)  เซลล์ที่อยู่ในสภาวะการขาดไนโตรเจนจะลดปริมาณ
การสังเคราะห์คลอโรฟิลล์และลดประสิทธิภาพการดูดซับพลังงานของระบบแสงลง (Peltier and 
Schmidt, 1991)  การลดลงของกิจกรรมของระบบแสงสองในสภาวะที่ขาดไนโตรเจนท าให้ปริมาณ
ออกซิเจนเกิดขึ้นในระบบแสงสองลดลง (Zhang et al., 2015)  เมื่อปริมาณออกซิเจนในระบบลดลง
จะช่วยส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจน เซลล์ที่ขาดไนโตรเจนจะท าการสะสมอาหารในรูปของแป้ง และเม่ือ
เหนี่ยวน าให้มีการผลิตไฮโดรเจน เซลล์จะสลายแป้งมาใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอนส าหรับผลิตไฮโดรเจน 
(He et al., 2012; Philipps et al., 2012) 
 

 2.9.3  แหล่งซัลเฟอร์ 

 ซัลเฟอร์เป็นธาตุที่จ าเป็นต่อการสร้างโปรตีนภายในเซลล์   ซัลเฟอร์ ที่ถูกเก็บไว้ภายในเซลล์
ส่วนใหญ่จะอยู่ในรูปของกรดอะมิโนเมทไธโอนีน (Methionine) และซิสเทอีน (Cysteine) ซึ่งกรด 
อะมิโนทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นกรดอะมิโนที่มีความจ าเป็นต่อกระบวนการสังเคราะห์โปรตีนทุกชนิดและ
โปรตีน D1 ที่อยู่ในศูนย์กลางของระบบแสงสอง  การขาดซัลเฟอร์ในอาหารเพาะเลี้ยงมีผลยับยั้ง
กิจกรรมของระบบแสงสองของเซลล์ชั่วคราว ส่งผลให้อัตราการอ่ิมตัวของแสงลดลงอย่างรวดเร็ว โดย
การขาดซัลเฟอร์ส่งผลให้การสังเคราะห์กรดอะมิโนซิสเทอีนและเมทไธโอนีนลดลง และท าให้โปรตีน 
D1 ที่อยู่ในบริเวณศูนย์กลางการเกิดปฏิกิริยาของระบบแสงสองเกิดความเสียหาย  เมื่อโปรตีน D1 
เสียหาย จะท าให้กระบวนการซ่อมแซมระบบแสงสองเกิดความบกพร่อง จึงส่งผลยับยั้งการเกิด
ออกซิเจนจากการแตกตัวของน้ าในระบบแสงสอง ท าให้สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงขึ้น 
(Wykoff et al., 1998) 
 

 2.9.4  แหล่งฟอสฟอรัส 

  ฟอสฟอรัสเป็นองค์ประกอบของกรดนิวคลีอิกและฟอสโฟลิปิด  ซึ่งมีความส าคัญต่อการ
เจริญเติบโตของพืชและสาหร่ายสีเขียว รวมถึงฟอสฟอรัสเกี่ยวข้องกับกระบวนการหายใจและ
กระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ที่เป็นแหล่งให้พลังงาน คือ อะดีโนซีนไตรฟอสเฟต (Adenosine 
triphosphate หรือ ATP)  ในกระบวนการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายสีเขียว ระบบแ สงจะดูดซับ
พลังงานแสง ท าให้เกิดการถ่ายทอดอิเล็กตรอนจากระบบแสงสองไปยังระบบแสงหนึ่ง  และได้ ATP 
และ NADPH ส าหรับใช้ในปฏิกิริยาการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือรีดิวซ์คาร์บอนไดออกไซด์ให้เป็น
คาร์โบไฮเดรต  การขาดฟอสฟอรัสจึงมีผลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายและจ ากัดปฏิกิริ ยาการตรึง
คาร์บอนไดออกไซด์ เนื่องจากสารตัวกลางในการถ่ายทอดพลังงานในวิถีเพนโตฟอสเฟสมีระดับลดลง 
จึงน าไปสู่การลดกิจกรรมการถ่ายทอดอิเล็กตรอนของระบบแสง (Photosynthetic electron 
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transport activity) (Brooks, 1986)  แต่ในระหว่างการขาดแหล่งฟอสฟอรัสในอาหารเพาะเลี้ยง 
ระบบแสงหนึ่งยังคงมีการขนส่งอิเล็กตรอนเพื่อผลิตเป็นพลังงานแก่เซลล์  ดังนั้น การขาดฟอสฟอรัสมี
ผลให้ปริมาณออกซิเจนจากระบบแสงสองลดลง และ ช่วยส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส
และการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว (Wykoff et al., 1998) 
 

2.9.5  แสง  

 แสงเป็นปัจจัยสิ่งแวดล้อมภายนอกทีส่ าคัญในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย  เซลล์จะน าแสงมาใช้ใน
กระบวนการสังเคราะห์แสงร่วมกับการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์เพ่ือผลิตคาร์โบไฮเดรต  การเพ่ิมความ
เข้มแสงหรือเพ่ิมพ้ืนที่ผิวสัมผัสแสงต่ออัตราส่วนปริมาตรของถังปฏิกรณ์ให้เหมาะสม จึงท าให้อัตรา
การเจริญของสาหร่ายเพิ่มข้ึน โดย ความเข้มแสงมีผลต่อคลอโรฟิลล์และการท างานของระบบแสงสอง 
(Photoinhibition) เนื่องจากความเข้มแสงสูงมีผลให้เซลล์เกิดการชักน าให้มีการสังเคราะห์สารสีใน
การสังเคราะห์แสง เช่น คลอโรฟิลล์ แซนโทฟิลล์  ฯลฯ เพ่ิมมากข้ึน  เมื่อท าการย้ายเซลล์เข้าสู่สภาวะ
ที่เหนี่ยวน าการผลิตไฮโดรเจนภายใต้ความเข้มแสงสูง สาหร่ายจะสามารถผลิตไฮโดรเจนโดยอาศัยการ
ดูดซับพลังานแสง ท าให้เกิดการแตกตัวของน้ า  เพ่ือน ามาใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอนส าหรับการผลิต
ไฮโดรเจน แต่ปริมาณแสงที่มากเกินไปจะท าให้อุณหภูมิของระบบสูง มีผลใ ห้เซลล์สาหร่ายบางส่วนถูก
ท าลายและไปยับยั้งการหายใจของเซลล์ อัตราการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายจึง
ลดลง (Laurinavichene et al., 2004) 

2.9.6  อุณหภูมิ  

อุณหภูมิเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อกระบวนการสังเคราะห์แสงและการผลิตไฮโดรเจนใน
สาหร่ายสีเขียว เนื่องจากอุณหภูมิมีผลต่อการท างานเอนไซม์ชนิดต่างๆ ในกระบวนการสังเคราะห์
แสง รวมถึงเอนไซม์ไฮโดรจีเนส  อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวอยู่
ในช่วง 35-40 องศาเซลเซียส โดยเป็นช่วงอุณหภูมิที่เอนไซม์ไฮโดรจีเนสมีความเสถียร   ในสภาวะ
ที่อุณหภูมิสูง  การท างานของระบบแสงสองจะถูกยับยั้ง เนื่องจากโปรตีนที่บริเวณศูนย์กลางการ
เกิดปฏิกิริยา (RC) และโปรตีนรับแสง (LHC) ในระบบแสงสองถูกท าลาย ท าให้อิเล็กตรอนจากการ
แตกตัวของน้ าในระบบแสงสองไม่ได้ถูกถ่ายทอดไปยังเอนไซม์ไฮโดรจีเนส และมีผลโดยตรงที่ท าให้
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสเสีย สภาพ  ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจึงลดลง  เมื่อเซลล์อยู่
ในอุณหภูมิสูงและไม่ เหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม์  (Salvucci and Crafts-Brandner, 
2004)  
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 2.9.7  ค่าพีเอช 
 

 ค่าพีเอชเป็นสิ่งที่บอกความเป็นกรดด่างและเป็นปัจจัยที่ส าคัญในการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสี
เขียว เนื่องจากมีอิทธิพลต่อความหลากหลายของสารอนินทรีย์คาร์บอนในรูปต่างๆ  (Dissolved 
inorganic carbon ; DIC) (Zhu et al., 2013)  ค่าพีเอชของอาหารยังมีผลต่อกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว รวมถึงมีผลต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ในสาหร่ายสีเขียว 
เนื่องจากการเปลี่ยนแปลงพีเอชท าให้เมแทบอลิซึมของสาหร่ายเปลี่ยนแปลงไป และมีผลต่อการเกิด
ผลิตภัณฑ์  ในระยะเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยงสาหร่าย ค่าพีเอชของอาหารจะลดลง เนื่องจากสาหร่าย
จะสร้างกรดคาร์บอนิกที่เกิดจากปฏิกิริยาเคมีระหว่างคาร์บอนไดออกไซด์และน้ า  ภายหลังเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 1 ถึง 3 วัน ค่าพีเอชของอาหารจะเพ่ิมข้ึน  เนื่องจากในระหว่างการเจริญเติบโต สาหร่ายจะ
ใช้อะซีเตทเป็นแหล่งคาร์บอนในการเจริญเติบโต  เมื่ออะซีเตทสลายจะได้เป็นผลิตภัณฑ์เป็นไฮดรอก
ไซด์ (OH-) จึงท าให้ค่าพีเอชของอาหารมีความเป็นเบสเพ่ิมข้ึน (Kosourov et al., 2002)  โดยทั่วไป 
สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้ดีในช่วงพีเอช 5.0-9.0 (Song et al., 2011) แต่ค่าพีเอชที่ต่ า
กว่า 5.0 จะท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสลดลง ส่งผลให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง 
 

2.10  งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 Skjånes et al. (2008) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกจากน้ าจืดและ
น้ าทะเลภายใต้สภาวะการขาดซัลเฟอร์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  จากการทดลองพบว่า  วัสดุที่ใช้ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ ได้แก่ ยาง พลาสติก และเหล็กกล้าผสมบางชนิด ท าให้เกิดความเป็นพิษต่อสาหร่ายสี
เขียว Chlamydomonas euryale  การปรับพีเอชของอาหารโดยการเติมกรดไฮโดรคลอริกลงไป
ผ่านทางสายยางซิลิโคนท าให้สายยางถูกกัดกร่อนและปล่อยสารประกอบที่เป็นพิษต่อเซลล์สาหร่ายลง
สู่สภาวะการเพาะเลี้ยงได้  นอกจากนี้ ยังพบว่าการวิเคราะห์การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายที่ถูกบ่ม
ภายใต้สภาวะที่มีอากาศอาจเกิดความคลาดเคลื่อน เนื่องจากสาหร่ายสีเขียวบางสายพันธุ์มีการ
สร้างไบโอฟิลม์ (Biofilm) มาคลุมหัววัดออกซิเจน (Oxygen electrode) ที่ใช้ในวัดและควบคุม
ปริมาณออกซิเจนที่ละลายอยู่ในอาหารเพาะเลี้ยง ท าให้การปรับปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหาร
ภายในระบบเกิดความผิดพลาด ซึ่งมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายได้  ดังนั้น การเลือกใช้วัสดุ
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นปัจจัยที่ส าคัญหนึ่งส าหรับการขยายขนาดการผลิตไฮโดรเจน 

 Lehr et al. (2012) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas 
reinhardtii ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน (Stirred tank bioreactor) ขนาด 2 ลิตร   
จากการทดลองพบว่า ความเข้มแสงที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตไฮโดรเจน คือ ความเข้มแสง 
250 และ 280 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ตามล าดับ  ดังนั้น การเพ่ิมประสิทธิภาพการ
ผลิตไฮโดรเจน จ าเป็นต้องควบคุมสภาวะการเพาะเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพภายใต้ความเข้ม
แสงที่เหมาะสม  
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 Oncel and Kose (2014) ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlamydomonas 
reinhardtii CC124 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่อ (Tubular bioreactor) และแบบแผ่น (Panel 
bioreactor) พบว่า สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Tubular สามารถผลิตชีวมวลได้
สูงกว่าสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Panel ประมาณ 11 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Tubular มีพ้ืนผิวในการรับแสงมากกว่า ท าให้เซลล์สาหร่ายได้รับพลังงานแสงสูง
กว่าประมาณ 3.6 เท่าของถังแบบ Panel ที่ระดับความเข้มแสงที่เท่ากัน  นอกจากนี้ ระบบการผสมที่
มีการหมุนเวียนไปตามท่อในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Tubular ท าให้เซลล์สาหร่ายสัมผัสกับอาหาร
เพาะเลี้ยงได้ดี แต่ จากการทดลอง สาหร่าย ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Panel ผลิต
ไฮโดรเจนได้สูงกว่า เนื่องจากลักษณะของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Panel ท าให้เกิดแรงดันไฮโดรเจน
ออกจากตัวถังได้มีประสิทธิภาพมากกว่าถังแบบ Tubular และระบบการผสมของถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบ Panel ยังเหมาะแก่การผลิตไฮโดรเจนอีกด้วย 

 

 

 



 
 

