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บทคัดย่อ 
 

ไฮโดรเจนที่ผลิตโดยไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวเป็นแหล่งพลังงานหน่ึงที่น่าสนใจ เนื่องจาก
การผลิตไฮโดรเจนน้ีเป็นการน าเอาพลังงานแสงอาทิตย์มาใช้เป็นแหล่งพลังงานโดยผ่านกระบวนการสังเคราะห์
แสง  ในการศึกษานี้ ได้คัดแยกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวจ านวน 59 ไอโซเลทจากแหล่งดินและ
แหล่งน้ าในนาข้าวของประเทศไทย  เมื่อน ามาท าให้บริสุทธิ์พบว่าสามารถคัดแยกไซยาโนแบคทีเรียที่บริสุทธิ์ได้ 
9 ไอโซเลท และสาหร่ายสีเขียวที่บริสุทธิ์ได้ 9 ไอโซเลทเช่นกัน  ในบรรดาไอโซเลททั้งหมด ไซยาโนแบคทีเรีย
เซลล์เดียวไอโซเลท AngS1 มีอัตราการผลติไฮโดรเจนสูงที่สุด โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 389.630 ± 
72.084 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ ก่อนน ามาบ่มในอาหาร BG110 เป็นเวลา 24 ชั่วโมงและปรับตัวภายใต้สภาวะปราศจากอากาศในที่มืด
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  ความเข้มข้นที่เหมาะสมของน้ าตาลกลูโคส แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต และเหล็ก
ไอออน คือ  ความเข้มข้น 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร 3 มิลลิโมลาร์ และ  20 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ  
นอกจากนี้ ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีการสะสมไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 4,174.364 ± 278.324  
นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล ์เมื่อบ่มในอาหารที่เหมาะสมเป็นเวลา 11 วัน  
  
ค าส าคัญ :  การผลิตไฮโดรเจน, จุลสาหร่าย, นาข้าว 
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ABSTRACT 

Hydrogen produced by cyanobacteria and green algae is a very interesting energy 
carrier because it is produced by a photosynthetic pathway using sunlight as an energy 
source. In this study, 59 cyanobacterial and green algal strains were isolated from soil and 
water sources of rice paddle field in Thailand. Out of them, 9 cyanobacterial isolates and 9 
green algal isolates were purified. Among them, unicellular cyanobacterial isolate AngS1 
showed the highest H2 production rate. Its highest H2 production rate of 389.630 ± 72.084 
nmolH2/mgchl/h was found in cells grown in BG11 for 1 week followed by incubating cells in 
BG110 for 24 hours and adaptation under dark anaerobic condition for 2 hours. The optimal 
concentrations of glucose, MgSO4.7H2O and Fe3+ for H2 production rate were 0.189 mmolC/L, 
3 mM, and 20 μM, respectively. The highest H2 accumulation of 4,174.364 ± 278.324 
nmolH2/mgchl was obtained when incubating cells in optimal medium for 11 days.  
  
Keywords: Hydrogen production, Microalgae, Rice field 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

         โครงการวิจัยเรื่องการผลิตไบโอไฮโดรเจนของจุลสาหร่ายที่แยกได้จากนาข้าวของประเทศไทย 
สามารถด าเนินงานจนส าเร็จลุล่วงไปไดด้้วยดี โดยได้รับ ทุนสนับสนุนจากงบประมาณแผ่นดินของสถาบัน
เทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ประจ าปี ๒๕๕๗  คณะผู้ร่วมวิจัยขอขอบคุณทุนสนับสนุน
โครงการวิจัยงบประมาณแผ่นดิน คณาจารย์ นักวิทยาศาสตร์ เจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการของ ภาควิชาชีววิทยา 
คณะวิทยาศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง ที่ได้ให้ความสะดวกและให้ความ
ช่วยเหลือในการท าวิจัย โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ต้อง ขอขอบคุณนักศึกษาปริญญาตรี โท และ เอกในกลุ่มวิจัยที่ได้
ทุ่มเทก าลังกายและก าลังใจในการท าวิจัย จนโครงการนีส้ าเร็จลุล่วงเป็นอย่างดี         
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บทที่ 1 

บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของงานวิจัย 

พลังงานเป็นปัจจัยพ้ืนฐานอย่างหนึ่งที่มีความจ าเป็นต่อการด าเนินชีวิต โดยเฉพาะในสังคมยุคใหม่
ที่ความต้องการพลังงานมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง  พลังงานที่มนุษย์ใช้ส่วนใหญ่ได้มาจากเชื้อเพลิง
ฟอสซิลโดยเฉพาะถ่านหินและน้ ามันปิโตรเลียม ซึ่งเป็นทรัพยากรสิ้นเปลืองที่ก าลังหมดไปในไม่ช้า  การเผา
ไหม้เชื้อเพลิงฟอสซิลเหล่านีย้ังมีผลกระทบต่อระบบนิเวศของโลกและความเป็นอยู่ของผู้คน โดยเฉพาะการ
ท าลายโอโซนบนช้ันบรรยากาศจากการเผาไหม้ ท าให้เกิดปรากฏการณ์เรือนกระจกและเกิดภาวะโลกร้อน  
ดังนั้น หน่วยงานต่างๆ ทั่วโลก จึงไดม้ีความพยายามค้นคว้าและแสวงหาแหล่งพลังงานทางเลือกใหม่ที่มี
ประสิทธิภาพสูง สะอาด และสามารถผลิตหมุนเวียนได้อย่างเพียงพอต่อความต้องการของมนุษยท์ั้งใน
ปัจจุบันและอนาคต  

ไฮโดรเจนเป็นเชื้อเพลิงทดแทนชนิดหนึ่งที่ก าลังได้รับความสนใจอย่างกว้างขวาง  ไฮโดรเจน
จัดเป็นพลังงานสะอาดที่สามารถน ามาใช้เพื่อทดแทนเชื้อเพลิงฟอสซิล เนื่องจากไฮโดรเจนเป็นสสารที่ให้
พลังงานสูงและผลจากการเผาผลาญไฮโดรเจน ไม่ว่าจะด้วยการเผาไหม้โดยตรงหรือโดยปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี
ในเซลล์เชื้อเพลิงต่างก็ให้ผลิตผลเป็นไอน้ าและก๊าซออกซิเจน ซึ่งแทบจะไม่เกิดผลกระทบต่อระบบนิเวศ จึง
ถือว่าการเผาผลาญไฮโดรเจนเป็นกระบวนการที่สะอาดมาก  ในปัจจุบัน กระบวนการผลิตไฮโดรเจนใน
อุตสาหกรรมนิยมใช้วิธีทางกายภาพ เช่น การผลิตไฮโดรเจนจากก๊าซธรรมชาติโดยผ่านกระบวนการไอน้ า 
(Steam reforming) และใชว้ิธีการทางเคมี เช่น การแยกสลายน้ าด้วยกระแสไฟฟ้า (Electrolysis) แต่การ
ผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการเหล่านี้มีต้นทุนค่อนข้างสูงและใช้พลังงานในกระบวนการผลิตสูงมาก จึงเป็น
อุปสรรคในการผลิต  ดังนั้น การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพ (Biohydrogen) จึงถือเป็น
ทางเลือกหนึ่งที่น่าสนใจส าหรับการผลิตไฮโดรเจน โดยเฉพาะอย่างยิ่ง การผลิตไฮโดรเจนจากสิ่งมีชีวิต
ประเภทไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว 

ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวมีข้อได้เปรียบในการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเปรียบเทียบกับ
สิ่งมีชีวิตอื่น เนื่องจากสามารถน าเอาพลังงานแ สงอาทิตย์ที่มีอยู่อย่างไม่จ ากัดมาใช้เป็นแหล่งพลังงานผ่าน
กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงและไดผ้ลิตผลพลอยได้เป็นก๊าซไฮโดรเจน  ระบบการสังเคราะห์ด้วยแสง
ของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวมกีารถ่ายทอดอิเล็กตรอนที่คล้ายพืช  สาหร่ายสีเขียวยังสามารถ
ใช้อินทรียค์าร์บอนหรืออนินทรียค์าร์บอนเป็นแหล่งคาร์บอน และสามารถ ผลิตไฮโดรเจนภายใต้สภาวะที่ไม่
มีออกซิเจนในที่มีแสงหรือไม่มีแสง  ส าหรับไซยาโนแบคทีเรีย เซลล์สามารถเจริญได้ง่ายโดยใช้แสงอาทิตย์
เป็นแหล่งพลังงานและสามารถตรึงคาร์บอนไดออกไซด์จากบรรยากาศมาใช้เป็นแหล่งคาร์บอน  นอกจากนี้ 
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ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดยังสามารถตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ เปลี่ยนให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นแอมโมเนีย 
เพื่อน ามาใชเ้ป็นแหล่งไนโตรเจนได้อีกด้วย  

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวมีเอนไซม์ที่เกี่ยวข้อง ดังนี้  
(1) เอนไซม์ไนโตรจีเนส เอนไซม์ไนโตรจีเนสเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในกระบวนการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ
ให้เปลี่ยนไปเป็นแอมโมเนียและไดไ้ฮโดรเจนเป็นผลิตผลพลอยได้ กระบวนการนีอ้าศัยรีดิวซิงพาวเวอร์และ
พลังงานในรูป ATP จ านวนมาก (2) เอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส เอนไซม์นี้เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันของ
โมเลกุลไฮโดรเจนที่ผลิตได้จากเอนไซม์ไนโตรจีเนสไปเป็นโปรตอนและอเิล็กตรอน และ (3) เอนไซม์ไบ 
ไดเรกชันนอลไฮโดรจีเนส เอนไซม์นี้เร่งปฏิกิริยารีดักชันของโปรตอนและอิเล็กตรอนไปเป็นไฮโดรเจนและ
เร่งปฏิกิยาออกซิเดชันของไฮโดรเจนไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอน สภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
ไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวจะขึ้นอยู่กับชนิดของสิ่งมีชีวิตและชนิดของเอนไซม์ 

โครงการวิจัยน้ี จึงมีความสนใจในการศึกษาการคัดแยกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวจาก
แหล่งดินและแหล่งน้ าของนาข้าวในประเทศไทยส าหรับน ามาผลิตไฮโดรเจน เนื่องจากประเทศไทยเป็น
ประเทศเกษตรกรรมโดยท านาข้าวเป็นหลัก  นาข้าวมีดินและน้ า ซึ่งจัดเป็นแหล่งอาหารที่อุดมสมบูรณ์
ส าหรับการเจริญเติบโตของสาหร่ายและไซยาโนแบคทีเรีย ท าให้สามารถพบสาหร่ายจ านวนมากและ
หลากหลาย  นอกจากนี้ ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดยังมีความสามารถในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ 
และยังมีความสามารถในการเจริญได้ในสภาวะทีห่ลากหลายและทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมอีก
ด้วย   

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

1. เพื่อคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่แยกไดจ้ากนาข้าวในประเทศไทยที่มี
ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจน 

2. เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนของจุลสาหร่ายที่คัดเลือก  

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

น าไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่ผ่านการคัดแยกจากแหล่งดินและแหล่งน้ าบริเวณนาข้าว
ของประเทศไทยมาท าให้บริสุทธิ์  จากนั้น คัดเลือกสายพันธุ์ที่ผลิตไฮโดรเจนได้สูงที่สุด และน า สายพันธ์ุที่
คัดเลือกมาศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน โดย ท าการแปรผันระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 
ระยะเวลาบ่มภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ ผลของแสง ความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน ความเข้มข้นของ
แหล่งซัลเฟอร์และความเข้มข้นของเหล็กไอออน 
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1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

  สามารถคัดเลือกสายพันธ์ุของไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่ได้จากแหล่งดินและแหล่งน้ า
จากนาข้าวในประเทศไทยที่มีความสามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูง รวมถึงหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต
ไฮโดรเจนได ้ 

 
             



 

 

บทที่ 2 

ทฤษฎีและหลักการวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1 ไฮโดรเจน 

พลังงานเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส าคัญต่อการพัฒนาประเทศ โดยความต้องการใช้พลังงานมีแนวโน้ม
เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง  พลังงานเช้ือเพลิงที่ใช้ในปัจจุบันส่วนใหญ่เป็นพลังงานจากเช้ือเพลิงฟอสซิลซึ่งมี
องค์ประกอบส่วนใหญ่เปน็สารประกอบไฮโดรคาร์บอน  เมื่อเผาไหมเ้ชื้อเพลิงฟอสซิลน้ี จะก่อให้เกิดก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ในปริมาณมาก ซึ่งก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เป็นสาเหตุหลักของสภาวะโลกร้อนหรือ
ปรากฏการณ์เรือนกระจก  เชื้อเพลิงส่วนใหญ่ที่ใช้ในปัจจุบันมาจากปิโตรเลียมและถา่นหิน ซึ่งมีปริมาณ
ลดลงอย่างต่อเนื่องและก าลังจะหมดไปในไม่ช้า  วิกฤตการณ์เช่นนี้ท าให้ทุกประเทศมีความตื่นตัวเป็นอย่าง
มากในการเสาะแสวงหาพลังงานแหล่งใหม่ๆ เ พื่อทดแทนการใชน้้ ามันเช้ือเพลิงจากปิโตรเลียม  พลังงาน
ไฮโดรเจนจัดเป็นพลังงานทางเลือกหนึ่งที่น่าความสนใจ เป็นพลังงานที่ให้ประสิทธิภาพการเผาไหม้สูง 
สะอาด และสามารถน ามาใช้กับรถยนต ์ หรือยานพาหนะอื่นๆ ได้  โดยไม่ก่อให้เกิดมลภาวะต่อสิ่งแวดล้อม
ซึ่งเป็นสาเหตุของสภาวะโลกร้อน 

