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บทคัดย่อ 

 

   คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากแหล่งธรรมชาติ โดยสุ่มเก็บตวัอยา่ง ดิน, โคลนและน ้ า 

จาก จงัหวดันคราชสีมา, ขอนแก่น, ชยัภูมิ, สกลนครและมุกดาหาร จ านวน 65 ตวัอย่าง เพื่อศึกษา

ความสามารถในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนชีวภาพ โดยวิธี enrichment ใน Winogradsky column และใน

อาหารเหลว G5 ภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน โดยการให้แสงท่ีมีความเขม้แสง 10,000 lux ท่ีอุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 14 วนั แยกเช้ือจากตวัอยา่งท่ีเกิดสีม่วง, น ้ าตาลหรือแดง ทั้งใน Winogradsky column และใน

อาหารเหลว G5 โดย streak ลงในอาหาร Ormerod’s agar ท่ีใช้ malic acid เป็นแหล่งคาร์บอนและ 

glutamic acid เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มใน Desicator cabinet ภายใตส้ภาวะท่ีมีไนโตรเจน เลือกโคโลนีสี

ม่วง, น ้ าตาลหรือแดง ท าให้บริสุทธ์ิโดยวิธี cross streak plate แยกเช้ือไดท้ั้งหมดจ านวน 50 ไอโซเลท 

เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซ มีเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจ านวน 39 ไอโซเลทท่ีสามารถ

ผลิตก๊าซได ้คดัเลือก 14 ไอโซเลท ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซสูงมาท าการวดัการผลิตก๊าซอย่าง

ละเอียดภายในระยะเวลา 20 วนั พบวา่มี  3 ไอโซเลทคือ sp 2/1-3, SK 1-6, HK 2- 3 มีความสามารถใน

การผลิตก๊าซสูงสุดเท่ากบั 4750 µl, 3000 µl, 5600 µl ในหลอดทดสอบปริมาตรต่างๆ  เลือกไอโซเลทท่ี

ผลิตก๊าซไดสู้งท่ีสุดคือ HK 2-3 เพื่อขยายขนาดเล้ียงเป็นปริมาตร 250  มิลลิลิตร พบวา่ไอโซเลท HK 2-3 

ผลิตก๊าซได ้ 4000  µl เม่ือวดัการเจริญโดยหาน ้าหนกัแหง้ไดเ้ท่ากบั 0.750 กรัมต่อลิตร pH เท่ากบั 7.40 
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Abstract 

 

 Photosynthetic bacteria were isolated from 65 samples of soil, mud and water which from Nakhon 

Ratchasima, Khon Kaen, Chaiyaphum, Sakon Nakhon and Mukdahan.  The study of ability to produce 

biohydrogen was to be enrichment in Winogradsky column and test tube with G5 broth in anaerobic-light 

conditions as light intensity 10,000 lux, incubated at room temperature for 14 day.  The samples that gave 

purple, brown or red colour in Winogradsky column and/or G5 broth were streaked on Ormerod’s agar plate 

with malic acid as carbon source and glutamic acid as nitrogen source and incubated in desicator cabinet 

under nitrogen conditions.  The 50 isolates which produced purple, brown or red colony were purified by 

cross streak plate.  There were twenty-four high level gas producing isolates from 39 isolates of gas 

production strain. The isolate Sp2/1-3, SK 1-6 and HK 2- 3 could produce 4750 µl, 3000 µl, 5600 µl of  gas 

in various volumn of testube in 20 days of incubation. The isolate HK 2-3 were selected to produce gas in 

250 ml culture medium. The result showed that, this isolate could produce 4000 µl of gas, cells mass as 

0.750 g/l of dry weight and pH was 7.4 in 20 days 
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บทที ่1 

บทน า 
 

    ปัจจุบนัปัญหาท่ีส าคญัของประเทศไทย คือ พลงังานท่ีมีราคาแพงและการขาดแคลนพลงังาน
โดยเฉพาะพลงังานฟอสซิล จนตอ้งมีการน าเขา้พลงังานในแต่และปีมูลค่าหลายแสนลา้นบาท และมี
แนวโนม้ท่ีจะเพิ่มมากข้ึน พลงังานน าเขา้ท่ีส าคญั คือ พลงังานจากน ้ามนัเช้ือเพลิง โดยเฉพาะน ้ามนัดีเซล
ท่ีมีอตัราการเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงเม่ือสถานการณ์น ้ามนัในตลาดโลกปรับตวัสูงข้ึน ท าใหต้อ้งน าเขา้
น ้ามนัในราคาท่ีแพง ส่งผลใหร้าคาน ้ามนัท่ีจ  าหน่ายในประเทศแพงข้ึน และท าใหต้น้ทุนการผลิตทั้งใน
ภาคอุตสาหกรรมและภาคเกษตรกรรมสูงตามไปดว้ย (กระทรวงพลงังาน, 2549) รัฐบาลจึงหาวธีิการ
แกไ้ขเพื่อลดการน าเขา้พลงังาน วธีิการหน่ึง คือ การลดการใชพ้ลงังาน โดยรณรงคใ์ห้คนไทยทั้งประเทศ
ประหยดัพลงังาน  ซ่ึงจะตอ้งท าอยา่งต่อเน่ือง อีกวธีิการหน่ึง คือ การหาพลงังานทดแทนภายในประเทศ
มาใชท่ี้มีความย ัง่ยนืกวา่และไม่ท าลายส่ิงแวดลอ้ม  พลงังานทดแทนท่ีส าคญั คือ พลงังานจากพืชท่ีเรียกวา่ 
เช้ือเพลิงชีวภาพ (Biofuel) (ธวชัชยั, 2548) โดยเป็นเช้ือเพลิงท่ีไดจ้ากส่ิงมีชีวติหรือผลผลิตจากการสร้าง
และสลายของส่ิงมีชีวติ เช่น มูลสัตว ์เป็นตน้ (วกิิพีเดีย, 2549)  นอกจากน้ียงัมีการศึกษาถึงความเป็นไปได้
มากมายในการใชเ้ช้ือเพลิงอ่ืน ๆ แทนการใชน้ ้ามนั เช่น ก๊าซธรรมชาติ มีเทน หรือแอลกอฮอลใ์นรูปแบบ
ต่างๆ แต่อยา่งไรก็ตามเช้ือเพลิงเหล่าน้ียงัคงไม่ใช่ตวัเลือกท่ีดีท่ีสุดในการผลิตพลงังานทดแทน เพราะ
ปัจจยัท่ีตอ้งค านึงถึงมากท่ีสุด คือ ดา้นตน้ทุนการผลิตและผลกระทบต่อส่ิงแวดลอ้ม   
  ไฮโดรเจนเป็นพลงังานท่ีสะอาดท่ีสามารถใชท้ดแทนแหล่งพลงังานท่ีก าลงัจะหมดลงไดใ้น
อนาคต ซ่ึงพลงังานนั้นเป็นปัจจยัท่ีส าคญัต่อการด ารงชีวิตของมนุษย ์  จึงมีความส าคญัในการหาพลงังาน
ทดแทนเพื่อน ามาทดแทนพลงังานท่ีก าลงัจะหมดลง เน่ืองจากพลงังานไฮโดรเจนนั้นเป็นพลงังานท่ี
สะอาด ในกระบวนการเผาไหมน้ั้นไดผ้ลิตภณัฑ ์ คือ น ้า พลงังานและความร้อน ไม่มีก๊าซเรือนกระจกซ่ึง
เป็นสาเหตุท่ีส าคญัท่ีท าใหเ้กิดโลกร้อน  และไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษต่อส่ิงแวดลอ้ม   
             ไฮโดรเจนสามารถผลิตไดห้ลายวิธี  โดยสามารถใชจุ้ลินทรียใ์นการผลิตไดซ่ึ้งช่วยใหไ้ดพ้ลงังาน
และไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษ  โดยกระบวนการผลิตไฮโดรเจนดว้ยวธีิการทางชีวภาพเกิดข้ึนไดด้ว้ยกิจกรรม
ของจุลินทรียห์ลายชนิด  ไดแ้ก่ แบคทีเรียสังเคราะห์แสง เช่น  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในกลุ่ม  purple 
non-sulfur bacteria   ซ่ึงสามารถใชก้รดอินทรียเ์ป็นตวัรีดิวส์หรือแหล่งใหอิ้เลคตรอนในกระบวนการ
สังเคราะห์แสง  และใชส้ารประกอบอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอนได ้  ภายใตส้ภาวะท่ีมีแสงและไร้
ออกซิเจน (Lascelles, 1973)พลงังานไฮโดรเจนนบัเป็นพลงังานทดแทนรูปแบบหน่ึงท่ีหลายคนอาจจะ
มองขา้มไป โดยไฮโดรเจนเป็นพลงังานท่ีมีศกัยภาพสูง สามารถปลดปล่อยพลงังานไดป้ริมาณมาก ผลิต
ไดจ้ากหลายแหล่ง และเป็นพลงังานท่ีสามารถแปลงเป็นพลงังานอ่ืนไดง่้าย (เอน็เนอจี พลสั, 2547)  
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กระบวนการผลติไฮโดรเจน                                      
 การผลิตไฮโดรเจนโดยการใชพ้ลงังานแสงอาทิตย ์การสลายตวัจากความร้อนโดยตรง (Themolysis) 
การอาศยัวฏัจกัรทางเทอร์โมเคมี (themochemical cycle) กระบวนการโฟโตไลซีส (photolysis) ซ่ึง
รวมถึงกระบวนการโฟโตอิเล็คโทรไลซสั (photoelectrolysis) กระบวนการโฟโตไลซีสแบบใชต้วัเร่ง
ปฏิกิริยา (catalytic photolysis) และกระบวนการโฟโตไลซีสทางชีวภาพ (biophotolysis) 
คุณสมบัติของไฮโดรเจน      
 ไฮโดรเจนเป็นธาตุท่ีเบาท่ีสุดและเป็นองคป์ระกอบของน ้าท่ีเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมากท่ีสุดของ
ส่ิงมีชีวติบนโลก เป็นโมเลกุลมีทัว่ไปตามธรรมชาติ บรรยากาศในโลกมีก็าซไฮโดรเจนประมาณ 0.1 
ppm. มีความแขง็แรงในการยดึโมเลกุล เท่ากบั 436 kJ/mol (104 kcal/mol) ดงันั้น เม่ือตอ้งการให้
ไฮโดรเจนโมเลกุลท าปฏิกิริยา จึงตอ้งใชพ้ลงังานเพื่อท าลายความแขง็แรงในการยดึโมเลกุลดงักล่าว เช่น 
เพิ่มอุณหภูมิ ใชส้ารเร่งปฏิกิริยา เป็นตน้ ไฮโดรเจนอะตอมประกอบดว้ยนิวเคลียส์ อยูก่ลาง ภายในนิว
เคลียส์ ประกอบดว้ยโปรตอน และนิวตรอน และมีอิเลคตรอนวิง่รอบนอก เหมือนธาตุอ่ืนๆ ไฮโดรเจนมี 
3 ไอโซโทปข้ึนกบัจ านวนโปรตอน และจ านวนนิวตรอนท่ีต่างกนั ดงัน้ี 

 1. ไฮโดรเจน (Hydrogen) มีจ านวนโปรตอน 1 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน ้าหนกัอะตอม 
เท่ากบั 1.0078           
 2. ดิวเทอเรียม (Deuterium) มีจ านวนโปรตอน 2 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน ้ าหนกัอะตอม 
เท่ากบั 2.0141  
 3. ตริเท่ียม (Tritium) มีจ านวนโปรตอน 3 โปรตอน จ านวน 1 นิวตรอน มีน ้าหนกัอะตอม เท่ากบั 
3.0161 