บทท่ี 3  

วิธีการด าเนินงานวิจัย  
 

3.1  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

 สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่ใช้ในการศึกษานี้ได้รับการอนุเคราะห์จาก
ห้องปฏิบัติการชีววิทยาระดับโมเลกุล คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร
ลาดกระบัง โดยมีแหล่งที่มามาจากน้ าทะเลของหาดแหลมเสด็จ จังหวัดจันทบุรี (Tipranee et al., 
2016)  รูปร่างและลักษณะของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 แสดงดังรูปที่ 3.1 
 

 
 

รูปที่ 3.1 รูปร่างลักษณะของสาหร่ายสีเขียวไอโซเลท LSD-W2 ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดพ้ืนหลัง
สว่างที่มีก าลังขยายภาพ 1,000 เท่า 
 

3.2  อุปกรณ์ 
 

 3.2.1   กล้องจุลทรรศน์ชนิดพื้นหลังสว่าง (Bright field microscope) (Nikon, Eclipse Ci-L, 
Japan) 

 3.2.2   เข็มฉีดก๊าซ (Gas tight syringe) (Scientific Glass Engineering, Australia) 
 3.2.3   คิวเวตควอตซ์ (Quartz cuvette) (Starna scientific, StarnaTM 9/Q/10, England)  
 3.2.4   เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares) (Pyrex, USA) 
 3.2.5   เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph- 
  Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)) (Hewlett-Packard, HP5890A GC, 
  Japan) 
 3.2.6   เครื่องชั่งสาร (Balance) (Scientific Promotion, Sartorius BP2215, Thailand) 
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 3.2.7   เครื่องผสมสาร (Vortex) (Scientific Industries, Genies2 G560, USA) 
 3.2.8   เครื่องปั่นเหวี่ยงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Labnet, SpectrafugeTM 16M, USA) 
 3.2.9   เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle  
  Labortechnik, Z38K, Germany) 
 3.2.10 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) (Mettler Toledo, Seven2Go S2, 

Switzerland) 
 3.2.11 เครื่องวัดแสง (Light meter) (Lutron, LX-1108, Thailand) 

 3.2.12 เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (UV-Vis spectrophotometer) (Shimadzu, UV-1800, 
Japan)  

 3.2.13 เครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Autoclave) (Hirayama, HVE-50, Japan) 
 3.2.14 ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet) (ESCO, SCV4A1, Singapore) 
 3.2.15 ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 
 3.2.16 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศลอยตัวขนาด 3.7 ลิตร (Air-lift bioreactor)  
   (B.E.Marubishi (Thailand) Ltd., BIOREACTOR 3 L (AIR LIFT), Thailand)  
   (ภาคผนวก ก) 
 3.2.17 ไมโครปิเปตต์ (Micropipette) (Labnet, BioPette Plus, USA) 
 3.2.18 หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร (Oak ridge centrifuge tube) (Thermo  

Scientific, Nalgene, USA) 
3.2.19 หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ (Microcentrifuge tube) (Eppendorf, USA) 

 3.2.20 ฮีมาไซโตมิเตอร์ (Hemacytometer) (Boeco, Neubauer improved bright  
  line, Germany)  
  

3.3  อาหารเลี้ยงเช้ือ  
 

 อาหาร Tris-Acetate-Phosphate (TAP) pH 7.2 (Harris, 1989) (ภาคผนวก ก) 
  

3.4  สารเคมี 
 

3.4.1  สารเคมีส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 
 

3.4.1.1   กรดบอริก (H3BO3) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.2   กรดอะซิติก (CH3COOH) (Ajax Finechem, Australia) 

3.4.1.3   คอปเปอรค์ลอไรด์ไดไฮเดรต (CuCl2.2H2O) (Mallinckrodt Baker, USA) 
 3.4.1.4   คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Carlo Erba, Italy)  
 3.4.1.5   แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.6   โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O) (Fluka, Switzerland) 
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 3.4.1.7   ซิงค์คลอไรด์ (ZnCl2) (Fluka, Switzerland) 
 3.4.1.8   ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) (Fluka, Switzerland) 
 3.4.1.9   โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) (British Drug Houses,  

  England) 
 3.4.1.10 โซเดียมอะซีเตท (CH3COONa) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.11 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Na2EDTA) (Promega,  

USA) 
 3.4.1.12 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.13 ทริสไฮดรอกซีเมทิลอะมิโนมีเทน (NH2C(CH2OH)3) (Vivantis, Malaysia) 
 3.4.1.14 น้ าตาลกลูโคส (C6H12O6) (Merck, Germany) 
 3.4.1.15 น้ าตาลซูโครส (C12H22O11) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.16 น้ าตาลฟรักโทส (C6H12O6) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.17 น้ าตาลมอลโทส (C12H22O11) (Merck, Germany) 
 3.4.1.18 น้ าตาลแลกโทส (C12H22O11) (Sigma, USA) 
 3.4.1.19 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.20 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.21 แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.22 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy) 
 3.4.1.23 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) (Carlo Erba, Italy)  
  

3.4.2  สารเคมีส าหรับวิเคราะห์คลอโรฟิลล์ 
 

 เมทานอล (CH3OH) (Analytical grade, Univar, Australia) 
 

 3.4.3  ก๊าซมาตรฐานและก๊าซท่ีใช้ในการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 
 

 3.4.3.1  ก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ ในอาร์กอน (ปริมาตรต่อปริมาตร)  
  (Praxair, Thailand) 
 3.4.3.2  ก๊าซอาร์กอนความบริสุทธิ์ 99.999 เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตรต่อปริมาตร)  
   (Thonburiwattana Ltd., Thailand) 
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3.5  วิธีการทดลอง 
 

3.5.1  การเตรียมหัวเชื้อสาหร่ายสีเขียว 
 

เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียวส าหรับใช้เป็นหัวเชื้อ (Starter) โดยเริ่มจากการลาก (Streak) เชื้อ
บนอาหารแข็ง Tris-Acetate-Phosphate (TAP) (ภาคผนวก ก)  น าจานอาหารแข็งไปบ่มที่อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส ภายใต้ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ เป็นเวลา 5 วัน  เมื่อเชื้อเจริญ จึงเขี่ยโคโลนีที่
เจริญบนอาหารแข็ง 1 ถึง 2 ลูป มากระจาย ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลว TAP 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  น าฟลาสก์ไปเขย่าบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส และให้แสงต่อเนื่องภายใต้ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ เป็นเวลา 3 วัน เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ
สาหร่ายในแต่ละการทดลอง    
  

 3.5.2  วิธีการวัดการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว  
 

 3.5.2.1  วิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสง 
 

  น าเซลล์สาหร่ายสีเขียวที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาหร่ายสีเขียวที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรด้วยเครื่อง 
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ โดยใช้อาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสารละลายแบลงค์ (Blank)  วัดการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายสีเขียวในระยะ Logarithmic โดยวิเคราะห์เป็นค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific 
growth rate, µ) ตามวิธีของ Tang และคณะ (2011) ดังสมการที่ 3.1  

      µ  = In (X1/X0)     สมการที่ 3.1 
       t1-t0 

  เมื่อ µ   คือ  อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (ต่อวัน)  
   X0  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นของสาหร่าย ในชั่วโมงท่ี t=0 

   X1  คือ  ค่าการดูดกลืนแสงหลังจากเพาะเลี้ยงสาหร่าย เป็นเวลา t ชั่วโมง 
   t0   คือ  เวลาเริ่มต้นของการเจริญ  

  t1    คือ  เวลาสุดท้ายของการเจริญในระยะ Logarithmic  
 

  3.5.2.2  วิธีการวิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์ 
 

   น าเซลล์สาหร่ายสีเขียวมาวิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์ โดยการนับจ านวนเซลล์
ด้วยสไลด์ฮีมาไซโตมิเตอร์ (ภาคผนวก ข)  เริ่มจากการวางกระจกปิดสไลด์บนสไลด์ฮีมาไซโตมิเตอร์
บริเวณท่ีเป็นตาราง  จากนั้น ปิเปตสารละลายเซลล์ สาหร่ายสีเขียวปริมาตร 10 ไมโครลิตร แล้ววาง
ปลายปิเปตใกล้ขอบกระจกปิดสไลด์ ปล่อยสารละลายเซลล์จากปิเปตลงไปในช่องใส่ตัวอย่าง  วางทิ้ง
ไว้ 1 นาที เพื่อให้เซลล์สาหร่ายจมลงสู่พื้นสไลด์  จากนั้น น าสไลด์ไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด
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พ้ืนหลังสว่าง (Nikon Eclipse Ci-L, Japan) ที่ก าลังขยายภาพ 400 เท่า  ค านวณจ านวนเซลล์ของ
สาหร่ายสีเขียวต่อปริมาตรน้ า 1 มิลลิลิตร ตามวิธีในภาคผนวก ข 
 

  3.5.2.3  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ 
  

   น าเซลล์สาหร่ายสีเขียวปริมาตร 1 มิลลิลิตรมาใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์  จากนั้น 
เก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาท ี  
เทส่วนใสทิ้ง  จากนั้น น าตะกอนเซลล์มา เติมเมทานอลที่มีความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่องผสมสาร น าหลอดไปบ่มในที่มืดเป็นเวลา 24 
ชั่วโมง  จากนั้น น าหลอด ไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง  เป็นเวลา 5 
นาที  ปิเปต ส่วนใสออกมาใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ น าสารละลายไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 665 และ 650 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์   น าค่าการดูดกลืนแสงที่ได้มา
ค านวณปริมาณคลอโรฟิลล์ตามวิธีของ Lee and Shen (2004) ดังสมการที่ 3.2 

 ปริมาณคลอโรฟิลล์ (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) = (4.0 × A665) + (25.5 × A650) สมการที่ 3.2 
 

 3.5.3  วิธีการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่าย
สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 

  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร โดยแปรผันปัจจัยทางเคมี
ดังต่อไปนี้ (หลักการและระบบการควบคุมการท างานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift แสดงใน
ภาคผนวก ค) 
 

 3.5.3.1 วิธีการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการ
เจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

  เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อตามวิธีในหัวข้อ 3.5.1  จากนั้น ท าการเก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ถ่ายหัวเชื้อเริ่มต้นลงในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ที่มีอาหารเหลว TAP ทีแ่ปรผันชนิดของแหล่งคาร์บอน
ปริมาตร 3 ลิตร (คิดปริมาตรการท างานประมาณ 70 เปอร์เซ็นต์ของขนาดถังปฏิกรณ์ชีวภาพ)  ชนิด
ของแหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการทดลองนี้คือ กรดอะซีติก โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต น้ าตาลกลูโคส 
และน้ าตาลซูโครส โดยให้มีความเข้มข้นของคาร์บอนอะตอมเท่ากันคือ 34.8 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอม
ต่อลิตร เปรียบเทียบกับอาหาร TAP สูตรปกติท่ีมีกรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน   (รูปที่ 3.2) และให้
มีความขุ่นจากการวัดค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรเท่ากับ 0.1  ท าการ
เพาะเลี้ยงภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์  โดย ควบคุมระบบในถังปฏิกรณ์
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ชีวภาพแบบ Air-lift ให้มคี่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.2 มีอัตราการไหลของอากาศ 1 ลิตรต่อ
นาท ีและอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทีม่ีระบบควบคุมอุณหภูมิในถังหมักด้วยชุดท าความร้อนและชุด
วาล์วควบคุมอัตโนมัติ ท าให้เกิดการไหลเวียนน้ าร้อนหรือน้ าเย็นผ่านทางแจ็คเก็ต (Jacket) บริเวณ
รอบถัง (รูปที่ 3.2)  ท าการเก็บตัวอย่างเซลล์สาหร่ายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุก 6 ชั่วโมงของการ
เพาะเลี้ยง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง  แล้วเก็บตัวอย่างเซลล์ทุก 12 ชั่วโมง จนครบเวลา 120 ชั่วโมง  น า
เซลล์มาวิเคราะห์การเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียวเช่นเดียวกับหัวข้อ 3.5.2  
เมื่อได้ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายแล้ว ท าการแปรผันความ
เข้มข้นของแหล่งคาร์บอนที่คัดเลือกโดยให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 0, 17.4, 34.8, 87 และ 174 
มิลลิโมลาร์ 
  

 
 

รูปที่ 3.2 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
ขนาด 3.7 ลิตร 

 

 3.5.3.2 วิธีการศึกษาผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโต
และการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

  เพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร 
เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อตามวิธีในหัวข้อ 3.5.1  จากนั้น ท าการเก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี  ถ่ายหัวเชื้อเริ่มต้นลงในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ที่มีอาหารเหลว TAP ปริมาตร 3 ลิตร ทีแ่ปรผันความ
เข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0, 0.75, 7.5 และ 37.5 มิลลิโมลาร์ (ความเข้มข้นสุดท้ายของ
แหล่งไนโตรเจนในอาหาร TAP สูตรปกติคือ 7.5 มิลลิโมลาร์) โดยให้มีความขุ่นจากการวัดค่าการ

