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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

1.1 ความสําคัญและที่มาของป�ญหา  

 พลังงานมีความสําคัญอย�างย่ิงต�อมนุษย�ทุกคนบนโลก  พลังงานได�ถูกนําไปใช�ในด�านต�างๆ ไม�ว�าจะเป)น
การใช�พลังงานในการดํารงชีวิตประจําวัน ในด�านอุตสาหกรรม และในด�านการคมนาคมขนส�ง เป)นต�น  การ
เพิ่มข้ึนของประชากรบนโลก การขยายตัวของเมืองและเศรษฐกิจทําให�ความต�องการในการใช�พลังงานเพิ่มมาก
ข้ึน  อย�างไรก็ตาม แหล�งพลังงานที่มีอยู�บนโลกน้ีมีปริมาณจํากัด และพลังงานส�วนใหญ�ที่นํามาใช�ในป5จจุบันเป)น
พลังงานส้ินเปลืองท่ีใช�แล�วหมดไป อาทิเช�น นํ้ามันป6โตรเลียม ถ�านหิน ก7าซธรรมชาติ หินนํ้ามัน และทรายนํ้ามัน 
ฯลฯ  เม่ือนําแหล�งพลังงานเหล�าน้ีมาใช�จะก�อให�เกิดป5ญหามลภาวะกับส่ิงแวดล�อมเป)นอย�างมาก เน่ืองจากการ
เผาไหม�ของพลังงานเหล�าน้ีจะเกิดปลดปล�อยก7าซท่ีเป)นมลพิษต�างๆ เช�น ก7าซคาร�บอนไดออกไซด� ก7าซ
คาร�บอนมอนอกไซด� มีเทน และสารพิษอ่ืนๆ ทําให�เกิดป5ญหาสภาวะโลกร�อนจากการเกิดภาวะเรือนกระจก 
การเกิดฝนกรด หรือป5ญหาส่ิงแวดล�อมอ่ืนๆ  ทางออกในการแก�ไขป5ญหาการใช�พลังงานเหล�าน้ีคือ การใช�
พลังงานให�ลดน�อยลง หรือ การหาพลังงานทดแทนท่ีสามารถหมุนเวียนและนํากลับมาใช�ได�อีก หรือ การใช�
พลังงานจากแหล�งทรัพยากรที่มีอยู�อย�างมากมายและไม�จํากัด เช�น แสงอาทิตย� ลม ชีวมวล นํ้า และ ไฮโดรเจน 
เป)นต�น   

พลังงานไฮโดรเจนจัดเป)นพลังงานหน่ึงที่น�าสนใจ เน่ืองจากไฮโดรเจนให�ค�าพลังงานในการเผาไหม�สูง
และได�ผลิตภัณฑ�จากการเผาไหม�เป)นนํ้าและก7าซออกซิเจน ซ่ึงไม�ก�อให�เกิดมลพิษกับส่ิงแวดล�อม  การผลิต
ไฮโดรเจนแบ�งออกได�เป)น 2 กระบวนการหลัก คือ (1) กระบวนการผลิตไฮโดรเจนทางกายภาพ เป)น
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากการใช�ความร�อนสูง การใช�สารเคมี หรือการใช�กระแสไฟฟDา ซึ่งกระบวนการ
เหล�าน้ีมีข�อเสีย คือ เกิดก7าซที่เป)นมลพิษ และต�องใช�พลังงานและความร�อนสูง (2) กระบวนการผลิตไฮโดรเจน
ทางชีวภาพ เป)นกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากส่ิงมีชีวิตจําพวกแบคทีเรีย แบคทีเรียสังเคราะห�แสง สาหร�ายสี
เขียว และไซยาแบคทีเรีย เป)นต�น  การผลิตไฮโดรเจนจากสาหร�ายสีเขียวและไซยาโนแบคทีเรียเป)นการผลิต
ไฮโดรเจนโดยอาศัยกระบวนการสังเคราะห�แสง  ในการผลิตไฮโดรเจนด�วยกระบวนการน้ีมีวัตถุดิบที่สําคัญ คือ 
แสงและนํ้า ซึ่งจะเห็นได�ว�าเป)นทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู�อย�างมากมายในปริมาณท่ีไม�จํากัด และผลิตภัณฑ�จาก
กระบวนการผลิตไฮโดรเจนน้ี คือ ก7าซออกซิเจน ซึ่งไม�ก�อให�เกิดป5ญหามลพิษกับส่ิงแวดล�อม 

 การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย Aphanothece halophytica เกิดจากการทําปฏิกิริยาของ
เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) โดยกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากไซยา
โนแบคทีเรียน้ีสามารถเกิดข้ึนได�จาก 2 กระบวนการ คือ (1) กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยใช�อิเล็กตรอนจาก
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กระบวนการสังเคราะห�แสง (2) กระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยใช�อิเล็กตรอนจากกระบวนการย�อยสลายไกลโค
เจนท่ีเก็บสะสมไว�ภายในเซลล�  เม่ือเซลล�อยู�ในสภาวะไร�อากาศและอยู�ในท่ีมืด ไกลโคเจนท่ีเก็บสะสมไว�ภายใน
เซลล�จะถูกย�อยสลายเป)นกลูโคส และกลูโคสจะถูกออกซิไดซ�ให�เป)นอิเล็กตรอนกับ NADP+ สร�าง NADPH เพื่อ
ใช�เป)นสับสเตรทให�กับเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสในการผลิตไฮโดรเจน  การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica ส�วนใหญ�จะเป)นการผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการที่สอง ในการผลิตไฮโดรเจน
แบบกระบวนการแรกน้ันอาจจะเกิดข้ึนได� แต�ในปริมาณน�อย เน่ืองจากออกซิเจนที่ได�จากการแตกตัวของนํ้าน้ัน
จะเข�าไปยับย้ังการทํางานเอนไซม�เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส  โดยปกติแล�ว NAD(P)H จะเป)นตัวให�
อิเล็กตรอนในกระบวนการต�างๆ ภายในเซลล� เช�น กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� ไกลโคไลซิส การผลิต
นํ้าผ�านไซโตโครมซีออกซิเดส (Cytochrome C oxidase) และในกระบวนการหายใจโดยผ�าน NADH ดีไฮโดร
จีเนสคอมเพล็กซ� 1 (NADH dehydrogenase; NDH-1) ซัคซิเนทดีไฮโดรจีเนส (Succinate dehydrogenase; 
SDH) และ คิวนอลออกซิเดส (Quinol oxidase)  

 งานวิจัยน้ีมีความสนใจในการศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียทน
เค็ม A. halophytica โดยใช�สารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงท่ี 2 เพื่อยับย้ังการผลิตออกซิเจนจาก
กระบวนการสังเคราะห�แสง นอกจากน้ี ยังศึกษาการผลิตไฮโดรเจนจากการใช�สารยับย้ังกระบวนการหายใจ 
ของปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� และวัฏจักรเครบส� โดยสารยับย้ัง
เหล�าน้ีจะเข�าไปขัดขวางกระบวนการขนส�งอิเล็กตรอนไปยังวิถีต�างๆ อิเล็กตรอนจึงเปล่ียนทิศทางไปยังเอนไซม�
ไฮโดรจีเนส ทําให�เอนไซม�มีอิเล็กตรอนไปใช�ในการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มมากข้ึน 
 
1.2 วัตถุประสงค�ของงานวิจัย  

วัตถุประสงค�ของงานวิจัยน้ี คือ 
1. เพื่อคัดเลือกสารยับย้ังชนิดต�างๆ ที่สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม 

A. halophytica                                                                                                                                  

2. เพื่อศึกษาผลของสารยับย้ังต�อการเจริญของเซลล� การผลิตไฮโดรเจน การผลิตออกซิเจน และ
กิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสของไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม A. halophytica  

 
1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

ขอบเขตของงานวิจัยน้ี คือ คัดเลือกสารยับย้ังชนิดต�างๆ ที่สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโน
แบคทีเรียทนเค็ม A. halophytica สารยับย้ังท่ีใช�ในการทดลอง ได�แก� สารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงท่ี 
2 สารยับย้ังกระบวนการหายใจ สารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน สารยับย้ังกระบวนการตรึง
คาร�บอนไดออกไซด� และสารยับย้ังวัฏจักรเครบส� หลังจากน้ัน นําสารยับย้ังท่ีคัดเลือกได�มาศึกษาผลของสาร
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ยับย้ังต�อจํานวนเซลล� ความเข�มข�นของคลอโรฟ6ลล� การผลิตไฮโดรเจน การผลิตออกซิเจน และ กิจกรรมของ
เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสของไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม A. halophytica  
 
1.4 ประโยชน�ที่คาดว)าจะได+รับ 

ประโยชน�ที่คาดว�าจะได�รับ คือ 
1. สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม A. halophytica 

เพื่อเป)นพลังงานทางเลือกท่ีจะมาแทนพลังงานฟอสซิลในอนาคต 
2. สามารถใช�ทรัพยากรธรรมชาติท่ีมีอยู�อย�างไม�จํากัด ได�แก� นํ้า และ แสง เพื่อเป)นแหล�งวัตถุดิบและ

พลังงานให�กับไซยาโนแบคทีเรียเพื่อการผลิตไฮโดรเจน  
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