 ลกัษณะทัว่ไปของไฮโดรเจนทั้ง 3 สถานะ ไฮโดรเจนท่ีเป็นของแขง็ ไม่มีสี โครงสร้างผลึก 6 เหล่ียม 
MolarVolume = 22.56 cm3/mol ไฮโดรเจนท่ีเป็นของเหลวไม่มีสี ค่า Viscosity ต ่า เคล่ือนท่ีไดเ้ร็ว 
ไฮโดรเจนท่ีเป็นก๊าซ ไม่มีสี ไม่มีกล่ิน ไม่เป็นพิษ    ก๊าซไฮโดรเจน 1 ลิตร มีมวล 0.0898 กรัม  
การผลิตไฮโดรเจน          
 ในปัจจุบนัก๊าซไฮโดรเจนผลิตไดจ้ากวตัถุดิบสองแหล่งหลกั คือ เช้ือเพลิงฟอสซิล จ าพวกก๊าซ
ธรรมชาติ ถ่านน ้ามนั และเช้ือเพลิงจากพลงังานหมุนเวยีน เช่น ชีวมวล และน ้า เทคโนโลยใีนการผลิต
ก๊าซไฮโดรเจนแบ่งไดเ้ป็น 3 เทคโนโลยหีลกั ไดแ้ก่ Thermal Processes, Electrolytic Processes และ 
Photolytic Processes ดงัน้ี 
Thermal Process           
  เป็นการใชค้วามร้อนกบัแหล่งพลงังาน เช่น ก๊าซธรรมชาติ ถ่านหิน ชีวมวล เช้ือเพลิงเหลว 
เป็นตน้เพื่อใหไ้ด ้ผลิตภณัฑไ์ฮโดรเจน เช่น Reforming Gasification Partial Oxidation High-temperature 
Water Splitting  
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Electrolytic Process          
  เป็นการใชไ้ฟฟ้าเพื่อแยกน ้าเป็นไฮโดรเจนและออกซิเจน โดยไฮโดรเจนท่ีเกิดข้ึนจะไม่
ก่อใหเ้กิดมลพิษทางอากาศแต่ข้ึนกบัแหล่งในการผลิตกระแสไฟฟ้าตวัอยา่งของแหล่งในการผลิตกระแส 
ไฟฟ้า ไดแ้ก่ พลงังานทดแทนหรือพลงังานหมุนเวยีน (Renewable sources) และ นิวเคลียร์ Photolytic 
Process หรือ Biophotolysis          
 เป็นการใชพ้ลงังานแสงเพื่อแยกน ้าเป็นไฮโดรเจนและออกซิเจน เช่น Photobiological Water 
Splitting Photoelectrochemical Water Splitting ปัจจุบนัการผลิตก๊าซไฮโดรเจนในเชิงพาณิชย ์ จะผลิต
จากก๊าซธรรมชาติโดยวธีิ Strean Reforming เน่ืองจากเป็นกระบวนการท่ีถูกท่ีสุด  
  จุลินทรียท่ี์มีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนจากชีวมวลนั้นมีทั้งพวกท่ีเป็นโปรคาริโอต 
(prokaryote) เช่น แบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีเจริญภายใตส้ภาวะไร้ออกซิเจน (anoxygenic phototrophic 
bacteria) และ blue green bacteria และ ยคูาริโอต (eukaryote) ซ่ึงไดแ้ก่พวกท่ีเป็นสาหร่ายสีเขียว (Tohru 
and Yasuo, 1989) แต่ก็จะมีการศึกษาในแบคทีเรียสงเคราะห์แสงมากกวา่พวกท่ีเป็นยคูาริโอต เน่ืองจาก
แบคทีเรียในกลุ่มน้ีสามารถเจริญและผลิตไฮโดรเจนไดโ้ดยการใชส้ารอินทรียห์ลายชนิด เช่น กรด
อินทรีย ์แอลกอฮอล ์น ้าตาล รวมทั้งน ้าทิ้ง จากโรงงานอุตสาหกรรมเกษตรหลายประเภท  เช่น น ้าทิ้งจาก
โรงงานแป้งมนัส าปะหลงัน ้าทิ้งจากโรงงานน ้าตาล และ โรงงานผลิตสับปะรด  เป็นตน้ (Sasikala et.al., 
1992 and Singh et.al., 1994)อตัราการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงข้ึนอยูก่บัปัจจยัหลาย
ชนิด  เช่น สายพนัธ์ุของแบคทีเรีย แหล่งคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ความหนาแน่นของเซลล ์ และสภาวะ
แวดลอ้ม  เป็นตน้  อยา่งเช่นไดมี้รายงานวา่แหล่งไนโตรเจนท่ีใชใ้นการผลิตไฮโดรเจนมีผลต่อปริมาณ
ไฮโดรเจนท่ีผลิตไดร้วมถึงยงัมีผลต่อการยบัย ั้งการผลิตไฮโดรเจนอีกดว้ย  กลไกในการผลิตไฮโดรเจนยงั
ไม่เป็นท่ีทราบแน่ชดั แต่คาดวา่เป็น การเกิดข้ึนของไฮโดรเจนเป็นผลโดยตรงท่ีไดจ้ากการสังเคราะห์แสง
แบบ non-cyclic photophosphorylation  และการใชก้รดอินทรียห์รือสารประกอบอินทรียผ์า่นวฎัจกัรกรด
ซิตริก(citric acid cycle)  เม่ือมีแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสม(Hillmer and Gest, 1977) รูปแบบในการ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีต่างกนั  ก็มีผลต่ออตัราการผลิตไฮโดรเจนเช่นกนัดงัจะเห็นไดจ้าก
การศึกษาของ Kim  และคณะ (1982) ซ่ึงไดท้  าการเพาะเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
Rhodo$pseudomonas sp. เพื่อการผลิตไฮโดรเจน โดยท าการเพาะเล้ียง 3 รูปแบบ คือ แบบเขยา่และให้
แสงต่อเน่ือง สภาวะน่ิงและใหแ้สงต่อเน่ือง และ สภาวะน่ิงและใหแ้สงไม่ต่อเน่ือง  พบวา่ในแต่ละ
รูปแบบของการเพาะเล้ียงแบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนไดต่้างกนั  คือ  ร้อยละ 74.5, 66.0 และ 58.6 
ตามล าดบัรูปแบบในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีต่างกนั
(http://www.hydrogenpowerwatercar.com/index_page1.html) 
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ข้อดีของพลงังานเช้ือเพลงิจากไฮโดรเจน  
 1. แหล่งพลงังานดั้งเดิมก่อใหเ้กิดก๊าซเรือนกระจก ซ่ึงก๊าซชนิดน้ีส่งผลกระทบต่อการเปล่ียนแปลง
ภูมิอากาศของโลกโดยเฉพาะก๊าซคาร์บอนมอนออกไซด ์ซ่ึงเกิดจากการสันดาป (Combustion) ของ
สารประกอบอินทรีย ์เช่น น ้ามนั แต่พลงังานไฮโดรเจนเป็นพลงังานสะอาด ไม่ก่อใหเ้กิดก๊าซเรือนกระจก 
ดงันั้นจึงไม่ส่งผลใหเ้กิดภาวะเรือนกระจก 
 2. การเผาไหมข้องเช้ือเพลิงดั้งเดิม ไม่วา่จะมาจากยานพาหนะหรือแหล่งอุตสาหกรรมต่าง ๆ ก่อให ้
เกิดกลุ่มควนัและฝุ่ นละออง แต่พลงังานไฮโดรเจนไม่ก่อใหเ้กิดมลพิษทางอากาศเหล่าน้ี 
 3. พลงังานไฮโดรเจนสามารถน าไปประยกุตใ์ชก้บังานท่ีตอ้งใชพ้ลงังานดั้งเดิมได ้เช่น ใชเ้ป็นเช้ือ 
เพลิงส าหรับครัวเรือน เคร่ืองยนตส์ันดาปภายใน เคร่ืองกงัหนั และเคร่ืองไอพ่น 
 4. ค่าพลงังานเช้ือเพลิงท่ีไดจ้ากไฮโดรเจนจะมากกวา่ค่าพลงังานเช้ือเพลิงไฮโดรคาร์บอน และ
เช้ือเพลิงจากแอลกอฮอร์ เช่น เมทานอล 2.5 เท่า และเอทานอล 5 เท่า 
 5. ก๊าซไฮโดรเจนสามารถน าไปใชก้บัเซลลเ์ช้ือเพลิง (Fuel cell) ในการผลิตไฟฟ้า ซ่ึงอยูร่ะหวา่งการ
พฒันาและคาดวา่จะน ามาใชอ้ยา่งกวา้งขวางในอนาคต 
(http://www.hydrogenpowerwatercar.com/index_page1.html) 
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วตัถุประสงค์ 
1. คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่ม purple  non-sulfur  bacteria จากธรรมชาติท่ีมีประสิทธิภาพใน

การผลิตไฮโดรเจน 
2. ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียท่ีแยกได ้

 

ขอบเขตและข้อจ ากดัของการวจัิย 

1. คดัแยกเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากแหล่งธรรมชาติ และท าใหบ้ริสุทธ์ิ 
2. คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซไฮโดรเจน 
3. ศึกษาความสามารถในการผลิตก๊าซไฮโดรเจนโดยการวดัปริมาณก๊าซท่ีเกิดข้ึนดว้ยวธีิการแทนท่ีน ้า 
4. ศึกษาคุณสมบติัทางสัณฐานวิทยาของเซลลแ์บคทีเรียสังเคราะห์แสง purple non-sulfur bacteria 

 
สถานทีท่ าการวจัิย 

   ท าการวจิยั ณ ภาควชิาจุลชีววทิยา  คณะวทิยาศาสตร์  มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
 

 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
1. สามารถแยกเช้ือบริสุทธ์ิของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงประเภท  Purple non-sulfur bacteria จาก

ธรรมชาติได ้
2. ไดแ้บคทีเรียสังเคราะห์แสงประเภท purple non-sulfur bacteria ท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการถผลิต

ไฮโดรเจน 
3.   สามารถผลิตไฮโดรเจนจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีคดัเลือกได ้
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บทที ่2 

ทบทวนวรรณกรรม 

รายงานการศึกษาจุลินทรียห์ลายชนิดท่ีมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนเช่น Phototropic green 

and purple bacteria, cyanobacteria, fermentative bacteria บางชนิดและมีความส าคญัไดแ้ก่ แบคทีเรีย

สังเคราะห์แสง บางชนิด purple non-sulfur ซ่ึงมีรายงานการใช้แบคทีเรียดังกล่าวหลายชนิดได้แก่ 

Rhodospirillum rubrum, Rhodomicrobium vannielii, Rhodopseudomonas capsulaste,  Rhodospseudomonas 

palustris, Rhodopseudomonas sphaeroides หรือ Rhodopseudomonas gelatinosa และท่ีปัจจุบนัเปล่ียนเป็น 

rubrivivax galatinosus เป็นตน้(Ormerod, et. al., 1998) 

  พบวา่ Rhodopseudomonas sulfidophilum และ Rhodopseudomonas vannielii          สามารถ

ใช ้acids lactate and butyrate ในการสร้างก๊าซไฮโดรเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ ดว้ยอตัราการผลิต 100-926 

มิลลิลิตรของไฮโดรเจนต่อลิตรต่อวนั และเม่ือเล้ียงภายใตส้ภาวะท่ีมีไนโตเจนจะสามารถผลิตไดสู้งข้ึนถึง 760 

มิลลิลิตรของไฮโดรเจนต่อลิตรต่อวนั (segers และ verstrate, 1983)  

การจัดจ าแนก ( Classification) 
โดยทัว่ไปจะแบ่งแบคทีเรียสังเคราะห์แสงออกเป็น 2 กลุ่ม คือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วง (purple 

photosynthetic bacteria) และแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียว (green photosynthetic bacteria) (Pfenning และ 
Truper, 1989; Kobayashi, 2000) ดงัแสดงตามตารางท่ี 1 

 
ตารางที่ 1 การจัดจ าแนก วงศ์, สกุล, สายพนัธ์ุของ Phototrophic Bacteria มีดังนี้ 

(Order)  ช้ัน (family)  วงศ์ (Genus)  สกุล (species) สายพนัธ์ุ 

Rhodospirillales Rhodospirillaceae Rhodospirillum 

Rhodopseudomonas 

Rhodomicrobium 

Rubrum,tenue,fulvum,inolischianum 

Photonietricum 
Palustris,viridls,acidophilia, 
gelatinosa,capsulata,sphaeroldes 
vannielii 
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Chromatiaceae Chromatium Okenii,weissel,warmingil, buderi, 
minus,Violascens,vinosum,gracilIsi

mum,minutissium 

 Thiocystis 
Thiosarcina 
Thiospirillum 
Thiocapsa     

Lamprocystis   

Thiodictyon        

Thiopedia    

Amoebobacter 

violace , gelatrnosa                   

rosea                                   

sanguineu , jenens, rosenbergil 

roseopersicin , pfennigil 

roseopersicina    elegans, 

bacillosum                                     

rosea                                        

roseus , pendens 

Ectothiorhodospiracea

e 

Ectothiorhofospira mobilis, shaposhnikovil , halophila 

Chlorobiales Chlorobiaceae Chlorbium limicola,vlbrioforme, 
phaeobacteroides , phaeovibrioides 

Prosthecochloris Aestuaril 

Choropseudomonas Ethylica 

 Pelodictyon ciathratifornie , luteolum 

Clathrochloris Sulphurica 

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Kabayashi (2000); Levett (1990); Imhoff (1992); Pfenning และ Truper (1989) 

1. แบคทเีรียสังเคราะห์แสงสีม่วง (purple photosynthetic bacteria) 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ์ Chromatiaceae ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วง (รูปภาพท่ี1) 
พบวา่สามารถเจริญไดดี้ในสภาพโฟโตออโตโทรฟ (photoautotroph) ซ่ึงสามารถใช้สารประกอบซลัเฟอร์ ซลั
ไฟต ์และไทโอซลัเฟตเป็นตวัรับอิเล็กตรอนเพื่อรีดิวซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป็นสารอาหารภายในเซลล์
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ได ้(Imhoff, 1992; VanNiel, 1944) แสดงสมการดงัน้ี และแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ์ Chromatiaceae จะ
สะสมก ามะถนัไวใ้นเซลล ์

 
CO2 +2H2S  แสงสวา่ง (CH2O)+H2O+2S 

S+CO2+3H2O    แสงสวา่ง (CH2O)+H2SO4+H2 

      2CO2 +Na2S2O3 + 3H2O แสงสวา่ง 2(CH2O)+ Na2SO4 + H2SO4 

 
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ์ Rhodospirillaceae เป็นแบคทีเรียในกลุ่มท่ีไม่สามารถใช่ซัลไฟด์เป็นตวัให้
อิเล็คตรอนเพื่อรีดิวซ์ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ไปเป็นสารอาหารภายในเซลล์ได้ และมีการสันดาป 
(metabolism) ดีกวา่แบคทีเรียม่วงท่ีใชซ้ลัเฟอร์ เน่ืองจากสามารถเจริญได้ทั้งแบบโฟโตเฮเทอโรโทรฟ และโฟ
โตออโตโทรฟ โดยใชก้๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์เป็นตวัให้อิเล็กตรอน ซ่ึงส่วนใหญ่แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะทนต่อ
สภาพท่ีมีออกซิเจน จึงสามารถเจริญได้ ภายใตส้ภาวะแบบเฮเทอโรโทรฟท่ีมีอากาศไม่มีแสงมีแบคเทอริโอ
คลอโรฟิลล ์เอ และแคโรทีนอยด ์หลายชนิดในการสังเคราะห์แสง 
 
 

 
 

ภาพที ่1 a คือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ ์Chromatiaceae 
b คือ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ ์Rhodospirillaceae 

2. แบคทเีรียสังเคราะห์แสงสีเขียว (green photosynthetic bacteria)  

แบคทีเรียกลุ่มน้ีจะอยูใ่นวงศ ์ Chlorobiaceae ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียว มีลกัษณะเซลล์
เป็นแบบเส้นสาย ไม่มีระบบอินตราไซโตพลาสมิกเมมเบรน (intracytoplasmic membrane system) มี
โครงสร้างพิเศษ คือ คลอโรเบียม (chlorobium vesicle) หรือ คลอโรโซม (chlorosome) จะพบอยูภ่ายในไซ
โตพลาสมิก หรือติดอยูท่ี่ผิวของไซโตพลาสมิกเมมเบรน คลอโรโซม มีขนาดใหญ่ประกอบดว้ย แบคเทอริโอ
คลอโรฟิลล ์ซี ดี และ อี และ มีโครงสร้างในการจบัพลงังานแสง (light-harvesting) ศูนยก์ลางของปฏิกิริยา
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ของแบคทีเรียกลุ่มน้ีจะพบอยู่ในไซโตพลาสมิกเมมเบรนอยู่ติดกบัคลอโรโซม (Imhoff, 1992) และจะไม่
สะสมก ามะถนัไวใ้นเซลล ์(ภาพท่ี 2) 
 

 
 

ภาพที ่2 แบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวงศ ์Chlorobiaceae 

1. แบคทเีรียแสงกลุ่มไม่สะสมก ามะถัน (purple non-sulfur bacteria) 
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology เล่ม 9 ไดจ้  าแนกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วง 

กลุ่มไม่สะสมก ามะถนัไวใ้น กลุ่มท่ี 10 (anoxygenic phototrophic bacteria) กลุ่มยอ่ย (subgroup) ท่ี 3 (purple 
non-sulfur bacteria) มี6 สกุล ดงัน้ี (Staley และคณะ, 1994) 
1. Rhodospirillum 
2. Rhodopila 
3. Rhodobacter 
4. Rhodopseudomonas 
5. Rhodomicrobium 
6. Rhodocyclus 
 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงกลุ่มไม่สะสมก ามะถนั พบไดท้ัว่ไปตามแหล่งน ้ าธรรมชาติในชั้นน ้ าท่ี
มีแสงสวา่งส่องถึงมีสารอินทรีย ์และพบการรวมตวักนัเป็นกลุ่มในแหล่งน ้ าท่ีไม่มีออกซิเจนมีแสงเล็กน้อย ใน
แหล่งน ้ าจืดท่ีมีซัลไฟด์อยู่จะพบน้อยมาก แต่บางชนิดก็อาศยัอยู่ได้ในท่ีท่ีมีปริมาณซัลไฟด์อยูสู่ง (Imhoff, 
1992) นอกจากน้ียงัพบไดใ้นพื้นดินสระน ้ า คลอง หรือแหล่งน ้ าท่ีสกปรก เช่น บ่อบ าบดัน ้ าเสีย ซ่ึงมีปริมาณ
สารอินทรียสู์ง จึงเป็นแหล่งท่ีแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่มดงักล่าวเจริญไดดี้ โดยทัว่ไปจะพบการเจริญอยา่ง
รวดเร็วของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงกลุ่มไม่สะสมก ามะถนั (Pfenning และ Truper, 1992; Olliver และ
คณะ, 1994)  
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ภาพที ่3 กลุ่ม purple non-sulfur bacteria  

 
 

Rhodospirillum 
 

        
Rhodopila                           Rhodobacter 

 

       
              Rhodopseudomonas           Rhodomicrobium   Rhodocyclus 
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ภาพที ่4  แสดงกลไกการผลติไฮโดรเจน 