แจ็คเก็ต 

หัวพ่นอากาศ 

เครื่องควบคุม 
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ดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรเท่ากับ 0.1  ท าการเพาะเลี้ยงภายใต้การให้แสง
ต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ โดยควบคุมระบบในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ให้มีค่าพีเอช
เริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.2 มีอัตราการไหลของอากาศ 1 ลิตรต่อนาที และอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส (รูปที่ 3.2)  ท าการเก็บตัวอย่างเซลล์สาหร่ายปริมาตร 5 มิลลิลิตร ทุก 6 ชั่วโมงของการ
เพาะเลี้ยง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วเก็บตัวอย่างเซลล์ทุก 12 ชั่วโมง จนครบเวลา 120 ชั่วโมง  น า
เซลล์มาวิเคราะห์การเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่ายสีเขียวเช่นเดียวกับหัวข้อ 3.5.2   

 3.5.4  วิธีการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจน 
 

 น าเซลล์สาหร่ายสีเขียวที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ในอาหาร
เหลว TAP ที่มสีูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต เป็นเวลา 36 ชั่วโมง  มาท าการเก็บเกี่ยว
เซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มอีาหารที่เหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจน   ท าการพ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือไล่อากาศเป็นเวลา 1 ชั่งโมง หรือจนกว่า
ปริมาณออกซิเจนภายในระบบต่ ากว่า 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร เพ่ือ ชักน าให้สาหร่ายผลิตไฮโดรเจน
ภายใต้สภาวะทีป่ราศจากอากาศ  จากนั้น ปิดระบบการให้อากาศ  น าตัวอย่างที่ทดสอบมาวิเคราะห์
ปริมาณการผลิตก๊าซไฮโดรเจน โดยการใช้เข็มฉีดก๊าซดูดก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลวในขวด 
Vial (Headspace) ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และน าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊ส 
โครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph-Thermal Conductivity 
Detector, GC-TCD) เทียบกับก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นตใ์นก๊าซอาร์กอน (ปริมาตรต่อ
ปริมาตร)  สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟแสดงในตารางที่ 
3.2  จากนั้น ค านวณอัตราการผลิตไฮโดรเจนและผลผลิตไฮโดรเจนตามวิธีในภาคผนวก ง    
 
ตารางท่ี 3.1 สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ปริมาณก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ -เทอร์
มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ (Gas Chromatograph-Thermal Conductivity Detector (GC-TCD))  

พารามิเตอร์ สภาวะในการเดินระบบ 

Column Packed column 2 m; Molecular sieve 5 Å mesh 60/80 

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

Temperature Program Injector temperature : 100 oC 
Column temperature : 50 oC 
Detector temperature : 100 oC 

Carrier gas Argon gas (99.999% purity) 

Carrier gas flow rate 20 ml/min 
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  3.5.5  วิธีการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 

 

  การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยง
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร สามารถแบ่งช่วงระยะเวลาออกเป็น 2 ช่วง คือ ช่วง
ที่ 1 การเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหาร TAP สูตรที่เหมาะสมต่อการเจริญ ภายใต้สภาวะที่มีแสงและ
ออกซิเจนเพ่ือผลิตชีวมวล  จากนั้น ท าการย้ายเซลล์สาหร่ายเข้าสู่ช่วงที่ 2 ซ่ึงเป็นช่วงการผลิต
ไฮโดรเจนภายใต้สภาวะทีป่ราศจากอากาศ  การศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย
สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ด าเนินการดังนี้ 
 

  3.5.5.1  วิธีการศึกษาผลความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

  ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ในอาหารเหลว TAP ที่มีสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล เป็นเวลา 
36 ชั่วโมง  จากนั้น ท าการเก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี แล้วท าการล้างและกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มอีาหารเหลว TAP ที่แปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0, 
0.75 และ 7.5 มิลลิโมลาร์  จากนั้น  ชักน าให้เซลล์สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ในสภาวะไร้อากาศ โดย
พ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่งโมง หรือจนกว่าปริมาณออกซิเจนภายในระบบต่ า
กว่า 2 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร แล้วปิดระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่อง
ทีค่วามเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  ท าการวัดปริมาณ
การผลิตไฮโดรเจนในชั่วโมงท่ี 2, 6, 24 และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนครบ 5 วัน โดยน าก๊าซบริเวณช่องว่าง
เหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดักติวิตีดี
เทคเตอร์ ตามวิธีในหัวข้อ 3.5.4 
 

  3.5.5.2  วิธีการศึกษาผลความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

  ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ในอาหารเหลว TAP ที่มีสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล เป็นเวลา 
36 ชั่วโมง  จากนั้น ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วท าการล้างและกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มอีาหาร TAP ที่ปราศจากไนโตรเจน (TAP-N) ที่แปรผันความเข้มข้นของ
กรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 และ 87 มิลลิโมลาร์  จากนั้น ชักน าให้เซลล์สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ใน
สภาวะไร้อากาศ โดยพ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่งโมง แล้ว ปิดระบบการให้
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อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  ท าการวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในชั่วโมงท่ี 2, 6, 24 และทุกๆ 
24 ชั่วโมงจนครบ 5 วัน โดยน าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลว มาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ ตามวิธีในหัวข้อ 3.5.4 
 

  3.5.5.3  วิธีการศึกษาผลของพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

  ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ในอาหารเหลว TAP ที่มีสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล เป็นเวลา 
36 ชั่วโมง  จากนั้น ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี  ท าการล้างและกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบ Air-lift ที่มอีาหารสูตรที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน และปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เท่ากับ 6.2, 7.2 และ 8.2 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์หรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  
จากนั้น พ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือไล่อากาศเป็นเวลา 1 ชั่งโมง แล้ว ปิดระบบการให้
อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  ท าการวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในชั่วโมงท่ี 2, 6, 24 และทุกๆ 
24 ชั่วโมงจนครบ 5 วัน โดยน าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลว มาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วย
เครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ ตามวิธีในหัวข้อ 3.5.4 
 

  3.5.5.4  วิธีการศึกษาผลของความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 
 

  ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ในอาหารเหลว TAP ที่มีสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล เป็นเวลา 
36 ชั่วโมง  จากนั้น ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วท าการล้างและกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มอีาหาร TAP สูตรที่เหมาะสมและมีค่าพีเอชเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจน  จากนั้น พ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือไล่อากาศเป็นเวลา 1 ชั่งโมง แล้ว ปิด
ระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่อง โดยแปรผันความเข้มแสงตั้งแต่ 
1,000, 2,000 และ 3,000 ลักซ ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  ท าการวัด
ปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในชั่วโมงท่ี 2, 6, 24 และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนครบ 5 วัน โดยน าก๊าซบริเวณ
ช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์มอลคอนดัก
ติวิตีดีเทคเตอร์ ตามวิธีในหัวข้อ 3.5.4 
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 3.5.6  วิธีการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ใน
สภาวะท่ีเหมาะสมเทียบกับสภาวะปกติในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 

 ในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 จะท าการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนเมื่อบ่มเซลล์สาหร่ายในอาหาร TAP สูตรที่เหมาะสมต่อ
การผลิตไฮโดรเจน (อาหาร Optimized TAP) ภายใต้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน 
เปรียบเทียบเซลล์สาหร่ายในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะปกติ  เริ่มจากก ารเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ในอาหารเหลว TAP ที่มี
สูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตชีวมวล เป็นเวลา 36 ชั่วโมง  จากนั้น ท าการเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการ
ปั่นเหวี่ยงและกระจายเซลล์แขวนลอยลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มอีาหาร TAP และ
อาหาร Optimized TAP  จากนั้น พ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเพ่ือไล่อากาศเป็นเวลา 1 
ชั่วโมง แล้ว ปิดระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้สภาวะที่มีแสงเป็นเวลา 120 ชั่วโมง  ท า
การวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนในชั่วโมงท่ี 2, 6, 24 และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนครบ 5 วัน โดยน าก๊าซ
บริเวณช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ-เทอร์
มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ ตามวิธีในหัวข้อ 3.5.4 

 



 
 

บทท่ี 4  

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
  

4.1  การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่าย
สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift  
 

 งานวิจัยนี้ได้ท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร โดย
ศึกษาปัจจัยดังต่อไปนี้ 1) ชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน และ 2) ความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจน 
 

 4.1.1  ผลของชนิดและความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโตและการผลิต 
ชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 

  4.1.1.1  ผลของชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
 

          จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มาเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ใน
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ตามหัวข้อที่  3.5.3.1 โดยแปรผันชนิดของแหล่ง
คาร์บอน ได้แก่ กรดอะซีติก  โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาล  ให้มคีวาม
เข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 34.8 มิลลิโมลคาร์บอนอะตอมต่อลิตร (เท่ากับความเข้มข้นสุดท้ายของกรด 
อะซีติกในอาหาร TAP สูตรปกต)ิ  ท าการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 120 ชั่วโมง  เก็บตัวอย่างเซลล์มา
วิเคราะห์การเจริญเติบโตและผลิตชีวมวลของสาหร่าย โดยการวัดความขุ่นของเซลล์จากการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์ความหนาแน่น
ของเซลล์จากการนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์  จากการ
ทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีการเจริญเติบโตสูงขึ้นอย่างรวดเร็วเมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีกรดอะซีติกและน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  ในขณะที่สาหร่ายมี
การเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยในอาหารที่มีโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตเป็นแหล่งคาร์บอน 
และเม่ือเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารที่มีน้ าตาลซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน สาหร่ายไม่สามารถเจริญ 
เติบโตตลอดระยะเวลาของการเพาะเลี้ยง 120 ชั่วโมง (รูปที่ 4.1)   

 จากผลการวิเคราะห์ความขุ่นของเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 
นาโนเมตร พบว่า สาหร่าย สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 สามารถเจริญเติบโตอย่างรวดเร็วใน
อาหารที่มีกรดอะซีติกและน้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน โดยสาหร่าย เติบโตเจริญค่อนข้างช้าใน 6 
ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง ซึ่งเป็นระยะที่สาหร่ายปรับตัวอยู่ในระยะพัก (Lag phase)  จากนั้น 
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สาหร่ายมีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วเข้าสู่ระยะการเพ่ิมจ านวนแบบทวีคูณ (Logarithmic 
phase) จนถึงชั่วโมงท่ี 36 ของการเพาะเลี้ยง  หลังจากนี้ สาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตช้าลง ซึ่งเป็น
ช่วงเวลาที่สาหร่ายอยู่ในระยะเฉื่อยของเซลล์ (Late-logarithmic phase)  จากการทดลองพบว่า 
สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 มีอัตราการเจริญจ าเพาะเท่ากับ 0.051, 0.046 และ 0.016 ต่อ
ชั่วโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มกีรดอะซีติก น้ าตาลกลูโคส และโซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต
เป็นแหล่งคาร์บอน ตามล าดับ  จากนั้น  สาหร่ายจะเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะคงท่ี (Stationary phase) 
(รูปที่ 4.1A)  จากการศึกษาความหนาแน่นเซลล์โดยการนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์พบว่า 
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีการเจริญเติบโตจากการนับจ านวนเซลล์สอดคล้องกับการ
เจริญเติบโตจากการวัดค่าการดูดกลืนแสง โดยมีจ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วใน 36 ชั่วโมงของ
การเพาะเลี้ยง  หลังจากนั้น ปริมาณเซลล์จะเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กน้อยและเริ่มเข้าสู่ระยะคงที่ โดยมีความ
หนาแน่นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 3.08 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่มี
กรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน  ในขณะที่สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มนี้ าตาลกลูโคสและ
โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตมีความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 2.22 x 107 และ 5.12 x 106 
เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (รูปที่ 4.1B)  จากการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์พบว่า สาหร่าย 
Chlorella sp. LSD-W2 มีปริมาณคลอโรฟิลล์สอดคล้องกับการเจริญเติบโตโดยการวัดค่าดูดกลืนแสง
และนับจ านวนเซลล์ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มแีหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ  นอกจากนี้ สาหร่าย
ทีเ่จริญเข้าสู่ระยะคงที่มีปริมาณคลอโรฟิลล์เพ่ิมข้ึนอย่างชัดเจนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีกรดอะซีติก
เป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อเปรียบเทียบกับแหล่งคาร์บอนชนิดอื่นๆ (รูปที่ 4.1C) 
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       (A) 

 
       (B) 

รูปที่ 4.1 การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่
มีแหล่งคาร์บอน ได้แก่ กรดอะซีติก  โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาลซูโครส  
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ความหนาแน่นของเซลล์ (B) และปริมาณคลอโรฟิลล์ (C)  
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       (C) 

รูปที่ 4.1 (ต่อ) การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
TAP ที่มีแหล่งคาร์บอนได้แก่ กรดอะซีติก  โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนต น้ าตาลกลูโคส และน้ าตาล
ซูโครส ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ความหนาแน่นของเซลล์ (B) และปริมาณ
คลอโรฟิลล์ (C) 

 จากผลการศึกษาชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift พบว่า สาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
TAP ที่มีกรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอนมีอัตราการเจริญจ าเพาะและมีความหนาแน่นของเซลล์สูงที่สุด 
(รูปที่ 4.1A และ 4.1B) เนื่องจากกรดอะซีติกเป็นสารประกอบที่มีคาร์บอน 2 อะตอม เมื่อแตกตัวจะ
ได้อะซีเตท ท าให้ดูดซึมอะซีเตทเข้าสู่เซลล์ได้ง่าย  อะซีเตทจะถูกเร่งปฏิกิริยาการสลายเป็นอะซิติล-โค
เอนไซม์เอ (Acetyl-CoA) เพ่ือใช้เป็นสารตั้งต้นในวัฏจักรเคลวิน (Calvin cycle) และวัฏจักรไกลออก
ซีเลท (Glyoxylate) ที่จ าเป็นต่อการสร้างคาร์โบไฮเดรตและกระบวนการหายใจของเซลล์  รวมถึง
เป็นสับสเตรทในกระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ ภายในเซลล์ (Gibbs et al., 1986; Atteia et al., 
2013)  ด้วยเหตุนี้ จึงท าให้สาหร่ายที่เจริญในอาหารที่มีกรดอะซีติกมีอัตราการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน
อย่างรวดเร็ว  จากการทดลองยังพบว่า สาหร่ายที่ใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนมีการเจริญ  
เติบโตและความหนาแน่นของเซลล์เพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วในระยะ Logarithmic เช่นเดียวกับการใช้
กรดอะซีติก เนื่องจาก สาหร่ายสามารถน าน้ าตาลกลูโคสเข้าสู่เซลล์และน าไปใช้ในปฏิกิริยาฟอสฟอริเล
ชัน ได้ผลิตภัณฑ์เป็น Glucose-6-phosphate ซึ่งเป็นสารตัวกลางที่ส าคัญของวิถีไกลโคไลซิส 
(Glycolysis) และวิถีเพนโตสฟอสเฟต (Pentose phosphate pathway) เพ่ือใช้ในการสังคราะห์
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กรดนิวคลีอิกและกรดอะมิโนที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย (Lu et al., 2011)  สาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่ใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน มีค่าดูดกลืนแสงและปริมาณ
เซลล์ต่ ากว่าเมื่อใช้กรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน (รูปที่ 4.1A และ 4.1B) เป็นผลมาจากประสิทธิภาพ
ในการสังเคราะห์แสงของสาหร่ายที่ต่ ากว่า โดยพิจารณาได้จากปริมาณคลอโรฟิลล์ของสาหร่าย ที่
เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีน้ าตาลกลูโคสมีค่าต่ ากว่าปริมาณคลอโรฟิลล์เมื่อใช้กรดอะซีติก (รูปที่ 4.1C)  
จากการทดลองยังพบอีกว่า สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 มีการเจริญเติบโตต่ า เมื่อใช้น้ าตาล
ซูโครสเป็นแหล่งคาร์บอน เนื่องจากน้ าตาลซูโครสเป็นน้ าตาลโมเลกุลคู่ที่มีคาร์บอน 12 อะตอม จึง
ต้องถูกย่อยให้เป็นน้ าตาลโมเลกุลเดี่ยวก่อน  ดังนั้น สาหร่ายดูดซึมน้ าตาลซูโครสได้ช้ากว่าน้ าตาล
กลูโคส  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับ รายงานวิจัยที่พบว่า โซเดียมอะซีเตทหรือน้ าตาลกลูโคสช่วยเร่ง
อัตราการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sorokiniana GXNN01 (Qiao and Wang, 
2009) และ Chlorella vulgaris, Chlorella minutissima และ Chlorella pyrenoidosa 
(Sharma et al., 2016) และมีรายงานวิจัยพบว่า สาหร่าย  Chlorella vulgaris สังเคราะห์
คลอโรฟิลล์เพิ่มข้ึนเมื่อใช้กรดอะซีติกเป็นแหล่งคาร์บอน (Unit, 2013) 

 โดยปกติแล้ว สาหร่ายสีเขียวสามารถเจริญเติบโตได้ทั้งภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยง
แบบเฮเทอโรโทรฟิคท่ีใช้อินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน และภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงแบบออ
โตโทรฟิคท่ีใช้อนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน  จากผลการทดลองเมื่อใช้โซเดียมไฮโดรเจน
คาร์บอเนตซึ่งเปน็อนินทรีย์คาร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน ท าให้สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-
W2 เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนเล็กน้อย แสดงให้เห็นว่าสาหร่ายสามารถใช้อนินทรีย์คาร์บอนในการ
เจริญเติบโตได้ ทั้งนี้โซเดียมไฮโดรเจนคาร์บอเนตจะถูกเปลี่ยนเป็น Glyceraldehyde-3-phosphate 
ส าหรับใช้เป็นสับสเตรทของปฏิกิริยาในวัฏจักรเคลวิน เพ่ือใช้ในการแบ่งเซลล์เพ่ิมจ านวน  แต่อย่างไร
ก็ตาม จากการทดลองพบว่า สาหร่ายจะใช้อินทรีย์คาร์บอน คือ กรดอะซีติกหรือน้ าตาลกลูโคสส าหรับ
การเจริญเติบโตได้ดีกว่าการใช้อนินทรีย์คาร์บอน  จากผลการทดลองนี้สรุปได้ว่า กรดอะซีติกเป็น
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2  ดังนั้น ใน
การทดลองต่อไป จะท าการศึกษาความเข้มข้นของกรดอะซีติกที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ
สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2  

  4.1.1.2  ผลของความเข้มข้นของกรดอะซีติกต่อการเจริญเติบโตและการผลิต 
ชีวมวลของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 

   จากการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ที่มีอาหารเหลว TAP ที่แปรผันความเข้มข้นสุดท้ายของกรดอะซีติกเท่ากับ  
0, 17.4, 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ (ความเข้มข้นสุดท้ายของกรดอะซีติกในอาหาร TAP สูตรปกติคือ 
17.4 มิลลิโมลาร)์ ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงตามหัวข้อที่ 3.5.3.2  ท าการเก็บตัวอย่างเซลล์เป็น
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เวลา 120 ชั่วโมง น าตัวอย่างเซลล์มาวิเคราะห์การเจริญเติบโตและผลิตชีวมวลของสาหร่าย 
โดยการวิเคราะห์ความขุ่นของเซลล์จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร
ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์จากการนับจ านวนเซลล์ด้วย 
ฮีมาไซโตมิเตอร์ และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ มีการเจริญเติบโต
สูงที่สุด แต่การเพิ่มความเข้มข้นของกรดอะซีติกเป็น 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ ส่งผลให้การ
เจริญเติบโตของสาหร่ายลดลง  ในขณะที่สาหร่ายไม่ สามารถเจริญเติบโตได้ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่
ขาดแหล่งคาร์บอนหรือมีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 0 มิลลิโมลาร์ (รูปที่ 4.2)   

  จากผลการวิเคราะห์ความขุ่นเซลล์โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
เมตรพบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของ
กรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ มีการเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว  โดยเซลล์สาหร่ายจะเข้าสู่ระยะ 
Logarithimic ตั้งแต่ 42 ชั่วโมงแรกของการเพาะเลี้ยง และมีอัตราการเจริญจ าเพาะเท่ากับ 0.050 
ต่อชั่วโมง  หลังจากนั้น  เซลล์จะมีการเจริญช้าลงและเข้าสู่ระยะ Stationary  ในขณะที่สาหร่ายที่
เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ทีม่ีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเพ่ิมข้ึนเป็น 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ มีการ
ปรับตัวในช่วงเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 และ 12 ชั่วโมง ตามล าดับ หลังจากนั้น จะมีการ
เจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนอย่างรวดเร็วเข้าสู่ระยะ Logarithimic และเข้าสู่ระยะ Stationary ภายหลังจาก
เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง  สาหร่ายมีอัตราการเจริญจ าเพาะเท่ากับ 0.033 และ 0.030 ต่อชั่วโมง 
เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติก 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ 
(รูปที่ 4.2A)  เมื่อวิเคราะห์ความหนาแน่นเซลล์พบว่า สาหร่ายมีการเจริญเติบโต จากการนับจ านวน
เซลล์สอดคล้องกับการเจริญเติบโตจากการวัดค่าความขุ่นของเซลล์ โดยสาหร่ายมีความหนาแน่นของ
เซลล์สูงสุดเท่ากับ 2.9 x 107, 1.5. x 107 และ 1.0 x 107เซลล์ต่อมิลลิลิตร เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร 
TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4, 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (รูปที่ 4.2B)  
เมื่อพิจารณาถึงปริมาณคลอโรฟิลล์ พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ มีปริมาณคลอโรฟิลล์สูงสุด 
และเพ่ิมข้ึนตามระยะเวลาการเพาะเลี้ยง โดยเพ่ิมข้ึนอย่างชัดเจน เมื่อเซลล์เข้าสู่ระยะ Stationary 
(รูปที่ 4.2C) 
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(A) 

 
       (B) 

รูปที่ 4.2  การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่
แปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติก ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 120 
ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ความหนาแน่นของเซลล์ 
(B) และปริมาณคลอโรฟิลล์ (C) 
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       (C) 
รูปที่ 4.2 (ต่อ) การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
TAP ที่แปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติก ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็น
เวลา 120 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ความหนาแน่น
ของเซลล์ (B) และปริมาณคลอโรฟิลล์ (C) 
 

  จากผลการศึกษาการแปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติกต่อการเจริญเติบโตของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift พบว่า สาหร่ายมีการ
เจริญเติบโตสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโม
ลาร์ แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้นของกรดอะซีติกในอาหาร TAP สูตรปกติ เพียงพอ และเหมาะสมต่อ
การเจริญของสาหร่ายเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทั้งนี้เนื่องจากกรดอะซีติกเป็นอินทรีย์คาร์บอนที่
ส าคัญต่อการเจริญเติบโต โดยสาหร่ ายจะดูดซึมอะซีเตทที่ได้มาจากการแตกตัวของกรดอะซีติกใน
อาหารและเปลี่ยนเป็นอะซีติล-โคเอนไซม์เอ เพื่อใช้เป็นสารตั้งต้นของกระบวนการเมแทบอลิซึมต่างๆ 
ภายในเซลล์ (Gibbs et al., 1986; Atteia et al., 2013)  แต่เมื่อเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหารที่
ปราศจากกรดอะซีติกพบว่า สาหร่ายไม่มีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึนตลอดระยะเวลาการทดลอง ทีเ่ป็น
เช่นนี้ เนื่อง จากการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็น
ระบบปิดที่ไม่มีการป้อนก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เข้าสู่ระบบ จึงท าให้ ภายใต้สภาวะการขาดแหล่ง
คาร์บอน สาหร่ายไม่สามารถตรึงคาร์บอนไดออกไซด์มาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนในการสร้างสารประกอบ
คาร์โบไฮเดรตที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์  จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าแหล่ง
คาร์บอนเป็นปัจจัยส าคัญที่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย  ในการทดลองนี้ยังพบว่า อาหาร
ที่มคีวามเข้มข้นของกรดอะซีติกสูง คือ 87 และ 174 มิลลิโมลาร์ มีผลยับยั้งการเจริญเติบโตของ
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สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 โดยมีอัตราการเจริญจ าเพาะต่ ากว่าประมาณ 1.7 เท่า 
เปรียบเทียบกับอัตราการเจริญจ าเพาะของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหารสูตรปกติ ทั้งนี้เป็นเพราะว่ า
การเพาะเลี้ยงสาหร่ายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ในสภาวะที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกสูง
ส่งผลให้เกิดโฟมมากข้ึนในถังปฏิกรณ์และมีผลต่อค่าพีเอชของอาหารลดลง จึงท าให้การเจริญของ
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ลดลง  นอกจากนี้ การเจริญเติบโตของสาหร่ายถูกยั บยั้ง
จากความเข้มข้นของสับสเตรทที่มาก และส่งผลต่อการยับยั้งกระบวนการสังเคราะห์แสงในระบบแสง
สอง (Heifetz et al., 2000)  เมื่อพิจารณาจากผลการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ที่ลดลง จากการ
เพาเลี้ยงในอาหาร TAP ทีม่ีความเข้มข้นของกรดอะซีติกทีเ่พ่ิมข้ึน  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผล
การทดลองที่พบในสาหร่ายสีเขียว Chlorella zofingiensis ที่เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยง
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Vertical tubular ที่พบการเกิดโฟมภายในระบบและค่าพีเอชลดลงเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของกรดอะซีติก (Huo et al., 2018)  จากผลการทดลองนี้สรุปได้ว่า ความเข้มข้น
ของกรดอะซีติกในอาหาร TAP สูตรปกติ เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย
เขียว Chlorella sp. LSD-W2  ดังนั้น ในการทดลองต่อไปจะท าการศึกษาความเข้มข้นของแหล่ง
ไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 
 
 4.1.2  ผลของความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวล
ของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 