 ไฮโดรเจน (Hydrogen, H2) ได้รับการคาดหมายและยอมรับว่าจะเป็นแหล่งพลังงานทดแทนที่
ส าคัญอย่างมากในอนาคต (ธรรมนูญ, 2550) เนื่องจากไฮโดรเจนเป็นสสารที่ให้พลังงานสูง และผลผลิตจาก
การเผาผลาญไฮโดรเจน ไม่ว่าจะจากการเผาไหม้โดยตรงหรือจากปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมีในเซลล์เชื้อเพลิงจะได้
ไอน้ าและก๊าซออกซิเจน ซึ่งไม่ส่งผลกระทบต่อสิ่งแวดล้อม จึงถือว่าเป็นการเผาไหม้เชื้อเพลิงที่สะอาดมาก 
โดยเฉพาะเมื่อเทียบกับการเผาไหม้ของเชื้อเพลิงฟอสซิล  ไฮโดรเจนเป็นธาตุเคมีที่มีเลขอะตอมเท่ากับ 1 มี
สัญลักษณ์ธาตุ คือ H มีมวลอะตอมเท่ากับ 1.00794 กรัมต่อโมล มีความหนาแน่นเท่ากับ 0.08988 กรัมต่อ
ลิตร  ไฮโดรเจนเป็นธาตุ ที่เบาที่สุดและเป็นธาตุที่พบมากที่สุดในเอกภพ โดยในบรรยากาศโลกมีก๊าซ
ไฮโดรเจนประมาณ 0.1 ส่วนในล้านส่วน  คุณสมบัติทั่วไปของก๊าซไฮโดรเจน (H2) คือ ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น ติด
ไฟง่าย ไม่มีเปลวไฟเวลาเผา การเผาไหม้สะอาด ไม่เกิดก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์หรือซัลเฟอร์ไดออกไซด์ที่
เป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อม มีความแข็งแรงในการยึดโมเลกุลเท่ากับ  104 กิโลแคลอรีต่อโมล  ดังนั้น เมื่อ
ต้องการให้ไฮโดรเจนโมเลกุลท าปฏิกิริยา จึงต้อ งใช้พลังงานเพื่อท าลายความแข็งแรงในการยึดโมเลกุล
ดังกล่าว เช่น เพิ่มอุณหภูมิหรือใช้สารเร่งปฏิกิริยา เป็นต้น  ไฮโดรเจนมีจุดเดือด -252.87 องศาเซลเซียส 
และมีจุดหลอมเหลว -259.14 องศาเซลเซียส  นอกจากนี้ ไฮโดรเจนมีอุณหภูมิการเผาไหม้สูงถึง 3,000 
องศาเซลเซียส ให้พลั งงานความร้อน 2,870 กิโลแคลอรีต่อกิโลกรัม ซึ่งค่าพลังงานเช้ือเพลิงที่ได้จาก
ไฮโดรเจนจะมากกว่าค่าพลังงานเช้ือเพลิงไฮโดรคาร์บอน และเชื้อเพลิงจากแอลกอฮอล์ เช่น เมทานอลและ
เอทานอล ถึง 2.5 และ 5 เท่า ตามล าดับ  ไฮโดรเจนมีค่าความร้อนสูงถึง 122 กิโลจูลต่อกรัม (Madawar 
et al., 2000) มีคุณสมบัติเป็นเช้ือเพลิงที่ดแีละสามารถพัฒนาให้เป็นเช้ือเพลิงหลักได ้
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ในปัจจุบัน มีการใช้ไฮโดรเจนเป็นเชื้อเพลิงอย่างแพร่หลายในประเทศอุตสาหกรรม  โดยสามารถ
น าไปประยุกต์ใช้กับพลังงานดั้งเดิมได้ เช่น เช้ือเพลิงส าหรับครัวเรือน เครื่องยนต์สันดาปภายใน เครื่อง
กังหัน และเครื่องไอพ่น เป็นต้น (สมนึก, 2549)  นอกจากนี้ ไฮโดรเจน ยังสามารถน าไปผลิตกระแสไฟฟ้า
โดยป้อนเข้าเซลล์เชื้อเพลิง  ในขณะนี้ นักวิจัยทั่วโลกให้ความสน ใจเป็นอยา่งมากในการพัฒนาเซลล์
เชื้อเพลิงไฮโดรเจน เนื่องจากมีประสิทธิภาพสูง เมื่อเทียบกับอุปกรณ์ผลิตไฟฟ้าแบบอื่นๆ  

2.2 กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 

 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนสามารถแบ่งออกเป็น 3 วิธีใหญ่ๆ ดังนี ้

2.2.1 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้อุณหภูมิสูงในการท าปฏิกิริยาเคมี  

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้อุณหภูมิสูงในการท าปฏิกิริยาเคมี (Thermo-chemical process) 
เป็นการใช้ความร้อนในการเปลี่ยนมวลชีวภาพ  ก๊าซธรรมชาต ิหรือ ถ่านหิน ให้ได้ผลิตภัณฑเ์ป็นก๊าซผสมที่
ประกอบด้วยก๊าซไฮโดรเจน (H2) คาร์บอนมอนอกไซด์ (CO) คาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) น้ า (H2O) และ
มีเทน (CH4)  จากนั้น จึงท าการแยกไฮโดรเจนออกมาโดยใช้รูปแบบของการเผาไหม้  การผลิตไฮโดรเจน
โดยกระบวนการความร้อนเคมีมีหลายกระบวนการ ได้แก่ กระบวนการรีฟอร์มมิ งด้วยไอน้ า (Steam 
reforming) กระบวนการแก๊สซิฟิเคชนั (Gasification) เป็นต้น (ประพันธ,์ 2551)  ในปัจจุบัน การผลิต
ไฮโดรเจนจากกระบวนการรีฟอร์มมิงของก๊าซธรรมชาตดิ้วยไอน้ า เป็นกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่ใช้กัน
แพร่หลายในเชิงพาณิชย์ ซึ่งในประเทศไทย ก็มีการใช้กระบวนการนี้ในการผลิตไฮโดรเจน เพื่อใช้เป็นสารต้ัง
ต้นหรือตัวเร่งปฏิกิริยาในอุตสาหกรรมต่างๆ  แต่ข้อเสียของกระบวนการนี ้ คือ ใชก้๊าซธรรมชาต ิหรือ ถ่าน
หินที่มีอยู่อย่างจ ากัด และ ก่อให้เกิดมลพิษเน่ืองจากมีสารพิษตกค้างจากสารประกอบไฮโดรคาร์บอนที่เผา
ไหม้ไม่สมบูรณ ์ ได้แก่ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ และซัลเฟอร์ ไดออกไซด ์ เป็นต้น  การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้
อุณหภูมิสูงในการท าปฏิกิริยาเคมสีามารถจ าแนกตามสารตั้งต้นได้เป็น 5 รูปแบบ ดังนี้  

 1.) การเปลี่ยนแปลงของก๊าซธรรมชาติ 

 ในปัจจุบัน การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากก๊าซธรรมชาติเป็นวิธีที่นิยมกันมาก โดยก๊าซธรรมชาติทีใ่ช้
เป็นวัตถุดิบคือ มีเทน (Methane) ที่ได้มาจากกระบวนการกลั่นน้ ามันดิบ  กระบวนการรีฟอร์มมิงมีเทน
ด้วยไอน้ า (Steam methane reforming) น้ันเกิดข้ึนโดยน ามีเทนมาท าปฏิกิริยากับไอน้ าที่อุณหภูมิและ
ความดันสูง โดย ใชอุ้ณหภูมสิูงถึง 700–1,000 องศาเซลเซียส และความดัน 2–25 บาร์ และได้ผลิตภัณฑ์
เป็นคาร์บอนมอนอกไซด์และคาร์บอนไดออกไซด์ที่จะใช้เป็นสารตั้งต้นของปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 
กระบวนการรีฟอร์มมิงด้วยไอน้ าจัดเป็นปฏิกิริยาดูดความร้อน ดังนั้นจึงต้องใช้ความร้อนในการเกิดปฏิกิริยา
ของกระบวนการ 

 

 

http://www.vcharkarn.com/va2/index.php/my/show/81117/article
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 2.) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากถ่านหิน 

 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากถ่านหิน เป็นกระบวนการทางเคมีที่สามารถผลิตได้ทั้งพลังงาน 
น้ ามันเช้ือเพลิง สารเคมี และไฮโดรเจน โดยไฮโดรเจนจะถูกสรา้งข้ึนก่อนจากการท าปฏิกิริยาระหว่างถ่าน
หินกับออกซิเจนและไอน้ าภายใต้สภาวะที่มีความดันและอุณหภูมิสูง  ก๊าซที่สังเคราะห์ขึ้นจะเป็นก๊าซผสม
ของก๊าซไฮโดรเจนและก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์  ซึ่งก๊าซคาร์บอนมอนอกไซด์ที่ได้ยังจะท าปฏิกิริยากับไอน้ า
ไดผ้ลิตภัณฑ์เป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์และก๊าซไฮโดรเจนอีกครั้ง  ก๊าซไฮโดรเจนที่ได้ทั้งหมดจะถูกแยก
ออกจากระบบ ส่วนคาร์บอนไดออกไซด์จะถูกยึดจับและก าจัดออกไปในที่สุด 

3.) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากชีวมวล 

 สารชีวมวลเป็นวัสดุอินทรีย์ทีไ่ด้จากสิ่งมีชีวิต ซึ่งอาจได้จากเศษวัสดุเหลือทิ้งทางการเกษตร เช่น ซัง
ข้าวโพด ฟางข้าวสาลี วัสดุเศษเหลือจากโรงเลื่อยในอุตสาหกรรมป่าไม้ โดยเฉพาะพืชจ าพวกหญ้าซึ่งจัดเป็น
พวกวัชพืชทางการเกษตร เป็นต้น  วิธีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลนั้นอาศัยกระบวนการ 2 
กระบวนการ คือ การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลโดยการใช้ความร้อนในรูปของไอน้ าภายใต้สภาวะที่
มีความดันซึ่งสารชีวมวลจะถูกแยกออกเป็นก๊าซไฮโดรเจน  กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากสารชีวมวลด้วย
วิธีไพโรไลซิสเป็นวิธีการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลในสภาวะที่ปราศจากออกซิเจน 

 4.) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงเหลว 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงเหลว เป็น การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากเชื้อเพลิงชีวมวลที่อยู่ใน
รูปของเหลว เช่น เอทานอล ฯลฯ  โดยขั้นตอนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีนี้จะคล้ายกับกระบวนการผลิต
ไฮโดรเจนจากก๊าซธรรมชาติซึ่งได้กล่าวมาแล้วข้างต้น 

 5.) การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้อุณหภูมิสูงในการแยกโมเลกุลของน้ า 

การผลิตไฮโดรเจนโดยใช้อุณหภูมิสูงในการแยกโมเลกุลของน้ า เป็นวิธีการที่ใช้กันมาเป็นเวลานาน
แล้ว โดยการใช้อุณหภูมิสูงถึง 500–2,000 องศาเซลเซียส ในการกระตุ้น การเกิดปฏิกิริยาเคมีส าหรับการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสารเพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจน  สารเคมีที่ใช้ในกระบวนการสามารถน ากลับมาใช้
ใหม่ได้  เมื่อไม่นานมานี้ นักวิจัยได้ท าการพัฒนาวิธีการผลิตไฮโดรเจนจากการแยกโมเลกุลของน้ าที่อุณหภูมิ
สูงโดยใช้พลังงานจากแสง โดยใช้เลนส์กระจกในการ รวมแสงให้เกิดความเขม้สูง เพื่อกระตุ้นให้เกิด ความ
ร้อน และ พัฒนาวิธีการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการแตกโมเลกุลของน้ าที่อุณหภูมิสูงโดยใช้พลังงาน
นิวเคลียร ์

2.2.2 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีเคมีไฟฟ้า  

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยกระบวนการทางเคมีไฟฟ้า (Electro-chemical process) เป็น
กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ าออกเป็นออกซิเจนและไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า  ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นใน
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ส่วนที่เรียกว่าอิเล็กโทรไลเซอร ์ (Electrolyzer) ซึ่งจะถูกประยุกต์ให้มีขนาดเล็กและมีหน้าที่ในการเกิด 
ปฏิกิริยาอิเล็กโทรไลซิส โดยมีขั้วบวกและขั้วลบของไฟฟ้าแยกออกจากกัน  ไฮโดรเจนอะตอมจะไปเกาะที่
ขั้วลบและออกซิเจนจะไปเกาะที่ขั้วบวก (รูปที่ 2.1)  วิธีการนี้ใช้กระแสไฟฟ้ามากถึง 90 กิโลวัตต์และ
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ถึง 1,000 ลูกบาศก์ฟุต โดยก๊าซไฮโดรเจนที่ได้จะมีความบริสุทธิ์สูง  กระบวนการ
ท างานจะมีหลายวิธีขึ้นอยู่กับชนิดของอิเล็กโทรไลเซอร์  อิเล็กโทรไลเซอร์มีหลายชนิด ได้แก่  พอลิเมอร์
อิเล็กโทรไลต์เมมเบรนอิเล็กโทรไลเซอร ์ (PEM electrolyzer) แอลคาไลน์อิเล็กโทรไลเซอร์ (Alkaline 
electrolyzer) และ โลหะออกไซด์อิเล็กโทรไลเซอร ์(Solid oxide electrolyzer)  ข้อดีของวิธีการนี้คือ ไม่
ก่อให้เกิดสภาวะก๊าซเรือนกระจกในระหว่างกระบวนการผลิต  ส่วนข้อเสียของวิธีการนี้คือ ต้องการกระแส  
ไฟฟ้าจ านวนมาก และ สูญเสียพลังงานไฟฟ้าไปในแต่ละขั้นตอนของการแยกสลายด้วยน้ า   

 

 
 

รูปที ่2.1 กระบวนการแยกโมเลกุลของน้ าออกเป็นออกซิเจนและไฮโดรเจนโดยใช้กระแสไฟฟ้า 
        ที่มา : http://www.greencarcongress.com/2004/11/milestone_for_h.html 

 
2.2.3 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้ปฏิกิริยาโฟโตไลซิส  

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้ปฏิกิริยาโฟโตไลซิส (Photobiological process) เป็นกระบวนการ
ผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากการแตกโมเลกุลของน้ าโดยอาศัยพลังงานแสง ซึ่งกระบวนการนี้เป็นกระบวนการที่
เกิดขึ้นเร็วมากและสามารถที่จะน ามาใช้ท าการผลิตในระยะยาวได้  นอกจากนี ้กระบวนการผลิตยังไม่ก่อให้ 
เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม  กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีนี้สามารถที่จะแบ่งออกได้ 2 กระบวนการ 
ดังนี้ 
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 1.) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีการโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีการโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล เกิดจากการแยกโมเลกุ ลของน้ าเพื่อให้ได้
ก๊าซไฮโดรเจนโดยใช้ปฏิกิริยาโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล ซึ่งจะใช้แสงเป็นแหล่งพลังงาน  แสงจะเกิดการเหนี่ยว 
น าให้เกิดการแยกโมเลกุลของน้ าผ่านเซมิคอนดักเตอร์อิเล็กโทรด โดยที่แผ่นของคอนดักเตอร์จะเคลือบด้วย
ตัวเร่งปฏิกิริยาที่ท าให้เกิดการเคลื่อนที่ของกระแสไฟฟ้า ซึ่งจะท าให้เกิดปฏิกิริ ยาได้ผลิตภัณฑเ์ป็นไฮโดรเจน
และออกซิเจนที่บริเวณพื้นผิวของคอนดักเตอร ์ กลไกการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.2 

 
รูปที ่2.2 กลไกการท างานในกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยวิธีโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอลตั้งแต่ระดับของ
ห้องปฏิบัติการจนถึงกระบวนการผลิตในระดับอุตสาหกรรม 
ที่มา : Eric and Richard, 2000 

 2.) การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีการโฟโตไลซิสของจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ด้วยแสง 

การผลิตก๊าซไฮโดรเจนด้วยวิธีการโฟโตไลซิสของจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์ด้วยแสงเป็น
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากปฏิกิริยาการแตกโมเลกุลของน้ าด้วยวิธีการสังเคราะห์ด้วยแสง โดยใช้เช้ือ  
จุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์แสงได ้  เมื่อสังเคราะห์แสงแล้ว จะได้ก๊าซออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ ์ จุลินทรีย์
เหล่าน้ีจะใช้น้ าเป็นวัตถุดิบของกระบวนการสังเคราะห์แสง เพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยอาศัยเอนไซม์ต่างๆ 
แต่กระบวนการผลิตนี้ใช้ระยะเวลานาน เนื่องจากจุลินทรีย์ต้องใช้ระยะเวลาที่นานในการแตกโมเลกุลของ
น้ าจากกระบวนการสังเคราะห์แสง  นักวิทยาศาสตร์ได้มีการพัฒนาคัดเลือกหาเชื้อจุลินทรีย์ที่สามารถผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนได้ในอัตราที่สูง เพื่อผลิตก๊าซไฮโดรเจนในระดับขนาดใหญ่และผลิตในรูปแบบที่ต่อเนื่องได้  
ข้อดีของกระบวนการนี้ คือ ก๊าซไฮโดรเจนที่ได้เป็นเชื้อเพลิงที่สะอาด และไม่ก่อให้เกิดมลพิษต่อสิ่งแวดล้อม 
(รูปที่ 2.3) 
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รูปที่ 2.3 กลไกของกระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากจุลินทรีย์ที่สามารถสังเคราะห์แสง 
ที่มา : Pin et al., 2009 

 
จุลินทรีย์สังเคราะห์แสงที่สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนไดม้ีหลายชนิด เช่น แบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