กลไกการผลติไฮโดรเจน 
  การผลิตก๊าซไฮโดรเจนเกิดไดท้ั้งในสภาวะท่ีมีอากาศและไม่มีอากาศ โดยในสภาวะท่ีมีแสง 
แสงจะช่วยให้เกิดกระบวนการขนส่งอิเล็กตรอนโดยมีเอนไซมไ์นโตรจีเนสท าหนา้ท่ีเป็น terminal catalyze 
ส่วนในสภาวะไร้อากาศไร้แสงนั้นเป็นแบคทีเรียท่ีในกลุ่ม fermentative bacteria แต่การผลิตไฮโดรเจนใน
สภาวะไร้อากาศไร้แสงจ าเป็นตอ้งใชพ้ลงังานและค่าใชจ่้ายสูงกวา่การผลิตในสภาวะไร้อากาศมีแสง กลไกการ
เกิดไฮโดรเจนเป็นไปตามแหล่งคาร์บอนท่ีใช้ในการเพาะเล้ียง เน่ืองจากกรดแต่ละตวัจะมี reduction state 
ต่างกนัไป นอกจากน้ีแบคทีเรียแต่ละชนิดยงัมีรูปแบบในการเมตาบอลิซึม (metabolism) แตกต่างกนั 
  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงประเภท purple non-sulphur bacteria จะใช้สารประกอบอินทรีย์

หรือสารตวักลางท่ีได้จากวฎัจกัรกรดซิตริกเป็นตวัให้อิเล็กตรอนภายใตส้ภาวะanaerobic photosynthetic 

growth โดยมีเอนไซม์ไนโตรจีเนสท าหน้าท่ีเป็น terminal catalyse ท าให้เกิดการสร้างไฮโดรเจนและ

คาร์บอนไดออกไซด ์ 

 

 

      กลไกการผลติ H2

ไฮโดรเจน 
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( Akkerman. Et. al., 2002 ;  koku. et. al., 2002) 
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ภาพที ่5  ลกัษณะรูปร่างของเอนไซม์ เอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) 

 

การตรึงไนโตรเจนโดยแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

การตรึงไนโตรเจนโดยแบคทีเรียแบ่งออกเป็น  2 แบบ                                                                

1.การตรึงไนโตรเจนในสภาวะท่ีมีแสง                                                                                          

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะตรึงไนโตรเจนในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนและมีแสง เช่น Rhodospirillum 
rubrum จะหยดุตรึงไนโตรเจนทนัท่ีถา้ไม่มีแสง 

 

2. การตรึงไนโตรเจนในสภาวะท่ีไม่มีแสง                                                                                               
 
แมว้า่การตรึงไนโตรเจนจะเกิดข้ึนในอตัราการท่ีเหมาะสมในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนมีแสง แต่จะพบ

ระดับการตรึงไนโตรเจนท่ีต ่าๆ แต่มีนัยส าคญัท่ีเกิดข้ึนได้ ในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจนและไม่มีแสงโดย 
Rhodospirillum rubrum และ Chromatium sp. เน่ืองจากมีการสะสมสารตวักลางจากกระบวนการสังเคราะห์
แสงเม่ืออยู่ในสภาวะท่ีมีแสงและในระหว่างท่ีมการตรึงไนโตรเจนเป็นเวลานานๆในท่ีมืด จุลินทรียจ์ะใช้
คาร์โบไฮเดรตท่ีสะสมไวไ้ปใชใ้นการสร้าง ATP และ reductant ท่ีจ  าเป็นส าหรับกิจกรรมของเอนไซมไ์นโตร
จีเนส 
 
 

เอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) 
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ภาพที ่6  กลไกการตรึงไฮโดรเจนด้วยเอนไซม์ไนโตรจีเนส (nitrogenase) 

 

นอกจากปัจจยัทางกายภาพและสารอาหารท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงแลว้ ปัจจยัท่ีส าคญัอีกอย่างหน่ึงซ่ึง
จ าเป็นอย่างมากต่อการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  คือ  เอนไซมไ์นโตรจีเนส (nitrogenase)  
เน่ืองจากการผลิตไฮโดรเจนจะถูกยบัย ั้งโดยไนโตรเจน  ซ่ึงเป็นสับสเตรต (substrate) ของเอนไซม์ชนิดน้ี  
เอนไซมน้ี์พบไดท้ั้งในแบคทีเรียจ าพวก facultative anaerobic  และ obligate anaerobe  โดยเอนไซมน้ี์เป็น
เอนไซมเ์ชิงซอ้น (enzyme complex) ท่ีประกอบดว้ย 2 ส่วน คือ  

1. โปรตีนท่ีมีธุาตเหล็ก (Fe-Protein) หรือ reductant ซ่ึงประกอบดว้ย 2 หน่วยยอ่ย 

2. โปรตีนท่ืมีธาตุเหล็กและโมลีบดีนมั (Mo-Fe-Protein) หรือ dinitrogenase ซ่ึง ประกอบดว้ย 4 
หน่วยยอ่ย 

การท างานของเอนไซมช์นิดน้ี  ส่วนแรกจะท าหนา้ท่ีรับอิเล็กตรอน  และสลาย ATP เพื่อผลกัดนัอิเล็กตรอน
ใหก้บัส่วนท่ี 2 ซ่ึงท าหนา้ท่ีรีดิวซ์ (reduce) ไนโตรเจนใหเ้ป็นแอมโมเนีย เขา้สู่วิถีเมตาบอลซึมของกรดอะมิโน
และกรดนิวคลีอิค 
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การผลิตก๊าซไฮโดรเจนเป็นกระบวนการท่ีตอ้งการแสง การศึกษาในปัจจุบนัมีการให้แสงจากหลอดไฟ ซ่ึง

จะตอ้งมีการควบคุมอุณหภูมิ เน่ืองจากการแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงพวก Purple non-sulfur จะมีการผลิต

ไฮโดรเจนท่ีอุณหภูมิไม่เกิน 40 องซาเซลเซียส เพราะแบคทีเรียไม่สามารถเจริญในอุณหภูมิสูงได้ เช่น 

Rhodopseudomonas sp.      สายพนัธ์ุ TN3 มีอุณหภูมิท่ีเหมาะสมต่อกิจกรรมการผลิตไฮโดรเจนท่ีอุณหภูมิ 30 

องศาเซลเซียส (Watanabe และคณะ, 1979) Rhopseudomonas gelatinosa สายพนัธ์ุ A1-A4 และ

Rhodopseudomonas sphaeroide สายพนัธ์ุ B1-B6 จะเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 30 และ 40 องศาเซลเซียส แต่ไม่

สามารถเจริญไดท่ี้ 45 องสาเซลเซียส และกิจกรรมการผลิตก๊าซไฮโดรเจนไดดี้ท่ีอุณหภูมิท่ี 40 องศาเซลเซียส 

(Watanabe และคณะ, 1989) เป็นตน้ ท าให้ตอ้งมีการควบคุมอุณหภูมิท่ีเกิดข้ึนให้เหมาะสมต่อการเจริญของ

แบคทีเรีย ดงันั้นเพื่อใหเ้ป็นการประหยดัพลงังานในการรักษาระดบัอุณหภูมิท่ีเกิดข้ึนให้เหมาะสมต่อการเจริญ

ของแบคทีเรีย ดังนั้นเพื่อให้เป็นการประหยดัพลงังานในการรักษาระดบัอุณหภูมิ จึงมีความจ าเป็นท่ีตอ้ง

คดัเลือกแบคทีเรียท่ีมีคุณสมบติัในการทดอุณหภูมิสูงเพื่อน ามาผลิตไฮโดรเจนมีการศึกษาความสามารถของ

จุลินทรียใ์นการผลิตก๊าซไฮโดรเจนท่ีอุณหภูมิต่างๆเปรียบเทียบกบั Rhodopseudomonas sphaeroide  สายพนัธ์ุ 

B5 มีกิจกรรมการผลิตไฮโดรเจนในท่ีท่ีมีแสงซ่ึงใชพ้ลงังานแสงอาทิตย(์Kim และคณะ, 1982) นอกจากน้ีไดมี้

การคดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีคุณสมบติัทนต่ออุณหภูมิสูงจากตวัอยา่งดินและน ้าท่ีเก็บมาจากบริเวณ

พื้นท่ีต่างๆในประเทศไทย ศึกษาคุณสมบติัและลกัษณะทางสรีระวิทยาในการเจริญท่ีอุณหภูมิท่ี 45 องศา

เซลเซียส และไดศึ้กษาความสารถในการผลิตไฮโดรเจนท่ีอุณหภูมิสูง (เลอลกัษณ์ และคณะ, 2526; yoneyama 

และคณะ, 1983; Buranakarl และคณะ, 1984) 

 มีการค้นพบแบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodopseudomonas sulfidophilum เม่ือยู่ในสภาวะท่ีไม่มี

ออกซิเจน มีแสง มีไนโตรเจน จะมีการสร้างไฮโดรเจนด้วยกิจกรรมของเอนไซม์ไนโตรจีเนส จนกระทั้ง

กิจกรรมของเอนไซม์อยู่ในระดับท่ีเพียงพอแล้วจะมีการใช้สับสเตรท และเปล่ียนไปเป็นสาร poly-(3-

hydrogen)  (PHB) ซ่ึงมีผลให้มีการลดลงของสัดส่วนสับสเตรทท่ีเปล่ียนไปเป็นไฮโดรเจน ดงันั้นเพื่อป้องกนั

การเกิด PHB จึงไดมี้การศึกษาวิธีการเล้ียงเช้ือเพื่อท าให้ไม่มีระยะ lag ส าหรับการผลิตไฮโดรเจน  (Maeda 

และคณะ, 1998) 

 แบคทีเรียสังเคราะห์แสงพบกระจายทัว่ไปในธรรมชาติ ตามแหล่งน ้ าจืด น ้ าเค็ม ทะเลสาบน ้ าเค็ม น ้ า

ทะเลสาบท่ีมีความเป็นด่าง น ้ าท่ีมีความเป็นกรด น ้ าพุร้อน น ้ าทะเลบริเวณขั้วโลกเหนือ นอกจากน้ียงัพบตาม

แหล่งน ้ าเสีย บ่อบ าบดัน ้ าเสีย บทบาทของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงมีความส าคญัในกระบวนการน าก๊าซ

คาร์บอนไดออกไซด์ไปใช้ (CO2-assimilation) และการตรึงไนโตรเจน (nitrogen fixation) นอกจากน้ียงัมี
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บทบาทส าคญัในห่วงโซ่อาหารซ่ึงสัตวข์นาดเล็ก ปลา กุง้ หอย และปู สามารถน าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงมา

ใชเ้ป็นอาหาร นอกจากน้ีในน ้ าเสียบา้นเรือนและน ้ าเสียจากท าปสุสัตวส์ามารถบ าบดัดว้ยแบคทีเรียสังเคราะห์

แสงไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ (Levett, 1990; Broch, 1998)  

ไฮโดรเจนเป็นพลังงานทดแทนท่ีสะอาดกว่าเช้ือเพลิงฟอสซิล Photosynthetic bacteria ผลิต

ไฮโดรเจนจากสารอินทรีย์ในสภาวะท่ีไม่มีอากาศ ซ่ึงอาศยัพลังงานแสงในการยา้ยอิเล็กตรอน ซ่ึงศึกษา 

Photosynthetic bacteria 3 สายพันธ์ุ ท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนได้ (Rhodopseudomonas sp.,  

Rhodospseudomonas palustris, และ non-indentified strain) จากความแตกต่าง 4 แบบในการย่อย (shot-

chainorganic acids lactate, malate, acetate and butyrate ) และความเขม้แสงมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน โดย

ให้ความเขม้แสงท่ีแตกต่างกนั 2 แบบ โดยใช้ acetate เป็นตวัให้อิเล็กตรอน โดยเปรียบเทียบอตัราการผลิตให้

ไฮโดรเจนและความเขม้แสงพบว่า  Rhodopseudomonas sp. สามารถผลิตไฮโดรเจนไดป้ริมาณสูงสุด ผลิต

ไฮโดรเจนไดใ้นอตัรามากสุดท่ี 25 ml H2 l-1 h-1  ภายใตค้วามเขม้แสงท่ี 680 umolphotons m-2 s-1 และมี

ประสิทธิภาพมากท่ีสุดท่ี 6.2% นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของ acetate ยงัลดลงจาก 22 ไปเป็น 11 mM  ซ่ึงมีใน

การลดลงของไฮโดรเจนนั้นลดลงจาก 214 ไปเป็น 27 ml H2 pre vessel (Barbosa et.al.,2001)  

 ใช้เช้ือ photobioreactor 2 สายพนัธ์ุของ  Photosynthetic bacteria ได้แก่ Rhodopseudomonas 

sphaeroide RV และ MTP4 ของ บริษทัลดเม็ดสี เพื่อการพฒันาประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของ

แบคทีเรียสองสายพนัธ์ุท่ีแตกต่างกนั พลงังานแสงและอตัราการผลิตไฮโดรเจนมีผลต่อประสิทธิภาพในการ

เปล่ียนแปลง RV และ MTP4 พลงังานแสงมากจะมีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนมากกว่าแสงน้อย 

ดงันั้นเคร่ืองปฏิกรณ์จะช่วยกระจายแสงท าให้อตัราการผลิตไฮโดรเจนไดถึ้ง 3.64 l/M2/h ท่ีความเขม้แสง  500 

W/M-2 ใน 24 ชัว่โมง (Masayasu, 2002)  

    Rhodopseudomonas capsulate สามารถใช ้volatile fatty acid เป็นตวัให้อิเล็กตรอนส าหรับการผลิต

ไฮโดรเจนท่ีใชพ้ลงังานแสง ศึกษาถึงการผสมของ acetate, propionate  และ butyrate เพื่อใช้เป็นซบัสเตรท

ส าหรับการผลิตไฮโดรเจนจากเมล็ดใน photo-bioreactor ร่วมกบั Rhodopseudomonas capsulate ส่วนผสม

ของ acetate 1.8 g/l, propionate 0.2g/l และ butyrate 1.0 g/l ซ่ึงอตัราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยูท่ี่ 37.8 ml/g 

dry weigth (dwt)/h ประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปลงแสงอยู่ท่ี 69% และ 45% คือประสิทธิภาพในการ

เปล่ียนแปลงซับสเตรท โดยจะได้ไฮโดรเจนเป็นผลผลิตออกมาจากจุลินทรียใ์นกลุ่ม acidogenic ซ่ึง H2-

producing จะผลิตไดม้ากท่ีสุดอยู่ท่ี 24.9 ml/gdwt/h โดย Rhodopseudomonas capsulate และ H2 yield จะ
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เพิ่มข้ึนโดย three-fold ผ่านการรวมกนัของการผลิตไฮโดรเจนของ anaerobic fermentative bacteria และ 

Rhodopseudomonas capsulate เปรียบเทียบกบั dark-fementation(shi.et.al.,2006) 

 ลกัษณะของการผลิตไฮโดรเจนจากการผสมกรดไขมนัระเหย (VFAs) เปรียบเทียบ 3 สายพนัธ์ุ ของ 

Photosynthetic bacteria (Rhodopseudomonas sp., Rhodospseudomonas palustris  W004. และ Rubrivivax 

sp.) ซ่ึง Rhodopseudomonas sp. และ Rhodospseudomonas palustris W004. เปล่ียน butyrate และ acetate เป็น

ไฮโดรเจน ส่วน Rubrivivax sp. สามารถย่อย butyrate และ acetate แต่ไม่ผลิตไฮโดรเจนได ้หลงัจากใช ้

(VFAs) เป็น substrate จ  านวนไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากบั 2191.7 ml/L ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา COD เท่ากบั 

85.3% และได้ H2 468.3 ml H2 /gCOD เช้ือ Rhodopseudomonas sp. ให้ผลดีสุด ใช้ butyrate เป็นแหล่ง

คาร์บอน เช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถผลิตไฮโดรเจนไดห้ลงัจากการผสม (VFAs) สามารถยอ่ยไดอ้ยา่งสมบรูณ์

(Xiaomin Wu, 2009) 
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บทที ่3 
วสัดุและอปุกรณ์ 