 จากการเพาะเลี้ยงสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ  
Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ที่มีอาหารเหลว TAP ที่แปรผันความเข้มข้นสุดท้ายของแอมโมเนียมคลอไรด์
เท่ากับ 0, 0.75, 7.5 และ 37.5 มิลลิโมลาร์ (ความเข้มข้นสุดท้ายของแอมโมเนียมคลอไรด์ในอาหาร 
TAP สูตรปกติคือ 7.5 มิลลิโมลาร์) ภายใต้สภาวะการเพาะเลี้ยงตามหัวข้อที่ 3.5.3.2  ท าการเก็บ
ตัวอย่างเซลล์เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  น าตัวอย่างเซลล์มาวิเคราะห์การเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวล
ของสาหร่าย โดยการวัดความขุ่นของเซลล์จากการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโน
เมตรด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ วิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์จากการนับจ านวนเซลล์ด้วย 
ฮีมาไซโตมิเตอร์ และวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์ พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ไม่
สามารถเจริญเติบโตได้ดีในอาหาร TAP ทีป่ราศจากแอมโมเนียมคลอไรด์ ถึงแม้ว่าจะพบค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร และจ านวนเซลล์เพ่ิมข้ึน แต่ไม่พบปริมาณคลอโรฟิลล์
เพ่ิมข้ึน (รูปที่ 4.3 A-C) แสดงให้เห็นว่า สาหร่ายสีเขียวจ าเป็นต้องใช้ไนโตรเจนส าหรับการสังเคราะห์
คลอโรฟิลล์  ในขณะที่สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 สามารถเจริญได้ในอาหาร TAP ที่มี
แอมโมเนียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.75, 7.5 และ 37.5 มิลลิโมลาร์ โดยพบว่าสาหร่ายมีระยะเวลาใน
การปรับตัวในช่วง Lag phase เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  หลังจากนั้น สาหร่ายจะมีการเจริญเติบโตเพ่ิมข้ึน
อย่างรวดเร็วเข้าสู่ระยะ Logarithimic และเข้าสู่ระยะ Stationary ในชั่วโมงท่ี 18  จากการวิเคราะห์
อัตราการเจริญจ าเพาะของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 48 ชั่วโมง พบว่า สาหร่าย  Chlorella sp. 
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LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ 7.5 มิลลิโมลาร์ มี
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะสูงที่สุดเท่ากับ 0.049 ต่อชั่วโมง ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับ
อัตราการเจริญจ าเพาะของสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอ
ไรด์เท่ากับ 0, 0.75 และ 37.5 มิลลิโมลาร์ โดยมีอัตราการเจริญจ าเพาะเท่ากับ 0.046, 0.047 และ 
0.042 ต่อชั่วโมง ตามล าดับ (รูปที่ 4.3A)  แต่หลังจากชั่วโมงท่ี 18 ของการเพาะเลี้ยง สาหร่าย 
Chlorella sp. LSD-W2 มีการเจริญเติบโตสูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมคลอไรด์ 7.5 มิลลิโมลาร์ รองลงมาคือ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร  TAP ที่มีความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมคลอไรด์ 0.75 และ 37.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ  จากการวิเคราะห์ความหนาแน่นของ
เซลล์พบว่า ในช่วงเริ่มต้นของการเพาะเลี้ยง เซลล์ สาหร่ายจะเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างรวดเร็ว เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่มีแหล่งไนโตรเจน  และยังพบว่า สาหร่ายที่เจริญในอาหาร TAP สูตรปกติ
ที่มคีวามเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ 7.5 มิลลิโมลาร์ มีจ านวนเซลล์สูงสุด ตามด้วย 0.75 และ 
37.5 มิลลิโมลาร์ โดยมีความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 3.0 x 107, 2.5. x 107 และ 2.0 x 107

เซลล์ต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ (รูปที่ 4.3B)  จากผลการวิเคราะห์ปริมาณคลอโรฟิลล์พบว่า การเพ่ิม
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ส่งผลให้สาหร่ายมีปริมาณคลอโรฟิลล์เพิ่มข้ึน โดยปริมาณ
คลอโรฟิลล์ลดลงอย่างชัดเจนในอาหารที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0.75 มิลลิโม
ลาร์  และ สาหร่ายไม่สามารถสังเคราะห์คลอโรฟิลล์ได้ในสภาวะการขาดแหล่งไนโตรเจน (รปูที่ 4.3C) 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการเจริญเติบโตอ่ืนๆ  
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      (A) 

 
       (B) 

รูปที่ 4.3  การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP 
ที่แปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร 
เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ปริมาณ
คลอโรฟิลล์ (B) และความหนาแน่นของเซลล์ (C)  
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       (C) 

รูปที่ 4.3 (ต่อ) การเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร 
TAP ที่แปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 
ลิตร เป็นเวลา 120 ชั่วโมง โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร (A) ความ
หนาแน่นของเซลล์ (B) และปริมาณคลอโรฟิลล์ (C) 
 
 จากการศึกษาการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่เพาะเลี้ยงใน
อาหาร TAP ที่แปรผันความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ตั้งแต่ 0 ถึง 37.5 มิลลิโมลาร์ พบว่า  
สาหร่ายมีอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะและความหนาแน่นเซลล์สูงสุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร TAP ที่
มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ 7.5 มิลลิโมลาร์ แตไ่ม่สามารถเพ่ิมจ านวนเซลล์ได้ เมื่อ
เพาะเลี้ยงในอาหารที่ขาดแอมโมเนียมคลอไรด์ (รูปที่ 4.3A และ 4.3B) แสดงให้เห็นว่า แหล่ง
ไนโตรเจนมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 โดยในการ
ทดลองนี้ได้ท าการเพาะเลี้ยงสาหร่ายโดยใช้แอมโมเนียมคลอไรด์เป็นแหล่งไนโตรเจน   ไนโตรเจนเป็น
ธาตุอาหารหลักทีส่ าคัญและจ าเป็นต่อการสังเคราะห์กรดอะมิโน กรดนิวคลีอิก และหน่วยโครงสร้าง
ของคลอโรฟิลล์  จากผลการทดลองพบว่าสาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 สามารถเจริญได้ใน
อาหารทีมี่ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0.75 มิลลิโมลาร์ แสดงให้เห็นว่าความเข้มข้น
ของแอมโมเนียมคลอไรด์เพียง 0.75 มิลลิโมลาร์เพียงพอต่อการเจริญและการสังเคราะห์โปรตีน  โดย
ปกติ การเพาะเลี้ยงสาหร่ายในอาหาร TAP จะมีกรดอะซีติกเป็นอินทรีย์คาร์บอนที่ส าคัญต่อการ
เจริญเติบโต ซึ่งกรดอะซีติกไม่ได้อยู่ในปริมาณที่จ ากัด  ดังนั้น สาหร่ายสีเขียว  Chlorella sp. LSD-
W2 จึงสามารถเจริญเติบโตได้ แม้เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเข้มข้นของไนโตรเจนต่ า  เมื่อ สัดส่วน
ของคาร์บอนต่อไนโตรเจนในสารละลายอาหารเพิ่มข้ึน จะท าให้เกิดการใช้คาร์บอนในกระบวนการ
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สังเคราะห์แสงมากขึ้น สารต่างๆ จะถูก ใช้ในการสร้างคาร์โบไฮเดรตมากกว่าใช้ในการสังเคราะห์
โปรตีน  มีรายงานพบว่าการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะการจ ากัดไนโตรเจนในระยะยาว สาหร่าย
จะใช้ไนโตรเจนที่ถูกเก็บสะสมไว้ ม าใช้ในการเจริญเติบโตและการสังเคราะห์โปรตีน (Lourenço et 
al., 1998; Negi et al., 2016)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับการศึกษาผลของธาตุไนโตรเจนต่อการ
เจริญของสาหร่าย Chlorella pyrenoidosa ซึ่งพบว่าการเพ่ิมความเข้มข้นของธาตุไนโตรเจนสูงขึ้น
ในระดับหนึ่งส่งผลให้สาหร่ายเริ่มมีการเจริญเติบโตคงท่ี และสาหร่ายจะไม่สามารถเจริญเติบโตได้ หาก
ขาดธาตุไนโตรเจน (Nigam et al., 2011)  เช่นเดียวกับการเพาะเลี้ยงสาหร่าย Chlorella vulgaris 
Y-019 ในอาหาร TAP ที่ขาดไนโตรเจน ท าให้ปริมาณเซลล์ลดลง 2.5 เท่าเม่ือเทียบกับของการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหาร TAP (Deng et al., 2011)    

 จากการศึกษาปริมาณคลอโรฟิลล์พบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีปริมาณ
คลอโรฟิลล์เพิ่มข้ึน เมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ในอาหาร TAP (รูปที่ 4.3C)  
อย่างไรก็ตาม ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ที่มากเกินไป ท าให้การเจริญของสาหร่ายลดลง   
ไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบส าคัญของหน่วยโครงสร้างของคลอโรฟิลล์  ดังนั้น  การเพ่ิมความเข้มข้น
ของแอมโมเนียมคลอไรด์ซึ่งเป็นแหล่งไนโตรเจนในอาหาร TAP จะท าให้สาหร่ายมีการสังเคราะห์
คลอโรฟิลล์เพิ่มข้ึน เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะการขาดไนโตรเจนจะมีปริมาณการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์
ลดลง  นอกจากนี้ การขาดไนโตรเจนยังส่งผลให้โครงสร้างของเยื้อหุ้มไทลาคอยล์เกิดความเสียหาย 
ส่งผลให้สาหร่ายมีประสิทธิภาพการดูดซับพลังงานของระบบแสงลดลง (Peltier and Schmidt, 
1991)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานที่พบว่าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sorokiniana 
ปริมาณคลอโรฟิลล์ลดลง เมื่ออยู่ในสภาวะการขาดไนโตรเจน (Negi et al., 2016)  จากการทดลองนี้
สรุปได้ว่า ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 คือ 7.5 มิลลิโมลาร์  ดังนั้น อาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติก 
17.4 มิลลิโมลาร์และมีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ 7.5 มิลลิโมลาร์ ซึ่งมีความเข้มข้นเท่ากัน
กับในอาหาร TAP สูตรปกติ เป็นสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2  ในการทดลองต่อไป จึงน าสาหร่ายที่เพาะเลี้ยงในอาหาร TAP เป็นเวลา 36 
ชั่วโมง ซึ่งเป็นช่วงการเจริญเติบโตในระยะ Logarithimic มาศึกษาปัจจัยที่ผลต่อการผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตรต่อไป 
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4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร   
   

 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp.  
LSD-W2 ในสภาวะการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร  ได้ศึกษาปัจจัยที่
มีอิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรเจนดังนี้ ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจน ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน 
พีเอชเริ่มต้นของอาหาร และความเข้มแสง  
 
 4.2.1  ผลความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 
 

 จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง มาเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง  
ล้างและกระจายเซลล์ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มีอาหาร TAP ที่แปรผันความเข้มข้นของ
แอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0, 0.75 และ 7.5 มิลลิโมลาร์  จากนั้น ท าการชักน าให้เซลล์สาหร่ายผลิต
ไฮโดรเจนได้ในสภาวะปราศจากอากาศ โดยพ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่งโมง 
แล้วปิดระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  จากการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนพบว่า  
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียม 
คลอไรด์เท่ากับ 0 มิลลิโมลาร์ หรืออาหาร TAP ทีป่ราศจากไนโตรเจน (TAP-N) มีผลผลิตไฮโดรเจนสูง
ที่สุด ซึ่งสูงกว่าสาหร่ายที่บ่มในอาหาร TAP ที่มีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0.75 
และ 7.5 มิลลิโมลาร์ ตามล าดับ (รูปที่ 4.4) จะเห็นได้ว่าสาหร่ายที่บ่มในอาหาร TAP-N มีการผลิต
ไฮโดรเจนคงท่ีหลังจากชั่วโมงท่ี 48 ของการบ่ม โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเท่ากับ 24.729 ± 
1.858 มิลลิลิตร ในชั่วโมงท่ี 96 ของการบ่มเซลล์  ในขณะที่สาหร่ายที่บ่มอาหาร TAP ในความเข้มข้น
ของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0.75 มิลลิโมลาร์ มีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุด 19.155 ± 3.016 
มิลลิลิตร ในชั่วโมงท่ี 72 ของการบ่มเซลล์ หลังจากนั้นการผลิตไฮโดรเจนจะลดลง (รูปที่ 4.4)   
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รูปที่ 4.4 ผลผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในอาหาร TAP ที่แปรผัน
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0, 0.75 และ 7.5 มิลลิโมลาร์ 

