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บทคดัย่อ 
งานวจิยัน้ีมีวตัถุประสงคใ์นการเพาะเล้ียง Arthronema africanum strain BKP-Sansab ซ่ึงคดัเลือกจาก

คลองแสนแสบ กรุงเทพมหานคร ฯ เพ่ือศึกษาการผลิตไฮโดรเจน ผลการทดลองพบวา่ A. africanum strain BKP-

Sansab มีความตอ้งการปัจจยัในการผลิตไฮโดรเจนท่ีหลากหลาย โดยเซลลส์ามารถปรับตวัไดใ้นอาหาร BG-1101 

(Blue - Green Medium สูตรดดัแปลง) ประกอบดว้ยเหลก็ 46 ไมโครโมลาร์ โซเดียมคาร์บอเนต 0.8 กรัม และค่า pH 

7.5 ภายใตส้ภาวะท่ีมีแสงอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 1 สปัดาห์ จากนั้นทาํการเก็บเก่ียวเซลลแ์ลว้นาํไปเขยา่ท่ีความเร็ว

รอบ 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และความเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่ระดบัการผลิต

ไฮโดรเจนสะสมเพ่ิมข้ึนถึง 55.42 µmolH2/mgChl/h เม่ือบ่มเซลภ์ายใตส้ภาวะท่ีมีแสงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ในอาหาร 

BG-1101 เทียบกบัอาหาร BG-110  (Blue - Green Medium สูตรปราศจากไนโตรเจน) ท่ีมีระดบัการผลิตไฮโดรเจน

สะสมอยูท่ี่ 42.09  µmolH2/mgChl/h  นอกจากน้ี เซลลไ์ม่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดใ้นอาหารสูตร BG-11 (Blue - 

Green Medium สูตรปกติ) 
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Abstract 

This research focused on the isolation of Arthronema africanum strain BKP-Sansab. Samples were 

collected from the Sansab canal in Bangkok, Thailand to study the hydrogen production. Results showed that A. 

africanum strain BKP-Sansab required various enhancing factors for hydrogen production. The cells were able to 

adapt in BG-1101 (modified Blue - Green Medium) containing 46 µM iron, 0.8 gram sodium carbonate and pH 7.5 

under continuous light for one week. After that, cells were harvested and cultivated by agitating at 160 rpm at 

room temperature under a light condition of 2,500 Lux for 24 hours. It was found that the accumulation level of 

hydrogen production increased to 55.42 µmolH2/mgChl/h after 24 hours incubation under light condition in BG-

1101 comparing to BG-110 (Blue - Green Medium without nitrogen source) which the accumulation level of 

hydrogen production was 42.09 µmolH2/mgChl/h. Besides, cells were incapable of producing hydrogen in BG-11 

(normal Blue - Green Medium). 

Keywords: Arthronema africanum, hydrogen production, cyanobacteria, Sansab canal 

 

บทนํา 

แก๊สไฮโดรเจนเป็นหน่ึงในแหล่งพลงังานทางเลือกท่ีมีศกัยภาพและคุณภาพท่ีสามารถใชท้ดแทนพลงังาน

เช้ือเพลิงฟอสซิลไดดี้ ถือไดว้า่เป็นเช้ือเพลิงอนาคต (Elam et al., 2003) ซ่ึงสามารถผลิตไดจ้ากนํ้ าหรือการยอ่ยสลาย

ชีวมวล เม่ือเกิดการเผาไหมก้บัแก๊สออกซิเจน จะมีเพียงไอนํ้ าเป็นผลพลอยไดโ้ดยไม่ส่งผลกระทบตอ่ส่ิงแวดลอ้ม ซ่ึง

แตกต่างจากเช้ือเพลิงชนิดอ่ืนท่ีใหแ้ก๊สคาร์บอนไดออกไซดห์ลงัจากการเผาไหมใ้นปริมาณมาก เม่ือสะสมอยูใ่นชั้น

บรรยากาศเป็นระยะเวลานานจะเป็นตน้เหตุท่ีก่อใหเ้กิดภาวะเรือนกระจก ส่งผลกระทบโดยตรงและก่อใหเ้กิดปัญหา

โลกร้อนตามมา   

ในปัจจุบนังานวิจยัหลายแขนงพบวา่จุลสาหร่าย (microalgae) มีความสามารถในการผลิตแก๊สไฮโดรเจน

ได ้อาทิ สาหร่ายสีเขียว ไดแ้ก่ Chlorella sp., Scenedesmus sp. และไซยาโนแบคทีเรีย ไดแ้ก่ ไซยาโนแบคทีเรียเซลล์

เดียว (unicellular cyanobacteria) เช่น Microcystis sp., Gloeocapsa sp., และ Synechococcus sp. ไซยาโนแบคทีเรีย

เส้นสาย (filamentous cyanobacteria) เช่น Tolypothrix sp., Spirulina sp., และ Oscillatoria sp. (Kamglomjai, 2009) 

นอกจากน้ีไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดยงัสามารถตรึงแก๊สไนโตรเจนในอากาศได ้(nitrogen-fixing cyanobacteria) 

เช่น Nostoc sp., และ Anabaena sp. (Nakthong, 2013) ส่ิงมีชีวติเหล่าน้ีมีเอนไซมท่ี์สาํคญัในการเร่งกระบวนการผลิต 
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แก๊สไฮโดรเจนคือ เอนไซม์ไนโตรจีเนส (N2ase) และเอนไซม์อีกชนิดหน่ึงท่ีเก่ียวขอ้งกับการผลิตหรือการนํา