1. Erlenmeyer flask ขนาด 250 ml 
2. Petri dish 
3. Beaker 
4. Loop 
5. Needle 
6. Pipette 
7. Rack 
8. Dessicator 
9. Slide 
10. Auto Pipette 
11. Eppendorfep TIPS  
12. Durham tube 
13. Thermometer 
14. ฟิลเตอร์  
15. Aluminium foil 
16. หลอดไฟ 
17. กระบอกตวง 
18. เคร่ืองวดัความเขม้แสง 
19. หลอด 
20. หมอ้เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
21. ชอ้นตกัสาร 
22. หลอดฉีดยา 
23. เขม็ฉีดยา 
24. แผน่พาราฟิลม์ 
25. สายน ้ าเกลือ 
26. หลอดดกัก๊าซ 
27. ไฟแช็ค 
28. ขวดพลาสติก 
29. ถุงพลาสติก 
30. ตระกร้า 
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 เคร่ืองมือ 

1. pH meter  
2. Autoclave 
3. Larminar flow 
4. เคร่ืองชัง่ 3 ต าแหน่ง และ 4 ต าแหน่ง 
5. ตูเ้ยน็ 4 องศาเซลเซียส 
6. กลอ้งจุลทรรศน์  รุ่น 
7. Spectrophotometer  รุ่น 

 
 อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Minimal medium of Ormerod 
2. G5 medium 
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บทที ่4 

วธิีการด าเนินการวจิัย 
 

1. วธีิการแยกเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสง  
1.1 การเกบ็ตัวอย่างดิน โคลนและน า้ในธรรมชาติ  
  

เก็บตวัอยา่ง ดิน โคลนและน ้าในแหล่งธรรมชาติต่างๆท่ีสะอาด ภายในพื้นท่ี 5 จงัหวดั ซ่ึง 
บริเวณท่ีเก็บตวัอยา่งตอ้งมีแสงส่องถึงอยา่งนอ้ย 1 เซนติเมตร 
 

ตารางแสดงการเกบ็ตัวอย่างภายในพืน้ที ่5 จังหวดัและจ านวนคร้ังทีเ่กบ็ตัวอย่าง 

สถานทีเ่กบ็ ตัวอย่างทีเ่กบ็ จ านวนคร้ังที่เกบ็ จ านวนตัวอย่างทีค่าดว่า

จะได้ 

1.ขอนแก่น ดินโคลนและน ้า 3 15 

2.ชยัภูมิ ดินโคลนและน ้า 3 15 

3.นครราชสีมา ดินโคลนและน ้า 2 8 

4.มุกดาหาร ดินโคลนและน ้า 2 7 

5. สกลนคร ดินโคลนและน ้า 1 5 

6. Stock culture  

 

ดินโคลนและน ้า  11 

รวม                                                                                                61 
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2. การแยกเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงจากแหล่งธรรมชาติ และท าให้บริสุทธ์ิ    

2.1 วธิีการเพาะเลีย้งแบคทเีรียสังเคราะห์แสงโดยวธิี  Winogradsky column 
 

1. เตรียมภาชนะท่ีสามารถใส่ตวัอยา่งลงไปไดโ้ดยทัว่ไปไม่จ  ากดัขนาด แต่ปกตินิยม 

ความสูงประมาณ 6-8 น้ิวและกวา้งประมาณ 1.5-2 น้ิว หรือใชข้วดน ้ามาตดัใหมี้ปลายดา้นหน่ึงเปิด

ออกเพื่อสามารถน าตวัอยา่งลงไป 

2. การเตรียมดินตวัอยา่ง ถา้แหง้เกินไปใหเ้ติมน ้าท่ีมาจากแหล่งเดียวกนัลงไปก าจดัเศษ 
ไม ้ใบไม ้หญา้ออกไปก่อนท่ีจะน าดินลงใน Column ถา้มีลกัษณะเป็นโคลนอยูแ่ลว้ไมต้อ้งผสมน ้า 
3. เติมแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCo3)  1  ชอ้นชา และเติมแคลเซียมซลัเฟต (CaSo4)  1   
ชอ้นชา ลงในดินท่ีเตรียมไว ้ผสมใหเ้ขา้กนั 
4. ฉีกกระดาษกรอง หรือกระดาษทิชชูเป็นช้ินเล็กๆผสมลงในดิน เพื่อใหก้ระดาษถูก 
ยอ่ยสลายไปเป็นแหล่งคาร์บอนของจุลินทรียใ์น Column 
5. ใชช้อ้นตกัดินท่ีผสมอาหารแลว้ลงใน ฉolumn โดยบรรจุดินใหสู้งประมาณ 1 น้ิว 

สลบักบัดินท่ีไม่ถูกเติมสารอาหารลงไปในปริมาณท่ีเท่ากนัขั้นตอนน้ีจะตอ้งระวงัไม่ใหเ้กิด

ฟองอากาศในชั้นของดิน ท าเช่นน้ีจนสูงประมาณ 4-5 น้ิว แลว้เติมน ้าลงไปทบับริเวณผวิหนา้ดิน ปิด

ฝา Column ดว้ยแผน่พลาสติก รัดดว้ยยางรัด 

6. น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งและใหแ้สงสวา่งอยูเ่พียงดา้นเดียวของ  Column วางหลอด 
ใหห่้างพอท่ีจะไม่ท าใหร้้อนเกิน 35 องศาเซลเซียส 
7. หลงัจากนั้นบ่มเป็นเวลา 12-24 ชัว่โมง ใหค้อยดูชั้นของเหลวซ่ึงอยูด่า้นบนไม่ควรให้ 
มากกวา่ 0.6 ซม. ถา้มีนอ้ยไปใหเ้ติมน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ลงไปหรือใชน้ ้าท่ีเก็บมาจากแหล่ง
เดียวกนัเติมลงไป 
8. บ่ม  Column ในลกัษณะดงักล่าวเป็นเวลา 1 เดือน ใหค้อยสังเกตการเปล่ียนแปลงท่ี 
เกิดข้ึนและคอยระวงัไม่ใหน้ ้ าบนชั้นดินใน Column แหง้ 
9. เม่ือพบ Column ในดา้นท่ีมีแสงไฟส่อง เกิดมีสีม่วงหรือสีแดงใหน้ ามาแยก 
แบคทีเรียสังเคราะห์ แสงต่อไป                                                                         
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
 
 
 
 

 

ชั้นน ้าสูง  ¼  น้ิว 

AIR 

NON-SULFURPHOTOSYNTHETIC 

BACTERIA     (โคโลนีสีสนิมเหลก็) 

SULFUR  PHOTOSYNTHETIC 

BACTERIA     (โคโลนีสีแดง) 

GREEN PHOTOSYNTHETIC BACTERIA     

(โคโลนีสีสนิมเหลก็) 

 

ชั้นดิน + CaCo3 +CaSo4+กระดาษกรองสูง 
1 น้ิว 

ภาพที ่7    ลกัษณะของ COLUMN ภายหลงัการบ่มไว้ 1-4 อาทติย์ 

 

           AEROBIC ZONE 

CROAEROBIC ZONE 

ANAEROBIC ZONE 
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3. คดัเลอืกแบคทเีรียสังเคราะห์แสงและการแยกเช้ือให้บริสุทธ์ิ 
 

1. เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ  Minimal  medium  of  Ormerod (Ormerod และคณะ,1961) ท่ีเปล่ียนแปลง

แหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตเจนไปตามวตัถุประสงคข์องแต่ละการทดลอง และเติมวติามิน 4 ชนิด 

คือ วติามิน บี1 ( thiamine HCl ), กรดนิ โคตินิก     ( nicotinic  acid ),  ไบโอติน       ( biotin ) และ

กรดพาราอะมิโนเบนโซอิค (aminobenzoic acid ) ซ่ึงการแยกเช้ือจากธรรมชาติใช ้ malic acid 30 mM 

เป็นแหล่งคาร์บอนและใชอ้าหาร G5 ( Kohlmiller และ Gest,1951 )   

2. น าตวัอยา่งดินโคลนจากแหล่งธรรมชาติท่ีพบวา่มีสีม่วงหรือสีแดงใส่ลงในหลอดอาหารเหลว 
Ormerod’s/G-5 ปิดฝาหลอดใหแ้น่นเพื่อท าให้เกิดสภาพขาดออกซิเจนบม่ภายไดส้ภาพวะแสงท่ีมี
ความเขม้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั          

3. เม่ืออาหารมีสีแดงหรือสีน ้าตาล แยกเช้ือใหบ้ริสุทธ์ิโดย streak ลงในอาหาร Ormerod’s agar ท่ี 
ใช ้malic acid  เป็นแหล่งคาร์บอนและ glutamic acid  เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มใน Desicator cabinet 
ภายใตส้ภาวะท่ีมีไนโตรเจนท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 
วนั   เลือกโคโลนีท่ีมีสีม่วง, น ้าตาลหรือแดง ท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ cross streak plate  

4. ขดูโคโลนีท่ีบริสุทธ์ิลงในอาหาร Ormerod’s บ่มภายใตส้ภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง  
10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั หรือเก็บเช้ือบริสุทธ์ิท่ีแยกไดโ้ดยการ
เพาะเล้ียงดว้ยวธีิ stab เช้ือลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดเดียวกนัท่ีมีลกัษณะเป็น deep tube บ่มภายใต้
สภาพวะแสงท่ีมีความเขม้ขน้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 วนั เม่ือเช้ือ
เจริญน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
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4. การคดัเลอืกแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีส่ามารถในการผลติก๊าซ 

4.1   คัดเลอืกแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซไฮโดรเจนโดย 
วธีิ Semi-solid agar และ Durham tube                                                                                            

1. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1 ml ลงในอาหาร semi-solid agar 9 ml พีเอช 6.8 ท่ีมี malic  
acid 30 mM  เป็นแหล่งให้อิเลคตรอน และ glutamic acid 5 mM เป็นแหล่งไนโตรเจน  บ่มใน

สภาวะท่ีไม่มีอากาศท่ีความเขม้แสง 10000 lux  อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วนั 

(สังเกตการแตกหักของวุน้และช้ินวุน้ท่ีถูกดันข้ึนมาเน่ืองจากก๊าซท่ีแบคทีเรียสร้างก๊าซข้ึน 

คดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีสร้างก๊าซไดใ้นหลอดอาหารวุน้  จากนั้นน ามาศึกษาต่อไปตามวธีิขอ้ 5)   

2. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1 ml ลงในอาหาร Ormerod’s 7 ml ท่ีใส่ durham tube บ่มในสภาวะท่ี
ไม่มีอากาศท่ีความเขม้แสง 10000 lux  อุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 15 วนั (สังเกต
แก๊สท่ีเกิดข้ึนภายใน  durham tube คดัเลือกสายพนัธ์ุท่ีสร้างก๊าซได ้120 µl ข้ึนไปในหลอดดกัก๊าซ 
จากนั้นน ามาศึกษาต่อไปตามวธีิขอ้ 5)   

5. ศึกษาความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอยีดโดยการวดัปริมาณก๊าซทีเ่กดิขึน้โดยวธิีการ
แทนทีน่ า้  

5.1 ศึกษาความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอยีดในหลอดวดัก๊าซขนาด 8 และ 15 ml 
1. คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถผลิตก๊าซจากการทดสอบในขอ้ท่ี 2  (Isolate ท่ี

สามารถผลิตก๊าซไดใ้น durham tube 120  µl ข้ึนไป)  
2. เตรียมอาหาร Ormerod’s พีเอช 6.8 ท่ีมี malic acid 30 mM  เป็นแหล่งให้อิเลคตรอน และ 

glutamic acid 5 mM เป็นแหล่งไนโตรเจน ในหลอดปริมาตร 7 ml หรือ 13 ml  (โดยฝาหลอดจะ
ถูกเช่ือมต่อดว้ยเข็มฉีดยาและสายยาง) ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ Autocalve อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที 

3. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1 ml ลงในอาหาร Ormerod’s เพื่อเตรียมเป็นเช้ือเร่ิมตม้  
4. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1-2 ml ลงในหลอดอาหาร Ormerod’s  ท่ีใชส้ าหรับวดัปริมาณก๊าซ 
5. บ่มหลอดวดัก๊าซภายใตส้ภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 วนั โดยน าสายน ้ าเกลืออีกด้านเช่ือมต่อกบัหลอดท่ีบรรจุน ้ าผสมกบัแคลเซียม
ซลัเฟตจนเตม็ 

6. บันทึกผลการทดลองทุกๆ 3 วนั ตรวจผลการทดลองตามหลักการแทนท่ีน ้ า ถ้าแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสามารถผลิตก๊าซไดจ้ะดนัน ้ าออกจากขวดซ่ึงปริมาณน ้ าท่ีออกจะเท่ากบัปริมาณ
ก๊าซท่ีเกิดข้ึน  
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5.2 ศึกษาความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอยีดในขวดวัดก๊าซขนาด 120  และ 250 ml 
1. คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถผลิตก๊าซจากการทดสอบในขอ้ท่ี 5.1  (Isolate ท่ี

สามารถผลิตก๊าซได ้3000 µl ข้ึนไป )  
2. เตรียมอาหาร Ormerod’s พีเอช 6.8 ท่ีมี malic acid 30 mM  เป็นแหล่งให้อิเลคตอน และ glutamic 

acid 5 mM เป็นแหล่งไนโตรเจน ในขวดปริมาตร 110 ml หรือ 200  ml  (โดยฝาหลอดจะถูก
เช่ือมต่อดว้ยเข็มฉีดยาและสายน ้ าเกลือ) ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ Autocalve อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที 

3. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 5  ml ลงในอาหาร Ormerod’s เพื่อเตรียมเป็นเช้ือเร่ิมตม้  
4. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 5-10  ml และ 50  ml ลงในขวดอาหาร Ormerod’s  ปริมาตร 110 และ 

250 ml ท่ีใชส้ าหรับวดัปริมาณก๊าซ 
5. บ่มขวดวดัก๊าซภายใตส้ภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 วนั โดยน าสายน ้ าเกลืออีกด้านเช่ือมต่อกับหลอดท่ีบรรจุน ้ าผสมกับแคลเซียม
ซลัเฟตจนเตม็ 

6. บนัทึกผลการทดลองทุกๆ 3 วนั ตรวจผลการทดลองตามหลกัการแทนท่ีน ้ า ถา้แบคทีเรียสังเคราะห์
แสงสามารถผลิตก๊าซไดจ้ะดนัน ้าออกจากขวดซ่ึงปริมาณน ้าท่ีออกจะเท่ากบัปริมาณก๊าซท่ีเกิดข้ึน  
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 6. การวเิคราะห์การเจริญของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

6.1 วเิคราะห์การเจริญของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสง โดยวดัค่าการดูดกลนืแสงและวเิคราะห์การหา
น า้หนักแห้ง ตั้งแต่วนัที ่0-24 วนั 

1. เตรียมอาหาร Ormerod’s พเีอช 6.8 ท่ีมี malic acid 30 mM  เป็นแหล่งใหอิ้เลคตรอน และ 
glutamic acid 5 mM เป็นแหล่งไนโตรเจน ในหลอดปริมาตร 7 ml ฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ Autocalve 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด ์เป็นเวลา 15 นาที 

2. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1 ml ลงในอาหาร Ormerod’s เพื่อเตรียมเป็นเช้ือเร่ิมตม้ 
3. Inoculate เช้ือแต่ละ Isolate 1 ml ลงในอาหาร Ormerod’s 7 ml ในหลอดวนัท่ี 0,6,12,15,18,24 วนั  
4. บ่มภายใตส้ภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux ท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 

วนั 
5. วดัการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงแต่ละ Isolate โดยวธีิการวดัค่าการดูดกลืนแสงดว้ย