สาหร่ายสีเขียว และ ไซยาโนแบคทีเรีย  กระบวนการสังเคราะห์แสงจะอาศัยรงควัตถุชนิดต่างๆ ในการดูด
ซับพลังงานแสง เช่น แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ คลอโรฟิลล์ เอ และ คลอโรฟิลล์ บี  โดยทั่วไป กระบวนการ
สังเคราะห์แสงจะมีระบบแสงทั้งหมด 2 ระบบ คือ ระบบแสง หน่ึง (Photosystem I) และระบบแสงสอง 
(Photosystem II) ซึ่งระบบแสงทั้งสองจะท าหน้าที่ร่วมกันเพื่อให้สามารถถ่ายทอดพลังงานแสงไปใช้ในการ
สร้าง ATP และ NADPH ซึ่งจุลินทรีย์จะน าสารทั้งสองนี้ไปถ่ายทอดพลังงาน เพื่อช่วยตรึงคาร์บอนได  
ออกไซด์ในปฏิกิริยาที่ไม่ต้องใช้แสง เกิดเป็นคาร์โบไฮเดรต (Cm(H2O)n) ต่อไป 

ปฏิกิริยาแรกในกระบวนการที่ต้องใช้แสง คือ ระบบแสง สอง ซึ่งดูดซับพลังงานจากแสงที่ 680  
นาโนเมตร โดยพลังงานจะถูกถ่ายทอดมาจากคลอโรฟิลล์ เอ ท าให้อิเล็กตรอนหลุดออกจากโมเลกุลของ
คลอโรฟิลล ์ เอ โดยอิเล็กตรอนนี้จะเคลื่อนไปตามระบบการขนส่งอิเล็กตรอน  การที่อิเล็กตรอนของระบบ
แสงสองหลุดออกไป ท าให้เกิดการออกซิไดซ์น้ าไ ปเป็นออกซิเจน ไฮโดรเจน และอิเล็กตรอน ซึ่งออกซิเจ น
อะตอมจะรวมตัวกันเกิดเป็นโมเลกุลของออกซิเจน  ส่วนอิเล็กตรอนที่ได้จากการแตกตัวของน้ าจะเคลื่อนไป
ทดแทนอิเล็กตรอนที่หลุดออกไปจากคลอโรฟิลล์ และเคลื่อนที่ไปยังระบบแสง หน่ึงผ่านลูกโซ่ขนส่ง
อิเล็กตรอนที่มีระบบตัวน าอิเล็กตรอนชื่อพลาสโตควิโนน (Plastoquinone) ซึ่งท าหนา้ที่เป็นกระสวยรับส่ง
โปรตอน และอาศัยการสูบโปรตอนโดยระบบไซโตโครม พลาสโตไซยานิน โดยการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอน
จากระบบแสงสองไปตามระบบการขนส่งอิเล็กตรอน ท าให้เกิดพลังงานอิสระส าหรับน าไปใช้ในการสร้าง 
ATP  เมื่อระบบแสงหน่ึงได้รับพลังงานจากแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร ท าให้อิเล็กตรอนหลุดออก
และส่งผ่านไปยังตัวรับอิเล็กตรอน จนกระทั่งถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท้ายคือเฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin) 
ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีเหล็กเป็นองค์ประกอบ  จากนั้น  เอนไซม์ NADP+ reductase (FNR) ส่งอิเล็กตรอนจาก
เฟอร์รีดอกซินไปให้ NADP+ ร่วมกับ 2H+ กลายเป็น NADPH และได้ก๊าซไฮโดรเจนโดยการเร่งปฏิกิริยาของ
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เอนไซม์ไฮโดรจีเนส ซึ่งเฟอร์รีดอกซินจะมีความเกี่ยวข้องโดยตรงต่อกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอนใน
กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงเพ่ือผลิตก๊าซไฮโดรเจน (รูปที่ 2.4) 

 

 
 

รูปที่ 2.4 กลไกการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง 
         ที่มา : Pin et al., 2009 
 

2.3 การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่าย 

 การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากสาหร่ายสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ การผลิตไฮโดรเจนจาก
เซลล์ยูคาริโอตที่สังเคราะห์ด้วยแสง ได้แก่ สาหร่ายสีแดง สาหร่ายสีเขียว และสาหร่ายสีน้ าตาล  การผลิต
ไฮโดรเจนจากเซลล์โปรคาริโอตที่มีกลไกการสังเคราะห์ด้วยแสงแบบเดียวกับพืช ได้แก่ สาหร่ายสีเขียวแกม
น้ าเงินหรือไซยาโนแบคทีเรีย  

 2.3.1 การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียว 

 สาหร่ายสีเขียวบางชนิดมีความสามารถในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนภายใต้สภาวะการบ่มที่ปราศจาก
ออกซิเจนทั้งในที่มืดและที่มีแสง  สาหร่ายสีเขียวที่มีคุณสมบัติในการผลิตก๊าซไฮโดรเจน ได้แก่ Codium 
sp., Chlamydomonas sp. และ Chlorella sp. เป็นต้น  ภายใต้สภาวะที่มีความเข้มแสงต่ า เซลลจ์ะเกิด
การกระตุ้นให้มีการผลิตก๊าซไฮโดรเจน แต่เมื่อความเข้มแสงเพ่ิมสูงขึ้น  กระบวนการผลิตก๊าซไฮโดรเจนจะ
ถูกยับยั้งด้วยออกซิเจนที่ผลิตจากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง โดยออกซิเจนจะไปยับยั้งการท างานของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนสท าให้การผลติไฮโดรเจนลดลง  

 สาหร่ายสีเขียวสามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้ภายใต้สภาวะที่ไม่มีอากาศ. โดยใช้เพียงแสงและน้ าใน
การผลิตไฮโดรเจน..การผลิตก๊าซไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห์แสงจะเกิดขึ้นที่บริเวณคลอโรพลาสต์
ของเซลล์  ในระบบแสงจะมีหน่วยรับพลังงานแสง..(Antenna.complex) ซึ่งประกอบด้วยรงควัตถุหลาย
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ชนิด คือ แคโรทีนอยด์ คลอโรฟิลล์ .เอ และคลอโรฟิลล.์บี ที่ท างานร่วมกันในการรับพลังงานแสง   จากนั้น 
จึงส่งต่อพลังงานนั้นเข้าสู่ศูนย์กลางปฏิกิริยา.(Reaction..center) ซึ่งอยูภ่ายในโมเลกุลของคลอโรฟิลล.์เอใ 
เมื่อโมเลกุลของคลอโรฟิลล.์เอ.ได้รับพลังงานในช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสม อิเล็กตรอนในโมเลกุลของ
คลอโรฟิลล.์เอ.จะถูกกระตุ้นให้มีพลังงานสูงขึ้นและพร้อมที่จะปลดปล่อยอิเล็กตรอนให้กับตัวรับอิเล็กตรอน
ตัวถัดไป  เมื่อมีพลังงานในรูปของแสงตกกระทบในบริเวณระบบแสงสอง  (PS.II) ซึ่งประกอบไปด้วยหน่วย
สังเคราะห์แสงที่มีศูนย์กลางปฏิกิริยาที่สามารถรับพลังงานในช่วงความยาวคลื่น 680 นาโนเมตร. ระบบแสง
สองจะถูกกระตุ้นให้มีการปลดปล่อยอิเล็กตรอนออกมาที่ควิโนน ซึ่งเป็นตัวรับอิเล็กตรอนตัวแรก (Q.:. 
Primary. electron acceptor of PS.II) อิเล็กตรอนจะถูกส่งต่อไปยังพลาสโตควิโนน (PQ : 
Plastoquinone)  ต่อมาเมื่อน้ ามีการแตกตัวออกได้เป็นโมเลกุลของออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน 
อิเล็กตรอนที่ได้จะเข้าสู่ระบบแสงสองไปแทนที่อิเล็กตรอนในคลอโรฟิลล์ที่มีการสูญเสียไปในระบบ  จากนั้น
อิเล็กตรอนจากพลาสโตควิโนนจะถูกส่งต่อไปยังไซโตโครม บี (Cytochrome b) ไซโตโครม เอฟ 
(Cytochrome f) พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin) และเข้าไปยังระบบแสงหนึ่ง (PS I) ซึ่งประกอบไปด้วย
หน่วยสังเคราะห์แสงที่มีศูนย์กลางปฏิกิริยาที่สามารถรับพลังงานในช่วงความยาวคลื่น 700 นาโนเมตร  เมื่อ
ระบบแสงหนึ่งถูกกระตุ้นจะปลดปล่อยอิเล็กตรอนหรือแสงมากระตุ้นคลอโรฟิลล์ภายในระบบแสงหนึ่ง 
คลอโรฟิลล์จะปล่อยอิเล็กตรอนออกมาที่เฟอร์รีดอกซิน (Ferredoxin : Fd)  อิเล็กตรอนจากเฟอร์รีดอกซิน
จะไปรวมกับโปรตอนที่มาจากการแตกตัวของน้ า โดยมีเอนไซม์ไฮโดรจีเนสเป็นตัวเร่ งปฏิกิริยาท าให้เกิดการ
ผลิตไฮโดรเจนขึ้น (รูปที ่2.5) 
 

 
 

รูปที่ 2.5 การผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียวโดยกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง 
    ที่มา : Posewitz, 2009 
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 2.3.2 การผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรีย 

 ไซยาโนแบคทีเรียจัดเป็นเซลล์โปรคาริโอตที่สังเคราะห์แสงได้ออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์ (Oxygenic 
phototrophic prokaryote) มีกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงที่ประกอบด้วยระบบแสง 2 ระบบ และมี
คลอโรฟิลล.์เอ เป็นรงควัตถุเหมือนในสาหร่ายสีเขียวและพืช  ไซยาโนแบคทีเรียมีการผลิตก๊าซไฮโดรเจน
จาก 2 กระบวนการ คือ กระบวนการตรึงไนโตรเจนและกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิด
และสายพันธ์ุของไซยาโนแบคทีเรีย  

 2.3.2.1 กระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 กลไกการเกิดปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจน (Nitrogen fixation) จากอากาศเริ่มจากการรีดิวซ์
ไนโตรเจนเป็นแอมโมเนียโดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนส และอาศัยพลังงานจากกระบวนการ
สังเคราะห์ด้วยแสง ซึ่งในระหว่างการตรึงไนโตรเจนจะได้ไฮโดรเจนเป็นผลิตผลพลอยได้ (รูปที.่2.6) และใน
สภาวะที่เหมาะสม ไฮโดรเจนที่ได้จะถูกออกซิไดซ์กลับไปเป็นโปรตอนและอิเล็กตรอนจากการกระตุ้นการ
ท างานด้วยเอนไซม์อัพเทคไฮโดรจีเนส  

 

 
 

รูปที่ 2.6   กระบวนการตรึงไนโตรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 
       ที่มา : Lindberg, 2003 

 เอนไซม์ไนโตรจีเนสจะถูกยับยั้งการท างานในสภาวะที่มีออกซิเจนที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์
ด้วยแสง  ด้วยเหตุนี้ เอนไซม์ไนโตรจีเนสจึงท างานเฉพาะในสภาวะที่ไม่มีอากาศและไม่มีแสงเท่านั้น   
ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดจึงได้พัฒนากลไกที่ป้องกันการท างานของเอนไซม์ จากการยับยั้งของออกซิเจน 
โดยการสร้างเซลล์เฮเทอโรซิสต์ (Heterocyst cell) ขึ้นมาแยกจากเซลล์ปกติ โดยภายในเซลล์เฮเทอโรซิสต์
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จะไม่มีระบบแสงสอง และมีเอนไซม์ไนโตรจีเนสท าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนที่เกิดขึ้นภายใน
เซลล์เฮเทอโรซิสต ์และส่งสารประกอบไนโตรเจนไปสู่เซลล์ข้างเคียง (Fay,...1992)  ส่วนไซยาโนแบคทีเรีย
ที่ไม่มีเซลล์เฮเทอโรซิสต ์ เอนไซม์ไนโตรจีเนสจะอยู่ภายในเซลล์ปกติ (Vegetative cell)  กระบวนตรึง
ไนโตรเจนจะท างานในขณะทีไ่ม่มีแสงเท่านั้น (Bergman et al., 1997) 

  2.3.2.2 กระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง 

 กระบวนการสังเคราะห์แสงประกอบไปด้วยระบบแสง 2 ระบบ โดยกระบวนการสังเคราะห์แสงเริ่ม
จากระบบแสงสองรับพลังงานแสงที่ความยาวคลื่น 680 นาโนเมตร เพื่อกระตุ้นให้มีการแตกตัวของน้ าเป็น
ออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน  อิเล็กตรอนที่ได้จะถูกส่งผ่านไปยังไซโตโครม (Cytochrome 
complex) และส่งต่อไปยังระบบแสงหนึ่ง ซึ่งจะรับพลังงานแสงที่ความยาวคลื่น 700 นาโนเมตรและส่งต่อ
อิเล็กตรอนไปยังเฟอร์รีดอกซิน กระตุ้นให้เกิดการรีดิวซ์ NADP+ ให้กลายเป็น…NADPH และH+ และ
โปรตอนที่สะสมภายในเซลล์จะถูกกระตุ้นให้ส่งถ่ายออกไปภายนอกเซลล์จากการท างานของเอนไซม ์
ATP..synthase. และได.้ATP .เป็นผลิตภัณฑ์  พลังงานที่ได้จะถูกใช้ในกระบวนการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์
ผ่านวิถ ี Calvin-Benson เพื่อผลิตเป็นสารประกอบอินทรีย ์ ในสภาวะที่ไม่มีแสงและออกซิเจน เซลล์จะ
กระตุ้นให้มีการสังเคราะห์เอนไซม์รีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส เพื่อออกซิไดซ์โปรตอนและอิเล็กตรอนที่มีมาก
ภายในเซลล์ไปเป็นไฮโดรเจนและขับออกนอกเซลล์ โดยพลังงานจากเฟอร์รีดอกซินกระตุ้นการท างาน
ปฏิกิริยานี้สามารถย้อนกลับได้ (รูปที่ 2.7) 

 

รูปที่ 2.7 กระบวนการสังเคราะห์แสงและการผลิตก๊าซไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 
  ที่มา : Kufryk, 2013 
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 กระบวนการหมักสารประกอบคาร์โบไฮเดรตจะเกิดขึ้นในสภาวะที่ไม่มีออกซิเจน และได้ตัวรีดิวซ์
เป็นผลพลอยได้. ตัวรีดิวซ์ที่ได้จะกระตุ้นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนผ่านเอนไซม์เฟอร์รีดอกซินออกซิโดรีดักเทส 
(Ferredoxin oxidoreductase) ได้เหมือนกับตัวรีดิวซ์ที่ได้จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยแสงเช่นกัน 

2.4 สาหร่ายสีเขียว 

สาหร่ายสีเขียว (Green algae) จัดเป็นสิ่งมีชีวิตประเภทยูคาริโอต (Eukaryote) อยู่ในดิวิชัน 
คลอโรไฟตา (Chlorophyta) พบทั้งในน้ าจืด น้ าทะเล น้ ากร่อย และที่ชื้นแฉะ  สาหร่ายสีเขียวบางชนิดเป็น
อิสระลอยอยู่ตามผิวน้ า มีรูปร่างลักษณะมากมาย มีทั้ง เซลล์เดยีวหรือหลายเซลล์ต่อกันเป็นสายยาว หรือ
รวมกันเป็นกลุ่ม มีทั้งเคลื่อนที่ได้ และเคลื่อนที่ไม่ได้  สาหร่ายสีเขียวสามารถจัดแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ  
ดังนี้ 