ไฮโดรเจนกลบัไปใชใ้นเซลลคื์อ เอนไซมไ์ฮโดรจีเนส (H2ase) 

เอนไซม์ไนโตรจีเนสเป็นเอนไซม์ท่ีพบไดใ้นโครงสร้างเซลล์เฮเทอโรซิสต์ (heterocyst) ของไซยาโน

แบคทีเรียเส้นสายซ่ึงเจริญในสภาวะท่ีขาดไนโตรเจน (nitrogen deficiency) ภายในเซลลเ์ฮเทอโรซิสตน้ี์ ไซยาโน

แบคทีเรียจะตรึงไนโตรเจนจากอากาศแล้วเปล่ียนไปเป็นแอมโมเนียกับไฮโดรเจนโดยใช้พลังงานจาก ATP 

(Lindberg, 2003) อย่างไรก็ตามเอนไซม์ไนโตรจีเนสจะถูกยบัย ั้งการทาํงานในสภาวะท่ีมีออกซิเจนท่ีได้จาก

กระบวนการสงัเคราะห์ดว้ยแสง ดว้ยเหตุน้ีเอนไซมไ์นโตรจีเนสจึงทาํงานเฉพาะในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน ซ่ึงส่งผล

ให้กระบวนการตรึงไนโตรเจนจะทาํงานในขณะท่ีไม่มีแสงเท่านั้น ดงันั้นไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดจึงไดพ้ฒันา

กลไกท่ีป้องกนัการทาํงานของเอนไซมจ์ากการยบัย ั้งของออกซิเจน โดยการสร้างเซลลเ์ฮเทอโรซิสตข้ึ์นมาแยกจาก

เซลล์ปกติ ภายในเซลล์เฮเทอโรซิสตน้ี์จะไม่มีระบบแสงสอง (PSII) มีแต่ระบบแสงหน่ึง (PSI)  และมีเอนไซม ์     

ไนโตรจีเนสทาํหน้าท่ีเร่งปฏิกิริยาการตรึงไนโตรเจนท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์เฮเทอโรซิสต์ แลว้ส่งสารประกอบ

ไนโตรเจนไปสู่เซลลข์า้งเคียง (รูปท่ี 1) ส่วนไซยาโนแบคทีเรียท่ีไม่มีเซลลเ์ฮเทอโรซิสต ์เอนไซมไ์นโตรจีเนสจะอยู่

ภายในเซลลร่์างกาย (vegetative cell) (Lindberg, 2003; Hallenbeck, 2012) 

 

รูปที ่1. กระบวนการตรึงไนโตรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย  (ดดัแปลงจาก Lindberg, 2003) 

 

ไซยาโนแบคทีเรียเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีมีความสามารถปรับตวัให้เขา้กบัส่ิงแวดลอ้มท่ีอาศยัไดดี้และท่ีสําคญั

สามารถนําพลงังานแสงอาทิตยแ์ละคาร์บอนไดออกไซด์มาใช้เป็นแหล่งพลงังานได้โดยตรงผ่านกระบวนการ

สงัเคราะห์ดว้ยแสงซ่ึงเป็นการช่วยลดปริมาณแก๊สเรือนกระจกและเพ่ิมออกซิเจนได ้(Kamglomjai, 2009) นอกจากน้ี 
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ไซยาโนแบคทีเรียยงัถูกจดัเป็นผูผ้ลิตปฐมภูมิ (primary producer) อีกดว้ย (Hamilton et al., 2016) ซ่ึงคุณสมบติัเชิง

บวกหลายดา้นของไซยาโนแบคทีเรียน้ี จึงนิยมนํามาใช้เป็นตน้แบบในงานวิจยัทางชีวเคมี พนัธุวิศวกรรม และ

เทคโนโลยชีีวภาพ (Al-Haj et al., 2016) 

อยา่งไรก็ตามประสิทธิภาพในการผลิตไฮโดรเจนยงัข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ (ตารางท่ี 1) และภาวะส่ิงแวดลอ้ม 

(environmental condition) ไดแ้ก่  แสง อุณหภูมิ ความเป็นกรด-เบส (pH) ภาวะเค็ม (salinity) การมีสารอาหาร 

(nutrient availability) และแก็สในบรรยากาศ (gaseous atmosphere) (Dutta et al., 2005) ดงันั้นงานวิจยัน้ีจึงทาํการ

คดัแยกและเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียท่ีผลิตไฮโดรเจนได้จากแหล่งนํ้ าธรรมชาติในกรุงเทพมหานคร ฯ เขต

ตะวนัออก เพ่ือศึกษาสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมของการผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรีย  

 

ตารางที ่1. อตัราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียชนิดและสายพนัธ์ุต่าง ๆ  

 