เคร่ือง Spectrophotometer ความยาวคล่ืน 600 nm 
6. อบกระทงท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 24 ชัง่โมง และชัง่น ้าหนกักระทง 
7. เทอาหารท่ีวดัการเจริญในวนัท่ี 24 ในแต่ละ Isolate ลงในกระทงท่ีผา่นการอบและชัง่น ้ าหนกัแลว้ 

อบกระทงท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บไวใ้น Desicator cabinet จนเยน็  
8. น ามาชัง่หาน ้าหนกัแหง้ โดยน าน ้าหนกักระทงบวกเซลลท่ี์ชัง่ไดน้ ามาลบกบัน ้าหนกัระทง 

 

7. วเิคราะห์พเีอชของอาหารเลีย้งเช้ือหลงัจากเลีย้งเช้ือ 24 วนั โดยใช้เคร่ือง pH มเิตอร์ 

1.  น าหลอดอาหารเล้ียงเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในวนัท่ี 0 และวนัท่ี 24 เทลงในกระทง
อะลูมิเนียมปริมาตร 4 ml  
2.  เลือกกด calibration  mode    แลว้หนา้จอจะปรากฏขอ้ความ  “measure temperature buffer”  
3.  จุ่ม pH electrode ลงใน buffer ตวัท่ี 1 (pH7)  เปล่ียนใส่ buffer ตวัท่ี 2  (pH 4 หรือ 10 ) โดยตอ้ง
ลา้ง pH  electrode ก่อนดว้ยน ้ากลัน่เช็ด  Electrode ดว้ยกระดาษทิชชูใหส้ะอาด 
4.   วดั   pH อาหารท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงแต่ละ Isolate ตั้งแต่วนัท่ี 0 และ 24 ใน
กระทงอะลูมิเนียมปริมาตร 4 ml จุ่ม   pH  electrode ลงในสารละลายเช้ืออ่านตวัเลขท่ีปรากฏบน
หนา้จอ ลา้ง pH  electrode ดว้ยน ้ากลัน่เช็ด  Electrode ดว้ยกระดาษทิชชูใหส้ะอาด จึงท าการวดั 
Isolate ทดัไป 
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8. ศึกษาคุณสมบัติทางสัณฐานวทิยาของเซลล์แบคทเีรียสังเคราะห์แสง purple non-sulfur 
bacteria ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยวธิี Gram’s staining  

  

  1. หยดน ้ากลัน่ปลอดเช้ือลงบนสไลด ์ประมาณ 1 หยด  
    2. ใชลู้ป (loop) แตะโคโลนีของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมไว ้ 

3. เกล่ียเช้ือ (Smear) บนสไลดใ์หก้ระจายเป็นแผน่ฟิลม์บางๆไม่ใหห้นาแน่นมากจนเกินไปและปล่อย
ใหแ้หง้ในอากาศ (air dry) 
4. ตรึงเช้ือ (Fix) ใหติ้ดแน่นกบัสไลด ์ซ่ึงจะท าใหเ้ช้ือไม่หลุดออกขณะยอ้มสี การตรึงเช้ือท าไดโ้ดย
การน าสไลดท่ี์เกล่ียเช้ือทิ้งไวจ้นแหง้แลว้ไปผา่นไป อยา่งรวดเร็ว 2-3 คร้ัง 

  5. หยดสี คริสตอลไวโอเลต (Crystal violet) บริเวณท่ีเกล่ียเช้ือใหท้่วม ทิ้งไว ้1 นาที แลว้เททิ้ง 
           6. หยดสารละลายแกรมไอโอดีน (Lugol, iodine) บริเวณท่ีเกล่ียเช้ือ ทิ้งไว ้1 นาที เทสาร  

ละลายทิ้ง  สารละลายแกรมไอโอดีนจะท าหนา้ท่ีเป็น มอแดนท ์(mordant) ช่วยใหเ้ซลลติ์ดสียอ้มไดดี้
ข้ึน 
7. ลา้งสีออกดว้ย เอทธิลแอลกอฮอล์ 95 % (Ethyl alcohol) บริเวณท่ีเกล่ียเช้ือ ทิ้งไวป้ระมาณ 15 วนิาที 
แลว้ลา้งออกดว้ยน ้ากลัน่ 
8. หยดสีซาฟรานิน (Safranin) บริเวณท่ีเกล่ียเช้ือ ทิ้งไวป้ระมาณ 15-30 วนิาที ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ ซบัให้
แหง้แลว้น าไปตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ท่ีหวัก าลงัขยาย 100  

9. การสกดั Bateriochlorophyll และ calotinol ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการ

ผลติก๊าซ 

 1. เตรียมสารสกดั โดยเติม alcohol และ Acetate ในอตัตราส่วน 3 : 2  
2. ดูด suppletion 1 ml ลงในหลอด เติมสารละลาย alcohol และ Acetate ในอตัตราส่วน 3 : 2  1 ml  
3. ทิ้งไว ้3 นาที จากนั้นเขยา่ใหเ้ขา้กนั 
4. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 358 นาโมเมตร, 488 นาโนเมตร, 754 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ือง 
Spectrophotometer  
5. บนัทึกขอ้มูลแลว้น าไปวาดกราฟ 
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บทที ่5 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
1. ผลการทดลองการคัดเลอืกเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงจากธรรมชาติและจาก Stock culture 

จากการสุ่มเก็บตวัอยา่ง ดิน, โคลนและน ้าตามแหล่งธรรมชาติภายในจงัหวดันครราชสีมา, ขอนแก่น, 

ชยัภูมิ, สกลนคร,มุกดาหารและจาก Stock culture ประกอบดว้ยตวัอยา่งดินโคลน 45 ตวัอยา่ง และตวัอยา่งดิน

โคลนและน ้าจาก Stock culture จ านวน 15 ตวัอยา่ง รวมเป็นจ านวน 65 ตวัอยา่ง ท าการเล้ียงเช้ือแบคทีเรีย

สังเคราะห์แสงโดยใชว้ธีิ Winogradsky column ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตและแคลเซียมซลัเฟตและกระดาษทิช

ชูท่ีฉีกเป็นช้ินเล็กๆ ซ่ึงจุลินทรียใ์ชเ้ป็นแหล่งคาร์บอน สังเกตการเปล่ียนแปลงของคอลมัน์เม่ือมีการเจริญของ

เช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยดินโคลนจะเปล่ียนเป็นสีแดงหรือสีม่วง ดงัแสดงในรูปภาพท่ี 1 

ภาพที ่8 การเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเม่ือเล้ียงโดยวธีิ Winogradsky column บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง

ในสภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux เป็นเวลา 4 สปัดาห์ 

  

 

A. ลกัษณะการเล้ียงเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงโดยวธีิ Winogradsky column ในสภาพวะแสงท่ีมี
ความเขม้แสง 10000 lux 

B. ลกัษณะการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงภายในคอลมัน์โดยดินโคลนจะเปล่ียนเป็นสี
แดงหรือสีม่วง 
 
 
 

A B 
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ตารางที่ 2 แสดงจ านวนแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีแ่ยกได้จากแหล่งต่างๆ 

 แสดงจ านวนเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีแยกไดแ้ละท าใหบ้ริสุทธ์ิ จากตวัอยา่งท่ีน ามาทดลองดงัวิธี

ท่ีกล่าวมาในขา้งตน้  เม่ือน ามาแยกดว้ยอาหารเล้ียงเช้ือประเภท Selective medium ชนิด Ormerod’s /G5 โดยมี

พีเอช 6.8 โดยมี malic acid เป็นแหล่งคาร์บอนและ glutamic acid เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มใน Desicator 

cabinet ภายใตส้ภาวะท่ีมีไนโตรเจนในสภาพวะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux เป็นเวลา 14 วนั เลือกโคโลนี

ท่ีมีสีม่วง, น ้าตาลหรือแดง ท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยวธีิ cross streak plate  

 

 

 

 

สถานทีเ่กบ็ ตวัอย่างทีเ่กบ็ จ านวนคร้ัง จ านวนตวัอย่างทีไ่ด้ Isolate 

1. ขอนแก่น  ดินโคลน 4 20 17 

2. ชยัภูมิ  ดินโคลน 2 15 2 

3. นครราชสีมา  ดินโคลน 1 15 2 

4. มุกดาหาร  ดินโคลน 2 10 10 

5. สกลนคร  ดินโคลน 2 5 4 

6. Stock culture  ดินโคลน,น ้า - - 15 

รวม   11 65 50 
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จากการทดลองท่ี 1 พบวา่มีการเจริญของกลุ่มแบคทีเรียสังเคราะห์แสงภายในคอลมัน์ในสภาพวะท่ีไม่

มีออกวิเจนท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux โดยสังเกตไดจ้ากดินท่ีเปล่ียนสีเป็นสีแดง, สีม่วง, สีน ้ าตาล สามารถ
แยกเช้ือให้บริสุทธ์ิไดท้ั้งหมด 50 ไอโซเลทจาก 65 ตวัอย่าง  เน่ืองจากในระหว่างการแยกให้บริสุทธ์ิมีการ
ปนเป้ือนจากสาหร่ายท าให้แบคทีเรียสังเคราะห์แสงตายไป พบว่าเป็นแบคทีเรียในกลุ่มแบคทีเรียสังเคราะห์
แสงเน่ืองจากสามารถเจริญในอาหารเล้ียงเช้ือและสภาวะท่ีใช้เล้ียงท่ีมีความจ าเพาะส าหรับกลุ่มแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงและสามารถใชก้รดอินทรีย ์ไดแ้ก่ malic acid และ glutamic acid เป็นแหล่งคาร์บอน, แหล่ง
ไนโตรเจนและแหล่งใหอิ้เลคตรอนไดใ้นสภาวะ anaerobic-light ซ่ึงเซลล์สามารถสังเคราะห์แสงได ้เม่ือน ามา
ศึกษาทางดา้นสัณฐานวิทยาพบวา่เซลล์มีรูปร่างเป็นท่อนเล็ก แกรมลม ตามท่ี (Staley และคณะ, 1994) แสดง
ดงัตารางภาพท่ี1  

(รัชฎาวรรณ บุญเศษ, 2552) ไดท้  าการเก็บตวัอย่างมาจากแหล่งธรรมชาติต่างๆในเขตพื้นจงัหวดั
ขอนแก่น, สุรินทร์, อุดรธานี, ผลิตภณัฑ์จุลินทรียท์างการคา้และปุ๋ย EM จากหมู่บา้นในเขตจงัหวดัขอนแก่น
ประกอบดว้ย ตวัอยา่งดินโคลนและน ้ า โดยท าการเพาะเล้ียงจุลินทรียโ์ดยวิธี Winogradsky column ในสภาพ
วะแสงท่ีมีความเขม้แสง 10000 lux ท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนตและแคลเซียมซลัเฟตและกระดาษทิชชูท่ีฉีกเป็น
ช้ินเล็กๆ ซ่ึงจุลินทรีย์ใช้เป็นแหล่งคาร์บอน เม่ือน ามาแยกให้บริสุทธ์ิอาหารเล้ียงเช้ือประเภท Selective 
medium ชนิด Ormerod’s /G5 ท่ีมีพีเอช 6.8 มี malic acid 30 mM  เป็นแหล่งให้คาร์บอนและ glutamic acid 5 
mM เป็นแหล่งไนโตรเจน บ่มท่ีอุณหภูมิ 30-40 องศาเซลเซียส สามารถแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีเจริญมีสี
แดงและสีชมพอู่อนหรือสีขาวไดท้ั้งหมด 30 ไอโซเลทจาก 70 ตวัอยา่ง 
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2. การคัดเลอืกแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซเบือ้งต้น 
จากการทดสอบการผลิตก๊าซของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในหลอดดกัก๊าซและในอาหาร Semi-

solid agar พบวา่ 50 Isolate มี 39 Isolate ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซและ 11 Isolate ไม่สามารถผลิต
ก๊าซ แสดงผลการทดลองดงัตารางท่ี 2 
 

ล าดับ รายช่ือตัวอย่าง 
(Isolate) 

ทดสอบคุณสมบัติในการผลิตก๊าซ 

หลอดดักก๊าซ (Durham tube) สังเกตการแตกของวุ้น 

คร้ังที1่ คร้ังที ่2  

1.  NM 1/2 170 µl 50 µl ++++ 
2.  NM 1/3 90 µl 90 µl - 
3.  NM 3/1-1 90 µl 100 µl ++ 
4.  NM 3/1-2 120 µl 20 µl - 
5.  S1 350 µl 350 µl - 
6.  S1-2 70 µl 40 µl + 
7.  S3 - - ++ 
8.  Sp 1/1-1 - - ++ 
9.  Sp 2/1-3 150 µl 150 µl - 
10.  vp 1/1 120 µl 80 µl - 
11.  vp 1/2 170 µl 170 µl - 
12.  KK(KKU) 2-3 100 µl 100 µl - 
13.  KK(KKU) 4-2 140 µl 50 µl ++ 
14.  KK(KKU) 4-3 - 10 µl - 
15.  KK(KKU) 4-5.1 70 µl 280 µl ++++ 
16.  KK(KKU) 4-7 210 µl 150 µl + 
17.  KK(NM) 3-1 70 µl 150 µl - 
18.  KK(NM) 3-8 50 µl 140 µl - 
19.  KK(NM) 3-9 100 µl 50 µl - 
20.  KK(NM) 3-10 80 µl - - 
21.  KK(NM) 3-16 190 µl 190 µl ++++ 
22.  KK(NM) 3-17 100 µl 150 µl  
23.  KK(NM) 3-18 90 µl 90 µl +++ 

ตารางที ่3 แสดงการทดสอบความสามารถในการผลติก๊าซเบือ้งต้นของแบคทเีรียสังเคราะห์แสง  
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24.  KK(NM) 3-20 - - + 
25.  KK(NM) 3-21 70 µl 10 µl + 
26.  NM 3/7 40 µl - + 
27.  NM3/17 70 µl 120 µl + 
28.  Muk 1-2 - - + 
29.  Muk 2-1 70 µl 20 µl - 
30.  Muk 2-5 70 µl 70 µl - 
31.  Muk 2-18 10 µl 10 µl - 
32.  SK 1-1 - - ++ 
33.  SK 1-4 40 µl 150 µl - 
34.  SK 1-6 120 µl 190 µl ++++ 
35.  SK 2-2 - - +++ 
36.  HK 1-1 200 µl 200 µl ++ 
37.  HK 2-3 200 µl 200 µl - 
38.  KR 1-2 40 µl - +++ 
39.  KR 1-3 - - ++ 
40.  NM1/4 - - - 
41.  NM1/4-1 - - - 
42.  NM3/3 - - - 
43.  VP ¼ - - - 
44.  Muk 2-3 - - - 
45.  Muk 2-4 - - - 
46.  Muk 2-7 - - - 
47.  Muk 2-14 - - - 
48.  Muk 2-16 - - - 
49.  Muk 2-17 - - - 
50.  KK(NM) 3-19 - - - 
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ภาพที ่9 ลกัษณะการแตกของวุ้นจากการผลติก๊าซของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

 +       ++                +++                                   ++++ 

ภาพที ่10 แสดงลกัษณะการผลติก๊าซของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงภายในหลอดดักก๊าซ 

    10 µl       70 µl                100 µl                            140 µl              210 µl 
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ตารางที ่4 แสดงการทดสอบความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอยีดโดยวธีิการแทนทีน่ า้ของแบคทเีรียสังเคราะห์แสงภายในระยะเวลา 20 วนั  

3. ผลการทดสอบความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอียดโดยวธีิการแทนที่น า้ของแบคทเีรียสังเคราะห์แสงภายใน
ระยะเวลา 20 วนั 

คดัเลือกเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีทดสอบการผลิตก๊าซเบ้ืองตน้ ซ่ึงจะเลือก Isolate ท่ีมีความสามารถใน

การผลิตก๊าซตั้งแต่ 120 µl ข้ึนไปทั้งสองคร้ังการทดลอง เพื่อน ามาศึกษาการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดโดยวธีิการแทนท่ีน ้า