2.4.1 สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียว  

สาหร่ายกลุ่มนี้สามารถเคลื่อนที่ได้โดยอาศัยแฟลกเจลลัมที่ใช้ในการโบกพัดจ านวน 2-4 เส้น 
ตัวอย่างเช่น Chlamydomonas sp. เป็นต้น  สาหร่ายสีเขียวเซลล์เดียวบางชนิดเคลื่อนที่ไม่ได้โดยไม่มี
แฟลกเจลลัม เช่น Chlorella sp., Chlorococcoum sp. เป็นต้น 

2.4.2 สาหร่ายสีเขียวหลายเซลล์  

สาหร่ายสีเขียวหลายเซลลม์ีทั้งชนิดทีต่่อกันเป็นสายยาว ได้แก ่Ulothrix sp., Spirogyra sp. เป็น
ต้น และที่อยูเ่ป็นกลุ่ม ได้แก ่Volvox sp., Scenedesmus sp. เป็นต้น 

สาหร่ายสีเขียวมีรงควัตถุที่พบเช่นเดียวกับรงควัตถุที่พบในพืชชั้นสูง คือ มีคลอโรฟิลล์  เอ และ บี  
แคโรทีน และ  แซนโทฟิลล์  รงควัตถุทั้งหมดนี้จะรวมกันอยู่ในเม็ดสีหรือพลาสติด (Plastid) ที่อยู่ใน
โครงสร้างที่เรียกว่าคลอโรพลาสต์ โดยอาจจะมี 1 อันหรือบางชนิดมีมากกว่า 1 อัน ซึ่งท าให้สามารถ
สังเคราะห์แสงได้เช่นเดียวกับพืชช้ันสูง  สาหร่ายสีเขียวมกีารสืบพันธุไ์ด้ทั้งอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ  การ
สืบพันธ์ุแบบอาศัยเพศมีการรวมกันของแกมีตซึ่งมีทั้งแบบ Isogamy, Anisogamy และ Oogamy  ส่วน
การสืบพันธุแ์บบไม่อาศัยเพศมีทั้งการแบ่งเซลล์ การสร้างสปอร์ และการสร้าง Akinete 

2.5 ไซยาโนแบคทีเรีย 

ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) หรือมีชื่ออีกช่ือหนึ่งว่าสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน (Blue 
green algae) จัดอยู่ในดิวิชันไซยาโนไฟตา (Cyanophyta) และจัดเป็นสิ่งมีชีวิตประเภทโปรคาริโอต 
(Prokaryote)  ไซยาโนแบคทีเรียสามารถสังเคราะห์แสงและไดอ้อกซิเจนออกมาเป็นผลผลิต.เนื่องจากมี
รงควัตถุที่ส าคัญคือ.คลอโรฟิลล.์เอ.แคโรทีนอยด์และไฟโคบิลิน  ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดยังมีคุณสมบัตใิน
การตรึงไนโตรเจนในอากาศ  ไซยาโนแบคทีเรียเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความสามารถในการปรับตัวได้สูงมาก เช่น 
สร้างเมือกห่อหุ้มเซลล์ และในเซลล์จะมีถุงลมเพื่อช่วยการลอยตัวหาสภาวะที่เหมาะสมในการสังเคราะห์
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แสง…เป็นต้น  จากการที่มีความหลากหลายทางสรีรวิทยา สัณฐานวิทยา และการพัฒนารูปร่างต่างๆ ท าให้
ไซยาโนแบคทีเรียสามารถด ารงชีวิตอยู่ได้ในสิ่งแวดล้อมที่หลากหลาย ได้แก่ หิน ดิน ทะเลทราย น้ าพุร้อน 
น้ าจืด น้ าทะเล เป็นต้น (Mazel et al., 1990) 

 ไซยาโนแบคทีเรียสามารถจัดจ าแนกตามสัณฐานวิทยาได ้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที ่ 1 ไซยาโนแบคทีเรีย
เซลล์เดี่ยวหรือเป็นโคโลนีที่ไม่เป็นเส้นสาย (Unicellular or non filamentous form) อาจจะอยู่เป็นเซลล์
เดี่ยวๆ เช่น Chroococcus sp. หรืออาจจะอยู่รวมกันเป็นโคโลนีแบบพาลเมลลา เช่น  Eucapsis sp., 
Merismopedia sp. และ Anacystis sp. เป็นต้น  เซลลใ์นกลุ่มน้ีจะมีรูปร่างต่างๆ กัน เช่น กลม รูปไข ่
ทรงกระบอกหรือรูปไข่แบบแหลมหัวแหลมท้าย  กลุ่มที ่ 2 ไซยาโนแบคทีเรียที่มีรูปร่างเป็นเส้นสาย 
(Filamentous form)  เซลล์จะเรียงต่อกันเป็นเส้นสายเรียกว่า ตรัยโคม (Trichome)  เส้นสายนี้อาจจะ
ตรงและเรียบไม่มีการแตกแขนง มีเซลล์ชนิดเดียวกันมาเรียงต่อกันเรียกว่า Homocystous form เช่น 
Oscillatoria sp. และ Lyngbya sp. เป็นต้น และอีกกลุ่มเส้นสายที่มีเซลล์ปกติและมเีซลลเ์ฮเทอโรซิสต์ที่
ท าหน้าที่ในการตรึงไนโตรเจนมาเรียงสลับหรืออยู่ที่ปลายสุดของตรัยโคมเรียกว่า Heterocystous form 
เช่น Nostoc sp. และ Anabaena sp. เป็นต้น  ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดเส้นสายนั้นอาจจะมีปลายโค้ง
งอหรือบิดเป็นเกลียว เช่น Arthrospira sp. และ Spirulina sp. เป็นต้น (ยุวดี,  2546) 

 การสืบพันธุ์ของไซยาโนแบคทีเรียเป็นแบบไม่อาศัยเพศ บางชนิดมีการสร้างสปอร์เป็นโครงสร้าง
ของเซลล์ที่เรียกว่า เซลล์อะคินีท (Akinete cell) โดยจะสร้างผนังเซลล์ที่หนาขึ้นกว่าเซลล์ปกติและสามารถ
คงทนต่อสภาวะแวดล้อมที่ไม่เหมาะสมได้ มักพบในไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นเส้นสาย บางครั้งอาจสร้างสปอร์
แรงจิโอสปอร์ (Sporangiospore) ซึ่งมีสปอร์ (Spore) บรรจุอยู่ โดยทั้งเซลล์อะคินีทและสปอร์แรงจิโอ
สปอร์ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ 

2.6 การแพร่กระจายและแหล่งที่อยู่ของสาหร่าย  

 สาหร่ายเป็นสิ่งมีชีวิตที่พบได้ทุกหนทุกแห่งที่มีความชื้น แต่แหล่งที่สาหร่ายเจริญได้ดีที่สุดคือ แหล่ง
น้ า ซึ่งจะมีคุณสมบัติทางเคมีหรือกายภาพที่เหมาะสมกับสาหร่ายชนิดนั้นๆ โดยสาหร่าย สามารถเจริญใน
แหล่งน้ าที่แตกต่างกัน ดังนี้ 

 2.6.1 น้ าไหล ได้แก่ แม่น้ า  ล าคลอง น้ าตก ฯลฯ  สาหร่ายทีข่ึ้นในสภาพที่น้ าไหลมักมีโครงสร้าง
ภายนอกไว้ยึดเกาะ เช่น สาหร่ายสีเขียว Ulothrix sp. สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน Rivularia sp. สาหร่ายสี
แดง Batrachospermum sp. และ Lemanea sp. เป็นต้น 

 2.6.2 บ่อน้ าและสระน้ า  น้ ามักจะน่ิงและในน้ าจะมีสาหร่ายหลายชนิดที่สามารถเจริญได ้ โดยการ
เจริญเติบโตจะขึ้นอยู่กับอุณหภูมิและความอุดมสมบูรณ์ของอินทรีย์สารในแหล่งน้ านั้นๆ ดังนี้ 

  2.6.2.1 พวกที่ลอยอิสระในมวลน้ าเรียกว่า แพลงก์ตอนพืช (Phytoplankton) ได้แก ่
พวกสาหร่ายสีเขียวใน Order Desmidiaceae เช่น Cosmarium sp., Closterium sp., Staurastrum 
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sp. เป็นต้น และพวกที่เป็นโคโลนีหรือมีเซลล์เดียว เช่น Pediastrum sp., Scenedesmus sp. Chlorella 
sp. หรือสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงิน เช่น Microcystis sp., Anabaena sp. เป็นต้น 

  2.6.2.2 พวกที่ขึ้นอยู่บนต้นไม้น้ า เช่น ผักตบชวา จอก แหน เรียกสาหร่ายพวกนี้ว่า
สาหร่ายอิพิไฟติก (Epiphytic algae) เช่น สาหร่ายสีเขียว Cladophora sp., Pithophora sp. เป็นต้น 

  2.6.2.3 พวกที่ขึ้นหรือนอนก้นอยู่ตามพื้นน้ า เรียกว่า สาหร่ายอิพิเพลลิค (Epipelic 
algae) แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ได้แก่ พวกที่ขึ้นอยู่ตามพื้นดินหรื อทรายก้นท้องน้ า เช่น สาหร่ายไฟ Chara 
sp., Nitella sp., Tolypella sp. เป็นต้น  พวกที่เคลื่อนที่ไม่ได้ มีลักษณะเป็นเมือกอยู่ตามตะกอนก้นท้อง
น้ า เช่น สาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินบางชนิด สาหร่ายใน Division Chrysophyta และพวกที่เคลื่อนที่ได้ตาม
ตะกอนก้นท้องน้ า เช่น ไดอะตอมและสาหร่ายสีเขียวพวกเดสมิต เป็นต้น 

  2.6.2.4 พวกที่เจริญเติบโตอยู่ในพืชเรียกว่า เอนโดไฟติก (Endophytic algae) 

  2.6.2.5 พวกที่เกาะติดอยู่ตามตัวสัตว์ เรียกว่า สาหร่ายอิพิซูอิค (Epizooic algae) 

  2.6.2.6 พวกที่อาศัยอยู่ในตัวสัตว์เรียกว่า สาหร่ายเอนโดซูอิค (Endozooic algae) เช่น 
Chlorella sp. ที่อาศัยอยู่ใน Hadra viridis, Peramecium bursdria และในฟองน้ าน้ าจืดบางชนิด 

2.7 การคัดแยกและการท าให้บริสุทธิ์ของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว 

ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวเป็นสิ่งมีชีวิตที่พบได้ทั่วไปในธรรมชาติ โดยอาศัยอยู่ตามที่ชื้น
แฉะ ผิวดิน ใบไม้ผุ แต่แหล่งที่สาหร่ายเจริญได้ดีที่สุดคือ แหล่งน้ า ซึ่งจะมีคุณสมบัติทางเคมีหรือกายภาพที่
เหมาะสมกับสาหร่ายในแต่ละชนิด  

2.7.1 การคัดแยกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวจากธรรมชาต ิ

 ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่พบในธรรมชาติมักจะอยู่เป็นเซลล์เดี่ยวหรือเป็นกลุ่มก้อน 
อาจอยู่เป็นอิสระหรืออยู่รวมกันกับสิ่งมีชีวิตชนิดอื่น พบได้ตามพื้นดิน ก้อนหิน ใบไม้ผุ ในน้ า เป็นต้น  ถ้า
เป็นไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่อยู่บนผิวดินหรือก้อนหิน จะเก็บตัวอย่างจากดินหรือก้อนหินน้ัน
มาแยก  แต่ถ้าอาศัยในแหล่งน้ า ทะเลสาบ  หรือ น้ าบ่อ ก็ให้เก็บตัวอย่างน้ ามา 200-500 มิลลิลิตร ใส่ใน
ขวดน้ ามาหมุนเหว่ียงที่ความเร็วประมาณ 3,000-5,000 รอบต่อนาที  ไซยาโนแบคทีเรียก็จะตกตะกอน.
แล้วน ามาเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 20-25 องศาเซลเซียส. หลังจากนั้น น ามาเขี่ยลงในจานที่มีอาหารเลี้ยงเช้ือที่
เหมาะสมกับไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวแต่ละชนิด ภายใต้สภาวะที่มีแสงและอุณหภูมิที่เหมาะสม 

 ในการแยกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวและการท าให้บริสุทธิ์ จะต้องใชค้วามเข้มของแสง
ที่ได้มาจากหลอดฟลูออเรสเซนต์ (เช่น Cool white, Warm white, Day light) ต่ า (น้อยกว่า 500 ลักซ)์ 
ในการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรีย ถ้ามีการให้แสงสว่างช่วงเวลาหนึ่งและหยุดการให้แ สงช่วงเวลาหลัง จะ
ท าให้การเลี้ยงได้ผลดีกว่าการให้แสงติดกันตลอดเวลา  ช่วงแสงสว่างที่นิยมใช้ คือ มืด 12 ชั่วโมง และให้
แสง 12 ชั่วโมง แต่บางแห่งนิยมใช้วงจรแสงสว่าง 16 ชั่วโมง และมืด 8 ชั่วโมง 
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2.7.2 เทคนิคของการท าเชื้อให้บริสุทธิ ์

เทคนิคของการท าเช้ือให้บริสุทธิเ์ป็นวิธีการเพื่อให้ได้ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่เป็น
ชนิดเดียวกันทั้งหมด  ปัญหาที่พบในการแยกเชื้อให้บริสุทธิ ์ คือ การปะปนของไซยาโนแบคทีเรียและ
สาหร่ายสีเขียวชนิดอื่นๆ ที่ไม่ต้องการ  เช่น ไดอะตอมปะปนอยู่กับไซยาโนแบคทีเรีย ซึ่งสามารถแก้ปัญหา
ได้โดยการใชเ้จอมิเนียมไดออกไซด์ (Germanium dioxide) 1-10 มิลลิลิตรต่อกรัม ใส่ลงไปในอาหารเลี้ยง
เชื้อ แต่ทั้งนี้ต้องค านึงถึงเรื่องของระยะเวลาที่ใช้ด้วย  หลังจากได้ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่
ปลอดจากเชื้อจุลินทรีย์อื่นแล้ว ต้องทดสอบความบริสุทธิ์ได้โดยการทดสอบบนอาหาร…Nutrient agar  ใน
บางครั้ง อาจมีสิ่งปนเป้ือนมาก ก็ต้องน าเอาไปป่ันแยกโดยอาศัยความแตกต่างของขนาด  ถ้าสิ่งที่ปนเป้ือนมี
ขนาดใหญ่ในไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นเส้นสาย ก็ให้กรองผ่าน Filter ที่ฆ่าเชื้อแล้วที่มีขนาด 8 ไมโครเมตร
ของ Millipore filter และล้างอีกครั้งในอาหารเลี้ยงเช้ือที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้ว เพื่อลดปริมาณของแบคทีเรีย
ที่ปนเปื้อน  เมื่อแยกได้ดีแล้ว ก็น าไปเขี่ยไปมาบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ และเก็บไว้ในตู้บ่มเช้ือที่มีอุณหภูมิ
และแสงที่เหมาะสม  

ในกรณีไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดเกาะติดเป็นแผ่นแน่น ต้องท าให้แยกออกจากกันก่อนที่จะน าไป
เขี่ยบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อใหม่ โดยใช ้Pasteur pipette เก็บเช้ือและใช้เขี่ยเช้ือใหม่อีกครั้ง  ถ้าจ าเป็นต้อง
แยกในอาหารเหลวให้ใช้โฮโมจิไนเซอร์และน าไปเขี่ยใหม่อีกครั้ง  ไซยาโนแบคทีเรียที่เป็นลักษณะเส้นสายมี
ขนาดใหญ่และเคลื่อนที่ได ้ เมื่อเจริญอยู่บนอาหารแข็งให้ใช ้ Platinum spade ตัดผิวโดยรอบ…น าเอา
เฉพาะตรงกลางไปวางบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือจานใหม่…บ่มทิ้งไว้ที่อณุหภูมหิ้องสักระยะหนึ่ง  หลังจากนั้น
จะมีสายเซลล์ที่เล็กและบางเจริญออกมาโดยรอบซึ่งสายเซลล์เหล่านี้จะปราศจากการปนเปื้อนน้ า จากน้ัน
น าไปเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อจานใหม่จะได้ไซยาโนแบคทีเรียที่บริสุทธิ ์