จากรายงานวิจัยส่วนใหญ่พบว่า แหล่งไนโตรเจนมีผลต่อประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนใน
สาหร่าย Chlorella (He et al, 2012; Pongpadung et al., 2015; Li et al., 2015; Zhang et 
al., 2015) จากการทดลองพบว่า การจ ากัดและการขาดไนโตรเจนช่วยส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 ให้ โดยสาหร่ายมีการผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น เมื่ออยู่ในสภาวะที่จ ากัด
แหล่งไนโตรเจนในอาหาร TAP หรือมีความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์เท่ากับ 0.75 มิลลิโมลาร์ 
และสาหร่ายผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเมื่อบ่มในอาหาร TAP ทีป่ราศจากไนโตรเจน (รูปที่ 4.4) เนื่องจาก
ธาตุไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบหลักของโปรตีนและกรดนิวคลีอิก และยังเป็นองค์ประกอบส าคัญของ
คลอโรฟิลล์  เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่ปราศจากไนโตรเจน เซลล์มีการสังเคราะห์โปรตีน ส าหรับดูดซับ
พลังงานแสง และโปรตีนศูนย์กลางปฏิกิริยาการสังเคราะห์แสงลดลง (Peltier and Schmidt, 1991) 
จึงส่งผลให้โครงสร้างการปฏิกิริยาการแตกตัวของน้ าในระบบแสงสองเกิดความเสียหาย (Zhang et 
al., 2014)  เมื่อกิจกรรมของระบบแสงสองของสาหร่ายลดลง ปริมาณออกซิเจนจากการแตกตัวของ
น้ าลดลงด้วย  ออกซิเจนที่เหลืออยู่ในระบบบางส่วนจึงถูกน าไปใช้ในกระบวนการหายใจ (Cournac 
et al., 2000; Zhang et al., 2015)  ท าให้กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสไม่ถูกยับยั้งจาก
ออกซิเจน และส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ภายใต้สภาวะ
การขาดไนโตรเจนสูงขึ้น  นอกจากนี้ สาหร่ายสีเขียว Chlorella มีการตอบสนองต่อการขาดแหล่ง
ไนโตรเจน โดยการเปลี่ยนแปลงกระบวนเมแทบอลิซึมภายในเซลล์โดยการสะสมแป้ง (Zhu et al., 
2014)  เมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะปราศจากอากาศ เซลล์จะ สลายแป้งมาใช้เป็นแหล่งอิเล็กตรอนส าหรับ
ใช้ในการผลิตไฮโดรเจน  ดังนั้น ผลผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว  Chlorella sp. LSD-W2 จึง

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 24 48 72 96 120

To
ta

l H
2

pr
od

uc
tio

n 
(m

L)
 

Time (h)

0 mM

0.75 mM

7.5 mM



53 
 

 
 

เพ่ิมข้ึนภายหลังการบ่มในสภาวะการขาดไนโตรเจนและเซลล์สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงในระยะยาว
เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะการจ ากัดไนโตรเจน  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลผลิตไฮโดรเจนที่
สูงขึ้นในสาหร่ายสีเขียว Chlorella pyrenoidosa IOAC707S เมื่อบ่มภายใต้สภาวะการขาด
ไนโตรเจน (Li et al., 2015)  จากการทดลองสรุปได้ว่า การขาดแหล่งไนโตรเจนช่วยส่งเสริมการผลิต
ไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ให้สูงกว่าในสภาวะการจ ากัดแหล่งไนโตรเจน
และแหล่งไนโตรเจนปกติ  ดังนั้น ในการทดลองต่อไปจะท าการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน
ที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 ในสภาวะการขาดไนโตรเจน 

 
 4.2.2  ผลความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 
 

 จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง มาเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง  
ล้างและกระจายเซลล์ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มีอาหาร TAP ที่ปราศจากแหล่ง
ไนโตรเจน หรือ  TAP-N ที่แปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 และ 87 มิลลิโมลาร์  
จากนั้น ชักน าให้เซลล์สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนในสภาวะปราศจากอากาศ โดยพ่นก๊าซอาร์กอนในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วปิดระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใ ต้การให้แสง
ต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  จากการ
วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนพบว่า การเพ่ิมความเข้มข้นของกรดอะซีติกให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 87 
มิลลิโมลาร์ ท าให้ผลผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย  Chlorella sp. LSD-W2 เพ่ิมข้ึน โดยมีผลผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 55.388 ± 3.626 มิลลิลิตร เมื่อบ่มในสภาวะที่ปราศจากไนโตรเจนเป็น
ระยะเวลา 120 ชั่วโมง (ตารางที่ 4.1)  ซึ่งสูงกว่าประมาณ 2 เท่าของผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของ
สาหร่ายที่บ่มในอาหาร TAP-N ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 17.4 มิลลิโมลาร์ (ความ
เข้มข้นของกรดอะซีติกในอาหารสูตรปกติ) โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 25.609 ± 2.013 
มิลลิลิตร เมื่อบ่มในสภาวะที่ปราศจากไนโตรเจนเป็นระยะเวลา 96 ชั่วโมง (ตารางที่ 4.1)   
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ตารางที่ 4.1 ผลผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบ Air-lift ทีบ่่มในอาหาร TAP-N ที่แปรผันความเข้มข้นของกรดอะซีติก ภายใต้สภาวะปราศจาก
อากาศเป็นเวลา 2, 6, 24, 48, 72 และ 120 ชั่วโมง 

เวลา (ชั่วโมง) 
ผลผลิตไฮโดรเจน (มิลลิลิตร) 

ความเข้มข้นของกรดอะซีติก (ไมโครโมลาร์) 
17.4  87  

2  0.384 ± 0.036 0.595 ± 0.023 
6 1.782 ± 0.053 3.565 ± 0.020 
24 9.677 ± 0.461 10.312 ± 0.459 
48 21.351 ± 2.194 23.618 ± 2.807 
72 23.816 ± 1.831 35.783 ± 3.712 
96 25.609 ± 2.013 46.255 ± 3.950 
120 23.972 ± 0.785 55.388 ± 3.626 

  
 จากการทดลอง สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อบ่มใน
อาหารที่ปราศจากไนโตรเจนและมีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ (ตารางที่ 4.1) 
เนื่องจากการเพ่ิมความเข้มข้นของกรดอะซีติกเป็นการเพ่ิมจ านวนอิเล็กตรอนและโปรตอนส าหรับการ
ผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ โดยกรดอะซีติกจะแตกตัวเป็นโปรตอนและอะซีเตท อะซี
เตทจะถูกเปลี่ยนเป็นอะซิติลโคเอนไซม์เอ (Acetyl CoA) และเข้าสู่วัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก 
(Tricarboxylic acid (TCA) cycle) และวัฏจักรไกลออกซีเลท (Glyoxylate cycle) โดยระหว่าง
กระบวนการจะมีการปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกมา  เมื่อบ่มเซลล์สาหร่ายภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ 
อิเล็กตรอนที่มีมากภายในเซลล์จึงถูกส่งไปยังเฟอร์รีดอกซิน และส่งต่อไปให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนส  ท าให้
สาหร่ายมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น (Atteia et al., 2013; Jurado-Oller et al., 2015)   นอกจากนี้ 
ผลผลิตไฮโดรเจนที่สูงขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของกรดอะซีติก อาจเป็นผลมาจากการลดลงของปริมาณ
ออกซิเจนภายในเซลล์ เนื่องจากกรดอะซีติกถูกใช้เป็นสารตั้งต้นในกระบวนการหายใจของเซลล์สาหร่าย
ในวัฏจักรกรดไตรคาร์บอกซิลิก ท าให้มีการหายใจสูงขึ้น ออก ซิเจนในระบบจึงลดลง (Melis and 
Happe, 2001; Jurado-Oller et al., 2015)  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานวิจัยที่พบว่า เมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของอะซีเตท ท าให้อัตราการหายใจของสาหร่าย Chlorella pyrenoidosa สูงขึ้น และ
ส่งผลให้การผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้นด้วย (Wang et al., 2011)    
 

 จากการศึกษาความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจนและแหล่งคาร์บอนในอาหาร TAP ที่เหมาะสม
ต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 สามารถสรุปได้ว่า อาหาร TAP ที่
ปราศจากแหล่งไนโตรเจน และมีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ เป็นสูตร อาหารที่
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เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 และตั้งชื่อสูตรอาหารที่
เหมาะสมนี้ว่าอาหารสูตรเหมาะสม (Optimized TAP)  ในการทดลองต่อไป จึงน าสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในอาหาร  TAP-N ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ หรือ
อาหาร Optimized TAP มาศึกษาค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 ต่อไป 
 
 4.2.3  ผลของพีเอชเริ่มต้นของอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 
 

 จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง มาเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง  
ล้างและกระจายเซลล์ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มีอาหาร TAP-N ที่มีความเข้มข้นของ
กรดอะซีติก 87 มิลลิโมลาร์ (อาหาร Optimized TAP) โดยแปรผันค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 
6.2, 7.2 และ 8.2 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์หรือสารละลายกรดไฮโดรคลอริก  จากนั้น ชัก
น าให้เซลล์สาหร่ายผลิตไฮโดรเจนได้ในสภาวะปราศจากอากาศ โดยพ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่งโมง แล้วปิดระบบการให้อากาศ  ท าการบ่มเซลล์ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่
ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  จากการวิเคราะห์
ปริมาณไฮโดรเจนพบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในอาหารที่มีพีเอชเริ่มต้นเป็น
กลางเท่ากับ 7.2 มีการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่บ่มในอาหารที่มีพีเอชเริ่มต้น 8.2  
ในขณะที่สาหร่ายที่บ่มในอาหารที่ปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 6.2 มีการผลิตไฮโดรเจน
ต่ าที่สุดอย่างเห็นไดช้ัดตลอดระยะเวลาการบ่มเซลล์ (รูปที่ 4.5)  เซลล์ที่บ่มในอาหารที่มีค่าพีเอช
เริ่มต้นเท่ากับ 7.2 และ 8.2 จะมีการสะสมไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึนเมื่อระยะการบ่มเพ่ิมข้ึนจนถึงชั่วโมงท่ี 
120  โดยพบว่าเซลล์ที่บ่มในอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7.2 มีผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 56.164 
± 3.677 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.5)  จากการทดลองยังพบการเปลี่ยนแปลงค่าพีเอชของอาหารระหว่างการ
บ่มตลอดระยะเวลา 120 ชั่วโมง โดยค่าพีเอชของอาหารจะเพ่ิมข้ึนจากค่าพีเอชเริ่มต้นประมาณ 0.4 
ถึง 0.8 (ตารางที่ 4.2)    
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รูปที่ 4.5 การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในอาหาร TAP-N ที่มีความ
เข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ ที่แปรผันพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 6.2, 7.2 และ 
8.2 
 
ตารางท่ี 4.2 ค่าพีเอชเริ่มต้นและค่าพีเอชหลังจากการบ่มเซลล์ในอาหาร TAP-N ที่มีความเข้มข้นของ
กรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ ที่ชั่วโมงต่างๆ 

พีเอชของอาหาร 
ในชั่วโมงท่ี 

พีเอชเริ่มต้น 
6.2 7.2 8.2 

0 6.21 ± 0.02 7.20 ± 0.03 8.20 ± 0.02 
2 6.25 ± 0.01 7.22 ± 0.02 8.25 ± 0.01 
6 6.28 ± 0.02 7.29 ± 0.02 8.34 ± 0.02 
24 6.33 ± 0.02 7.35 ± 0.01 8.61 ± 0.03 
48 6.46 ± 0.03 7.59 ± 0.02 8.70 ± 0.01 
72 6.50 ± 0.01 7.73 ± 0.01 8.86 ± 0.02 
96 6.55 ± 0.02 7.81 ± 0.01 8.93 ± 0.02 
120 6.62 ± 0.02 7.99 ± 0.02 9.01 ± 0.01 

 
 จากการศึกษาค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 พบว่าค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสม คือ พีเอช 7.2 (รูปที่ 4.5) โดย
ภายหลังจากการบ่มเซลล์เป็นเวลา 120 ชั่วโมง พีเอชของอาหารจะเพ่ิมข้ึนเป็น 7.99 (ตารางที่ 4.2)  
พีเอชที่เพ่ิมข้ึนในช่วงการผลิตไฮโดรเจน อาจเนื่องมาจากการทีก่รดอะซีติกทีล่ะลายอยู่ในอาหารเกิด
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การแตกตัวได้อะซีเตทไอออน (CH3COO-) ซึ่งจะเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสได้เป็นไฮดรอกไซด์ไอออน 
(OH-) ท าให้อาหารเพาะเลี้ยงมีค่าเป็นเบสมากขึ้นหรือพีเอชสูงขึ้น (Kosourov et al., 2003; Skjånes 
et al., 2008)  นอกจากนี้ พีเอชเริ่มต้น 7.2 ยังอยู่ในช่วงพีเอชที่เป็นกลาง ซ่ึงเหมาะสมต่อกิจกรรม
การท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่ายสีเขียว (Kosourov et al., 2003) และมีผลท าให้
ระยะเวลาการปรับตัวเข้าสู่กระบวนการผลิตไฮโดรเจนเร็วขึ้น (Antal et al., 2016) 

 จากการทดลองพบว่าสาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 ผลิตไฮโดรเจนลดลงอย่างมี
นัยส าคัญ เมื่อบ่มในอาหารที่ปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 6.2 ทั้งนี้เนื่องมาจากการยับยั้ง
กิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสในสภาวะที่มีพีเอชเป็นกรด  นอกจากนี้ พีเอชต่ ายังส่งผล ให้โปรตีน
ต่างๆ ภายในเซลล์สาหร่าย มีประจุเปลี่ยนไป และอาจ เสียสภาพได้ จึงส่งผลให้การอยู่รอดของเซลล์
สาหร่ายลดลง (Kosourov et al., 2003)  เช่นเดียวกนักิจกรรมของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสของสาหร่าย
อาจถูกยับยั้ง เมื่อบ่มในอาหารที่มีพีเอชเริ่มต้นในช่วง เบส (Kosourov et al., 2003)  ทั้งนี้พีเอชที่
เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนจะแตกต่างตามแต่ละชนิดของสาหร่าย  จากการทดลองนี้สรุปได้ว่า 
การปรับค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารที่เหมาะสมจะช่วยส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายได้ โดยที่
พีเอชเริ่มต้นที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย Chlorella sp. LSD-W2 คือ 7.2  ดังนั้น 
จึงน าสาหร่ายสีเขียวที่บ่มในอาหารที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 7.2 มาศึกษาปัจจัยของความเข้มแสงที่มี
ต่อการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