ตามท่ีไดก้ล่าวมาในขา้งตน้ ผลการทดลองดั้งตารางท่ี 4 

  

 

หมายเหตุ :  -  คือ ไม่สามารถผลิตก๊าซ                         
*  คือ Isolate ท่ีไม่ไดท้ าการทดสอบ (เน่ืองจากจะคดัเฉพาะตวัท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซแต่ละคร้ังท่ี
สูงท่ีสุดน าไปท าการทดลองในการขยายขนาดการผลิตก๊าซต่อ) 

 

ล าดบั รายช่ือตวัอย่าง 
(Isolate) 

การทดสอบความสามารถในการผลติก๊าซ 

หลอดปริมาตร 8 ml หลอดปริมาตร 15 
ml 

ขวดขนาด 100 ml ขวดขนาด 250 ml 

คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่3 คร้ังที ่1 คร้ังที ่1 คร้ังที ่2 คร้ังที ่1 

1. S1 - - นอ้ยมาก - - * * 
2. Sp 2/1-3 - 4750  µl นอ้ยมาก นอ้ย - นอ้ย * 
3. vp 1/2 - - - - - * * 
4. KK(KKU) 4-5.1 - - นอ้ยมาก นอ้ย - * * 
5. KK(KKU) 4-7 - - 50 µl นอ้ย - * * 
6. KK(NM) 3-1 - - นอ้ย นอ้ย - * * 
7. KK(NM) 3-8 - - นอ้ย นอ้ยมาก - * * 
8. KK(NM) 3-16 - - นอ้ย นอ้ย - * * 
9. KK(NM) 3-17 - - นอ้ย นอ้ยมาก - * * 
10. NM3/17 - - นอ้ย นอ้ยมาก - * * 
11. SK 1-4 - - นอ้ย นอ้ย - * * 
12. SK 1-6 3000  µl - 50 µl นอ้ย - นอ้ย * 
13. HK 1-1 - - นอ้ย นอ้ย - * * 
14. HK 2-3 - 5600 µl นอ้ย 1000 µl - 2000  µl 4000  µl 
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ภาพที ่ 11 แสดงลกัษณะการแทนทีน่ า้ของการผลติก๊าซจากเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

 

 
          นอ้ยมาก        นอ้ย                     50 µl                  2000 µl 

 

ภาพที ่12 การทดสอบความสามารถในการผลติก๊าซอย่างละเอยีดโดยวธีิการแทนที่น า้ของแบคทเีรียสังเคราะห์แสง 

 

 

A คือ วธีิการทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดในหลอดปริมาตร 8 ml 

 

 

B คือ วธีิการทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดในหลอดปริมตร 15 ml 

 

A 

B 
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C คือ วธีิการทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดในขวดปริมตร 100 ml 

  

D คือ วธีิการทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดในขวดปริมตร 250 ml 

 จากการทดลองการทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอย่างละเอียดโดยวิธีการแทนท่ีน ้ าของแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสง 14 Isolate ภายในระยะเวลา 20 วนั พบวา่ ในการทดสอบในหลอดปริมาตร 8 ml ในคร้ังท่ี 1 SK 1-6 
สามารถผลิตก๊าซได ้3000 µl แต่ 13 Isolate ไม่สามารถผลิตก๊าซได,้ คร้ังท่ี 2 Sp 2/1-3 และ HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้
4750 µl และ 5600 µl แต่ 12 Isolate ไม่สามารถผลิตก๊าซได,้ คร้ังท่ี 3 แบคท่ีเรียสังเคราะห์แสง11 Isolate สามารถผลิต
ก๊าซไดแ้ต่ผลิตในปริมาณท่ีนอ้ยถึงนอ้ยมาก, Isolate KK(KKU) 4-7 และ SK 1-6 สามารถผลิตก๊าซได ้50 µl, Isolate vp 
1/2 ไม่สามารถผลิตก๊าซได ้
 เม่ือขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เป็น 15 ml 11 Isolate สามารถผลิตก๊าซไดแ้ต่ผลิตในปริมาณท่ี
นอ้ยถึงนอ้ยมาก, Isolate HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้1000 µl, Isolate S1 และ vp 1/2ไม่สามารถผลิตก๊าซได ้

ขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเพิ่มเป็น 100 ml คร้ังท่ี 1, 14 Isolate ไม่สามารถผลิตก๊าซได ้ เม่ือ
ทดลองในคร้ังท่ี 2 จึงคดัเลือก Isolate ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซไดสู้งท่ีสุด 3 Isolate จากการทดลองในการ
ทดลองในหลอดปริมาตร 8 ml และ15 ml ไดแ้ก่ Sp 2/1-3, SK 1-6 และ HK 2-3 พบวา่ HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้
2000 µl ส่วน Isolate Sp 2/1-3 และ SK 1-6 สามารถผลิตก๊าซไดน้อ้ย 

ขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเพิ่มเป็น 250 ml เลือก Isolate HK 2-3 มาท าการทดสอบการผลิตก๊าซ
เน่ืองจากในการทดลองเล้ียงในขวด 100 ml สามารถผลิตก๊าซไดสู้งท่ีสุดจากทั้งหมด 3 Isolate พบวา่ HK 2-3 สามารถ
ผลิตก๊าซได ้4000 µl 
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 (Barbosa et.al.,2001) Photosynthetic bacteria 3 สายพนัธ์ุท่ีสามารถผลิตไฮโดรเจนได ้

(Rhodopseudomonas sp.,  Rhodospseudomonas palustris, และ non-indentified strain) จากความแตกต่าง 4 แบบใน

การยอ่ย (shot-chainorganic acids lactate, malate, acetate and butyrate ) และความเขม้แสงมีผลต่อการผลิตไฮโดรเจน 

โดยใหค้วามเขม้แสงท่ีแตกต่างกนั 2 แบบ โดยใช ้acetate เป็นตวัให้อิเล็กตรอน โดยเปรียบเทียบอตัราการผลิตให้

ไฮโดรเจนและความเขม้แสงพบวา่  Rhodopseudomonas sp. สามารถผลิตไฮโดรเจนไดป้ริมาณสูงสุด ผลิตไฮโดรเจน

ไดใ้นอตัรามากสุดท่ี 25 ml H2 l
-1 h-1  ภายใตค้วามเขม้แสงท่ี 680 umolphotons m-2 s-1 และมีประสิทธิภาพมากท่ีสุดท่ี 

6.2% นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของ acetate ยงัลดลงจาก 22 ไปเป็น 11 mM ซ่ึงมีในการลดลงของไฮโดรเจนนั้นลดลงจาก 

214 ไปเป็น 27 ml H2 pre vessel  

 ใชเ้ช้ือ photobioreactor 2 สายพนัธ์ุของ  Photosynthetic bacteria ไดแ้ก่ Rhodopseudomonas sphaeroide RV 

และMTP4 ของ บริษทัลดเม็ดสี เพื่อการพฒันาประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนของแบคทีเรียสองสายพนัธ์ุท่ี

แตกต่างกนั พลงังานแสงและอตัราการผลิตไฮโดรเจนมีผลต่อประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปลง RVและMTP4 

พลงังานแสงมากจะมีประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนมากกวา่แสงนอ้ย ดงันั้นเคร่ืองปฏิกรณ์จะช่วยกระจายแสงท า

ใหอ้ตัราการผลิตไฮโดรเจนไดถึ้ง 3.64 l/M2/h ท่ีความเขม้แสง 500 W/M-2 ใน 24 ชัว่โมง(Masayasu, 2002)  

     Rhodopseudomonas capsulate สามารถใช ้volatile fatty acid เป็นตวัให้อิเล็กตรอนส าหรับการผลิต

ไฮโดรเจนท่ีใชพ้ลงังานแสง ศึกษาถึงการผสมของ acetate, propionate  และ butyrate เพื่อใชเ้ป็นซบัสเตรส าหรับการ

ผลิตไฮโดรเจนจากเมล็ดใน photo-bioreactor ร่วมกบั Rhodopseudomonas capsulate ส่วนผสมของ acetate 1.8 g/l, 

propionate 0.2g/l และ butyrate 1.0 g/l ซ่ึงอตัราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยูท่ี่ 37.8 ml/g dry weigth (dwt)/h 

ประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปลงแสงอยูท่ี่ 69% และ 45% คือประสิทธิภาพในการเปล่ียนแปลงซบัสเตรท โดยจะได้

ไฮโดรเจนเป็นผลผลิตออกมาจากจุลินทรียใ์นกลุ่ม acidogenic ซ่ึง H2-producing จะผลิตไดม้ากท่ีสุดอยูท่ี่ 24.9 

ml/gdwt/h โดย Rhodopseudomonas capsulate และ H2 yield จะเพิ่มข้ึนโดย three-fold ผา่นการรวมกนัของการผลิต

ไฮโดรเจนของ anaerobic fermentative bacteria และ Rhodopseudomonas capsulate เปรียบเทียบกบั dark-

fementation(shi.et.al.,2006) 
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การผลิตไฮโดรเจนจากการผสมกรดไขมนัระเหย (VFAs) เปรียบเทียบ 3 สายพนัธ์ุ ของ Photosynthetic 

bacteria (Rhodopseudomonas sp.,  Rhodospseudomonas palustris W004., และ Rubrivivax sp.) ซ่ึง 

Rhodopseudomonas sp.และ Rhodospseudomonas palustris W004. เปล่ียน butyrate และ acetate เป็นไฮโดรเจน ส่วน 

Rubrivivax sp. สามารถยอ่ย butyrate และ acetate แต่ไม่ผลิตไฮโดรเจนได ้หลงัจากใช ้(VFAs) เป็น substrate จ านวน

ไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากบั 2191.7 ml/L ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา COD เท่ากบั 85.3% และได ้H2 468.3 ml H2 /gCOD 

เช้ือ Rhodopseudomonas sp. ใหผ้ลดีสุด ใช ้butyrate เป็นแหล่งคาร์บอน เช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถผลิตไฮโดรเจนได้

หลงัจากการผสม (VFAs) สามารถยอ่ยไดอ้ยา่งสมบรูณ์(Xiaomin Wu, 2009) 

การผลิตไฮโดรเจนจากการผสมกรดไขมนัระเหย (VFAs) เปรียบเทียบ 3 สายพนัธ์ุ ของ Photosynthetic 

bacteria (Rhodopseudomonas sp.,  Rhodospseudomonas palustris W004., และ Rubrivivax sp.) ซ่ึง 

Rhodopseudomonas sp.และ Rhodospseudomonas palustris W004. เปล่ียน butyrate และ acetate เป็นไฮโดรเจน ส่วน 

Rubrivivax sp. สามารถยอ่ย butyrate และ acetate แต่ไม่ผลิตไฮโดรเจนได ้หลงัจากใช ้(VFAs) เป็น substrate จ านวน

ไฮโดรเจนสูงสุดเท่ากบั 2191.7 ml/L ประสิทธิภาพของปฏิกิริยา COD เท่ากบั 85.3% และได ้H2 468.3 ml H2 /gCOD 

เช้ือ Rhodopseudomonas sp. ใหผ้ลดีสุด ใช ้butyrate เป็นแหล่งคาร์บอน เช้ือทั้ง 3 สายพนัธ์ุสามารถผลิตไฮโดรเจนได้

หลงัจากการผสม (VFAs) สามารถยอ่ยไดอ้ยา่งสมบรูณ์(Xiaomin Wu, 2009) 

งานตรวจสอบสรีระของ R. rubrum, Rhodobacter sphaeroides และ Rhodopseudomonas palustris เก่ียวกบั 

cellularmetabolism ต่อการผลิต H2 หรือการสะสมลิเมอร์ท่ีถูกเก็บในแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงผลิตไฮโดรเจนโดย

การเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจนคือ Rhodospirillum rubrum ในอาหารท่ีไม่มีการเติม sulfur ท า

ใหข้าดก ามะถนัในการเจริญ จึงท าใหห้ยดุการสะสม bacteriochlorophyll and protein accumulation, และยบัย ั้งการผลิต

ก๊าซ H2 ปริมาณเซลลท่ี์เพิ่มข้ึนอยา่งมากและจ านวนพอลิเมอร์จะมาก พบวา่มีการสะสม extracellularly. Poly- β -

hydroxybutyrate (PHB) เพิ่มข้ึนประมาณ 3.5 เท่าภายใน 24 ชัว่โมงของการ S-deprivation  . เซลลส่์วนใหญ่ยงัคง

ท างานไดห้ลงัจาก 100 ชัว่โมงของการ S-deprivation และสามารคเล้ียงใหก้ลบัมาเล้ียงใหเ้จริญและ เพิ่มการผลิต H2 

เม่ือเติมซลัเฟต จากการศึกษาปริมาณโปรตีนและกิจกรรมของ nitrogenase enzyme ซ่ึงมีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการผลิต

ก๊าซไฮโดรเจน H2 ลดลงเม่ือประมาณคร่ึง 15 ชัว่โมงหลงัการลดลงของก ามะถนั เม่ือทดสอบการผลิตก๊าซไฮโดรเจน

สามารถผลิตไดสู้งถึง 1500 ml/hr น าไปวเิคราะห์ความบริสุทธ์ิดว้ยเคร่ือง GC พบวา่ H2 บริสุทธ์ิ 85-98%( Matthew R, 

2009) 
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เลอลกัษณ์ พบแบคทีเรีย 3 สายพนัธ์ุ เพาะเล้ียง แบคทีเรีย 5.7 ลิตร สามารถผลิตก๊าซไฮโดรเจนไดสู้งสุด 16 
ลิตร และ ต ่าสุด 5.8 ลิตร จากการใชแ้ป้งดิบ 5 ชนิด และแป้งดิบถูกใชไ้ปในการสร้างพลงังานไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
สูง คือ แป้งดิบถูกใชถึ้ง 82 - 99 % 

จากผลการทดลองการทดสอบการผลิตก๊าซอย่างละเอียดท่ีไดก้ล่าวมาในขา้งตน้ พบว่าความสามารถในการ
ผลิตก๊าซในละแต่คร้ัง ในการทดลองยงัให้ผลการทดลองท่ีแตกต่างกนัเน่ืองจากเช้ือแบคท่ีเรียสังเคราะห์แสงแต่ละไอ
โซเลทยงัไม่เสถียรท าใหก้ารผลิตก๊าซยงัไม่คงท่ีและสภาพวะท่ีใชเ้ล้ียงยงัไม่เหมาะสมไดแ้ก่  

1. อุณหภูมิไม่คงท่ี เน่ืองจากไม่ไดค้วบคุมอุณหภูมิ ซ่ึงเล้ียงท่ีอุณหภูมิห้องท าให้อุณหภูมิข้ึนๆลงๆตามสภาพ
อากาศในแต่ละวนั  
2. ความเขม้ของแสงซ่ึงในแต่ละจุดไม่ถึง 10000 luk ท าให้ไดรั้บแสงไม่เท่ากนัจึงท าให้สังเคราะห์แสงไดไ้ม่
เตม็ท่ีท าใหไ้ดพ้ลงังานไปใชใ้นเซลลน์อ้ย 
3. อาหารท่ีใชเ้ล้ียงอาจจะยงัไม่เหมาะสมต่อการเจริญ ซ่ึงจะตอ้งท าการศึกษาปริมาตรของแหล่งคาร์บอนและ
แหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
4. สภาพอากาศภายในหลอดหรือขวดทดลองไม่ไดดู้ดอากาศออกแลว้เติมก๊าซไนโตรเจนเขา้ไปแทนท่ีจึงท าให้
ไม่อยูใ่นสภาพไร้ออกซิเจนอาจส่งผลใหไ้ม่สามารถผลิตก๊าซได ้
5. เกิดจากผูท้  าวิจยัเน่ืองจากในขั้นตอนของการเตรียมเช้ือเร่ิมตน้ไม่ไดท้  าการวดัความขุ่นให้ปริมาตรของเช้ือ
เร่ิมตน้เท่ากนัก่อนจึงอาจจะส่งผลใหก้ารเจริญไดไ้ม่เตม็ท่ีจึงผลิตก๊าซไดน้อ้ย 
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ล าดับ รายช่ือตัวอย่าง 
(Isolast) 