      ไซยาโนแบคทเีรีย อตัราการผลติไฮโดรเจนสูงสุด 

Anabaena cylindrica B-629 0.103 µmol/mg dry wt/h 

Anabaena cylindrica IAMM-1 2.1 µmol/mg chl a/h 

Anabaena flos-aquae UTEX LB 2558 3.2 µmol/mg chl a/h 

Anabaena sp. PCC 7120 2.6 µmol/mg chl a/h 

Anabaena variabilis AVM13 68 µmol/mg chl a/h 

Anabaena variabilis IAMM-58 4.2 µmol/mg chl a/h 

Anabaena variabilis PK84 167.6 µmol/mg chl a/h 

Calothrix scopulorum 1410/5 0.128 µmol/mg dry wt/h 

Calothrix membranacea B-379 0.108 µmol/mg dry wt/h 

Cyanothece 7822 0.92 µmol/mg chl a/h 

Gloebacter PCC 7421 1.38 µmol/mg chl a/h 

Nostoc muscorum IAMM-14 0.60 µmol/mg chl a/h 

Oscillatoria brevis B-1567 0.168 µmol/mg dry wt/h 

Oscillatoria sp. Miami BG7 0.250 µmol/mg dry wt/h 

Oscillatoria limosa 0.83 µmol/mg chl a/h 

Synechocystis PCC 6308 0.13 µmol/mg chl a/h 

           ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Dutta et al. (2005) 
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วธีิการทดลอง 

1. การคดัแยกเช้ือ 

การคัดแยกเ ช้ือจะ เ ร่ิมจากการเ ก็บตัวอย่างแบบสุ่มจากแหล่งดินและแหล่งนํ้ าธรรมชาติ  ใน

กรุงเทพมหานครเขต ตะวนัออก ไดแ้ก่ เขตบางกะปิ สะพานสูง บึงกุ่ม คนันายาว ลาดกระบงั มีนบุรี หนองจอก 

คลองสามวา และประเวศ นาํตวัอยา่งนํ้ าและดินมาใส่ในอาหารเหลว BG-11 (Blue - Green Medium สูตรปกติ) ท่ี

ประกอบดว้ย NaNO3 10.0 mg/L, MgSO4.7H2O 11.0 mg/L, CaCl2.2H2O 1.0 mg/L, citric acid 1.0 mg/L, Na2EDTA 

1.0 mg/L, K2HPO4 1.0 mg/L, Na2CO3 1.0 mg/L, trace metal mix 1.0 mg/L  และแอมพิซิลิน (ampicillin)  0.2 g/L 

แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 27 องศาเซลเซียส ในท่ีมีแสง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 1 เดือน  จากนั้นนาํตวัอยา่งมาเจือจางและ 

spread ลงบนอาหารเพาะเช้ือ BG-11 บ่มในท่ีมีแสงเป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ เม่ือเช้ือข้ึนเป็นโคโลนีให้ใชลู้ปเข่ียเช้ือลง

บนอาหาร BG-11 ใหม่ ทาํซํ้ าจนกระทัง่ไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ สาํหรับเช้ือท่ีมีขนาดเล็กยากต่อการแยกให้บริสุทธ์ิ ให้ใชว้ิธี 

unicellular ดว้ยปิเปตตรู์เล็ก (capillary pipette) ดูดเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ ลา้งเซลลด์ว้ยนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือ 2 

คร้ัง จากนั้นนาํเซลล์ไปใส่ในอาหารเหลว BG-11 บ่มเป็นเวลา 1 เดือน ขั้นตอนน้ีใชแ้อมพิซิลิน 200 มิลลิกรัมต่อ

อาหาร 1 มิลลิลิตร เพ่ือกาํจดัแบคทีเรียแกรมบวก และใชไ้ซโคลเฮกซิไมด์ (cycloheximide) 100 ไมโครกรัมต่อ

อาหารเล้ียงเช้ือ 1 มิลลิลิตร เพ่ือกาํจดัเช้ือรา ยสีต ์และโพรโตซวัท่ีไม่ตอ้งการ (Hossain et al., 2016)  

2. วธีิการเพาะเลีย้งไซยาโนแบคทเีรียเพือ่ใช้เป็นหัวเช้ือ (starter) 

หลงัจากไดเ้ช้ือบริสุทธ์ิ การเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรียเพ่ือใชเ้ป็นหัวเช้ือ เร่ิมจากการเพาะเล้ียงไซยาโน

แบคทีเรียบนจานอาหารแข็ง BG-11 เป็นเวลา 1-2 สัปดาห์ จากนั้น จึงนาํโคโลนีเด่ียว 1 โคโลนีบนอาหารแข็งมา

เพาะเล้ียงต่อในฟลาสก์ขนาด  250 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเหลว  BG-11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  นําเซลล์ไปเขย่าท่ี

ความเร็วรอบ 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง และใหค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็นเวลา 1 สปัดาห์  

3. วธีิการวดัการเตบิโต 

เก็บเก่ียวเซลล์โดยนําสารละลายเซลล์หัวเช้ือมาป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองป่ันเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ 

(Hettich Universsal 320R, ประเทศเยอรมนี) ท่ีความเร็ว  7,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 

นาที  จากนั้นนาํเซลลม์าเพาะเล้ียงในอาหารเหลว  BG-11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้มีค่าการดูดกลืนแสงของ

เซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 แลว้นาํไปเพาะเล้ียงโดยเขยา่ท่ีความเร็ว 160 รอบต่อนาที 

ท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์  ศึกษาการเติบโตโดยวดัค่าการดูดกลืนแสงของไซยาโนแบคทีเรีย

ดว้ยเคร่ืองวดัค่าการดูดกลืนแสง (Shimadzu UV-1601, ประเทศญ่ีปุ่น) ท่ีความยาวคล่ืน  730 นาโนเมตร ทุก 24 