4 
 

บทท่ี 2 
ทฤษฎีและงานวจิัยท่ีเกีย่วข+อง 

 
2.1 พลังงานไฮโดรเจน 

 ในป5จจุบัน พลังงานเป)นส่ิงที่จําเป)นและเป)นท่ีต�องการอย�างมากสําหรับมนุษย� เน่ืองจากโลกมีการ
ขยายตัวทางเศรษฐกิจ และการเพิ่มข้ึนของจํานวนประชากร  พลังงานที่ใช�น้ันส�วนใหญ�ได�มาจากแหล�งนํ้ามัน 
ก7าซธรรมชาติ และ ถ�านหิน ฯลฯ ซึ่งมีอยู�ในปริมาณที่จํากัดและไม�เพียงพอต�อความต�องการในอนาคต  
ไฮโดรเจน (H2) จัดเป)นพลังงานทางเลือกหน่ึงที่สามารถนํามาทดแทนพลังงานอ่ืนๆ ได�อย�างมีประสิธิภาพ และ
ไม�ก�อให�เกิดผลกระทบกับส่ิงแวดล�อม  ไฮโดรเจนเป)นธาตุลําดับที่ 1 มีสัญลักษณ� คือ H โดยไฮโดรเจน (H) เป)น
ธาตุที่เบาท่ีสุดและเป)นธาตุท่ีพบมากที่สุดในเอกภพ ซ่ึงในบรรยากาศโลกมีก7าซไฮโดรเจนประมาณ 0.1 ส�วนใน
ล�านส�วน มีมวลอะตอมเท�ากับ 1.00794 กรัมต�อโมล มีความหนาแน�น 0.08988 กรัมต�อลิตร  คุณสมบัติทั่วไป
ของก7าซไฮโดรเจน คือ ไม�มีสี ไม�มีกล่ิน ติดไฟง�าย ไม�มีเปลวไฟเวลาเผา การเผาไหม�สะอาด ไม�เกิดก7าซ
คาร�บอนไดออกไซด� หรือซัลเฟอร�ไดออกไซด�ท่ีเป)นพิษต�อส่ิงแวดล�อม มีความแข็งแรงในการยึดโมเลกุลเท�ากับ 
1.04 กิโลคาลอรีต�อโมล  ดังน้ัน เมื่อต�องการให�ไฮโดรเจนโมเลกุลทําปฏิกิริยา จึงต�องใช�พลังงานเพื่อทําลาย
ความแข็งแรงในการยึดโมเลกุลดังกล�าว เช�น เพิ่มอุณหภูมิหรือใช�สารเร�งปฏิกิริยา เป)นต�น  ไฮโดรเจนมีจุดเดือด 
-252.57 องศาเซลเซียส และมีจุดหลอมเหลว -259.14 องศาเซลเซียส  นอกจากน้ี ไฮโดรเจนมีอุณหภูมิการเผา
ไหม�สูงมากถึง 3,000 องศาเซลเซียส และให�พลังงานสูงถึง 127 กิโลจูลต�อกรัม ซึ่งให�พลังงานมากกว�าเช้ือเพลิง
จากแหล�งไฮโดรคาร�บอนอ่ืนๆ (รูปที่ 2.1)   

 อะตอมของไฮโดรเจนจะมีนิวเคลียสอยู�กลาง ภายในนิวเคลียสประกอบด�วยโปรตอนและนิวตรอน และ
มีอิเล็กตรอนว่ิงรอบนอกเหมือนธาตุอ่ืนๆ  ไฮโดรเจนมี 3 ไอโซโทป (รูปท่ี 2.2) ท่ีข้ึนกับจํานวนโปรตอนและ
จํานวนนิวตรอนที่แตกต�างกัน ดังน้ี 

1.  โปรเทียม (Protium) มีจํานวนโปรตอน 3 ตัว มีนํ้าหนักอะตอมเท�ากับ 1.0078 
2.  ดิวเทอเรียม (Deuterium) มีจํานวนโปรตอน 1 ตัว จํานวนนิวตรอน 1 ตัว มีนํ้าหนักอะตอมเท�ากับ 

2.0141 
 3. ตริเทียม (Tritium) มีจํานวนโปรตอน 1 ตัว จํานวนนิวตรอน 2 ตัว มีนํ้าหนักอะตอมเท�ากับ3.0161 
ลักษณะท่ัวไปของไฮโดรเจนท้ัง 3 สถานะ คือ ไฮโดรเจนที่เป)นของแข็งจะไม�มีสี มีโครงสร�างผลึก 6 เหล่ียม 
ปริมาตรต�อโมล (Molar Volume) เท�ากับ 2.56 ลูกบาศก�เซนติเมตรต�อโมล ส�วนไฮโดรเจนที่เป)นของเหลวจะ
ไม�มีสี มีค�าความหนืด (Viscosity) ตํ่า เคล่ือนท่ีได�เร็ว ในขณะท่ีไฮโดรเจนที่เป)นก7าซจะไม�มีสี ไม�มีกล่ิน ไม�เป)น
พิษ ก7าซไฮโดรเจน 1 ลิตร มีมวล 0.0898 กรัม 
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 รูปท่ี 2.1 ค�าพลังงานความร�อนของก7าซไฮโดรเจนและแหล�งพลังงานอ่ืนๆ  

(https://energyclub.stanford.edu/solar-fuels-as-versatile-energy-solutions/) 
 

 
 
 
  
 
 
 

รูปท่ี 2.2 ไอโซโทปของไฮโดรเจน 
(https://simple.wikipedia.org/wiki/Isotope) 
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2.2 กระบวนการผลิตไฮโดรเจน 

 ผลิตภัณฑ�ท่ีได�จากกระบวนการแตกตัวของนํ้า คือ ไฮโดรเจนและออกซิเจน  วิธีการท่ีสามารถทําให�นํ้า
แตกตัวได�ต�องใช�พลังงานหรืออาศัยส่ิงมีชีวิต โดยจะเกิดข้ึนได�ในกระบวนการเมแทบอลิซึมต�างๆ ในการแตกตัว
ของนํ้าให�ได�ก7าซไฮโดรเจน  วัตถุดิบท่ีผลิตไฮโดรเจนสามารถนํามาจากหลายแห�งด�วยกัน เช�น ก7าซธรรมชาติ 
ถ�านหิน นํ้ามันป6โตรเลียม ชีวมวล นํ้า หรือจากแหล�งพลังงานนิวเคลียร� เป)นต�น  การบวนการผลิตไฮโดรเจน
สามารถแบ�งออกเป)นได�หลายกระบวนการ ดังน้ี 