ระยะเวลา(วนั) 

0 6 12 15 18 24 

1.  NM 1/2 0.183 0.548 0.763 0.594 0.641 0.699 
2.  NM 1/3 0.333 1.454 2.469 2.025 1.902 3.768 
3.  NM 3/1-1 0.105 0.187 0.556 0.663 0.710 0.808 
4.  NM 3/1-2 0.623 2.394 2.601 3.935 2.395 3.575 
5.  S1 0.225 1.424 1.308 1.052 1.376 1.536 
6.  S1-2 0.210 0.693 0.670 1.460 0.966 0.902 
7.  S3 0.133 0.148 0.332 0.463 0.519 0.728 
8.  Sp 1/1-1 0.206 0.169 0.277 0.293 0.432 0.595 
9.  Sp 2/1-3 0.197 0.519 0.684 0.621 0.658 1.554 
10.  vp 1/1 0.316 0.819 1.335 1.764 1.538 1.256 
11.  vp 1/2 0.158 1.316 1.330 1.218 1.386 1.784 
12.  KK(KKU) 2-3 0.364 1.108 1.980 1.515 2.631 2.301 
13.  KK(KKU) 4-2 0.273 

 

0.195 

 

0.301 0.902 

 

0.875 0.826 

14.  KK(KKU) 4-3 0.190 1.148 1.282 1.616 1.192 0.705 
15.  KK(KKU) 4-5.1 0.212 1.256 1.170 0.462 0.576 0.407 
16.  KK(KKU) 4-7 0.072 0.224 0.451 0.703 0.748 1.092 
17.  KK(NM) 3-1 0.214 0.317 0.431 0.376 0.996 0.594 
18.  KK(NM) 3-8 0.128 1.382 1.246 1.292 1.122 1.930 
19.  KK(NM) 3-9 0.216 0.241 0.339 1.281 0.479 1.112 
20.  KK(NM) 3-10 0.252 0.760 0.578 0.386 0.462 0.793 
21.  KK(NM) 3-16 0.469 2.478 2.856 2.517 1.065 2.748 
22.  KK(NM) 3-17 0.243 0.433 0.485 1.370 1.530 1.512 
23.  KK(NM) 3-18 0.191 0.377 0.236 0.497 0.648 0.579 
24.  KK(NM) 3-20 0.161 0.326 0.145 0.262 0.212 0.519 
25.  KK(NM) 3-21 0.183 0.488 1.305 0.464 3.076 1.167 
26.  NM 3/7 0.279 1.066 1.364 1.644 1.590 1.280 
27.  NM3/17 0.126 0.273 1.218 1.282 1.068 0.880 

ตารางที ่5 แสดงการวดัการเจริญของตัวอย่างแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซ 

4. ผลการวดัการเจริญของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 
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จากการทดลองการวดัการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซ

ภายในระยะเวลา 24 วนัโดยวิธีการหาน ้าหนกัแหง้พบวา่วนัท่ี12 มีการเจริญสูงสุด 9 Isolate, วนัท่ี15 มีการ

เจริญสูงสุด 11 Isolate, วนัท่ี18 มีการเจริญสูงสุด 6 Isolate, วนัท่ี24 มีการเจริญสูงสุด 13 Isolate ซ่ึงเช้ือส่วน

ใหญ่สามารถแบ่งออกได ้2 กลุ่มใหญ่ คือ  

1. กลุ่มท่ีเจริญอยูใ่นช่วง Log phase ท่ี 0  - 12 วนัซ่ึงมีการเจริญอยา่งรวดเร็วในอตัราคงท่ีและเร่ิมเขา้

สู่ช่วง Stationary phase ในช่วง 12 วนัเป็นตน้ไป เป็นระยะท่ีแบคทีเรียจะมีจ านวนสูงสุดและคงท่ี ไม่มีการ

เพิ่มจ านวนอีกถึงแมจ้ะมีการแบ่งตวัเพิ่มข้ึน แต่จะเท่ากบัอตัราการตาย    

2. กลุ่มท่ีเจริญอยูใ่นช่วง Log phase ท่ี 6  – 18 วนัซ่ึงมีการเจริญอยา่งรวดเร็วในอตัราคงท่ีและเร่ิมเขา้

สู่ช่วง Stationary phase ในช่วง 18 วนัเป็นตน้ไป เป็นระยะท่ีแบคทีเรียจะมีจ านวนสูงสุดและคงท่ี ไม่มีการ

เพิ่มจ านวนอีกถึงแมจ้ะมีการแบ่งตวัเพิ่มข้ึน แต่จะเท่ากบัอตัราการตาย  

3. กลุ่มท่ีเจริญอยูใ่นช่วง Log phase ท่ี  0 – 6 วนั ซ่ึงเจริญไดอ้ยา่งรวดเร็วและเร่ิมคงท่ีหลงัวนัท่ี 6 

เป็นตน้ไป และกลุ่มท่ีเจริญอยูใ่นช่วง  Log phase ท่ี 12 – 24 วนั ซ่ึงเจริญไปอยา่งชา้ๆ และยงัคงเจริญสูงอยู่

ในวนัท่ี 24  

 

28.  Muk 1-2 0.139 0.369 0.934 0.828 0.160 0.367 
29.  Muk 2-1 0.191 0.622 1.208 1.494 1.490 1.176 
30.  Muk 2-5 0.222 0.525 1.090 1.028 0.483 0.572 
31.  Muk 2-18 0.140 0.401 1.166 1.148 1.190 0.566 
32.  SK 1-1 0.169 0.465 1.305 0.384 0.292 0.333 
33.  SK 1-4 0.072 0.119 0.644 0.474 2.265 1.860 
34.  SK 1-6 0.301 0.234 0.505 0.541 0.809 1.422 
35.  SK 2-2 0.316 0.607 1.617 2.679 1.686 1.977 
36.  HK 1-1 0.191 0.584 0.292 0.306 0.695 1.412 
37.  HK 2-3 0.238 0.651 1.296 1.236 1.160 0.694 
38.  KR 1-2 0.199 0.430 1.488 0.635 0.578 0.970 
39.  KR 1-3 0.320 0.696 1.368 1.947 1.269 1.467 
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ระยะเวลา  24 วนั 
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ล าดบั รายช่ือ (Isolate) 
 

น า้หนักเซลล์วนัที ่0 
(4ml) 

น า้หนักเซลล์วนัที ่24 
(4ml) 

น า้หนักเซลล์ 
(4ml) 

น า้หนักเซลล์ 
(g/l) 

1. NM 1/2 0.0189 0.0163 0.0026 0.650 

2. NM 1/3 0.0279 0.0162 0.0117 2.925 

3. NM 3/1-1 0.0171 0.0136 0.0035 0.875 

4. NM 3/1-2 0.0272 0.0255 0.0017 0.425 

5. S1 0.0202 0.0191 0.0011 0.275 

6. S1-2 0.0185 0.0178 0.0007 0.175 

7. S3 0.0160 0.0158 0.0002 0.050 

8. Sp 1/1-1 0.0174 0.0129 0.0045 1.125 

9. Sp 2/1-3 0.0224 0.0185 0.0039 0.975 

10. vp 1/1 0.0180 0.0178 0.0002 0.050 

11. vp 1/2 0.0153 0.0152 0.0001 0.025 

12. KK(KKU) 2-3 0.0240 0.0171 0.0069 1.725 

13. KK(KKU) 4-2 0.0270 0.0181 0.0089 2.225 

14. KK(KKU) 4-3 0.0167 0.0188 0.0000 0.000 

15. KK(KKU) 4-5.1 0.0156 0.0146 0.0010 0.250 

16. KK(KKU) 4-7 0.0152 0.0149 0.0003 0.075 

17. KK(NM) 3-1 0.0194 0.0166 0.0028 0.700 

18. KK(NM) 3-8 0.0151 0.0179 0.0000 0.000 

ตารางที ่6 แสดงการวดัการเจริญโดยวธีิการหาน า้หนักแห้งของตัวอย่างแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซ 

5. ผลการวดัการเจริญโดยวธีิการหาน า้หนักแห้งของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่คีวามสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 
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19. KK(NM) 3-9 0.0128 0.0160 0.0000 0.000 

20. KK(NM) 3-10 0.0316 0.0209 0.0107 2.675 

21. KK(NM) 3-16 0.0231 0.0107 0.0124 3.100 

22. KK(NM) 3-17 0.0227 0.0211 0.0016 0.400 

23. KK(NM) 3-18 0.0159 0.0191 0.0000 0.000 

24. KK(NM) 3-20 0.0166 0.0293 0.0000 0.000 

25. KK(NM) 3-21 0.0302 0.0263 0.0039 0.975 

26. NM 3/7 0.0242 0.0239 0.0003 0.075 

27. NM3/17 0.0175 0.0150 0.0025 0.625 

28. Muk 1-2 0.0210 0.0198 0.0012 0.300 

29. Muk 2-1 0.0209 0.0232 0.0000 0.000 

30. Muk 2-5 0.0180 0.0156 0.0024 0.600 

31. Muk 2-18 0.0193 0.0156 0.0037 0.925 

32. SK 1-1 0.0229 0.0182 0.0047 1.175 

33. SK 1-4 0.0171 0.0205 0.0000 0.000 

34. SK 1-6 0.0205 0.0176 0.0029 0.725 

35. SK 2-2 0.0292 0.0222 0.0070 1.750 

36. HK 1-1 0.0166 0.0120 0.0046 1.150 

37. HK 2-3 0.0204 0.0174 0.0030 0.750 
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ผลการวดัการเจริญโดยวธีิการหาน ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถ

ในการผลิตก๊าซ พบวา่ Isolate KK(NM) 3-16 มีน ้ าหนกัแห้งมากท่ีสุด 3.100 g/l รองลงมาคือ NM 1/3 และ 

KK(NM) 3-10 น ้าหนกัแหง้เท่ากบั 2.925 และ 2.675 เม่ือน าขอ้มูลน ้ าหนกัแห้งของ 3 Isolate เทียบกบัการวดั

การเจริญโดยวิธีวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร พบว่ามีความสอดคล้องกนัใน 2 

Isolate คือ KK(NM) 3-16 และ NM 1/3 ซ่ึงมีค่าการดูดกลืนแสงท่ีสูงและเม่ือน ามาหาน ้ าหนกัแห้งจะมี

น ้าหนกัของเซลลท่ี์สูงมากเช่นกนัแสดงวา่มีการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในอตัตราสูง ส่วน Isolate 

KK(NM) 3-10 มีน ้าหนกัแหง้ท่ีสูงแต่ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตรต ่า เน่ืองจากลกัษณะ

ของกลุ่มแบคทีเรียสังเคราะห์แสงมกัจะตกตะกอนอยู่ท่ีก้นหลอดทดลองเม่ือน ามาเขย่าแต่ตะกอนจะไม่

ละลายเป็นเน้ือเดียวกนัท าใหเ้ม่ือวดัค่าการดูดกลืนแสงจะไดค้่าท่ีนอ้ยกวา่ค่าจริง แต่เม่ือน ามาหาน ้ าหนกัแห้ง

จะดูดเอาตะกอนของเช้ือท่ีอยูใ่นสารละลายไปดว้ยจะท าใหไ้ดค้่าของน ้าหนกัแหง้ท่ีสูง 

 

 

 

 

38. KR 1-2 0.0233 0.0201 0.0032 0.800 

39. KR 1-3 0.0216 0.0163 0.0053 1.325 
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กราฟหาน า้หนักแห้งแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่คีวามสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 
 

กราฟที ่2 กราฟหาน า้หนักแห้งแบคทเีรียสังเคราะห์แสงที่มีความสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 
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ล าดับ รายช่ือ (Isolate) 
 

pH วนัที ่0  pH วนัที ่24 

1. NM 1/2 6.80 7.35 

2. NM 1/3 6.80 7.73 

3. NM 3/1-1 6.80 7.27 

4. NM 3/1-2 6.80 7.65 

5. S1 6.80 7.61 

6. S1-2 6.80 8.25 

7. S3 6.80 7.27 

8. Sp 1/1-1 6.80 7.34 

9. Sp 2/1-3 6.80 8.35 

10. vp 1/1 6.80 7.53 

11. vp 1/2 6.80 7.72 

12. KK(KKU) 2-3 6.80 8.41 

13. KK(KKU) 4-2 6.80 7.25 

14. KK(KKU) 4-3 6.80 8.08 

15. KK(KKU) 4-5.1 6.80 8.30 

16. KK(KKU) 4-7 6.80 8.05 

17. KK(NM) 3-1 6.80 8.32 

ตารางที ่6 แสดงการวดั pH ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 

6. ผลการวดั pH ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซภายในระยะเวลา 24 วนั 

 

49 



18. KK(NM) 3-8 6.80 8.04 

19. KK(NM) 3-9 6.80 8.09 

20. KK(NM) 3-10 6.80 7.53 

21. KK(NM) 3-16 6.80 8.56 

22. KK(NM) 3-17 6.80 8.11 

23. KK(NM) 3-18 6.80 7.43 

24. KK(NM) 3-20 6.80 7.44 

25. KK(NM) 3-21 6.80 7.30 

26. NM 3/7 6.80 7.57 

27. NM3/17 6.80 7.72 

28. Muk 1-2 6.80 7.41 

29. Muk 2-1 6.80 7.62 

30. Muk 2-5 6.80 7.32 

31. Muk 2-18 6.80 7.54 

32. SK 1-1 6.80 8.02 

33. SK 1-4 6.80 7.42 

34. SK 1-6 6.80 7.41 

35. SK 2-2 6.80 7.77 
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จากการวดั pH ของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซจากวนัท่ี 0- 24 วนั 

พบวา่ pH ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซในวนัท่ี 0 ไม่แตกต่างจากวนัท่ี 24 

มากนกั จึงสรุปไดว้า่ pH ไม่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 

 

 

 

 

 

 

 

36. HK 1-1 6.80 7.86 

37. HK 2-3 6.80 7.40 

38. KR 1-2 6.80 7.73 

39. KR 1-3 6.80 8.35 

51 



ล าดับ รายช่ือตัวอย่าง 
(Isolast) 

ค่าการดูดกลนืแสง 

 358 488 754 
1.  NM 1/2 1.457 0.766 0.334 
2.  NM 1/3 1.625 1.07 0.406 
3.  NM 3/1-1 0.602 0.29 0.094 
4.  NM 3/1-2 0.605 0.39 0.12 
5.  S1 1.504 0.924 0.359 
6.  S1-2 1.607 1.015 0.437 
7.  S3 0.964 0.491 0.194 
8.  Sp 1/1-1 1.685 0.986 0.456 
9.  Sp 2/1-3 1.412 0.805 0.317 
10.  vp 1/1 1.179 0.724 0.323 
11.  vp 1/2 1.173 0.734 0.304 
12.  KK(KKU) 2-3 0.837 0.485 0.23 
13.  KK(KKU) 4-2 1.307 0.647 0.277 
14.  KK(KKU) 4-3 0.792 0.31 0.173 
15.  KK(KKU) 4-5.1 1.399 0.744 0.303 
16.  KK(KKU) 4-7 0.82 0.529 0.254 
17.  KK(NM) 3-1 1.977 0.969 0.416 
18.  KK(NM) 3-8 1.435 0.643 0.276 
19.  KK(NM) 3-9 0.519 0.23 0.004 
20.  KK(NM) 3-10 1.632 1.098 0.498 
21.  KK(NM) 3-16 1.326 0.606 0.257 
22.  KK(NM) 3-17 1.07 0.588 0.261 
23.  KK(NM) 3-18 1.203 0.662 0.268 
24.  KK(NM) 3-20 1.122 0.664 0.288 
25.  KK(NM) 3-21 1.337 0.706 0.281 
26.  NM 3/7 1.832 1.009 0.433 
27.  NM3/17 0.768 0.48 0.281 
28.  Muk 1-2 1.319 0.768 0.326 
29.  Muk 2-1 1.353 0.638 0.317 