ชัว่โมง เป็นเวลา 2 สปัดาห์ ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

4. วธีิการวดัปริมาณคลอโรฟิลล์ 

เก็บเก่ียวเซลลโ์ดยนาํสารละลายเซลล์หัวเช้ือ มาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นนาํเซลลม์าเพาะเล้ียงในอาหารเหลว  BG-11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให ้



The Journal of Applied Science                                Vol. 18 No. 2: 22-38 [2019] 
วารสารวทิยาศาสตรป์ระยกุต ์          doi: 10.14416/j.appsci.2019.09.001 

- 27 - 

 

 

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 จากนั้นนาํไปเพาะเล้ียงโดยเขยา่ท่ี

ความเร็ว 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์  เก็บสารละลายเซลลทุ์ก 24 ชัว่โมง เป็น

เวลา 2 สปัดาห์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ เติมเมทานอล 900 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้

กนั แลว้นาํไปบ่มในท่ีมืดเป็นเวลาอย่างน้อย 1 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที ท่ี

อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที แลว้นาํส่วนใสไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร และ 665    

นาโนเมตร โดยใช้เมทานอล 95% เป็นสารละลายเปรียบเทียบ นําค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาคาํนวณปริมาณ

คลอโรฟิลลต์ามวธีิของ Mackinney (1941) (อา้งอิงตาม Mokashi et al., 2016) ดงัสมการท่ี (1) ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า  

  

                      ปริมาณคลอโรฟิลดท์ั้งหมด = [(2.55 x 10-2)(E650) + (0.4 x 10-2)(E665)]  mg/ ml                          (1) 

 

โดย E650 และ E665 คือค่าการดูดกลืนแสงท่ี 650 และ 665 นาโนเมตร ตามลาํดบั 

5. วธีิการวดัปริมาณการผลติไฮโดรเจน 

เก็บเก่ียวเซลล์โดยนําสารละลายเซลล์หัวเช้ือมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  จากนั้นนาํเซลลม์าเพาะเล้ียงในอาหารเหลว  BG-11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยให้

ค่าการดูดกลืนแสงของเซลลเ์ร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตรสาํหรับไซยาโนแบคทีเรีย ประมาณ 0.1 จากนั้น

นาํไปเพาะเล้ียงโดยเขย่าท่ีความเร็ว 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้องภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็นเวลา 1 

สปัดาห์ แลว้นาํไซยาโนแบคทีเรียมาเก็บเก่ียวเซลลโ์ดยป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 20 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ทาํการลา้งเซลล ์2 คร้ังในอาหารเพาะเล้ียงและกระจายเซลลใ์นอาหารเพาะเล้ียง BG-11 

และ BG-110 (Blue - Green Medium สูตรปราศจากไนโตรเจน) จากนั้นนาํเซลลไ์ปวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเร็ว 160 

รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง ภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เม่ือเพาะเล้ียงเซลลค์รบตามเวลาท่ี

กาํหนดแลว้ นาํเซลลใ์ส่ในขวดแกว้วิเคราะห์ตวัอยา่ง (GC-vials) ขนาด 10 มิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ปิดจุกยาง

และฝาอลูมิเนียม นาํไปไล่อากาศโดยการพน่อาร์กอน เป็นเวลา 10 นาที แลว้นาํไปบ่มทั้งในท่ีมืดและสวา่ง เป็นเวลา 

4 ชัว่โมง เพ่ือเปรียบเทียบกนั นาํแก๊สบริเวณช่องวา่งเหนือของเหลว (head space) มาวเิคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนดว้ย

เคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟ (gas chromatograph) (Shimadzu GC-15A, ประเทศญ่ีปุ่น) เทียบกบัแก๊สไฮโดรเจน

มาตรฐาน 4% ในแก๊สอาร์กอนเป็นแก๊สมาตรฐาน ซ่ึงมีสภาวะท่ีใชใ้นการวิเคราะห์แก๊สแสดงไวใ้นตารางท่ี 2  นาํค่า

พ้ืนท่ีใตก้ราฟท่ีไดจ้ากเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟมาคาํนวณปริมาณไฮโดรเจนเทียบกับปริมาณคลอโรฟิลล์ ดัง

สมการท่ี 2 

 

                                                                         n = (PV/RT) x 1,000,000                                        (2) 
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โดยท่ี n คือ จาํนวนโมลของไฮโดรเจน, P คือ ความดนับรรยากาศ 1 atm, V คือ ปริมาตรแก๊สไฮโดรเจน (L), R คือ 

ค่าคงท่ี 0.082 atm L/mol K, T คือ อุณหภูมิในหน่วยเคลวนิ และ 1,000,000 คือ ค่าท่ีใชเ้ปล่ียนหน่วย mol ใหเ้ป็น 

µmol  

 

ตารางที ่2. สภาวะท่ีใชใ้นการวเิคราะห์องคป์ระกอบของแก๊สดว้ยเคร่ือง GC-TCD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. วธีิวเิคราะห์ลกัษณะทางสัณฐานวทิยา และการจดัจาํแนกสายพนัธ์ุไซยาโนแบคทเีรีย 