2.8 ปัจจัยที่มผีลต่อการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย 

 การผลิตไฮโดรเจนโดยไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวมีปัจจัยที่ต้องค านึงถึงหลายประการ 
ดังนี้ 

1. ชนิดของจุลสาหร่าย ประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนจะแตกต่างและมีความเฉพาะตัวตาม
ชนิดของสาหร่าย เนื่องจากสาหร่ายแต่ละชนิดจะมีเมตาบอลิซึมของการตรึงไนโตรเจนและการสังเคราะห์
แสงแตกต่างกันไป (Hall et al., 1995) 

2. ปัจจัยของสิ่งแวดล้อมภายนอก เช่น องค์ประกอบของธาตุอาหาร  และ แร่ธาตุ ได้แ ก่ ปริมาณ
ไนโตรเจน (Dutta et al., 2000; Weissman and Benemann, 1977) แหล่งและปริมาณคาร์บอน 
(Shah et al., 2001) ปริมาณซัลเฟอร์ (Antal and Lindblad, 2005) เป็นต้น ความเข้มแสงและ อุณหภูมิ
ในการเพาะเลี้ยง ฯลฯ 
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 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายจะแตกต่างกันตามชนิดและสายพันธุ์ ดังแสดงในตารางที่ 1 
 

ตารางที่ 2.1 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่าย 
 

ชนิดของไซยาโนแบคทีเรีย อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุด เอกสารอ้างอิง 
1. Anabaena sp. PCC 7120 
2. Anabaena cylindrica IAMM-1 
3. Anabaena cylindrica IAMM-58 
4. Anabaena cylindricaUTEXB-629 
5. Anabaena variabilis AVM13 
6. Anabaena variabilis PK84 
7. Anabaena variabilisATCC29413 
8. Synechococcus sp. PCC6830 
9. Synechococcus sp. PCC602 
10. Synechocystis sp. PCC6308 
11. Microcystis sp. PCC7820 
12. Gloeocapsa alpicola CALU743 
13. Chroococcidiopsis thermalis 
14. Calothrix membmacea B-379 
15. Oscillatoria sp. Miami BG7  
16. Oscillatoria limnosa 
17. Cyanothece sp. 7822 

2.6 µmol/mg chl a/h 
2.1 µmol/mg chl a/h 
4.2 µmol/mg chl a/h 
0.91 µmol/mg chl a/h 
68 µmol/mg chl a/h 

 32.3 µmol/mg chl a/h 
39.4 µmol/mg chl a/h 
0.26 µmol/mg chl a/h 
0.66 µmol/mg chl a/h 
0.13 µmol/mg chl a/h 
0.16 µmol/mg chl a/h 
0.58 µmol/mg chl a/h 
0.7 µmol/mg chl a/h 

0.108 µ mol/mg dry wt/h 
0.250 µmol/mg dry wt/h 
0.83 µmol/mg chl a/h 
0.92 µmol/mg chl a/h 

Masukawa et al., 2001 
Masukawa et al., 2001 
Masukawa et al., 2001 
Masukawa et al., 2001 

Happe et al., 2000 
Sveshnikov et al., 1997 
Sveshnikov et al., 1997 

Serebryakova et al., 2000 
Serebryakova et al., 2000 
Serebryakova et al., 2000 
Howarth and Codd, 1985 
Antal and lindbald, 2005 
Moezelaar and Stal, 1994 
Lambert and Smith, 1977 
Phlips and Mitsui, 1983 

Heyer et al., 1989 
Van der Oost et al., 1989 

 

  



 

 

บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เชื้อจุลินทรีย์ที่ใช้ในการทดลอง 

 สาหร่ายที่ใช้ในงานวิจัยนี้มีจ านวน 18 ไอโซเลท โดยแบ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ไอโซเลท 
และสาหร่ายสีเขียวจ านวน 9 ไอโซเลท ซึ่งคัดแยกได้จากแหล่งดินและแหล่งน้ าในนาข้าวของประเทศไทย 

 3.1.1 ไซยาโนแบคทีเรียที่น ามาใช้ในงานวิจัยมีจ านวน 9 ไอโซเลท  

  3.1.1.1  2SinS3 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดสิงห์บุร ี
  3.1.1.2  A34 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดสิงห์บุร ี
  3.1.1.3  A36ป คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดสิงห์บุร ี
  3.1.1.4  A47.1 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดอ่างทอง 
  3.1.1.5  AngS1 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดอ่างทอง 
  3.1.1.6  B14 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดนครราชสีมา 
  3.1.1.7  B35.1 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดมหาสารคาม 
  3.1.1.8  ChiS5 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดชัยนาท 
  3.1.1.9  Cyano เส้น คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดปทุมธานี 

 3.1.2 สาหร่ายสีเขียวที่น ามาใช้ในงานวิจัยมีจ านวน 9 ไอโซเลท  

  3.1.2.1  1SinS1.1คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดสิงห์บุร ี
  3.1.2.2  2SinS4 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดสิงห์บุร ี
  3.1.2.3  2TKS2.1 คัดแยกมาจากดินนาในอ าเภอตาคลี จังหวัดนครสวรรค์ 
  3.1.2.4  2TKS2.2 คัดแยกมาจากดินนาในอ าเภอตาคลี จังหวัดนครสวรรค์  
  3.1.2.5  2TKW1 คัดแยกมาจากน้ านาในอ าเภอตาคลี จังหวัดนครสวรรค์ 
  3.1.2.6  A27green คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดชัยนาท 
  3.1.2.7  ChiS4 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดชัยนาท 
  3.1.2.8  ChiW1 คัดแยกมาจากน้ าในนาข้าวในจังหวัดชัยนาท    
  3.1.2.9  NakS4 คัดแยกมาจากดินนาในจังหวัดนครสวรรค ์

  3.2 สารเคม ี

 3.2.1  อาหารเลี้ยงเชื้อ 

  3.2.1.1  อาหารเลี้ยงเช้ือสูตร BG11 (ภาคผนวก ก) 
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  3.2.1.2  อาหารเลี้ยงเช้ือสูตร LB (ภาคผนวก ข) 

 3.2.2  สารเคมีส าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อ 

  3.2.2.1   กรดบอริก (H3BO3)  
  3.2.2.2   กรดซิตริก (Citric Acid)  
  3.2.2.3   คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)  
  3.2.2.4   แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)  
  3.2.2.5   โคบอลต์ไนเตรทเฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2.6H2O)  
  3.2.2.6   ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)  
  3.2.2.7   โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) 
  3.2.2.8   โซเดียมไนเตรท (NaNO3)  
  3.2.2.9   โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O)  
  3.2.2.10  ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Na2EDTA) 
  3.2.2.11  โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  
  3.2.2.12  เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรท (FeNH4 citrate)  
  3.2.2.13  แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  
  3.2.2.14  แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)  

 3.2.3 สารเคมีส าหรับวิเคราะห์คลอโรฟิลล ์

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

 3.2.4 ก๊าซมาตรฐานและก๊าซที่ใช้ในการวิเคราะห์ไฮโดรเจน 

  3.2.4.1  ก๊าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร์เซ็นต์ในอาร์กอน (Thailand Industrail Gas 
Co. Ltd., Thailand) 

  3.2.4.2  ก๊าซอาร์กอน (ความบริสุทธิ์ 99.999%) (Thailand Industrail Gas Co. Ltd., 
   Thailand) 

3.3 อุปกรณ ์

 3.3.1   เครื่องอบฆ่าเชื้อด้วยไอน้ า (Autoclave) (Hirayama Manufacturing Corporation  
  HV-50, Japan) 
 3.3.2  ตู้ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) (Scientific Promotion, Binder, Thailand) 
 3.3.3    เครื่องเขย่าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Gallenkamp T490811, UK) 
 3.3.4    ตู้ถ่ายเชื้อ (Laminar flow) (International Scientific Supply HS123, Thailand) 
 3.3.5    ตู้อบลมร้อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 
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 3.3.6    เครื่องปั่นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle   
  Labortech Z38K, Germany) 
 3.3.7   เครื่องปั่นเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Labnet, Spectrafuge 16M, USA) 
 3.3.8    เครื่องชั่งละเอียด 3 และ 4 ต าแหน่ง (Balance) (Scientific Promotion, Sartorius               
               BP2215, Thailand) 
 3.3.9 เครื่องวัดความเป็นกรดด่าง (pH meter) (Denver Instrument 215, USA) 
 3.3.10 เครื่องผสมสาร (Vortex) (Scientific Industries Inc Genies2, USA) 
 3.3.11 ไมโครปิเปต (Micropipette) 
 3.3.12 เครื่องแก้วชนิดต่างๆ (Glasswares) 
 3.3.13 กล้องจุลทรรศน์ชนิดธรรมดา (Brigth field microscope) (Olympus CH30, Japan) 
 3.3.14 ขวดแก้วขนาด 10 มิลลิลิตรพร้อมฝาปิด (National Scientific, USA) 
 3.3.15 เข็มฉีดก๊าซ (Scientific Glass Engineering, Australia) 

3.4 วิธีการคัดแยกเชื้อและทดสอบความบริสุทธิ ์

 การคัดแยกเช้ือจะเริ่มจากการเก็บตัวอย่างแบบสุ่มจากแหล่งดินและแหล่งน้ าบริเวณนาข้าวใน 7 
จังหวัด คือ จังหวัดชัยนาท นครราชสีมา นครสวรรค์ ปทุมธานี มหาสารคาม สิงห์บุรี และอ่างทอง  น า
ตัวอย่างมาใส่ในอาหารเหลว BG11 และน าไปบ่มที่อุณหภูมิห้องในที่มีแสง เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์  
จากนั้น น าตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตรไปป่ันเหวี่ยงและล้างเซลล์เป็นจ านวน 10 ครั้ง แล้วจึงน า
สารละลายเซลล์มา Streak บนอาหารแข็ง BG11 จ านวน 1 ลูปต่อ 1 จานเพาะเลี้ยง  ในกา รเก็บตัวอย่าง
น้ า กระท าโดยการใช้ Silk screen มากรองสาหร่าย  น า Silk screen มาตัดให้ได้ขนาด 1 ตาราง
เซนติเมตร แล้วน าไปวางบนอาหารแข็ง  BG11  จากนั้น น าจานเพาะเลี้ยงไปบ่มในที่มีแสง  เมื่อเช้ือ
เจริญเติบโตจนได้โคโลนีเดี่ยว  จึงน าโคโลนีเด่ียวที่ได้มาทดสอบความบริสุทธิ์ โดยน ามา  Streak บนอาหาร
แข็ง LB  น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 

3.5 วิธีการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว 

การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวเพื่อใช้เป็น Starter เริ่มจากการเพาะเลี้ยง 
ไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวบนจานอาหารแข็ง BG11  จากนั้น จึงน าโคโลนีเดี่ยว 1 โคโลนบีน
อาหารแข็งมาเพาะเลี้ยงต่อในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตรที่มีอาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
น าเซลล์ไปเขย่าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องและให้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์
ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 1 สัปดาห์  จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์โดยน าสารละลายเซลล์มาปั่นเหว่ียงที่
ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ  20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้น น าเซลลม์า
เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงของเซลล์เริ่มต้นที่      
ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตรส าหรับไซยาโนแบคทีเรีย และที่ความยาวคลื่น 750 นาโนเมตรส าหรับ
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สาหร่ายสีเขียวประมาณ 0.1  จากนั้น น าไปเพาะเลี้ยงโดยเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง
ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที 

3.6 วิธีการวัดการเจริญเติบโต 

 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว 
BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องและความเข้ม
แสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที  ท าการศึกษาการเจริญเติบโตโดยวัดค่าการดูดกลืนแสง
ของไซยาโนแบคทีเรียที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตรและวัดค่าการดูดกลืนแสงของสาหร่ายสีเขียวที่ความ
ยาวคลื่น 750 นาโนเมตร  

3.7 วิธีการวัดปริมาณคลอโรฟิลล ์

 น าไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว ตามหัวข้อ 3.5 
ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ เติมเมทานอล 900 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันและ
น าไปบ่มในที่มืดเป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชั่วโมง… จากนั้น น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที แล้วน าส่วนใสไปวัดค่าการดูดกลืนแสงของไซยาโนแบคทีเรียที่ความยาวคลื่น 
665 นาโนเมตร และของสาหร่ายสีเขียวที่ความยาวคลื่น 665 และ 650 นาโนเมตร  น าค่าการดูดกลืนแสง
ที่ไดม้าค านวณปริมาณคลอโรฟิลลต์ามวิธีของ Lee and Shen (2004)  

3.8 วิธีการวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจน 

 เมื่อท าการเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวตามหัวข้อ 3.5 แลว้น าไซยาโนแบคทีเรีย
หรือสาหร่ายสีเขียวมาเก็บเก่ียวเซลล์โดยปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  ท าการล้างเซลล์ 2 ครั้งในอาหารเพาะเลี้ยงและกระจายเซลล์ในอาหาร
เพาะเลี้ยงปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั้น น าเซลล์ใส่ในขวดแก้วและปิดฝาขวด  น าไปไล่อากาศโดยการพ่น
อาร์กอน เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไปบ่มในที่มืดโดยคว่ าขวดไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  น าก๊าซบริเวณช่องว่าง
เหนือของเหลว (Head space) มาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ (Gas 
Chromatograph) เทียบกับก๊าซมาตรฐานอาร์กอน  สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์ก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่อง
แก๊สโครมาโตกราฟแสดงในตารางที่ 3.1   
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ตารางที่ 3.1 สภาวะที่ใช้ในการวิเคราะห์องค์ประกอบของก๊าซไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ
เทอร์มอลคอนดักติวิตีดีเทคเตอร์ [Gas Chromatograph–Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)] 
 

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

Column Packed SS Column 2m x 4mm OD x 3mm ID p/w 
Molecular sieve 5 0A 60/80 mesh 

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

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

 

3.9 วิธีการศึกษาผลของระยะเวลาการเพาะเลี้ยงต่อการผลิตไฮโดรเจน  

 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี
อาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 730 นาโน
เมตร ประมาณ 0.1  น าเซลล์ไปวางบนเครื่องเขย่า โดยเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง  
ภายใตค้วามเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์  เมื่อครบตาม
เวลาที่ก าหนด จึงท าการเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายในอาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ปราศจาก
ไนโตรเจน) และเขย่าเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์ใส่ในขวดแก้วปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ
น าไปไล่อากาศโดยการพ่นอาร์กอนเป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไปบ่มในที่มืดโดยคว่ าขวดไว้เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง น าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ 

3.10 วิธีการศึกษาผลของระยะเวลาการปรับตัวภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศและผลของแสงต่อการ
ผลิตไฮโดรเจน 

 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี
อาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงเริ่มต้นที่ความยาวคลื่น 730 นาโน
เมตร ประมาณ 0.1  น าเซลล์ไปวางบนเครื่องเขย่า โดยเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง  
ภายใตค้วามเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา  1 สัปดาห์  ท าการเก็บเกี่ยว
เซลล์ และน า ตะกอนเซลล์มากระจายในอาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ปราศจากไนโตรเจน) และเขย่า
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์ใส่ในขวดแก้วปริมาตร 5 มิลลิลิตร และน าไปไล่อากาศโดยการ
พ่นอาร์กอน เป็นเวลา 10 นาที บ่มขวดแก้วในที่มืดและที่สว่าง โดยคว่ าขวดไว้เป็นเวลา 2, 8, 24 และ 48 
ชั่วโมง  น าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ  