 
 4.2.4  ผลของความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 
 

 จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง มาเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง  
ล้างและกระจายเซลล์ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มีอาหาร Optimized TAP ที่ปรับพีเอช
เริ่มต้นของอาหารให้เท่ากับ 7.2  จากนั้น ชักน าให้เซลล์สาหร่ายผลิตไฮโ ดรเจนในสภาวะปราศจาก
อากาศ โดย การพ่นก๊าซอาร์กอนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเวลา 1 ชั่งโมง แล้วปิดระบบการให้อากาศ  
ท าการบ่มเซลล์ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต้การให้แสงต่อเนื่องที่ ความเข้มแสงตั้งแต่ 1,000, 
2,000 และ 3,000 ลักซ์ เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  จากการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนพบว่า สาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 ผลิตไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึน เมื่อบ่มเซลล์ภายใต้สภาวะความเข้มแสงเพิ่มขึ้น 
โดยเซลล์ที่บ่มภายใต้สภาวะการให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 3,000 ลักซ ์ มีผลผลิตไฮโดรเจนสูง
ที่สุดเท่ากับ 78.662 ± 3.722 มิลลิลิตร (รูปที่ 4.6) ซึ่งสูงประมาณ 1.4 เท่าของผลผลิตไฮโดรเจน
สูงสุดของเซลล์ที่บ่มภายใต้ความเข้มแสง 1,000 ลักซ์ (รูปที่ 4.6) 
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รูปที่ 4.6 ผลผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในอาหาร TAP-N ที่มีความ
เข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ และ มีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเท่ากับ 7.2 ภายใต้
ความเข้มแสง 1,000, 2,000 และ 3,000 ลักซ ์

 

   จากการศึกษาความเข้มแสงต่อการผลิตไฮโดรเจนพบว่า การเพ่ิมความเข้มแสงท าให้สาหร่าย
สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น โดยสาหร่ายมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด
ภายใต้สภาวะความเข้มแสงเท่ากับ 3,000 ลักซ์ (รูปที่ 4.6)  ทั้งนี้เป็นเพราะว่าความเข้มแสงที่เพ่ิมข้ึน
ส่งผลให้เซลล์มีความเข้มข้นของคลอโรฟิลล์เพิ่มข้ึน (Kim et al., 2006) คลอโรฟิลล์จะดูดซับพลังงาน
แสงและผลิตอิเล็กตรอนเพ่ิมข้ึน  อิเล็กตรอนจะถูกปลดปล่อยออกมาจ านวนมาก และจะถูกถ่ายทอด
ผ่านตัวรับอิเล็กตรอนต่างๆ ไปยังเฟอร์รีดอกซิน เพื่อส่งต่อไปให้เอนไซม์ไฮโดรจีเนส ใช้ส าหรับการผลิต
ไฮโดรเจน  นอกจากนี้ ในช่วงเริ่มต้นของการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-
W2 ที่บ่มภายใต้ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์ เซลล์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว่าเมื่อบ่มภายใต้ความ
เข้มแสงต่ า (รูปที่ 4.6)  ทั้งนี้เป็นเพราะว่าการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวจะถูกกระตุ้นที่ความ
เข้มแสงสูงได้เร็วกว่าทีค่วามเข้มแสงต่ า (Oncel and Sukan 2011; Antal et al., 2016)  ผลการ
ทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานที่พบว่า การเพ่ิมความเข้มแสงในช่วงการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว Chlorella pyrenoidosa IOAC707S ที่บ่มในสภาวะการขาดไนโตรเจน จะส่งผลให้เซลล์มีการ
ผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น (Li et al., 2015) 

 จากการทดลองพบว่า การเพ่ิมความเข้มแสงให้สูงถึง 3,000 ลักซ์ จะท าให้การผลิตไฮโดรเจน
ของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift สูงขึ้น (รูปที่ 4.6)  
ทั้งนีก้ารได้รับแสงในปริมาณท่ีเหมาะสมจะมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์สาหร่ายในถังปฏิกรณ์
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ชีวภาพ ซึ่งขึ้นอยู่กับ พ้ืนที่การรับแสงของถังปฏิกรณ์ และสิ่งกีดขวางการรับแสงของเซลล์ภายในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพด้วย (Oncel and Sukan 2011)  เมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย 
Chlorella sp. LSD-W2 ในระดับขวดเพาะเลี้ยงขนาด 120 มิลลิลิตร พบว่าการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายสูงสุดภายใต้ความเข้มแสง 60 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาทีหรือประมาณ 2,000 
ลักซ์ (Puangplub and Phunpruch, 2017)  ดังนั้น จึงสรุปได้ว่า ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ  สาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 ผลิตไฮโดรเจนสูงสุดภายใต้ความเข้มแสง 3,000 ลักซ์  จากการ
ทดลองทั้งหมดสรุปได้ว่า สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร คือ บ่มในอาหารที่ปราศจากไนโตรเจน 
(TAP-N) ที่มีความเข้มข้นของกรดอะซีติกเท่ากับ 87 มิลลิโมลาร์ โดยมีค่าพีเ อชเริ่มต้นของอาหาร
เท่ากับ 7.2 และบ่มภายใต้สภาวะความเข้มแสง 3,000 ลักซ์  
 

4.3  การเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 
ในสภาวะที่เหมาะสมและสภาวะปกต ิ

 

 จากการน าสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเหลว TAP ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร เป็นเวลา 36 ชั่วโมง มาเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยง  
ล้างและกระจายเซลล์ลงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ที่มีอาหาร 2 ชนิด คือ อาหาร TAP สูตร
ปกติ และ อาหารสูตรที่เหมาะสม (อาหาร Optimized TAP) โดยใช้สภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต
ไฮโดรเจนเทียบกับสภาวะปกติ (ตารางที่ 4.3)  จากการวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนพบว่า สาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในอาหาร Optimized TAP ที่มีค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร 7.2 
ภายใต้สภาวะการให้แสงต่อเนื่องที่ความเข้มแสง 60 ไมโครโมลโฟตอนต่อตารางเมตรต่อวินาที ที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีผลผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้นประมาณ 19 เท่าของเซลล์ที่บ่มในอาหาร TAP 
ภายใต้สภาวะปกติ (รูปที่ 4.7) โดยเซลล์ที่บ่มในอาหาร Optimized TAP ภายใต้สภาวะการบ่มท่ี
เหมาะสม มีผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงขึ้นจนถึงชั่วโ มงท่ี 120 ของการบ่มเซลล์ ซึ่งมีผลผลิตไฮโดรเจน
สูงสุดเท่ากับ 78.662 ± 3.722 มิลลิลิตร  ในขณะที่เซลล์แทบจะไม่ผลิตไฮโดรเจนเมื่อบ่มในอาหาร 
TAP (รูปที่ 4.7)   
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ตารางท่ี 4.3 สภาวะที่ใช้ในการเปรียบเทียบการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 ในอาหาร TAP และอาหาร Optimized TAP ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 

สภาวะและความเข้มข้นของสาร 
ชนิดของอาหาร 

TAP Optimized TAP 
ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ (mM) 7.5 0 

ความเข้มข้นของกรดอะซีติก (mM) 17.4 87 
พีเอชเริ่มต้นของอาหาร 7.2 7.2 
ความเข้มแสง (Lux) 1000 3000 

อุณหภูมิ (oC) 30 30 
 

 
รูปที่ 4.7  การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในอาหาร TAP และ
อาหาร Optimized TAP-N ภายใต้สภาวะการบ่มต่างๆ ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
 
 จากการทดลองพบว่า สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในอาหาร Optimized 
TAP ภายใต้สภาวะที่เหมาะสม สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าสาหร่ายที่บ่มในอาหาร TAP ภายใต้
สภาวะปกติมากถึง 19 เท่า (รูปที่ 4.7) โดยปัจจัยที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงการผลิตไฮโดรเจนของ
สาหร่ายให้สูงขึ้นอย่างชัดเจนคือ ความเข้มข้นของแหล่งไนโตรเจ น ความเข้มข้นของกรดอะซีติก และ
ความเข้มแสง  ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า ปัจจัยและสภาวะที่น ามาศึกษาเหล่านี้เป็นปัจจัยส าคัญ
ในการผลิตไฮโดรเจน และสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร อย่างมีนัยส าคัญ   
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 จากการเปรียบเทียบผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดของสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 กับสาหร่าย
สีเขียว Chlorella สายพันธุ์อ่ืนๆ ในสภาวะการเจริญและสภาวะการผลิตไฮโดรเจนที่แตกต่างกันในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ สามารถสรุปได้ดังแสดงในตารางที่ 4.4  จากรายงานที่ผ่านมาพบว่า แหล่งไนโตรเจน
มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่าย Chlorella โดยการจ ากัดแหล่งไนโตรเจนร่วมกับการขาด
ซัลเฟอร์ ท าให้สาหร่ายมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงขึ้น (He et al., 2012)  จากการเปรียบเทียบพบว่า 
สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเช่นเดียวกับสาหร่ายสี
เขียว Chlorella protothecoides ในรายงานของ He และคณะ (2012)  ส าหรับความเข้มแสงเป็น
อีกปัจจัยส าคัญหนึ่งที่มีผลต่อการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift เช่นเดียวกับการผลิตไฮโดรเจนในสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella  protothecoides ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Cylindrical reactor vessel และสาหร่าย 
Chlamydomonas reinhardtii CC124 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Stirred tank reactor (Oncel 
and Sukan, 2009; Lehr et al., 2012)  ทั้งนี้ยังไม่พบการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียวในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift  ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้ แสดงให้เห็นว่า สาหร่ายสามารถผลิต
ไฮโดรเจนได้ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift เช่นกัน   



 
 

ตารางท่ี 4.4 การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 เปรียบเทียบกับสาหร่ายสีเขียว Chlorella สายพันธุ์อ่ืนๆ ภายใต้สภาวะการเจริญและสภาวะ
การผลิตไฮโดรเจนที่แตกต่างกันในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 

สายพันธุ์สาหร่ายสีเขียว สภาวะการเจริญ สภาวะการผลิตไฮโดรเจน ชนิดของถังปฏิกรณ์
ชีวภาพ 

อัตราการผลิต/
ผลผลิตไฮโดรเจน

สูงสุด 

เอกสารอ้างอิง 

Chlorella sp. LSD-W2 TAP medium (7 mM NH4Cl, 17.4 mM 
Acetic acid), 1,000 Lux (30 µmol  
photons m-2 s-1), 30 oC, pH 7.2 

TAP-N medium (87 mM Acetic acid), Initial pH 7.2, 
3,000 Lux (90 µmol photons m-2 s-1), 30 oC,  

Air-lift 
photobioreactor 

 (3.7 L) 

78.66 mL  This study 

Chlorella protothecoides TAP medium (0.35 mM NH4Cl),  
25 - 35 µmol photons m-2 s-1 
(light:dark = 14:10), 25 oC, pH 7.3 

TAP-S medium (0.35 mM NH4Cl), Continuous light 
of 40 - 50 µmol photons m-2 s-1, 25 oC 

Cylindrical reactor 
vessel (650 mL)) 

2.19 mL L-1 h-1 

233.7 mL L-1 
He et al., 
2012 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC124 

TAP medium, 40 µE m-2 s-1, 27 oC,  
pH 7.2, 3% (v/v) CO2 

TAP-S medium, Continuous light of 140 µE m-2 s-1, 
3% (v/v) CO2 

Continuously stirred 
type photobioreactor  

(2.5 L) 

73.5 mL Oncel and 
Sukan, 2009 

Chlamydomonas 
reinhardtii  

TAP medium, 250 µE m-2 s-1, 5% (v/v) 
CO2, 25 oC, pH = 7.0 

TAP-S medium, 270 µE m-2 s-1, 5% (v/v) CO2, 25 oC Stirred tank bioreactor 
(2 L) 

650 mL g dry 
biomass-1  

Lehr et al., 
2012 

Chlamydomonas 
reinhardtii CC124 

TAP medium, 3% (v/v) CO2, 27 oC,  
pH = 7.7 

TAP medium, 3% (v/v) CO2, 27 oC,  
pH = 7.7 

TAP-S medium, 150 µE m-2 s-1 

 

TAP-S medium, 150 µE m-2 s-1  (75 µE m-2 s-1 from 
two side) 

Tubular bioreactor 
 

Panel bioreactor 

40 mL 
 

70 mL 

Oncel and 
Kose (2011) 



 
 