ส่งตัวอย่างเพ่ือทําการวิเคราะห์และจัดจําแนกสายพันธ์ุไซยาโนแบคทีเรียและสาหร่ายด้วยเทคนิค 

molecular genetic และ polyphasic approach ณ ภาควชิาจุลชีววทิยา คณะวทิยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

7. วธีิการศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน  

เพาะเ ล้ียงไซยาโนแบคทีเ รีย ท่ีคัดเ ลือกในฟลาสก์ขนาด  250 มิลลิลิตร ท่ี มีอาหารเหลว  BG-11 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงเร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 นาํเซลลไ์ป

วางบนเคร่ืองเขย่า โดยเขย่าท่ีความเร็ว 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใตค้วามเข้มแสง 2,500 ลักซ์ เป็น

เวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นเก็บเก่ียวเซลล์โดยการป่ันเหวี่ยงและลา้งเซลล์ 2 คร้ัง ในอาหารท่ีทาํการทดสอบ กระจาย

ตะกอนเซลลล์งในอาหาร BG-110 ท่ีมีสภาวะแตกต่างกนั เพ่ือศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน  ดงัน้ี 

แปรผนัระยะเวลาเพาะเล้ียง (3, 5, 7 และ 14 วนั) แปรผนัผลของเหล็กไออน (Fe3+ ) (ความเขม้ขน้ 0, 23, 46, 92 และ 

184 ไมโครโมลาร์) แปรผนัผลของแหล่งคาร์บอนและความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอน โดยใหมี้ความเขม้ขน้โซเดียม

คาร์บอเนตเท่ากบั 0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.60 และ 3.20 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของโซเดียมไบคาร์บอเนตเท่ากบั 

0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.60 และ 3.20 กรัมต่อลิตร และแปรผนัค่า pH (5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5) เพาะเล้ียงเป็น

เวลา 24 ชัว่โมง  เม่ือเพาะเล้ียงเซลลค์รบตามเวลาท่ีกาํหนดแลว้  เก็บเก่ียวเซลลใ์ส่ในขวดแกว้วเิคราะห์ตวัอยา่งขนาด 

พารามเิตอร์ สภาวะทีใ่ช้ในการเดนิระบบ 

Carrier Gas - Argon flow rate 30 ml/ min (99.999% purify) 

Column - Pack colun 1.5 m x 1.0 mm 

- Molecular sieve 5A meah 80/ 100 

Setector - Thermal conductivity detector (TCD) 

Temperature Program - Injection temperature: 100˚C 

- Oven temperature: 40˚C 

- Detector temperature: 200˚C 
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10 มิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ปิดจุกยางและฝาอลูมิเนียม นาํไปไล่อากาศโดยการพ่นอาร์กอนเป็นเวลา 10 นาที 

แลว้นาํไปบ่มทั้งในท่ีมืดและท่ีสวา่งเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เพ่ือเปรียบเทียบกนั นาํแก๊สบริเวณช่องวา่งเหนือของเหลวมา

วิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟเทียบกบัแก๊สไฮโดรเจนมาตรฐาน 4% ในแก๊สอาร์กอน

เป็นแก๊สมาตรฐาน นาํค่าพ้ืนท่ีใตก้ราฟท่ีไดจ้ากเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟ มาคาํนวณปริมาณไฮโดรเจนเทียบกบั

ปริมาณคลอโรฟิลล ์

8. ศึกษาระยะเวลาในการบ่มทีเ่หมาะสมต่อการผลติไฮโดรเจน 

เพาะเ ล้ียงไซยาโนแบคทีเ รียท่ีคัดเลือกในฟลาสก์ขนาด  250 มิลลิลิตร  ท่ี มีอาหารเหลว  BG-

11 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยใหมี้ค่าการดูดกลืนแสงเร่ิมตน้ท่ีความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 นาํเซลล์

ไปวางบนเคร่ืองเขย่า โดยเขย่าท่ีความเร็ว 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็น

เวลา 1 สัปดาห์ จากนั้นเก็บเก่ียวเซลล์โดยการป่ันเหวี่ยงและลา้งเซลล์ 2 คร้ัง ในอาหารท่ีทาํการทดสอบ กระจาย

ตะกอนเซลลล์งในอาหาร BG-1101 (Blue - Green Medium สูตรดดัแปลงจากอาหาร BG-110) ท่ีมีค่า pH 7.5 ความ

เขม้ขน้ของเหลก็ไออน (Fe3+ ) 46.0 ไมโครโมลาร์  และความเขม้ขน้ของโซเดียมคาร์บอเนต 0.8 กรัมต่อลิตร จากนั้น

นาํเซลล์ไปวางบนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว 160 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิห้อง ภายใตค้วามเขม้แสง 2,500 ลกัซ์ เป็น

เวลา 24 ชั่วโมง เม่ือเพาะเล้ียงเซลล์ครบตามเวลาท่ีกาํหนดแลว้ เก็บเก่ียวเซลล์ใส่ในขวดแก้ววิเคราะห์ตวัอย่าง

ขนาด 10 มิลลิลิตร ปริมาณ 5 มิลลิลิตร ปิดจุกยางและฝาอลูมิเนียม นําไปไล่อากาศโดยการพ่นอาร์กอนเป็น

เวลา 10 นาที แลว้นาํไปบ่มทั้งในท่ีมืดและท่ีสวา่งเป็นเวลา  2, 4, 8, 24, 48 และ 72 ชัว่โมง เพ่ือเปรียบเทียบกนั  นาํ