 2.2.1 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางกายภาพ 

  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางกายภาพ สามารถเป)นออกเป)นวิธีการต�างๆ ดังน้ี 

  1) การผลิตไฮโดรเจนโดยใช�อุณหภูมิสูงในการทําปฏิกิริยาเคมี (Thermochemical process) 

  กระบวนการผลิตก7าซไฮโดรเจนโดยใช�อุณหภูมิสูงเป)นการใช�ความร�อนในการเปล่ียนมวล
ชีวภาพ ก7าซธรรมชาติ ถ�านหิน ให�กลายเป)นก7าซผสม ได�แก� ก7าซไฮโดรเจน (H2) คาร�บอนมอนอกไซด� (CO) 
คาร�บอนไดออกไซด� (CO2) นํ้า (H2O) และมีเทน (CH4)  จากน้ัน จึงทําการแยกไฮโดรเจนออกมาโดยใช�รูปแบบ
ของการเผาไหม� ซึ่งการผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการความร�อนเคมี ได�แก� กระบวนการรีฟอร�มมิงด�วยไอนํ้า 
(Steam reformation) กระบวนการแก7สซิฟ6เคชัน (Gasification) (ประพันธ� 2551)  ในป5จจุบัน การผลิต
ไฮโดรเจนจากกระบวนการรีฟอร�มมิงด�วยไอนํ้าจากก7าซธรรมชาติ เป)นกระบวนการท่ีใช�กันแพร�หลายในเชิง
พาณิชย� ซึ่งในประเทศไทยใช�กระบวนการน้ีในการผลิตไฮโดรเจน เพื่อใช�เป)นสารต้ังต�นในอุตสาหกรรมต�างๆ แต�
ข�อเสียของกระบวนการน้ีคือ ก�อให�เกิดมลพิษ เน่ืองจากมีสารพิษตกค�างจากสารประกอบไฮโดรคาร�บอนที่ไม�เผา
ไหม� คาร�บอนไดออกไซด� และซัลเฟอร� เป)นต�น  การผลิตไฮโดรเจนสามารถผลิตจากสารต้ังต�นได�หลายชนิด 
เช�น การเปล่ียนแปลงรูปของก7าซธรรมชาติ โดยใช�ก7าซธรรมชาติท่ีได�จากกระบวนการกล่ันนํ้ามันดิบ ได�แก� การ
เปล่ียนแปลงรูปของไอมีเทน (Steam methane reforming) โดยใช�ไอนํ้าภายใต�อุณหภูมิและแรงดันสูงเพื่อ
ผลิตก7าซไฮโดรเจน โดยอุณหภูมิที่ใช�อยู�ในช�วง 700-1,000 องศาเซลเซียส และทําปฏิกิริยากับไอนํ้าที่อุณหภูมิ
สูงท่ีความดัน 2-25 บาร� โดยถ�ามีคาร�บอนมอนอกไซด�และคาร�บอนไดออกไซด�ในปริมาณน�อยจะเป)น
กระบวนการเร�งปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงกระบวนการเปล่ียนแปลงรูปโดยใช�ไอนํ้าจะเป)นปฏิกิริยาการดูด
ความร�อน  ดังน้ัน จึงต�องใช�ความร�อนในปฏิกิริยาของกระบวนการ และในข้ันตอนต�อมาเป)นปฏิกิริยาการ
เคล่ือนท่ีของไอนํ้า (Water gas shift reaction) โดยคาร�บอนมอนอกไซด�จะทําปฏิกิริยากับไอนํ้าซึ่งจะเกิดการ
เร�งปฏิกิริยาสร�างคาร�บอนไดออกไซด�และไฮโดรเจนออกมา  ต�อมา จึงเป)นกระบวนการดูดซับภายใต�ความดัน 
(Pressure swing adsorption) โดยคาร�บอนไดออกไซด�และก7าซอ่ืนๆ จะเกิดการเคล่ือนที่ไปเป)นไอก7าซและมี
การปลดปล�อยก7าซไฮโดรเจนบริสุทธ์ิออกมา (ชัยวัฒน� 2536) 
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การผลิตก7าซไฮโดรเจนจากชีวมวล สารชีวมวลเป)นวัตถุอินทรีย�ที่สามารถนํากลับมาใช� ซึ่งอาจ
ได�จากเศษวัสดุเหลือท้ิงทางการเกษตร เช�น ซังข�าวโพด ฟางข�าวสาลี วัสดุเศษเหลือจากโรงเล่ือยในอุตสาหกรรม
ป~าไม� โดยเฉพาะพืชจําพวกหญ�าซ่ึงจัดเป)นพวกวัชพืชทางการเกษตร โดยพืชเหล�าน้ีจะใช�พลังงานจากเศษส่ิง
ปฏิกูลที่ท้ิงจากชุมชนและส่ิงปฏิกูลจากฟาร�มเล้ียงสัตว� เพื่อให�พืชจําพวกน้ีเจริญเติบโตเพิ่มจํานวน  ดังน้ัน พืช
จําพวกน้ีถือว�าเป)นแหล�งสารชีวมวลท่ีสําคัญ  การผลิตก7าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลน้ันอาศัย 2 กระบวนการ 
คือ กระบวนการผลิตก7าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลโดยการใช�ความร�อนในรูปของไอนํ้าภายใต�สภาวะที่มีความ
ดัน ซึ่งสารชีวมวลจะถูกแยกออกเป)นก7าซไฮโดรเจน และกระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากสารชีวมวลด�วยวิธี 
ไพโรไลซิสเป)นวิธีการผลิตก7าซไฮโดรเจนจากสารชีวมวลในสภาวะที่ปราศจากออกซิเจน 