24 
 

 
3.11 วิธีการศึกษาผลของแหล่งอาหารและความเข้มข้นของแหล่งอาหารต่อการผลิตไฮโดรเจน 

 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มี
อาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและล้างเซลล์ 2 ครั้ง 
ในอาหารที่ท าการทดสอบ และถ่ายเชื้อลงในอาหาร  BG11 ที่มีการแปรผันความเข้มข้นของสารต่างๆ ดังนี้ 
แปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนในอาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน) โดยให้มี
ความเข้มข้นของกลูโคสหรือโซเดียมคาร์บอเนตเท่ากับ 0, 0.189, 1.89 และ 18.9 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร 
แปรผันความเข้มข้นของแหล่งซัลเฟอรใ์นอาหาร BG110 โดยให้มีความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟต 
เฮปตะไฮเดรต 0, 0.3, 3 และ 30 มิลลิโมลาร์ และแปรผันความเข้มข้นของเหล็กไอออนในอาหาร BG110 
โดยให้มีความเข้มข้นของ Fe3+ 0, 20, 200 และ 2,000 ไมโครโมลาร์  จากนั้น น าเซลล์ไปวางบนเครื่อง
เขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตร
ต่อวินาที เ ป็นเวลา 24 ชั่วโมง  เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ครบตามเวลาที่ก าหนดแล้ว เตรียมตัวอย่างที่คัดเลือก
เพื่อน าไปวิเคราะห์ไฮโดรเจน โดยเก็บเก่ียวเซลล์โดยการปั่นเหว่ียงและกระจายเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงให้
ได้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  จากนั้น น าเซลล์ใส่ในขวดแก้วและปิดฝาขวด  น าไปไล่อ ากาศโดยการพ่นอาร์กอน 
เป็นเวลา 10 นาที แล้วน าไปบ่มในที่มืด โดยคว่ าขวดไว้ เป็นเวลา 2 ชัว่โมง น าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนื อ
ของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ 

3.12 วิธีการศึกษาสูตรอาหารที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน  

 เพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียหรือสาหร่ายสีเขียวที่คัดเลือกในฟลาสก์ขนาด...250...มิลลิลิตรที่มี
อาหารเหลว BG11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  จากนั้น เก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและล้างเซลล์ 2 ครั้ง 
ในอาหารเพาะเลี้ยง และกระจาย ตะกอนเซลล์ลงในอาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน) 
ที่มีความเข้มข้นของกลูโคสหรือโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตและ
ความเข้มข้นของ Fe3+ ที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน  จากนั้น น าเซลล์ไปวางบนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 
120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง  ภายใต้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง  เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ครบตามเวลาที่ก าหนดแล้ว เตรียมตัวอย่างที่คัดเลือกเพื่อน าไป
วิเคราะห์ไฮโดรเจน โดยเก็บเกี่ยวเซลล์โดยการปั่นเหวี่ยงและกระจายเซลล์ในอาหารเพาะเลี้ยงให้ได้ปริมาตร 
5 มิลลิลิตร  จากนั้น น าเซลล์ใส่ในขวดแก้วและปิดฝาขวด น าไปไล่อากาศโดยการพ่นอาร์กอนเป็นเวลา 10 
นาท ี แล้วน าไปบ่มในที่มืดโดยคว่ าขวดไว้เป็นเวลา 18 วัน และวัดปริมาณการผลิตก๊าซไฮโดรเจนทุก 24 
ชั่วโมง น าก๊าซบริเวณช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ 
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 ผลการคัดแยกสาหร่ายและผลการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไซยาโนแบคทีเรียและ
สาหร่ายสีเขียวทีค่ัดแยกได้จากนาข้าวในประเทศไทย 

 จากการเก็บตัวอย่างไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวแบบสุ่มจากแหล่งดินและแหล่งน้ าในนา
ข้าว 7 จังหวัดของประเทศไทย คือ จังหวัดชัยนาท นครราชสีมา นครสวรรค์ ปทุมธานี มหาสารคาม 
สิงห์บุรี และอ่างทอง พบว่าสามารถเก็บตัวอย่างได้ทั้งหมด 59 ไอโซเลท เป็นตัวอย่างจากแหล่งดิ น 44  
ไอโซเลท แหล่งน้ า 8 ไอโซเลท และจาก Silk Screen 7 ไอโซเลท (ตารางที่ 4.1) เนื่องจากในนาข้าวมี
ลักษณะทางกายภาพและธาตุอาหารที่เหมาะสมต่อการเจริญของสาหร่าย ท าให้พบการแพร่กระจายของ  
ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวอยู่ทั่วไปในนาข้าว 

  
ตารางที่ 4.1 จ านวนตัวอยา่งสาหร่ายแบบสุ่มจากแหล่งดินและแหล่งน้ าบริเวณนาข้าว 7 จังหวัดในประเทศ
ไทย คือ ชัยนาท นครราชสีมา นครสวรรค์ ปทุมธานี มหาสารคาม สิงห์บุรี และ อ่างทอง 
 

แหล่งที่มา 
สถานที ่

แหล่งดิน แหล่งน้ า Silk  Screen รวม 

อ.ตาคลี จ.นครสวรรค ์ 13 1 2 16 
จ.ชัยนาท 9 1 1 11 

จ.นครสวรรค ์ 4 - 1 5 
จ.สิงห์บุร ี 9 3 2 14 
จ.อ่างทอง 4 3 1 8 

จ.นครราชสีมา 1 - - 1 
จ.มหาสารคาม 2 - - 2 

จ.ปทุมธานี 2 - - 2 
รวม 44 8 7 59 
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จากการน าไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกไดม้าเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติการและท า
ให้บริสุทธิ์ พบว่าสามารถคัดแยกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่บริสุทธิ์ได้ทั้งหมด 18 ไอโซเลท 
แบ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ไอโซเลท (ตารางที ่ 4.2) และสาหร่ายสีเขียวจ านวน 9 ไอโซเลท 
(ตารางที ่ 4.3)  จากนั้น น าไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่บริสุทธิ์มาศึกษาลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าสามารถแบ่งกลุ่มไซยาโนแบคทีเรียออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มที ่1 ไซยา
โนแบคทีเรียทีม่ีลักษณะเป็นเส้นสายยาว ไม่แตกแขนง ไม่พบเซลล์พิเศษอย่างเซลล์เฮเทอโรซิสต์และเซลล์
อะคินีท ได้แก่ ไอโซเลท 2SinS3, A36ป, B14, B35.1 และ ChiS5 กลุ่มที่ 2 ไซยาโนแบคทีเรียทีม่ีรูปร่าง
เป็นแบบถังเบียร์ เซลล์เรียงต่อเป็นกันเป็นเส้นสายคล้ายสายโซ่มี 1 ไอโซเลท คือ ไอโซเลท A47.1 กลุ่มที่ 3 
ไซยาโนแบคทีเรยีที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่างท่อน ได้แก่ ไอโซเลท A34 และกลุ่มที่ 4 ไซยาโน
แบคทีเรียทีม่ีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างกลม ได้แก่ ไอโซเลท AngS1 และ Cyano เส้น  ส่วนสาหร่าย
สีเขียวสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 สาหร่ายสีเขียวที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างกลมอยู่
แบบกระจายตัว ได้แก่ ไอโซเลท 1SinS1.1, 2TKS1.1, 2TKS1.2, 2TKW1, 2SinS4, A27green และ
NakS4 กลุ่มที่ 2 สาหร่ายสีเขียวที่มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่างกลมอยู่รวมกันเป็นกลุ่ม ได้แก่ ไอโซเลท 
ChiW1 และChiS4  ในการจัดจ าแนกลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียว
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สามารถสรุปชนิดของสิ่งมีชีวิตได้ยาก จึงอาจจ าเป็นต้องอาศัยข้อมูลการจัดจ าแนก
จากการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  

 
ตารางที่ 4.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ไอโซเลท (ก าลังขยายภาพ 1,000 
เท่า) 
 

ชื่อ รูปถ่าย ลักษณะ แหล่ง
คัดแยก 

สถานที ่ ละติจูด – 
ลองติจูด 

2SinS3 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างเป็นเส้น
สาย เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 1 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดสิงห์บุรี 280◦W 

14◦56’3’’N 

100◦21’54’’E 

A34 
 
 

 

 เซลล์เดี่ยวเป็นท่อน
ยาว เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดสิงห์บุรี ND 

 

 



27 
 

ตารางที่ 4.2 (ต่อ) 
 

ชื่อ รูปถ่าย ลักษณะ แหล่ง
คัดแยก 

สถานที ่ ละติจูด – 
ลองติจูด 

A36ป 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างเป็นเส้น
สาย เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดสิงห์บุรี ND 

A47.1 
 
 
 

 เซลล์เรียงต่อกันเป็น
สายโซ่ เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดอ่างทอง ND 

AngS1 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม 
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 

1 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดอ่างทอง 213◦SW 

14◦56’3’’N 

100◦21’54’’E 

B14  

 

 เซลล์รูปร่างเป็นเส้น
สาย เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 1 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัด
นครราชสีมา 

ND 

B35.1 

 
 
 

 เซลล์รูปร่างเป็นเส้น
สาย เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัด
มหาสารคาม 

ND 

ChiS5 

 
 

เซลล์รูปร่างเป็นเส้น
สาย เส้นผ่าน

ศูนย์กลาง 0.5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดชัยนาท 40NE◦ 

15◦13’12’’N 

100◦10’11’’E 
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ตารางที่ 4.2 (ต่อ) 
ชื่อ รูปถ่าย ลักษณะ แหล่ง

คัดแยก 
สถานที ่ ละติจูด – 

ลองติจูด 

Cyanoเส้น 

 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม 
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 

1 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัด
ปทุมธานี 

ND 

*ND หมายถึง ไม่ได้ท าการตรวจวัด 
 
ตารางที่ 4.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของสาหร่ายสีเขียวทั้ง 9 ไอโซเลท (ก าลังขยายภาพ 1,000 เท่า) 
 

ชื่อ รูปถ่าย ลักษณะ 
แหล่ง
คัดแยก 

สถานที ่
ละติจูด – 
ลองติจูด 

 1SinS1.1 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง  

10 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดสิงห์บุรี 247◦SW 

14◦58’47’’N 

100◦20’13’’E 

2SinS4 
 

 
 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง  

10 μm 

แหล่ง
ดิน 
 

จังหวัดสิงห์บุรี 280◦W   

14◦56’3’’N 

100◦21’54’’E 

2TKS2.1 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว  
เส้นผ่านศูนย์กลาง  

5 μm 

แหล่ง
ดิน 

อ าเภอตาคลี 
จังหวัด

นครสวรรค ์

91◦E 

15◦6’44’’N 

100◦23’27’’E 

2TKS2.2 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง  

5 μm 

แหล่ง
ดิน 

อ าเภอตาคลี 
จังหวัด

นครสวรรค ์

91◦E 

15◦6’44’’N 

100◦23’27’’E 
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ชื่อ รูปถ่าย ลักษณะ แหล่ง
คัดแยก 

สถานที ่ ละติจูด – 
ลองติจูด 

2TKW1 
 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 

10 μm 

แหล่ง
น้ า 

อ าเภอตาคลี 
จังหวัด

นครสวรรค ์

91◦E 

15◦6’44’’N 

100◦23’27’’E 

A27Green 

 

 เซลล์รูปร่างกลม  
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง  

5 μm 

แหล่ง
ดิน 

จังหวัดชัยนาท ND 

ChiS4 

 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม 
อยู่แบบเป็นกลุ่ม 

เส้นผ่านศูนย์กลาง 
10 μm 

แหล่ง
ดิน 
 

จังหวัดชัยนาท 40◦NE 

15◦13’12’’N 

100◦10’11’’E 

ChiW1 

 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม อยู่
แบบเป็นกลุ่ม 

เส้นผ่านศูนย์กลาง 
5 μm 

แหล่ง
น้ า 
 

จังหวัดชัยนาท 40◦NE 

15◦13’12’’N 

100◦10’11’’E 

NakS4 

 
 
 

 เซลล์รูปร่างกลม 
อยู่เป็นเซลล์เดี่ยว 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 

5 μm 

แหล่ง
ดิน 
 

จังหวัด
นครสวรรค ์

166◦S 

15◦9’42’’N 

100◦16’52’’E 

*ND หมายถึง ไม่ได้ท าการตรวจวัด 
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4.2 ผลการคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่ผลิตไฮโดรเจนในปริมาณสูง 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวทั้งหมดจ านวน 18 ไอโซเลท ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว BG11 โดยเขย่าที่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องและให้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์
ต่อตารางเมตรต่อวินาที เป็นเวลา 1 สัปดาห์ มาท าการเก็บเกี่ยวเซลล์มากระจายและเพาะเลี้ยงในอาหาร
เหลว BG11 และ BG110 (อาหาร BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น  เก็บเก่ียว
เซลล์อีกครั้งและกระจายเซลลใ์นอาหาร BG11 และ BG110 ปริมาตร 5 มิลลิลิตร  ปิเปตสารละลายเซลล์ใส่
ในขวดแก้วและน าไปปรับตัวในสภาวะปราศจากอากาศ บ่มในที่มืด เป็นเวลา 2 และ 24 ชั่วโมง แล้วจึงน า
ก๊าซด้านบนไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ พบว่าไซยาโนแบคทีเรีย 2SinS3 
เป็นจุลินทรีย์เพียงชนิดเดียวที่ไม่สามารถผลิตไฮโดรเจนได้ และไซยาโนแบคทีเรียเกือบทุกสายพันธุ์ที่น ามา
ศึกษามีอัตราการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 (ตารางที่ 4.4) นอกจากนี้ ยังพบว่า
ไซยาโนแบคทีเรียสายพันธ์ุ AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด โดยมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 256.612 ± 34.267 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง 
(ตารางที่ 4.4)  ในกรณีของสาหร่ายสีเขียว สาหร่ายสีเขียวบางชนิด ได้แก่ 2SinS4, 2TKS2.2, A27Green, 
ChiS4 และ ChiW1 สามารถผลิตไฮโดรเจนได้เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารทั้ง 2 ชนิด โดยจะผลิต ไฮโดรเจนได้
มากกว่าเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 (ตารางที่ 4.5)  สาหร่ายสีเขียวที่มอีัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 
สาหร่ายสีเขียวสายพันธ์ุ ChiS4 โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 53.248 ± 1.229 นาโนโมลไฮโดรเจน
ต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (ตารางที่ 4.5)   

จากการศึกษาอัตราการผลิตไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่แยกได้จากนาข้าว
ในประเทศไทยนี้ โดยได้ท าการทดลองใน 2 สภาวะ คือ ในอาหารที่มีแหล่งไนโตรเจน (BG11) และ อาหาร
ที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจน (BG110) พบว่าการขาดไนโตรเจนส่งผลให้ไซยาโนแบคทีเรียเพ่ิมอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนอย่างเห็นได้ชัด แต่จะส่งผลเพียงเล็กน้อยกับการผลิตไฮโดรเจนของสาหร่ายสีเขียว ทั้งนี้ เนื่องจาก
การขาดแหล่งไนโตรเจนในไซยาโนแบคทีเรียจะท าให้เกิดการสะสมไกลโคเจนเพ่ิมมากขึ้น เมื่อ บ่มเซลลใ์นที่
มืดและปราศจากอากาศ เซลล์ จะเกิดสลายไกลโคเจนได้น้ าตาลรีดิวซจ์ านวนมาก เพื่อใช้ในกิจกรรมของ
เซลล์และเป็นแหล่งรีดักแทนท์ส าหรับการผลิตไฮโดรเจน  การเติมแหล่งไนโตรเจนในอาหารจะไปมีผลยับย้ัง
การท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนสและเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ท าให้เซลล์สูญเสียอิเล็กตรอนไปในกระบวนการ
รีดักชันไนโตรเจนเป็นแอมโมเนีย และยังมีผลต่อการ สร้างเซลล์เฮเทอโรซิสต์ในบางสายพันธุ์ที่สามารถตรึง
ไนโตรเจนได้ ท าให้ภายในเซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนลดลง  ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการทดลองที่
พบในไซยาโนแบคทีเรียหลายสายพันธุ์ เช่น Oscillatoria sp. Miami BG7 (Kumazawa and Mitsui, 
1981), Gloeocapsa alpocola (Serebryakova et al., 1998; Troshina et al., 2002), Arthrospira 
maxima (Ananyev et al., 2008) และ Aphanothece halophytica (Taikhao et al., 2013)  ใน
สาหร่ายสีเขียวมีรายการศึกษาพบว่า การขาดแหล่งไนโตรเจนเพียงอย่างเดียวจะส่งผลท าให้เซลล์ผลิต
ไฮโดรเจนเพ่ิมขึ้นเพียงเล็กน้อย  (Maneeruttanarungroj et al., 2011)  ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองนี้
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ตารางที่ 4.4 อัตราการผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ไอโซเลท โดยบ่มในที่มืด เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง ในอาหาร BG11 และ BG110  

Isolated 
no. 