แก๊สบริเวณช่องว่างเหนือของเหลวมาวิเคราะห์ปริมาณไฮโดรเจนดว้ยเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟเทียบกับแก๊ส

ไฮโดรเจนมาตรฐาน 4% ในแก๊สอาร์กอนเป็นแก๊สมาตรฐาน นาํค่าพ้ืนท่ีใตก้ราฟท่ีไดจ้ากเคร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟ 

มาคาํนวณปริมาณไฮโดรเจนเทียบกบัปริมาณคลอโรฟิลล ์

 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 

จากการเก็บตวัอยา่งนํ้ าและสุ่มจากแหล่งดินและแหล่งนํ้ าธรรมชาติจากกรุงเทพมหานคร เขตตะวนัออกทั้ง 

9 เขต ไดแ้ก่ เขตบางกะปิ สะพานสูง บึงกุ่ม คนันายาว ลาดกระบงั มีนบุรี หนองจอก คลองสามวาและประเวศ พบวา่

สามารถเก็บตวัอยา่งไดท้ั้งหมด 48 ไอโซเลท  

เม่ือนาํจุลสาหร่ายท่ีแยกได ้มาเพาะเล้ียงในห้องปฏิบติัการและทาํให้บริสุทธ์ิ พบวา่สามารถทาํให้บริสุทธ์ิ

ได้ทั้ งหมด 21 ไอโซเลท และได้นําไปจัดจําแนกชนิดของจุลสาหร่ายเบ้ืองต้นโดยใช้ไซโคลเฮกซิไมด ์

(cycloheximide) ปริมาณ 100 ไมโครกรัมต่ออาหารเล้ียงเช้ือ 1 มิลลิลิตร ในการจาํแนก  เน่ืองจากไซโคลเฮกซิไมด์

จะส่งผลในการยบัย ั้งเซลลย์คูาริโอตทุกชนิด (Nagle et al., 2010) ดงันั้นเม่ือใส่ไซโคลเฮกซิไมด์ลงไปจะสามารถ

กาํจดัสาหร่ายสีเขียวออกไปได ้จึงพบวา่มีไซยาโนแบคทีเรียบริสุทธ์ิเพียง 9 ไอโซเลท ดงัตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3. แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของไซยาโนแบคทีเรียท่ีสามารถทาํให้บริสุทธ์ิได ้จาํนวน 9 ไอโซเลท 

ภาพถ่ายกาํลงัขยาย 1,000 เท่า 

 

 

 

ช่ือ รูปถ่าย ลกัษณะ สถานที ่ ละตจูิด-ลองตจูิด 

KAN-02 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 2 µm 

คนันายาว (นํ้า) 
13°49’57” N 

100°40’39” E 

NHJ-02 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 2 µm 

หนองจอก 

(นํ้ า) 

13°50’04” N 

100°50’14” E 

KSW-02 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 8 µm 

คลองสามวา 

(นํ้ า) 

13°51’35” N 

100°42’02” E 

PRW-01 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 2 µm 

ประเวศ 

(นํ้ า) 

13°41’14” N  

100°39’35” E  

MBR-02 - 

เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 5 µm 

มีนบุรี 

(นํ้ า) 

13°48’47” N 

100°45’54” E 

LKB-KMITL 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 6 µm 

ลาดกระบงั 

(นํ้ า) 

13°43’51” N 

100°47’04” E 
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ตารางที่ 3. แสดงลกัษณะสัณฐานวิทยาของไซยาโนแบคทีเรียท่ีสามารถทาํให้บริสุทธ์ิได ้จาํนวน 9 ไอโซเลท 

ภาพถ่ายกาํลงัขยาย 1000x (ต่อ) 

 

 

 

เม่ือนาํไซยาโนแบคทีเรียมาศึกษาการผลิตไฮโดรเจนพบวา่สามารถผลิตไฮโดรเจนไดดี้เม่ือเล้ียงดว้ยอาหาร

ท่ีปราศจากแหล่งไนโตรเจน  เน่ืองจากในอาหารท่ีเติมแหล่งไนโตรเจนจะมีผลต่อการยบัย ั้งการทาํงานของเอนไซม์

ไนโตรจีเนส และไฮโดรจีเนส จึงส่งผลต่อการผลิตไฮโดรเจน และในสภาวะท่ีเซลลข์าดไนโตรเจน จะมีการสะสม

ไกลโคเจนเพ่ิมข้ึน โดยสายพันธ์ุ BKP-Sansab เป็นสายพันธ์ุท่ีผลิตไฮโดรเจนได้สูงสุด คือ 33.99±0.93 

µmolH2/mgChl/h ดงัตารางท่ี 4  ภายหลงัจากนาํมาศึกษาวิเคราะห์ลกัษณะทางชีวโมเลกุลดว้ยเทคนิค molecular 

genetic  และ polyphasic approach แลว้นาํขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทด์ไปใชใ้นการจาํแนกและการศึกษาสายสัมพนัธ์

ทางวิวฒันาการ (phylogenetic analysis) ดว้ยโปรแกรม MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

Version 6.0, Pennsylvania State University) ดว้ยวิธี Neighbor-Joining (NJ-method) และกาํหนดค่า bootstrap 