กระบวนการผลิตไฮโดรเจนจากถ�านหินเป)นกระบวนการทางเคมี สามารถผลิตได�ทั้งพลังงาน
นํ้ามันเช้ือเพลิง สารเคมี และไฮโดรเจน โดยไฮโดรเจนจะถูกสร�างข้ึนก�อนจากการทําปฏิกิริยาระหว�างถ�านหิน
กับออกซิเจนและไอนํ้าภายใต�สภาวะท่ีมีความดันและอุณหภูมิสูง ซึ่งก7าซที่สังเคราะห�ข้ึนจะเป)นก7าซผสมของ
ไฮโดรเจนและก7าซคาร�บอนมอนอกไซด� หลังจากเกิดปฏิกิริยาแล�ว ก7าซมลทินจะถูกกําจัดออกไป  ส�วน
คาร�บอนมอนอกไซด�จะเกิดการทําปฏิกิริยากับไอนํ้าแล�วได�เป)นก7าซไฮโดรเจนและก7าซคาร�บอนไดออกไซด� โดย
ก7าซไฮโดรเจนจะถูกแยกออกจากระบบ ส�วนคาร�บอนไดออกไซด�จะถูกยึดจับและกําจัดออกไป  การผลิตก7าซ
ไฮโดรเจนจากการเปล่ียนแปลงโครงสร�างเช้ือเพลิงท่ีอยู�ในรูปของเหลว เป)นสภาวะท่ีมีความเหมาะสมในการ
แยกเปล่ียนแปลงโครงสร�างของสารเช้ือเพลิงชีวมวลที่อยู�ในรูปของเหลว ซึ่งได�แก� เอทานอล นํ้ามันท่ีได�จาก
กระบวนการหมักโดยจะเกิดข้ึนติดต�อกันอย�างต�อเน่ือง ซึ่งในระหว�างการเกิดปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงก็จะมี
การผลิตไฮโดรเจนเกิดข้ึน โดยข้ันตอนการผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยวิธีน้ีจะคล�ายกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจน
จากก7าซธรรมชาติซ่ึงได�กล�าวมาแล�วข�างต�น 

การผลิตไฮโดรเจนโดยใช�อุณหภูมิสูงในการแยกโมเลกุลของนํ้า เป)นวิธีการท่ีใช�กันมาเป)น
เวลานาน ซึ่งเม่ือเร็วๆ น้ีได�มีกระบวนการพัฒนาให�ดีขึ้น โดยการใช�ความร�อนอุณหภูมิสูง 500-2,000 องศา
เซลเซียส ในการที่จะกระตุ�นปฏิกิริยาเคมีในการเปล่ียนแปลงโครงสร�างของสารเพื่อผลิตก7าซไฮโดรเจน ซึ่ง
สารเคมีท่ีใช�ในกระบวนการสามารถนํากลับมาใช�ใหม�ได�  เมื่อไม�นานมาน้ี นักวิจัยท่ัวโลกได�ทําการพัฒนาวิธีการ
ต�างๆ ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนโดยการแยกโมเลกุลของนํ้าท่ีอุณหภูมิสูง ได�แก� กระบวนการผลิตก7าซ
ไฮโดรเจนจากการแตกโมเลกุลของนํ้าที่อุณหภูมิสูงโดยใช�พลังงานความเข�มข�นของแสง โดยใช�เลนส�กระจกใน
การจับแสงให�เกิดความเข�มข�นสูงๆ เพื่อกระตุ�นให�เกิดอุณหภูมิท่ีสูงข้ึน และกระบวนการผลิตก7าซไฮโดรเจนจาก
กระบวนการแตกโมเลกุลของนํ้าท่ีอุณหภูมิสูงโดยใช�พลังงานนิวเคลียร� 
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2) การผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยวิธีเคมีไฟฟDา (Electro-chemical process) 

กระบวนการผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยวิธีเคมีไฟฟDา เป)นการแยกโมเลกุลของนํ้าได�เป)นออกซิเจน
และไฮโดรเจนโดยใช�กระแสไฟฟDา  ปฏิกิริยาจะเกิดข้ึนในส�วนที่เรียกว�า อิเล็กโทรไลเซอร� ซ่ึงจะถูกประยุกต�ให�มี
ขนาดท่ีเล็กและมีหน�าที่ในการเกิดปฏิกิริยาอิเล็กโทรไลซิส ซึ่งจะมีข้ัวบวกและข้ัวลบของไฟฟDาแยกออกจากกัน 
โดยไฮโดรเจนอะตอมจะไปเกาะที่ข้ัวลบและออกซิเจนจะไปเกาะท่ีขั้วบวก  วิธีการน้ีใช�กระแสไฟฟDามากถึง 90 
กิโลวัตต� และสามารถผลิตไฮโดรเจนได�ถึง 1,000 ลูกบาศก�ฟุต โดยก7าซไฮโดรเจนท่ีได�จะมีความบริสุทธ์ิสูง ซึ่ง
กระบวนการทํางานจะมีหลายวิธีข้ึนอยู�กับชนิดอิเล็กโทรไลเซอร� เช�น พอลิเมอร�อิเล็กโทรไลต�เมมเบรน (PEM 
electrolyzer) แอลคาไลน�อิเล็กโทรไลเซอร� (Alkaline electrolyzer) และโลหะออกไซด�อิเล็กโทรไลเซอร� 
(Solid oxide electrolyzer)  ข�อดีของวิธีการน้ี คือ ไม�ก�อให�เกิดสภาวะก7าซเรือนกระจกในระหว�าง
กระบวนการผลิต  ส�วนข�อเสียของวิธีการน้ี คือ ต�องการกระแสไฟฟDาจํานวนมากและสูญเสียพลังงานไฟฟDาไปใน
แต�ละข้ันตอนของการแยกสลายด�วยนํ้า  กระบวนการน้ีต�องใช�สภาวะท่ีมีอุณหภูมิสูงกว�า 2,500 องศาเซลเซียส 
เพื่อแยกโมเลกุลของนํ้าให�เป)นออกซิเจนอะตอมและไฮโดรเจนอะตอม (รูปท่ี 2.3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.3 กระบวนการอิเล็กโตรไลซิสของนํ้า 
(https://energy.gov/eere/fuelcells/hydrogen-production-electrolysis) 
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3) การผลิตก7าซไฮโดรเจนโดยใช�ปฏิกิริยาโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล (Photoelectrochemical 
process) 

การผลิตก7าซไฮโดรเจนโดยใช�ปฏิกิริยาโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล เป)นกระบวนการผลิตก7าซ
ไฮโดรเจนจากการแตกโมเลกุลของนํ้าโดยอาศัยพลังงานแสง ซ่ึงกระบวนการน้ีเป)นกระบวนการท่ีเกิดข้ึนเร็วมาก
และสามารถท่ีจะนํามาใช�ทําการผลิตในระยะยาวได�  นอกจากน้ี กระบวนการผลิตยังไม�ก�อให�เกิดมลพิษต�อ
ส่ิงแวดล�อม  การผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยวิธีการโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล เกิดจากการแยกโมเลกุลของนํ้าเพื่อให�ได�
ก7าซไฮโดรเจน โดยใช�ปฏิกิริยาโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล ซ่ึงจะใช�แสงเป)นแหล�งพลังงาน  แสงจะเกิดการเหน่ียวนํา
ให�เกิดการแยกโมเลกุลของนํ้าผ�านเซมิคอนดักเตอร�อิเล็กโทรด โดยท่ีแผ�นของคอนดักเตอร�จะเคลือบด�วยตัวเร�ง
ปฏิกิริยาที่ทําให�เกิดการเคล่ือนที่ของกระแสไฟฟDา ซึ่งจะทําให�เกิดปฏิกิริยาเป)นไฮโดรเจนและออกซิเจนที่บริเวณ
พื้นผิวของคอนดักเตอร�  กลไลการเกิดปฏิกิริยาแสดงดังรูปที่ 2.4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.4 กระบวนการโฟโตอิเล็กโทรเคมิคอล 
(http://emat-solar.lbl.gov/research/application-photo-electrochemical-cell-pec) 
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 2.2.2 การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพ  

  การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการทางชีวภาพ สามารถเป)นออกเป)นวิธีการต�างๆ ดังน้ี 

1) การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการชีวภาพแบบใช�แสง (Photobiological hydrogen 
production) 

จุลินทรีย�สังเคราะห�แสงมีหลายกลุ�มที่สามารถผลิตก7าซไฮโดรเจนได� เช�น แบคทีเรียสังเคราะห�
แสง สาหร�ายสีเขียว และไซยาโนแบคทีเรีย ซึ่งในกระบวนการสังเคราะห�ด�วยแสงจะอาศัยรงควัตถุชนิดต�างๆ ใน
การดูดซับพลังงานแสง เช�น คลอโรฟ6ลล� เอ และ คลอโรฟ6ลล� บี  กระบวนการสังเคราะห�ด�วยแสงจะมีระบบแสง
ทั้งหมด 2 ระบบ คือ ระบบแสงหน่ึง (Photosystem I; PS I) และระบบแสงสอง (Photosystem II; PS II) ซึ่ง
ระบบแสงท้ังสองจะทําหน�าที่ร�วมกันเพื่อให�สามารถถ�ายทอดพลังงานแสงไปใช�ในการสร�าง ATP และ NADPH 
ซึ่งจุลินทรีย�จะนําสารท้ังสองน้ีไปถ�ายทอดพลังงาน เพื่อช�วยตรึงคาร�บอนไดออกไซด�ในปฏิกิริยาท่ีไม�ต�องใช�แสง
เกิดเป)นคาร�โบไฮเดรต (Cm(H2O)n) 