Isolated 
name 

Hydrogen production rate (nmolH2/mg chl/h) 

BG11 (±SD) BG110 (±SD) 

2 Hr 24 Hr 2 Hr 24 Hr 
1 2SinS3 - - - - 
2 A34 - - 111.588±25.581  41.677±5.332  
3 A36ป - - 11.916±1.083  4.530±0.075 
4 A47.1 - - 39.919±1.466  14.302±1.338 
5 AngS1 - - 256.612±34.267  63.160±4.886 
6 B14 - - 88.049±10.929  80.028±4.624 
7 B35.1 - - 152.762±18.387 39.204±1.163 
8 ChiS5 - - 6.305±0.812 2.078±0.424 
9 Cyanoเส้น - 1.240±0.291 237.942±32.353 41.644±4.429 

 
ตารางที่ 4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนจากสาหร่ายสีเขียวจ านวน 9 ไอโซเลท โดยบ่มในที่มืดเป็นเวลา 2 
ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง ในอาหาร BG11 และ BG110 

Isolated 
no. 

Isolated 
name 

Hydrogen production rate (nmolH2/mg chl/h) 

BG11 (±SD) BG110 (±SD) 

2 Hr 24 Hr 2 Hr 24 Hr 
1 1SinS1.1 -  -  3.701±0.334  2.076±0.235  
2 2SinS4 23.305±1.812  11.271±0.332  40.665±7.960  13.997±1.051  
3 2TKS2.1 -  -  5.973±0.385  11.525±2.270  
4 2TKS2.2 6.605±1.913  2.423±0.477  8.618±0.636  4.562±0.064  
5 2TKW1 -  -  51.006±0.135  13.645±1.043  
6 A27Green 19.139±2.852  2.483±0.431  23.633±0.531  7.142±0.979  
7 ChiS4 21.666±2.008  2.024±0.265  53.248±1.229  9.043±0.705  
8 ChiW1 12.648±0.019  0.774±0.033  15.924±1.040  6.903±0.713  
9 NakS4 -  -  15.785±2.202  6.350±1.441  
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ด้วยเหตุนี้ งานวิจัยนี้จึงได้ท าการคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรีย AngS1 ที่มีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจน
สูงที่สุดมาท าการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

4.3 ผลของระยะเวลาการเพาะเลี้ยงต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 โดยเขย่าที่
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องและความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที 
เป็นเวลา 1 และ 2 สัปดาห์ มาเก็บเกี่ยวเซลล์และกระจายเซลล์ในอาหารเหลว BG110 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์และน ามากระจายในอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลง
ในขวดแก้วและน าไปปรับตัวในที่มืดภายใต้สภาวะปราศจากอากาศเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ัน  น าไป
วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ  พบว่า  เซลล์ที่เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 1 สัปดาห์ 
สามารถผลิตไฮโดรเจนได้สูงกว่าเซลล์ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 สัปดาห์ โดยผลิตได้ 389.630 ± 72.084  
นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปที่ 4.1)  ที่เป็นเช่นนี้เนื่องจากในสัปดาห์ที่ 1 เป็น
ระยะที่เซลล์มีการเจริญเติบโตอย่างเต็มที่อยู่ในระยะ log phase มีการผลิตพลังงานที่ได้จากกระบวนการ
สังเคราะห์แสงและสะสมสารประกอบคาร์โบไฮเดรตภายในเซลล์มากขึ้น  พลังงานและคาร์โบไฮเดรตที่
สะสมนี้จะกลายเป็นแหล่งอิเล็กตรอนในสภาวะที่เซลล์อยู่ในระยะการปรับตัวภายใต้สภาวะไร้อากาศ ซึ่งจะ
น าไปสู่การผลิตไฮโดรเจนที่มากขึ้น  ทั้งนี้ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนขึ้นอยู่
กับชนิดของเชื้ออีกด้วย  ด้วยเหตุนี้ ในการทดลองต่อไปจึงเลือกใช้ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง 1 สัปดาห ์ 

 

 
รูปที่ 4.1 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 
1 และ 2 สัปดาห ์
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4.4 ผลของระยะเวลาการปรับตัวภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศและผลของแสงต่อการผลิต
ไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 โดยเขย่าที่
ความเร็ว 120 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้องและให้ความเข้มแสง 30 ไมโครไอน์สไตน์ต่อตารางเมตรต่อวินาที 
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ มาเก็บเกี่ยวเซลล์และกระจายเซลล์ในอาหารเหลว BG110 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
จากนั้นเก็บเกี่ยวเซลล์และกระจายในอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวด
แก้ว น าไปบ่มในที่มืดและที่สว่างภายใต้สภาวะปราศจากอากาศเป็นเวลา 2, 8, 24 และ48  ชั่วโมง  แล้วจึง
น าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่
บ่มในที่มืดภายใต้สภาวะที่ปราศจากอากาศเป็นเวลา 2 ชั่วโมง  มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่อชั่วโมงสูงสุดคือ 
389.630 ± 72.084 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูปที่ 4.2)  ในสภาวะที่มีแสง 
ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนต่ ากว่าเซลล์ที่บ่มในสภาวะมืด เนื่องจากใน
สภาวะที่มีแสง เซลลจ์ะมีปริมาณออกซิเจนเพิ่มขึ้นจากกระบวนการสังเคราะห์แสง ซึ่งออกซิเจน ที่ไดจ้ะ
ยับยั้งการท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสหรือเอนไซม์ไนโตรจีเนสในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน  เอนไซม์ทั้ง
สองชนิดน้ีสามารถท างานได้ดีในสภาวะปราศจากออกซิเจน (Fay, 1992)  นอกจากนี้ ยังพบว่า การบ่ม
ภายใต้สภาวะปราศจากอากาศในที่มืด เซลล์มอีัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดใน 2 ชั่วโมงแรกของการบ่ม 
หลังจากนั้น อัตราการผลิตไฮโดรเจนของเซลล์จะลดลง ที่เป็นเช่นนีเ้นื่องจากในระยะเริ่มต้นของการบ่ม 
การท างานของเอนไซม์ไฮโดรจีเนสจะมีประสิทธิภาพสูงสุด เซลล์จะมีสับสเตรทที่ใช้ในการผลิตไฮโดรเจนอยู่
มาก  ดังนั้น ในการทดลองครั้งต่อไป จึงเลือกใช้ระยะเวลาการบ่มในที่มืดภายใต้สภาวะปราศจากอากาศ
เป็นเวลา 2 ชั่วโมง  

 
รูปที่ 4.2 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ไดจ้ากการแปรผันระยะเวลา
การปรับตัวภายใต้สภาวะปราศจากอากาศและการให้แสง 
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4.5 ผลของความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ มา ท าการเก็บเก่ียวเซลล์และกระจายเซลล์ในอาหารเหลว BG110 ที่แปรผันความเข้มข้นของ
โซเดียมคารบ์อเนตต้ังแต่ 0, 0.189, 1.89 และ 18.9 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร และในอาหารเหลว BG110 
ที่เติมน้ าตาลกลูโคสแทนโซเดียมคาร์บอเนต โดยแปรผันความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสตั้งแต่ 0, 0.189, 
1.89 และ 18.9 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์และน ามา
กระจายในอาหารเดิมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวดแก้ว น าไปปรับตัวในสภาวะ
ปราศจากอากาศในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง และน าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโต
กราฟพบว่า ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้โซเดียมคาร์บอเนตเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่ความเข้มข้น 1.89 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ 522.513 ± 
63.335 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง ซึ่งมีค่าการผลิตไฮโดรเจนใกล้เคียงกับที่ระดับ
ความเข้มข้นอ่ืนๆ (รูปที่ 4.3)  โดยทั่วไป แหล่งคาร์บอนในอาหารจัดเป็นแหล่งของอิเล็กตรอนแหล่งหนึ่งทีม่ี
อิทธิพลต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยส่งผลต่อกิจกรรม การท างานของเอนไซม์ไนโตรจีเนสและเอนไซม์รีเวอร์ส
ซิเบิลไฮโดรจีเนส (Dutta et al., 2005)  ไซยาโนแบคทีเรียทุกชนิดสามารถตรงึคาร์บอนไดออกไซด์ใน
อากาศ เพื่อสร้างสารประกอบคาร์โบไฮเดรตผ่านวิถี Calvin-Benson  เมื่อคาร์บอนไดออกไซด์ละลายน้ าจะ
ได้สารประกอบคาร์บอนทีอ่ยู่ในรูปของคาร์บอนิก  ดังนั้น  ในการทดลองนี้ การเพ่ิมปริมาณคาร์บอนจาก
โซเดียมคาร์บอเนตจึงเป็นการเพิ่มปริมาณของแหล่งอิเล็กตรอน ซึ่งเป็นสับสเตรทให้กับเอนไซม์ไฮโดรจีเนส 
ท าให้มีการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มขึ้น  อย่างไรก็ตาม การเพ่ิมความเข้มข้นของโซเดียมคาร์บอเนตจากอาหาร
สูตรปกติสามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนได้จนถึงระดับหน่ึง  หลังจากนั้น การเพ่ิมความเข้มข้นของโซเดียม
คาร์บอเนตจะไม่มีผลต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน  

 จากการเพาะเลี้ยงเซลล์ในอาหารที่ใช้น้ าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนพบว่า เซลล์มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงกว่าการเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้โซเดียมคาร์บอเนต (รูปที่ 4.4)  โดยทั่วไปแล้ว ไซยาโน
แบคทีเรียจัดเป็นสิ่งมีชีวิตพวกออโตโทรป..(Autotroph) ซึ่งสามารถสงัเคราะห์สารอาหารได้เองจากการตรงึ
คาร์บอนไดออกไซด์ในอากาศ ทั้งนี้ไซยาโนแบคทีเรียมีความหลากหลาย บางชนิดสามารถใช้แหล่งค าร์บอน
จากภายนอกได้  แหล่งคาร์บอนที่แตกต่างกันท าให้เกิดความแตกต่างของตัวให้อิเล็กตรอนทีแ่ตกต่างกัน 
และมีต่อการผลิตไฮโดรเจน (Datta et al., 2000)  จากการทดลองพบว่าที่ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 
0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร เซลล์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดคือ  601.052 ± 24.288 นาโนโมล
ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง และพบว่ามีการผลิตไฮโดรเจนลดลงเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ
น้ าตาลกลูโคส (รูปที ่4.4)  น้ าตาลกลูโคสที่ความเข้มข้นต่ าจะกระตุ้นให้เซลล์มีการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มสูงขึ้น 
เนื่องจากจะไปเพ่ิมการรีดิวซ์ NAD(P)H ให้เอนไซม์ไบไดเรกชันนัลไฮโดรจีเนสที่มีบทบาทส าคัญในการผลิต
ไฮโดรเจน  ส่วนความเข้มข้นของน้ าตาลที่สูง ท าให้เซลล์ใช้พลังงานในการขับน้ าตาลที่มากเกินไปออกนอก
เซลล์ จึงท าให้ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนลดลง (Baebprasert et al., 2010)  ดังนั้น จึงสรุปได้ว่า
ความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคสที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจน คือ 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร  
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รูปที่ 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่แปรผันความเข้มข้นของโซเดียมคาร์บอเนต 
 

 

รูปที่ 4.4 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่แปรผันความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 
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4.6 ผลของความเข้มข้นของแหล่งซัลเฟอร์ต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท 
AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์  มาเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายในอาหารเหลว BG110 ที่แปรผันความเข้มข้นของแมกนีเซียม
ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตต้ังแต่ 0, 0.3, 3 และ30 มิลลิโมลาร์ เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ัน เก็บเก่ียว
เซลล์มากระจายในอาหารเดิมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวดแก้ว  น าไปปรับตัวใน
สภาวะปราศจากอากาศในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง และน าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊ส 
โครมาโตกราฟพบว่า ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 ที่มีความเข้มข้นของ
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด โดยมีอัตราการผลิต
เท่ากับ 549.066 ± 110.482 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูป 4.5) 

  

 
รูปที่ 4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท  AngS1 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่แปรผันความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 

ความเข้มข้นของธาตุอาหารหลัก (ไนโตรเจนหรอืซัลเฟอร)์ สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการผลิต
ไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียได้  ซัลเฟอร์เป็นธาตุอาหารหลัก ชนิดหนึ่งที่จ าเป็นส าหรับกระบวนการ 
เมแทบอลิซึมของเซลล์ซึ่งมีความส าคัญในการสร้างโปรตีนภายในเซลล์ โดย ซัลเฟอรเ์ป็นองค์ประกอบของ
กรดอะมิโนซิสเทอีนและเมทไทโอนีน  การที่เซลล์ขาดแหลง่ซัลเฟอร์จะท าให้การสังเคราะห์โปรตีนเป็นไป
อย่างไมถู่กต้องและสมบูรณ์  ท าให้เซลล์มีกิจกรรมต่างๆ ลดลง รวมถึงการผลิตไฮโดรเจนด้วย  จากรูปที่ 
4.5 ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตทีเ่หมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนคือ 3 มิลลิโมลาร์
เนื่องจากเซลล์ได้รับปริมาณของซัลเฟอร์ที่เพียงพอและเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน  ความเข้มข้นของ
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แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรตที่มากกว่า 3 มิลลิโมลาร ์จะท าให้โปรตีนในระบบแสงสองท างานดีขึ้นและ
ผลิตออกซิเจนมายับยั้งเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ท าให้มีการผลิตไฮโดรเจนลดลง 

4.7 ผลของความเข้มข้นของเหล็กไอออนต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ มาเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายในอาหารเหลว BG110 ที่แปรผันความเข้มข้นของ Fe3+ ตั้งแต่ 
0, 20, 200 และ 2,000 ไมโครโมลาร์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายใน
อาหารเดิมปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวดแก้ว และน าไปปรับตัวในสภาวะปราศจาก
อากาศในที่มืดเป็นเวลา 2 ชั่วโมง จากน้ัน  น าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ
พบว่า ไ ซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 ที่มีความเข้มข้นของ Fe3+ 20  
ไมโครโมลารม์ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด โดยมีอัตราผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 420.199 ± 75.530 นาโน
โมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง (รูป 4.6)  จากการศึกษาก่อนหน้านี ้พบว่า เหล็กเป็นปัจจัย
ส าคัญหน่ึงที่มีผลกระทบต่อกระบวนการสังเคราะห์และการตรึงไนโตรเจน โดยเหล็กเป็นโคแฟคเตอร์ของ
เอนไซม์ไฮโดรจีเนส (Kupper et al., 2008)  จากการทดลองนี้พบว่า ที่ความเข้มข้นของ Fe3+ 20 ไมโคร
โมลาร์ เซลลม์ีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด และเมื่อเพิ่ มความเข้มข้นของ Fe3+ เป็น 200 และ 2,000  
ไมโครโมลาร์ เซลล์มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงตามล าดับ แสดงให้เห็นว่าธาตุเหล็กในอาหารเพาะเลี้ยง
ปกติมีความเข้มข้นเพียงพอต่อการเจริญ รวมทั้งการน าไปใช้เป็นโคแฟกเตอร์ของเอนไซม์ไฮโดรจีเนส ดังนั้น 
จึงสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของ Fe3+ ที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนคือ 20 ไมโครโมลาร์ 