บทท่ี 5 

สรุปผลการวิจัย 
 

 จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร สรุปผลการทดลอง
ได้ดังนี้ 

 1) จากการศึกษาปัจจัยทางเคมีที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตและการผลิตชีวมวลของสาหร่าย
สีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร จากการวิเคราะห์
ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตร วิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์และวิเคราะห์
ปริมาณคลอโรฟิลล์ศึกษา สรุปได้ดังนี้ 
  1.1) ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 คือ กรดอะซีติก โดยมีค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะเท่ากับ 0.051 ต่อชั่วโมง และมี
ความหนาแน่นของเซลล์สูงสุดเท่ากับ 3.08 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตร 
  1.2) การเพ่ิมความเข้มข้นของกรดอะซีติกท าให้การเจริญเติบโตของสาหร่ายถูกยับยั้ง โดย
ความเข้มข้นของกรดอะซีติกที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
 LSD-W2 คือ 17.4 มิลลิโมลาร์ และสาหร่ายไม่มีการเจริญเติบโตในสภาวะการขาดแหล่งคาร์บอน 
  1.3) ความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์ที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของสาหร่ายสี
เขียว Chlorella sp. LSD-W2 คือ 7.5 มิลลิโมลาร์ หรือเท่ากับความเข้มข้นของแอมโมเนียมคลอไรด์
ในอาหาร TAP สูตรปกติ และในสภาวะการจ ากัดแหล่งไนโตรเจนและการขาดแหล่งไนโตรเจนมีผลต่อ
การยับยั้งการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์อย่างเห็นได้ชัด 

 2) จากการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร ภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศ สรุปได้
ดังนี้ 
  2.1) การขาดแหล่งไนโตรเจนช่วยส่งเสริมการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella 
sp. LSD-W2 ให้สูงขึ้น โดยสาหร่ายที่บ่มในอาหารที่ขาดไนโตรเจนมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 
19.155 ± 3.016 มิลลิลิตร  
 2.2) ความเข้มข้นของกรดอะซีติกที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว 
Chlorella sp. LSD-W2 คือ 87 มิลลิโมลาร์ โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 55.388 ± 3.626 
มิลลิลิตร 
 2.3) พีเอชเริ่มต้นของอาหารที่มีผลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 คือ 7.2 
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 2.4) การเพ่ิมความเข้มแสงท าให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. 
LSD-W2 สูงขึ้น โดยความเข้มแสงที่เหมาะสมของการผลิตไฮโดรเจนคือ 3,000 ลักซ์  
  2.5)  สาหร่ายสีเขียว Chlorella sp. LSD-W2 ที่บ่มในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift 
ผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด เมื่อบ่มเซลล์ในอาหารสูตรที่เหมาะสม (อาหาร TAP ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน ที่มี
ความเข้มข้นของกรดอะซีติก 87.5 มิลลิโมลาร์) และสภาวะที่เหมาะสม (ค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหาร
เท่ากับ 7.2 และความเข้มแสง 3,000 ลักซ์) โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดเท่ากับ 78.662 ± 
3.722 มิลลิลิตร ในชั่วโมงท่ี 120 ของการบ่มเซลล์   โดยมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงกว่า 19 เท่าของเซลล์ที่
บ่มในอาหาร TAP ภายใต้สภาวะปกติ 
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อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร Tris acetate phosphate medium (TAP) (Harris, 1989) 
 

อาหาร TAP 1 ลิตร ประกอบด้วย 
 2X Filner’s Beijernicks Solution       25 มิลลิลิตร 
 1M Potassium phosphate      1 มิลลิลิตร 
 Trace mineral solution       5 มิลลิลิตร 
 Tris(hydroxymethyl)aminomethane     2.42 กรัมต่อลิตร 
 Glacial acetic acid       1 มิลลิลิตร 
ปรับพีเอชของอาหารเท่ากับ 7.2   ส าหรับอาหารแข็งให้เติมอะการ์ 15 กรัมต่อ 1 ลิตรของอาหาร 
 

ส่วนประกอบ 2X Filner’s Beijernicks Solution (500 มิลลิลิตร) 
 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)      8 กรัม 
 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)     1 กรัม 
 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)    2 กรัม 
ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 

ส่วนประกอบ Trace Mineral Solution (500 มิลลิลิตร) 
 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Disodium EDTA) 5   กรัม  
ละลายในน้ า 400 มิลลิลิตร ให้ความร้อนและคน ปรับพีเอชเท่ากับ  6.5 ด้วยสารละลายโซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 5 โมลาร์ แล้วเติมสารตามด้านล่างตามล าดับ 
 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)     0.5 กรัม 
 ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)     2.2  กรัม 
 กรดบอริก (H3BO3)       1.14 กรัม 
 แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)    0.51 กรัม 
 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)    0.016 กรัม 
 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O)     0.073 กรัม 
 โคบอลต์คลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (CoCl2.6H2O)    0.016 กรัม 
ปรับปริมาตรเป็น 500 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 

ส่วนประกอบ 1M Potassium phosphate 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (ความเข้มข้น 1 โมลาร์)  20 มิลลิลิตร  
 ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) (ความเข้มข้น 1 โมลาร์)  30 มิลลิลิตร  
ปรับพีเอชเท่ากับ 7.2 
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การวิเคราะห์ความหนาแน่นของสาหร่ายสีเขียว 
 

 การวิเคราะห์ความหนาแน่นของสาหร่ายสีเขียว จะใช้ฮีมาไซโตมิเตอร์เป็นอุปกรณ์นับจ านวน
เซลล์สาหร่ายสีเขียว  บนสไลด์ฮีมาไซโตมิเตอร์มีตารางสี่เหลี่ยม 2 ตาราง อยู่พ้ืนที่ตรงกลางสไลด์ โดย
แต่ละตารางจะมีความลึก 0.1 มิลลิเมตร (รูป จ 1) 
  

 
รูป ข 1 สไลด์ฮีมาไชโตมิเตอร์ 

ที่มา : www.fishtech.mju.ac.th/FishNew1/OSS/files/TmBcVkLThu30003.pdf 
 

การนับจ านวนเซลล์ด้วยฮีมาไซโตมิเตอร์ 
 

 1) นับเซลล์สาหร่ายสีเขียวบนช่องสี่เหลี่ยมกลางตาราง (25 ช่องใหญ่ ซึ่งภายในตารางขนาด
เล็กจ านวน 16 ช่อง) (รูป จ 2) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยายภาพ 400 เท่า 
 2) นับเซลล์ในช่อง 1, 2, 3, 4 และ 5 แสดงดังรูป จ  2   ซ่ึงแต่ละชอ่งมีความกว้างและความ
ยาวเท่ากับ 0.2 มิลลิเมตร และความลึกของพ้ืนที่ที่นับเท่ากับ 0.1 มิลลิเมตร    
ดังนั้น ปริมาตรสารละลายเซลล์แต่ช่อง =  0.2 × 0.2 × 0.1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร  
  =  4×10-4 ลูกบาศก์มิลลิเมตร 
  =  4×10-6 ลูกบาศก์เซนติเมตร หรือ 4×10-6 มิลลิลิตร 
 3) น าค่าเฉลี่ยของจ านวนเซลล์สาหร่ายสีเขียวในช่อง 1, 2, 3, 4 และ 5 มาหารปริมาตรของ
สารละลายเซลล์แต่ละช่อง จะได้หน่วยเป็นเซลล์สาหร่ายสีเขียวต่อมิลลิลิตร 
 4) หาค่าเฉลี่ยของจ านวนเซลล์สาหร่ายสีเขียวทั้ง 2 ตาราง 
หมายเหตุ : ถ้าเซลล์สาหร่ายสีเขียวทับเส้น ให้เลือกนับแบบใดแบบหนึ่งต่อไปนี้ 
 - นับสาหร่ายบนเส้นแนวบนและเส้นแนวขวา ไม่นับเส้นแนวซ้ายและเส้นแนวล่าง หรือ 
 - นับสาหร่ายบนเส้นแนวล่างและเส้นแนวซ้าย ไม่นับเส้นแนวขวาและเส้นแนวบน 
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รูป ข 2 พ้ืนที่ตารางและต าแหน่งช่องส าหรับการนับเซลล์สาหร่ายสีเขียวบนสไลด์ฮีมาไชโตมิเตอร์ 
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หลักการและระบบการควบคุมการท างานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร 
1. ลักษณะทั่วไป 
 ชุดถังปฏิกรณ์ชีวภาพสามารถควบคุมอุณหภูมิ และปริมาณการให้อากาศแก่ถังเลี้ยงเซลล์ได้  

2. ถังเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วยส่วนต่างๆ  
  

 
รูปที่ ค 1 ส่วนประกอบของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Air-lift ขนาด 3.7 ลิตร (1. Shell 2. Jacket 3. 
Fixing Ring 4. Gasket Support 5. Gasket Vessel 6. Head Plate 7. Fixing Nut 8. Handle 9. 
Bubble Case 10. Gasket 11. Bubbler 12. Loose Flange 13. Gasket 14. Fixing Ring 15. 
Tube 16. Sampling Pipe 17. Thermoresistance Bulb Case 18. Leg) 

 
ถังเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วย (รูปที่ ค 1) 
 2.1 ถังเลี้ยงเซลล์มีลักษณะเป็นผนังสองชั้น (Jacket vessel) 
 2.2 บริเวณฝาปิดด้านบน (Upper head plate) มีช่อง (ports) ส าหรับใส่หัววัดต่างๆ เช่น 
หัววัดอุณหภูมิ หัววัดความเป็นกรด-ด่าง ระดับฟอง การละลายของออกซิเจน และส าหรับการเติมกรด 
ด่าง สารต้านการเกิดฟอง สารอาหารส าหรับเลี้ยงเซลล์ และช่องเก็บตัวอย่างขณะท าการทดลอง  (รูปที่ 
ค 2) 
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 2.3 ควบคุมทางเข้าออกของน้ าส าหรับหมุนวนเพ่ือควบคุมอุณหภูมิระหว่างการหมักผ่าน 
jacket vessel  
 2.4 มีชุดการให้อากาศในถังหมัก บริเวณด้านล่างของถัง 
 2.5 มีชุด Draft tube จ านวน 1 ชุด 
 2.6 ระบบระบายอากาศ (Exhaust system) อากาศในถังหมักจะถูกระบายผ่านตัวกรอง
อากาศขนาดรูกรองไม่เกิน 0.2 ไมครอน ที่ติดอยู่กับ Condenser ซ่ึงติดตัง้ด้านบนของบริเวณฝาปดิ
ด้านบน เพ่ือป้องกันการสูญเสียปริมาณอาหารไปกับการระเหย 
 

 
รูปที่ ค 2 บริเวณฝาปิดด้านบน (Upper head plate) ทีม่ีช่อง (ports) ส าหรับใส่หัววัดต่างๆ 

 
3. ระบบควบคุมการท างานของเครื่อง (Mono-mode Controller) ประกอบด้วยส่วนต่างๆ ได้แก่ 
 3.1 Gassing module เป็นส่วนส าหรับการจ่ายอากาศเข้าสู่ถังหมัก ผ่านทาง Rotameter 
ซ่ึง Rotameter สามารถวัดอัตราการไหลของอากาศได้ในช่วง 1-10 ลิตรต่อนาที 
 3.2 Temperature module ส าหรับควบคุมอุณหภูมิภายในถังเลี้ยงเซลล์ ประกอบด้วย 
ระบบควบคุมอุณหภูมิสามารถควบคุมอุณหภูมิได้ในช่วงระหว่าง 5 องศาเซลเซียสเหนืออุณหภูมิน้ า
หล่อเย็น จนถึง 50 องศาเซลเซียส โดยควบคุมอุณหภูมิผ่านทางระบบน้ าหล่อเย็นแบบ Jacket 
vessel 
4. ส่วนควบคุมการท างาน ประกอบด้วย 
 4.1 หน้าจอแสดงผลแบบ LED display สั่งงานและควบคุมการท างานผ่านทาง Key pad 
จ านวน 2 หน้าจอ ส าหรับแสดงค่าอุณหภูมิ  
 4.2 ควบคุมการท างานด้วยระบบ PI control 
 4.3 สามารถสั่งงานและแสดงผลแบบ Real time 
 4.4 มี Port สามารถเชื่อมต่อกับ Data logger เพ่ือเก็บข้อมูลได้ (Optional)  
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โครมาโตแกรมของก๊าซไฮโดรเจน 
 

 
 รูปที่ ง 1 ตัวอย่างโครมาโตแกรมของก๊าซไฮโดรเจนที่วิเคราะห์จากเครื่อง GC-TCD  
 

 

 รูปที่ ง 2 กราฟมาตรฐานระหว่างพื้นที่ใต้กราฟกับความเข้มข้นของไฮโดรเจน (เปอร์เซ็นต์)  
 

การค านวณการผลิตไฮโดรเจน 
 1) น าพื้นที่ใต้กราฟของโครมาโตแกรมที่ได้จากการทดลองมาหาค่าความเข้มข้นของก๊าซ
ไฮโดรเจนในหน่วยร้อยละ (%H2) จากกราฟมาตรฐาน (รูปที่ ง 2)    
 2 น าค่าความเข้มข้นของไฮโดรเจนในหน่วยร้อยละ มาเปรียบเทียบเป็นปริมาณไฮโดรเจนใน
หน่วยมิลลิลิตร โดยคิดเทียบจากพ้ืนที่ของช่องว่างเหนือของเหลว (Head space) ของถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ Air-lift จะได้หน่วยเป็นมิลลิลิตรไฮโดรเจน หรือ mLH2   

y = 3x10-5x 
R² = 0.9977
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