ปฏิกิริยาแรกในกระบวนการท่ีต�องใช�แสง คือ ระบบแสงสองดูดซับพลังงานแสงท่ี 680 นาโน
เมตร โดยพลังงานจะถูกถ�ายทอดมาจากคลอโรฟ6ลล� เอ ทําให�อิเล็กตรอนหลุดออกจากโมเลกุลของคลอโรฟ6ลล� 
เอ โดยอิเล็กตรอนน้ีจะเคล่ือนท่ีไปตามระบบการขนส�งอิเล็กตรอน การท่ีอิเล็กตรอนของระบบแสงสองหลุด
ออกไป ทําให�เกิดการออกซิไดซ�นํ้าได�เป)นออกซิเจน ไฮโดรเจน และอิเล็กตรอน ซึ่งออกซิเจนอะตอมจะรวมตัว
กันเกิดเป)นโมเลกุลของออกซิเจน ส�วนอิเล็กตรอนท่ีได�จากการแตกตัวของนํ้าจะเคล่ือนไปทดแทนอิเล็กตรอนท่ี
หลุดออกไปจากคลอโรฟ6ลล� และจะเคล่ือนท่ีไปยังระบบแสงหน่ึงผ�านลูกโซ�ขนส�งอิเล็กตรอนท่ีมีระบบตัวนํา
อิเล็กตรอนช่ือ พลาสโตควิโนน (Plastoquinone; PQ) ซึ่งทําหน�าที่เป)นกระสวยรับโปรตอน และอาศัยการสูบ
โปรตอนโดยระบบไซโตโครม (Cytochrome; Cyt) พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin; PC) โดยการเคล่ือนท่ี
ของอิเล็กตรอนจากระบบแสงสองไปตามระบบการขนส�งอิเล็กตรอน และทําให�เกิดพลังงานอิสระสําหรับ
นําไปใช�ในการสร�าง ATP เม่ือระบบแสงหน่ึงได�รับพลังงานจากแสงท่ีความยาวคล่ืน 700 นาโนเมตร ทําให�
อิเล็กตรอนหลุดออกและส�งผ�านไปยังตัวรับอิเล็กตรอน จนกระทั่งถึงตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท�าย คือ เฟอร�รีดอก
ซิน (Ferredoxin; Fd) ซึ่งเป)นโปรตีนท่ีมีเหล็กเป)นองค�ประกอบ  จากน้ัน เอนไซม� NADP+ reductase (FNR) 
ส�งอิเล็กตรอนจากเฟอร�รีดอกซินไปให� NADP+ ร�วมกับ 2H+ กลายเป)น NADPH และได�ก7าซไฮโดรเจนโดยการ
เร�งปฏิกิริยาของเอนไซม�ไฮโดรจีเนส ซ่ึงเฟอร�รีดอกซินจะมีความเก่ียวข�องโดยตรงต�อกระบวนการถ�ายทอด
อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห�ด�วยแสงเพื่อผลิตก7าซไฮโดรเจน (รูปท่ี 2.5) 
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รูปที่ 2.5 กระบวนการไบโอโฟโตไลซิส 

(Shaishav และคณะ 2013) 
 

จุลินทรีย�ที่สามารถผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห�แสง ได�แก� 

ก. แบคทีเรียท่ีสามารถสังเคราะห�แสงได� (Photosynthetic bacteria) 

แบคทีเรียพวกน้ีจัดเป)น Anoxygenic phototrophic bacteria ประกอบด�วย 3 กลุ�ม คือ  

- แบคทีเรียสีม�วงไม�สะสมซัลเฟอร� (Non-sulfur purple bacteria) 
- แบคทีเรียสีม�วงสะสมซัลเฟอร� (Purple sulfur bacteria) 
- แบคทีเรียสีเขียวสะสมซัลเฟอร� (Green sulfur bacteria) 

การสังเคราะห�แสงของแบคทีเรียกลุ�มน้ีจะมีสารสีเป)นชนิดแบคเทอริโอคลอโรฟ6ลล� (Bacterio 
chlorophyll) ท่ีอยู�ในถุงแต�ไม�ใช�คลอโรพลาสต� และไม�ได�ออกซิเจนเป)นผลิตภัณฑ� แต�สามารถใช�สารประกอบ
ซัลไฟด� ไธโอซัลเฟตได� และมีสารประกอบอินทรีย�เป)นสารให�อิเล็กตรอน 

ข. สาหร�ายสีเขียว (Green algae)  
สาหร�ายสีเขียวบางชนิดมีความสามารถในการผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะการปรับตัวท่ีไม�มี

ออกซิเจนและมีแสง  การผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยสาหร�ายสีเขียวจึงจัดเป)น Photohydrogen production 
สาหร�ายสีเขียวท่ีมีคุณสมบัติในการผลิตไฮโดรเจน ได�แก� Clamydomonas sp. และ Scenedesmus sp. เป)น
ต�น 
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ค. ไซยาโนแบคทีเรีย (Cyanobacteria) 