   
รูปที่ 4.6 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่แปรผันความเข้มข้นของ Fe3+ 
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4.8 ผลของสูตรอาหารที่เพาะเลี้ยงต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ มาเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายในอาหาร 3 ชนิด คืออาหาร BG11, อาหาร BG110 (อาหารที่
ปราศจากแหล่งไนโตรเจน) และอาหาร BG110 สูตรดัดแปลง (อาหารสูตรที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน
ซึ่งได้จากผลการทดลองในหัวข้อ 4.5-4.7 โดยมีความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อ
ลิตร ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟอร์เฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และความเข้มข้นของ Fe3+ 20 ไม
โครโมลาร)์ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากนั้น เก็บเก่ียวเซลล์และน ามากระจายในอาหารที่ทดสอบปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวดแก้ว น าไปปรับตัวในสภาวะปราศจากอากาศในที่มืด เป็นเวลา 2 
ชั่วโมง  จากน้ัน น าเซลลไ์ปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนด้วยเครื่องแก๊สโครมาโตกราฟ พบว่า ไซยาโน
แบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่บ่มในอาหารสูตรดัดแปลงมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากับ 995.165 ± 
71.349 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง โดยมีอัตราการผลิตมากกว่าเซลล์ที่บ่มใน
อาหาร BG110 อย่างเห็นได้ชัด (รูปที่ 4.7)  แต่ไม่พบการผลิตไฮโดรเจนในเซลลท์ี่บ่มในอาหาร BG11 (รูปที่ 
4.7)  การที่เซลล์ผลิตไฮโดรเจนได้ดีที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 สูตรดัดแปลง เนื่องจากเป็นอาหาร
ที่มีความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งซัลเฟอร์ และแหล่ง  Fe3+ ที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของ 
ไซยาโนแบคทีเรียชนิดนี ้  นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่าเซลล์จะไม่มีการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
แหล่งไนโตรเจน แสดงว่าไนโตรเจนจะมีผลยับยั้งการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 
ทั้งนี้การเปลี่ยนแปลงสูตรอาหารเพาะเลี้ยงให้เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนขึ้นอยู่กับสายพันธ์ุที่เพาะเลี้ยง
และปัจจัยภายนอกที่เหมาะสม 

 

 

 

 

 



39 
 

 
รูปที่ 4.7 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ไดจ้ากการเพาะเลี้ยงในอาหาร 
BG11, อาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน) และอาหาร BG110 สูตรดัดแปลง (อาหาร 
BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจนและมีความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส  0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร ความ
เข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟอร์เฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และความเข้มข้นของ Fe3+ 20 ไมโครโมลาร)์ 
 
4.9…ผลของสูตรอาหารที่เพาะเลี้ยงต่อการผลิตไฮโดรเจนในระยะยาวของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท 
AngS1 

 จากการน าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเหลว BG11 เป็นเวลา 1 
สัปดาห์ มาเก็บเกี่ยวเซลล์และน ามากระจายในอาหาร 3 ชนิด คืออาหาร BG11, อาหาร BG110                     
และอาหาร BG110 สูตรดัดแปลงที่เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน โดยมีความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 
0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟอร์เฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และ
ความเข้มข้นของ Fe3+ 20 ไมโครโมลาร ์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  จากน้ัน เก็บเก่ียวเซลล์และน ามากระจายใน
อาหารที่ทดสอบปริมาตร 5 มิลลิลิตร ปิเปตสารละลายเซลล์ลงในขวดแก้ว น าไปปรับตัวในสภาวะปราศจาก
อากาศในที่มืด เป็นเวลา 18 วัน และน าไปวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนทุก 24 ชั่วโมง ด้วยเครื่องแก๊สโครมา
โตกราฟพบว่า ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่บ่มในอาหารสูตรดัดแปลงมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด 
ซึ่งสูงกว่าเซลล์ที่บ่มในอาหาร BG110 และไม่พบการผลิตในเซลล์ที่บ่มในอาหาร BG11 (รูปที่ 4.8)  จะเห็น
ได้ว่า เซลล์ที่บ่มในอาหาร BG110 สูตรดัดแปลงมีการผลิตไฮโดรเจนคงที่หลังจากวันที.่.1..ของการบ่มและ
เมื่อระยะเวลาเพิ่มขึ้น เซลล์จะมีการสะสมไฮโดรเจนเพิ่มขึ้นในระดับหนึ่งเท่านั้น โดยพบว่าเซลล์มีการสะสม
ไฮโดรเจนสูงที่สุดในวันที่ 11 ของการบ่ม ซึ่งมีผลผลิตไฮโดรเจนเท่ากับ 4,174.364 ± 278.324 นาโนโมล
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ไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์  ดังนั้น อาหารที่มีการดัดแปลงสูตรตามการศึกษาข้างต้นมีความ
เหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 

 

 
รูปที่ 4.8 ผลผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ที่ไดจ้ากการเพาะเลี้ยงในอาหาร BG11, 
อาหาร BG110 (อาหาร BG11 ที่ขาดแหล่งไนโตรเจน) และอาหาร BG110 สูตรดัดแปลง (อาหาร BG11 ที่
ขาดแหล่งไนโตรเจนและมีความเข้มข้นของน้ าตาลกลูโคส 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร ความเข้มข้น
ของแมกนีเซียมซัลเฟอร์เฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และความเข้มข้นของ  Fe3+ 20 ไมโครโมลาร)์ เป็น
เวลา 18 วัน 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลอง 

 
จากการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่คัดแยกได้จากแหล่ง

ดินและแหล่งน้ าของนาข้าวในประเทศไทย สรุปได้ดังนี ้

1. ไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายสีเขียวที่แยกได้จากแหล่งดินและแหล่งน้ าบริเวณนาข้าวของ
ประเทศไทย สามารถแยกได้บริสุทธิ์ทั้งหมด 18 ไอโซเลท แบ่งเป็นไซยาโนแบคทีเรียจ านวน 9 ไอโซเลท 
และสาหร่ายสีเขียวจ านวน 9 ไอโซเลท และจากการศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถแบ่งกลุ่ม  
ไซยาโนแบคทีเรียออกเป็น 4 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 มีลักษณะเป็นเส้นสายยาวไม่แตกแขนง ไม่ มีเซลล์พิเศษ
อย่างเซลล์เฮเทอโรซิสต์และเซลล์อะคินีท  กลุ่มที่ 2 มีรูปร่างเป็นแบบถังเบียร์ เซลล์เรียงต่อเป็นกันเป็นเส้น
สายคล้ายสายโซ่  กลุ่มที่ 3 มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่างท่อน  กลุ่มที่ 4 มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่าง
กลม  ส่วนสาหร่ายสีเขียวสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว มีรูปร่างกลม
อยู่แบบกระจายตัว  กลุ่มที่ 2 มีลักษณะเป็นเซลล์เดี่ยว รูปร่างกลม อยู่รวมกันเป็นกลุ่ม 

 
2. ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด เมื่อ ใช้เซลล์ที่มีอาย ุ 1 

สัปดาห ์
 
3. ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด ภายหลังการปรับตัวให้อยู่

ภายใต้สภาวะปราศจากอากาศในที่มืด เป็นเวลา 2 ชั่วโมง โดยมีอัตราการผลิต 389.630 ± 72.084  นาโน
โมลไฮโดรเจนตอ่มิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อชั่วโมง 

 
4. จากการศึกษาการแปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน แหล่งซัลเฟอร์ และ เหล็กไอออนใน

อาหาร BG110 ที่มีผลต่ออัตราการผลิตไฮโดรเจน พบว่า ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงสุด เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหาร BG110 ที่มีความเข้มข้นของกลูโคส 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อ
ลิตร ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร ์ และ ความเข้มข้นของ Fe3+ 20  
ไมโครโมลาร์  

 
5. จากการศึกษาอัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ในอาหาร BG11, 

BG110 และอาหาร BG110 ที่แปรผันความเข้มข้นของกลูโคส 0.189 มิลลิโมลคาร์บอนต่อลิตร ความเข้มข้น
ของแมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และความเข้มข้นของ  Fe3+ 20 ไมโครโมลาร์ พบว่า  
ไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 ในอาหารสูตรดัดแปลง มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเท่ากับ 
995.165 ± 71.349 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ต่อช่ัวโมง  
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6. จากการศึกษาการเปรียบเทียบประสิทธิภาพผลผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท 
AngS1 ในอาหาร BG11, BG110 และอาหาร BG110 ที่แปรผันความเข้มข้นของกลูโคส 0.189 มิลลิโมล
คาร์บอนต่อลิตร ความเข้มข้นของแมกนีเซียมซัลเฟตเ ฮปตะไฮเดรต 3 มิลลิโมลาร์ และความเข้มข้นของ  
Fe3+ 20 ไมโครโมลาร์ พบว่าไซยาโนแบคทีเรียไอโซเลท AngS1 มีการผลิตไฮโดรเจนเป็นระยะเวลา 18 วัน 
และมีผลผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเท่ากับ 4,174.364 ± 278.324 นาโนโมลไฮโดรเจนต่อมิลลิกรัมคลอโรฟิลล์ 
ในวันที่ 11 ของการบ่ม 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร BG11 (Blue-green medium) (Rippka et al., 1979) 
 
ส่วนประกอบ Trace metal mix 1000 เท่า 
 กรดบอริก (H3BO3)      46.30   มิลลิโมลาร ์
 แมงกานีสคลอไรด์เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)   4.15 มิลลิโมลาร ์
 ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)    0.77 มิลลิโมลาร ์
 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O)   1.61 มิลลิโมลาร ์
 คอปเปอร์ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)   0.32 มิลลิโมลาร ์
 โคบอลต์ไนเตรทเฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2.6H2O)   0.17 มิลลิโมลาร ์
 
ส่วนประกอบอาหาร BG11 100 เท่า 
 โซเดียมไนเตรท (NaNO3)      1.76 โมลาร ์
 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)   30.40 มิลลิโมลาร ์
 แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)    24.50 มิลลิโมลาร ์
 กรดซิตริก (Citric Acid)      3.12 มิลลิโมลาร ์
 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท์ (Na2EDTA) 279 มิลลิโมลาร ์
 Trace metal mix 1000 เท่า     100 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรเป็น       1000 มิลลิลิตร 
 
ส่วนประกอบอาหาร BG11 
 อาหาร BG11 100 เท่า      10 มิลลิลิตร 
 Na2CO3 (2 กรัม/100 มิลลิลิตร)     1  มิลลิลิตร 
 K2HPO4 (3.05 กรัม/100 มิลลิลิตร)    1 มิลลิลิตร 
 FeNH4.Citrate (0.60 กรัม/100 มิลลิลิตร)    1 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วน าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 
นาที 
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ภาคผนวก ข 

อาหารเลี้ยงเชื้อสูตร LB (Luria-Bertani medium) (Bertani et al., 1951) 
 
ส่วนประกอบอาหาร 
 แบคโตทริปโตน (Bacto-tryptone)  10 กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)    10 กรัมต่อลิตร 
 ยีสต์สกัด (Yeast-extract)   5  กรัมต่อลิตร 

 ปรับพีเอชเป็น 7.4 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) จากนั้นปรับปริมาตรโดยให้
ปริมาตรสุดท้ายเป็น 1 ลิตร ส าหรับการเตรียมอาหารแข็งสูตร  LB ท าได้โดยช่ังส่วนประกอบตามที่ก าหนด
และเติมวุ้น 15 กรัมต่อลิตร 
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ข้อมูลประวัติคณะผู้วิจัย  
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วท.ม. เทคโนโลยีทางชีวภาพ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 2537 
Dr. rer. nat Biology/Botany Philipps University, Marburg 

Germany 
2542 

 

สาขาวิจัยที่มีความช านาญพิเศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา)   
ชีววิทยาระดับโมเลกุลของมัยโคแบคทีเรียและไซยาโนแบคทีเรีย   
เทคโนโลยีชีวภาพของสาหร่ายและไซยาโนแบคทีเรีย    
 
รางวัลด้านวิชาการ/ด้านวิจัย/งานสร้างสรรค์ (ด้านศิลปะ หรืออื่นๆ) ที่ได้รับ  
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ทุนการศึกษาและทุนวิจัยที่เคยได้รับ  

ปี พ.ศ. ทุนการศึกษาและทุนวิจัย สถาบันที่ให ้
2535-36 ทุนผลิตและพัฒนาอาจารย์ 

 
ทบวงมหาวิทยาลัย 

2538-42 Deutscher Academischer Austausch-Dienst 
(DAAD) Scholarship 

DAAD, Germany 

2544-45 Sustainable Use of Marine Microorganisms 
and Marine Natural Chemicals 

JICA, Japan 

2543-45 การศึกษายีน betB ในสาหร่ายสีเขียวแกมน้ าเงินชนิด
ทนเค็ม Aphanothece halophytica 

สวทช 
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โดยเทคนิคการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม (PCR) และ 
Southern blot 

คณะวิทย์ สจล. 

2545-46 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน hup ในไซยาโน
แบคทีเรียที่ตรึงไนโตรเจน Anabaena siamensis 

คณะวิทย์ สจล. 

2546-47 การตัดส่วนของยีน hup ในไซยาโนแบคทีเรียที่ตรึง
ไนโตรเจน Anabaena siamensis เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตรึงไนโตรเจน 

คณะวิทย์ สจล. 

2547-48 การศึกษาการส่งสัญญาณควอรัมเซนซิงจากแบคทีเรีย
ในทะเล 

คณะวิทย์ สจล. 
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ยาโนแบคทีเรีย Anabaena siamensis 
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2547-48 Cloning and functional characterization of 
squalene-hopene cyclase (SHC) from M. 
tuberculosis 

Biotec 

2549-50 การศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์และการแสดงออกของยี
นรีเวอร์สซิเบิลไฮโดรจีเนสในไซยาโนแบคทีเรียชนิดทน
เค็ม Aphanothece halophytica 

คณะวิทย์ สจล. 

2549-50 การศึกษารีคอมบิแนนท์เอนไซม์เอซิลโฮโมเซอรีนแลค
โตเนสของ Agrobacterium tumefaciens เพื่อ
ควบคุมการเจริญเติบโตและการส่งสัญญาณใน
แบคทีเรียแกรมลบ 

บัณฑิตวิทยาลัย สจล. 

2548-50 Molecular characterization of genes 
associated with resistant phenotype of Thai 
MDR-TB isolates 

Drug resistant tuberculosis 
research fund, Siriraj 
Foundation 

2550-51 การผลิตไบโอไฮโดรเจนพลังงานทดแทนแหล่งใหม่จาก
จุลสาหร่าย 

คณะวิทย์ สจล. 

2552-53 การคัดเลือกไซยาโนแบคทีเรียสายพันธ์ุที่เหมาะสม
ส าหรับการผลิตปุ๋ยชีวภาพ 

คณะวิทย์ สจล. 
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