      ตารางที ่7 การสกดั Bateriochlorophyll และ calotinol ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซ 

7. ผลการการสกดั Bateriochlorophyll และ calotinol ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซ 
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จากการสกัด Bacteriochlorophyll และ calotinol ของ เ ช้ือแบคที เ รียสัง เคราะห์แสง ท่ี มี
ความสามารถในการผลิตก๊าซเม่ือน ามาเทียบกบักราฟวดัการเจริญ พบวา่ไม่สอดคลอ้งกนัเน่ืองจากในการ

เจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงไม่ข้ึนกบัจ านวนของ bacteriochlorophyll หรือ calotinol ท่ีสะสมอยูใ่น

เซลล์ ซ่ึงบาง Isolate สามารถสะสม bacteriochlorophyll หรือ calotinol ไดม้ากแต่มีการเจริญน้อย หรือ 

Isolate ท่ีสะสม bacteriochlorophyll หรือ calotinol ไดน้อ้ย แต่กลบัมีการเจริญท่ีสูง  

 

 

 

 

 

 

 

30.  Muk 2-5 1.584 0.847 0.359 
31.  Muk 2-18 0.909 0.486 0.205 
32.  SK 1-1 1.878 1.037 0.597 
33.  SK 1-4 2.456 1.356 0.587 
34.  SK 1-6 1.406 0.773 0.393 
35.  SK 2-2 1.025 0.583 0.233 
36.  HK 1-1 1.552 0.821 0.357 
37.  HK 2-3 1.062 0.682 0.305 
38.  KR 1-2 1.794 0.954 0.42 
39.  KR 1-3 1.156 0.651 0.306 
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กราฟการสกดั Bateriochlorophyll และ calotinol ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลติก๊าซ 

358 nm

488 nm

754 nm

กราฟที ่3 กราฟการสกดั Bateriochlorophyll และ calotinol ของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงทีม่ีความสามารถในการผลิตก๊าซ  
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บทที ่6 

สรุปผลการวจิัยและข้อเสนอแนะ 
คดัเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากธรรมชาติในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือและไอโซเลทจาก Stock 

culture ไดจ้  านวน 65 ตวัอยา่ง จากตวัอยา่งดินโคลน โดยวธีิ enrichment ใน Winogradsky column และใน
หลอดอาหารเหลว G5/Ormerod ในสภาพวะแสงท่ีไม่มีออกซิเจนท่ีความเขม้แสง 10000 lux สามารถแยก
เช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงไดท้ั้งหมด 50 Isolate  

เม่ือทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงในหลอดดกัก๊าซและใน
อาหาร Semi-solid agar พบวา่ 50 Isolate มี 39 Isolate ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซ และ 11 Isolate ไม่
สามารถผลิตก๊าซได ้
 ทดสอบความสามารถในการผลิตก๊าซอย่างละเอียดโดยวิธีการแทนท่ีน ้ าของแบคทีเรียสังเคราะห์
แสง 14 Isolate ภายในระยะเวลา 20 วนั พบวา่ในการทดสอบในหลอดปริมาตร 8 ml ในคร้ังท่ี 1 SK 1-6  
สามารถผลิตก๊าซได ้3000 µl, คร้ังท่ี 2 Sp 2/1-3 และ HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้4750 µl และ 5600 µl, คร้ัง
ท่ี 3 แบคทีเรียสังเคราะห์แสง11 Isolate สามารถผลิตก๊าซไดแ้ต่ผลิตในปริมาณท่ีน้อยถึงน้อยมาก, Isolate 
KK(KKU) 4-7 และ SK 1-6 สามารถผลิตก๊าซได ้50 µl 
 เม่ือขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เป็น 15 ml 11 Isolate สามารถผลิตก๊าซไดแ้ต่ผลิตใน
ปริมาณท่ีนอ้ยถึงนอ้ยมาก, Isolate HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้1000 µl, Isolate S1 และ vp 1/2 ไม่สามารถ
ผลิตก๊าซได ้

ขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเพิ่มเป็น 100 ml คร้ังท่ี 1-14 Isolate ไม่สามารถผลิตก๊าซได ้
เม่ือทดลองในคร้ังท่ี 2 จึงคดัเลือก Isolate ท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซไดสู้งท่ีสุด 3 Isolate จากการ
ทดลองในการทดลองในหลอดปริมาตร 8 ml และ15 ml ไดแ้ก่ Sp 2/1-3, SK 1-6 และ HK 2-3 พบวา่ HK 2-3 
สามารถผลิตก๊าซได ้2000 µl ส่วน Isolate Sp 2/1-3 และ SK 1-6 สามารถผลิตก๊าซไดน้อ้ย 

ขยายขนาดเล้ียงแบคทีเรียสังเคราะห์แสงเพิ่มเป็น 250 ml เลือก Isolate HK 2-3 มาท าการทดสอบ
การผลิตก๊าซเน่ืองจากในการทดลองเล้ียงในขวด 100 ml สามารถผลิตก๊าซไดสู้งท่ีสุดจากทั้งหมด 3 Isolate 
พบวา่ HK 2-3 สามารถผลิตก๊าซได ้4000 µl 

จากการทดลองการวดัการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซ
ภายในระยะเวลา 24 วนัโดยวิธีการหาน ้าหนกัแหง้พบวา่วนัท่ี12 มีการเจริญสูงสุด 9 Isolate, วนัท่ี15 มีการ
เจริญสูงสุด 11 Isolate, วนัท่ี18 มีการเจริญสูงสุด 6 Isolate, วนัท่ี24 มีการเจริญสูงสุด 13 Isolate  
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ผลการวดัการเจริญโดยวธีิการหาน ้าหนกัแหง้ของตวัอยา่งแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถ
ในการผลิตก๊าซ พบวา่ Isolate KK(NM) 3-16 มีน ้าหนกัแหง้มากท่ีสุด 3.100 g/l รองลงมาคือ NM 1/3 และ 
KK(NM) 3-10 น ้าหนกัแหง้เท่ากบั 2.925 และ 2.675 แต่มีบาง Isolate ท่ีมีน ้าหนกัแหง้ในวนัท่ี 24 ต ่ากวา่วนัท่ี 
0 เน่ืองจากลกัษณะของกลุ่มแบคทีเรียสังเคราะห์แสงมกัจะตกตะกอนอยูท่ี่กน้หลอดทดลองเม่ือน ามาเขยา่แต่
ตะกอนจะไม่ละลายเป็นเน้ือเดียวกนัท าใหเ้ม่ือวดัค่าการดูดกลืนแสงจะไดค้่าท่ีนอ้ยกวา่ค่าจริง แต่เม่ือน ามา
หาน ้าหนกัแหง้จะดูดเอาตะกอนของเช้ือท่ีอยูใ่นสารละลายไปดว้ยจะท าใหไ้ดค้่าของน ้ าหนกัแหง้ท่ีสูง 
เม่ือวดั pH ของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซจากวนัท่ี 0- 24 วนั พบวา่ pH 
ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซในวนัท่ี 0 ไม่แตกต่างจากวนัท่ี 24 มากนกั จึง

สรุปไดว้า่ pH ไม่มีผลต่อการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสง เม่ือการสกดั Bacteriochlorophyll และ 
calotinol ของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงท่ีมีความสามารถในการผลิตก๊าซเม่ือน ามาเทียบกบักราฟวดัการ
เจริญ พบว่าไม่สอดคล้องกันเน่ืองจากในการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงไม่ข้ึนกับจ านวนของ 

bacteriochlorophyll หรือ calotinol ท่ีสะสมอยูใ่นเซลล์ ซ่ึงบาง Isolate สามารถสะสม bacteriochlorophyll 

หรือ calotinol ไดม้ากแต่มีการเจริญนอ้ย หรือ Isolate ท่ีสะสม bacteriochlorophyll หรือ calotinol ไดน้อ้ย 
แต่กลบัมีการเจริญท่ีสูง การวดัการเจริญของเช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงค่อนขา้งยาก เน่ืองจากลกัษณะของ
เช้ือกลุ่มน้ีมกัจะตกตะกอนเซลลอ์ยูท่ี่กน้หลอด และเซลลม์กัจ าตวักนัเป็นกลุ่ม    
  จากการทดลองการทดสอบการผลิตก๊าซอยา่งละเอียดสรุปไดว้า่ ไอโซเลทท่ีผลิตก๊าซไดสู้ง
ท่ีสุดคือ HK 2-3 เม่ือขยายขนาดเล้ียงเป็นปริมาตร 250  มิลลิลิตร พบวา่ไอโซเลท HK 2-3 สามารถผลิตได ้ 
4000  µl เม่ือวดัการเจริญดว้ยวิธีการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร เท่ากบั 0.694 นาโนเมตร 
หาน ้ าหนกัแห้งไดเ้ท่ากบั 0.750 กรัมต่อลิตร pH เท่ากบั 7.40 แต่ความสามารถในการผลิตก๊าซในละแต่คร้ัง 
ในการทดลองยงัให้ผลการทดลองท่ีแตกต่างกนัเน่ืองจากเช้ือแบคท่ีเรียสังเคราะห์แสงแต่ละไอโซเลทยงัไม่
เสถียรท าใหก้ารผลิตก๊าซยงัไม่คงท่ีและสภาพวะท่ีใชเ้ล้ียงยงัไม่เหมาะสมไดแ้ก่ อุณหภูมิท่ีไม่คงท่ี, ความเขม้
ของแสงซ่ึงในแต่ละจุดไม่ถึง 10000 luk, อาหารท่ีใชเ้ล้ียงอาจจะยงัไม่เหมาะสมต่อการเจริญ , สภาวะท่ีใช้
เล้ียงยงัไม่ไร้ออกซิเจน 100 %     
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ภาคผนวก ก.  

อาหารเลีย้งเช้ือ 

1. Minimal medium of Ormerod (Ormerod และคณะ, 1961 ) ท่ีไม่มีแหล่งคาร์บอนและแหล่ง

ไนโตรเจน เติมวติามิน 4 ชนิด คือ ไธอามีน, ไบโอติน, กรดนิโคตินิค และพาราอะมิโนแบนซอิค 

ซ่ึงมีองคป์ระกอบดั้งน้ี 

K 2HPO4      0.9 กรัมต่อลิตร 
KH 2PO4     0.6  กรัมต่อลิตร  
MgSO4.7H2O     0.2 กรัมต่อลิตร 
CaCl2.2H2O     75.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
FeSO4.7H2O     11.8 มิลลิกรัมต่อลิตร 
EDTA.2Na     20.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
p-aminobenzoic acid    1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
Thiamine HCl     1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
Nicotinic acid     1.0 มิลลิกรัมต่อลิตร 
Biotin      15.0 ไมโครกรัมต่อลิตร 
Trace element 

  Trace element ท่ีใชคื้อ 
H 3BO3      280.0 มิลลิกรัม 
MnSO4.4H2O     210.0 มิลลิกรัม 
Na2MoO2.2H2O     75.0 มิลลิกรัม 
ZnSo4.7HO     24.0 มิลลิกรัม 
Cu(NO3).3H2O     4.0 มิลลิกรัม 
น ้ากลัน่      100 มิลลิตร 
  
ส่วนแหล่งคาร์บอนและแหล่งไนโตรเจน สามารคเปล่ียนแปลงไดต้ามจุดประสงคข์องการทดลอง  

พีเอช 6.8 
Glutamic acid     0.8 กรัมต่อลิตร 
Malic acid     0.7 กรัมต่อลิตร 
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2. G-5 (Kohlmiller และ Gest,1951) มีองคป์ระกอบดงัต่อไปน้ี 

Peptone     5.0 กรัมต่อลิตร 

Sodium L-glutamate   4.0 กรัมต่อลิตร 

Sodium DL-malate   3.5 กรัมต่อลิตร 

Yeast extract    5.0 กรัมต่อลิตร 

Potassium dihydrogen phosphate  0.12 กรัมต่อลิตร 

Dipotassium hydrogen phosphate  0.18 กรัมต่อลิตร 
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รายช่ือตัวอย่าง รูปภาพ 

(Isolate) หลอด โคโลนี รูปร่างทางสันฐานวิทยา 

NM 1/2 

    
NM 1/3 

    

รูปภาพที ่13  ลกัษณะการเจริญของเช้ือแบคทเีรียสังเคราะห์แสงในอาหาร Ormerod’s, ลกัษณะโคโลนีและรูปร่างทางสันฐานวิทยา 

ภาคผนวก ข. 
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NM 3/1-1 

 

 -  -  

NM 3/1-2 

    
S1 
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S1-2 

    
S3 

    
Sp 1/1-1 
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Sp 2/1-3 

    
vp 1/1 

  

- - 

vp 1/2 

    

68 



KK(KKU) 2-3 

 
 

  

KK(KKU) 4-2 

    
KK(KKU) 4-3 

    

69 



KK(KKU) 4-5.1 

    
KK(KKU) 4-7 

    
KK(NM) 3-1 

    

70 



KK(NM) 3-8 

    
KK(NM) 3-9 

    
KK(NM) 3-10 

    

71 



KK(NM) 3-16 

    
KK(NM) 3-17 

    
KK(NM) 3-18 

    

72 



KK(NM) 3-20 

    
KK(NM) 3-21 

    
NM 3/7 

    

73 



NM3/17 

    
Muk 1-2 

    
Muk 2-1 

    

74 



Muk 2-5 

    
Muk 2-18 

    
SK 1-1 

    

75 



SK 1-4 

    
SK 1-6 

  
  

SK 2-2 
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HK 1-1 

    
HK 2-3 

    
KR 1-2 
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KR 1-3 
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ล าดับ รายช่ือตัวอย่าง 
(Isolast) 

ภาพวดัการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงภายใน 24  
 

1.  NM 1/2 

 
2.  NM 1/3 

 
3.  NM 3/1-1 

 
4.  NM 3/1-2 

 

รูปภาพที ่14  แสดงภาพวดัการเจริญของแบคทเีรียสังเคราะห์แสงภายในระยะเวลา 24 วนั 79 



5.  S1 

 
6.  S1-2 

 
7.  S3 

 
8.  Sp 1/1-1 
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9.  Sp 2/1-3 

 
10.  vp 1/1 

 
11.  vp 1/2 

 
12.  KK(KKU) 2-3 
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13.  KK(KKU) 4-2 

 
14.  KK(KKU) 4-3 

 
15.  KK(KKU) 4-5.1 

 
16.  KK(KKU) 4-7 

 
17.  KK(NM) 3-1 
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18.  KK(NM) 3-8 

 
19.  KK(NM) 3-9 

 
20.  KK(NM) 3-10 

 
21.  KK(NM) 3-16 

 
22.  KK(NM) 3-17 
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23.  KK(NM) 3-18 

 
24.  KK(NM) 3-20 

 
25.  KK(NM) 3-21 

 
26.  NM 3/7 
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27.  NM3/17 

 
28.  Muk 1-2 

 
29.  Muk 2-1 

 
30.  Muk 2-5 
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31.  Muk 2-18 

 
32.  SK 1-1 

 
33.  SK 1-4 

 
34.  SK 1-6 
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35.  SK 2-2 

 
36.  HK 1-1 

 
37.  HK 2-3 

 
38.  KR 1-2 
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39.  KR 1-3 
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