เท่ากับ 500 พบว่าไซยาโนแบคทีเรียสายพนัธ์ุ BKP-Sansabมีลกัษณะทางพนัธุกรรมใกลเ้คียงกับสายพนัธ์ุ 

Arthronema africanum accession numberAB115966.1 อยู ่94% (รูปท่ี 2 และ 3) ดงันั้นจึงถูกคดัเลือกมาศึกษาหา

สภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนต่อไป 

ช่ือ รูปถ่าย ลกัษณะ สถานที ่ ละตจูิด-ลองตจูิด 

LKB-02 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 4 µ m 

ลาดกระบงั 

(นํ้ า) 

13°43’39” N 

 100°46’44” E 

LKB-03 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 5 µm 

ลาดกระบงั  

(ดิน) 

13°43’49” N 

100°46’34” E 

BKP-Sansap 

 เซลลเ์ป็นเสน้สาย 

ขนาดเสน้ผา่น

ศูนยก์ลาง 5 µm 

บางกะปิ 

(นํ้ า) 

13°45’35” N 

 100°36’49” E 
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ตารางที ่4. อตัราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียทั้ง 9 ไอโซเลท 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่2. Arthronema africanum strain BKP-Sansab ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  

ท่ีกาํลงัขยาย 100x (ซา้ย) และ1000x (ขวา) 

No Isolated name 

Hydrogen production rate (µmolH2/mgChl/h) 

BG11 BG-110 

สวา่ง มืด สวา่ง มืด 

1 KAN-02 - - - 0.63±0.09 

2 NHJ-02 - - - 6.49±1.13 

3 KSW-02 - - - 2.60±0.41 

4 PRW-01 - 1.73±0.03 - 13.97±4.96 

5 MBR-02 - - - 1.49±0.38 

6 LKB-KMITL - - - 2.14±0.15 

7 LKB-02 - - - 2.52±0.87 

8 LKB-03 - - - 0.78±0.03 

9 BKP-Sansab - - 33.99±0.93 - 
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รูปที ่3. แผนภูมิแสดงสายสมัพนัธ์ทางววิฒันาการดว้ยโปรแกรม MEGA6 

 

ในการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจน พบวา่ Arthronema africanum strain BKP-Sansab  

สามารถผลิตไฮโดรเจนไดเ้ม่ือบ่มในท่ีมีแสงและเพาะเล้ียงในอาหารท่ีปราศจากไนโตรเจนเท่านั้น  ซ่ึงโดยทัว่ไป    

ไซยาโนแบคทีเรียท่ีไม่มีเซลลเ์ฮเทอโรซิสตจ์ะผลิตไฮโดรเจนผ่านการตรึงไนโตรเจนในอากาศดว้ยเอนไซมไ์นโตร

จีเนส และจะทาํงานในขณะท่ีไม่มีแสงเท่านั้น (Hallenbeck, 2012) แต่อย่างไรก็ตาม ยงัมีการพบการทาํงานของ

เอนไซม์ไนโตรจีเนสในสภาวะท่ีมีแสงในไซยาโนแบคทีเรียแบบเส้นสายชนิดไม่มีเฮเทอโรซิสต์เช่นกัน  

(Berrendero et al., 2016) สาํหรับสภาวะท่ีเหมาะสาํหรับการผลิตไฮโดรเจนคือ เพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั สามารถให้

ผลผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยูท่ี่ 35.03±1.32  µmolH2/mgChl/h (รูปท่ี 4) เน่ืองจากเป็นช่วงเวลาท่ีเซลลมี์การเติบโตอยา่ง

เต็มท่ี ความเขม้ขน้ของเหล็กท่ีเหมาะสมสําหรับการผลิตไฮโดรเจนอยู่ท่ี 46 ไมโครโมลาร์ สามารถให้ผลผลิต

ไฮโดรเจนสูงสุดอยูท่ี่ 34.21±0.34  µmolH2/mgChl/h (รูปท่ี 5) เน่ืองจากเหล็กเป็นโคแฟคเตอร์ของเอนไซมไ์นโตร

จีเนส (Schut & Adams, 2009) ความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนจากโซเดียมคาร์บอเนต 0.8 กรัม ให้ผลผลิต

ไฮโดรเจนอยูท่ี่ 48.76±0.09 µmolH2/mgChl/h ซ่ึงสูงกวา่การใชโ้ซเดียมไบคาร์บอเนตท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัเป็น

แหล่งคาร์บอนอนินทรีย ์(รูปท่ี 6) เน่ืองจากมีความเป็นกรดสูงกว่าเม่ือแตกตวักบันํ้ า นอกจากน้ีแหล่งคาร์บอนยงั

ส่งผลต่อกิจกรรมของเอนไซมไ์นโตรจีเนสและเอนไซมรี์เวอิร์สซิเบิลไฮโดรจีเนส  จึงทาํใหอ้ตัราการผลิตไฮโดรเจน

สูงข้ึน (Khetkorn et al., 2010) อยา่งไรก็ตามเม่ือความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนเพ่ิมข้ึนจนถึงจุดหน่ึง ปริมาณ

ไฮโดรเจนจะลดลง เน่ืองจากความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึนน้ีส่งผลใหเ้ซลลจ์ะตอ้งใชพ้ลงังานในการขบัออกนอกเซลล ์ทาํให้

ความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนลดลง (Baebprasert  et al., 2010)  นอกจากน้ียงัพบวา่ค่า pH ท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 7.5  
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(รูปท่ี 7) ซ่ึงให้อตัราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยูท่ี่ 47.08 ±2.82 µmolH2/mgChl/h เน่ืองจากเป็นค่า pH ท่ีเหมาะสม

ต่อการเติบโตของไซยาโนแบคทีเรีย 

เม่ือนาํ A. africanum strain BKP-Sansab ไปเพาะเล้ียงในอาหาร  BG-1101 (อาหารสูตรดดัแปลงจากอาหาร

BG-110 ท่ีประกอบดว้ยความเขม้ขน้ของเหลก็ 46.0 ไมโครโมลาร์ ความเขม้ขน้ของโซเดียมคาร์บอนเนต 0.8 กรัมต่อ

ลิตร ค่า pH  ท่ี 7.5 และเพาะเล้ียงเป็นเวลา 7 วนั) พบวา่ให้ผลผลิตไฮโดรเจนสูงกวา่เม่ือเทียบกบัอาหาร BG-110 

ในขณะท่ีอาหารสูตร BG11 ไม่มีอตัราการผลิตไฮโดรเจนเกิดข้ึนเลย โดยอตัราการผลิตไฮโดรเจนสะสมสูงสุดอยู่

ในช่วงระยะ เวลาการบ่มท่ี  24  ชั่วโมง ซ่ึงให้ค่ าการผลิตไฮโดรเจนอยู่ ท่ี  55.42±1.17 และ 42.09±0.76 

µmolH2/mgChl/h ในอาหารสูตร BG-1101  และสูตร BG-110 ตามลาํดบั ซ่ึงปริมาณไฮโดรเจนเพ่ิมข้ึนร้อยละ 31.67  

ดงันั้นอาหารสูตร BG-1101 จึงมีความเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. africanum strain 

BKP-Sansab ดงัรูปท่ี 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่4. แสดงผลของระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน (วนั)  

(ค่าท่ีอยูเ่หนือแท่งกราฟคือค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่5. แสดงผลของความเขม้ขน้ของ Fe3+ (ไมโครโมลาร์) ท่ีเหมาะสาหรับการผลิตไฮโดรเจน 

(ค่าท่ีอยูเ่หนือแท่งกราฟคือค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 
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รูปที ่6. แสดงผลของความเขม้ขน้และชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน (กรัมต่อลิตร) 

(ค่าท่ีอยูเ่หนือแท่งกราฟคือค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่7. แสดงผลของค่าพีเอชท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน 

(ค่าท่ีอยูเ่หนือแท่งกราฟคือค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

25.18 ± 7.77 

29.84 ± 0.15 

35.15 ± 2.28 

37.01 ± 6.08 

36.97 ± 0.96 

30.38 ± 0.01 

25.18 ± 0.07 

33.01 ± 0.62 

41.52 ± 0.23 

48.76 ± 0.09 

45.99 ± 0.16 

40.36 ± 0.70 

0

10

20

30

40

50

60

0.0 0.2 0.4 0.8 1.6 3.2 

H
yd

ro
ge

n 
Pr

od
uc

tio
n 

R
at

e 

(µ
m

ol
H

2/m
gC

hl
/h

) 

Concentration (g/ L) 

 

NaHCO3

NA2CO3

NaHCO3 

Na2CO3 

5.64 ± 0.35 

28.09 ± 0.52 
34.18 ± 0.35 

46.21 ± 0.78 47.08 ± 2.82 

0

10

20

30

40

50

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 

H
yd

ro
ge

n 
Pr

od
uc

tio
n 

R
at

e 

(µ
m

ol
H

2/m
gC

hl
/h

) 

pH 



The Journal of Applied Science                                Vol. 18 No. 2: 22-38 [2019] 
วารสารวทิยาศาสตรป์ระยกุต ์          doi: 10.14416/j.appsci.2019.09.001 

- 36 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่8. แสดงผลของช่วงเวลาการบ่มท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจน (ชัว่โมง) 

(ค่าท่ีอยูเ่หนือแท่งกราฟคือค่าเฉล่ีย ± ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

สรุปผลการทดลอง 

Arthronema africanum strain BKP-Sansab ซ่ึงคดัเลือกจากคลองแสนแสบ กรุงเทพมหานคร ฯ สามารถ

ผลิตไฮโดรเจนได้ในสภาวะท่ีมีแสงสว่างเท่านั้ น โดยให้อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยู่ท่ี  55.42±1.17 

µmolH2/mgChl/h เม่ือเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BG-1101 (Blue - Green Medium สูตรดดัแปลงจากอาหาร BG-110) ซ่ึง

มีสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการผลิตไฮโดรเจนมากกวา่ เม่ือเทียบกบัอาหารสูตร BG-110  (Blue - Green Medium สูตร

ปราศจากไนโตรเจน) ท่ีให้อตัราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดอยู่ท่ี 42.09±0.76 µmolH2/mgChl/h ซ่ึงอตัราการผลิต
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สาํนกัวจิยัดา้นพลงังานชีวภาพคณะวทิยาศาสตร์ สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั ท่ีใหค้วาม

อนุเคราะห์ใชเ้คร่ืองแก๊สโครมาโตกราฟในการวเิคราะห์ปริมาณการผลิตแก๊สไฮโดรเจนคร้ังน้ี  
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