ไซยาโนแบคทีเรียจัดเป)นโปรคาริโอตที่สังเคราะห�แสงแล�วได�ผลิตภัณฑ�เป)นก7าซไฮโดรเจนและ
ออกซิเจน (Oxygenic phototrophic prokaryote) โดยเกิดจากกระบวนการสังเคราะห�แสงและชนิดของ
คลอโรฟ6ลล� โดยจะประกอบด�วยระบบแสง 2 ระบบเหมือนสาหร�าย ปฏิกิริยาการสังเคราะห�แสงจะทําให�เกิด
การแตกตัวของนํ้าได�เป)นออกซิเจน โปรตอน และ อิเล็กตรอน อิเล็กตรอนจะถูกขนส�งไปยังลูกโซ�การขนส�ง
อิเล็กตรอนเพื่อนําไปใช�ในการผลิตไฮโดรเจน ข�อดีการผลิตไฮโดรเจนโดยวิธีน้ีคือ ใช�นํ้ากับแสงซึ่งมีอยู�มากมาย
ในธรรมชาติเป)นแหล�งวัตถุดิบ และผลิตภัณฑ�ที่ได�ไม�ก�อให�เกิดมลพิษกับส่ิงแวดล�อม 

2) การผลิตไฮโดรเจนโดยกระบวนการหมักของจุลินทรีย� (Fermentative hydrogen 
production) 

แบคทีเรียกลุ�มน้ีอยู�ในวงศ�เอนเทอโรแบคทีเรียซิอี (Enterobacteriaceae family) แบคทีเรีย
กลุ�มน้ีจะผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการหมัก ซึ่งจะย�อยสารอินทรีย�ในสภาวะท่ีไม�มีอากาศได�อิเล็กตรอนเพื่อ
ผลิตไฮโดรเจนโดยใช�เอนไซม�ไฮโดรจีเนส ข�อเสียของกระบวนการน้ีคือ จะมีก7าซคาร�บอนไดออกไซด�เกิดข้ึน และ
ปฏิกิริยาต�องควบคุมในสภาวะท่ีไม�มีอากาศ 

2.3 การผลิตไฮโดรเจนของสาหร)ายสีเขียว 

สาหร�ายสีเขียวเป)นส่ิงมีชีวิตจําพวกยูคาริโอตที่สามารถสังเคารห�แสงได� สาหร�ายสีเขียวสามารถผลิต
ไฮโดรเจนโดยอาศัย 2 กระบวนการหลัก คือ การผลิตไฮโดรเจนท่ีข้ึนกับแสง (Light-dependent pathway) 
และการผลิตไฮโดรเจนที่ไม�ข้ึนกับแสง (Light-independent pathway) การผลิตไฮโดรเจนในสาหร�ายสีเขียว
สามารถเร�งปฏิกิริยาได�จากการทํางานของเอนไซม�ไฮโดรจีเนส ซ่ึงจะมีไอออนของเหล็กอยู�ที่บริเวณเร�ง จึงเรียก
เอนไซม�น้ีว�า Fe หรือ FeFe-hydrogenase เอนไซม�ชนิดน้ีเป)นเอนไซม�ที่เร�งปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจน โดยมี
เฟอร�รีดอกซินเป)นกุญเจสําคัญในการส�งอิเล็กตรอนไปสู�เอนไซม�ไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงเป)นปฏิกิริยาท่ี
ผันกลับไม�ได�  

2H+ + 2e-  → H2 

ในการผลิตไฮโดรเจนในปฏิกิริยาท่ีใช�แสงน้ัน หน�วยรับพลังงานแสง (Antenna complex) ในระบบ
สังเคราะห�แสงสองจะรับพลังงานแสง จากน้ัน ศูนย�กลางการเกิดปฏิกิริยาจะเกิดการกระตุ�น และจะเกิดการ
ปลดปล�อยอิเล็กตรอนเข�าสู�ลูกโซ�การขนส�งอิเล็กตรอน (Electron transport chain) จนในที่สุด อิเล็กตรอนจะ
ถูกส�งไปใช�ในปฏิกิริยารีดักชันของเฟอร�รีดอกซิน (รูปที่ 2.6) เม่ือศูนย�กลางการเกิดปฏิกิริยาเกิดการกระตุ�นและ
ปลดปล�อยอิเล็กตรอนออกไป ทําให�เกิดความไม�เสถียร ดังน้ัน จึงรับอิเล็กตรอนจากการแตกตัวของนํ้าเข�ามา
ทดแทน ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจนที่ไม�ใช�แสง อิเล็กตรอนท่ีใช�ในการผลิตไฮโดรเจนจะได�มาจากการย�อย
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สลายคาร�โบไฮเดรตที่เก็บสะสมไว�ภายในเซลล� (Endogenous carbohydrate) ที่ได�มาจากวิถีไกลโคไลซิส
และวัฏจักรกรดซิตริกหรือได�มาจากการสลายโมเลกุลของสารอินทรีย�อ่ืนๆ เช�น ลิพิด ฯลฯ การย�อยสลาย
องค�ประกอบต�างๆ จะได�โมเลกุลของ NAD(P)H ซ่ึงจะถูกออกซิไดซ�ได�เป)นอิเล็กตรอนออกมา หลังจากน้ัน 
อิเล็กตรอนจะถูกส�งเข�าไปยังลูกโซ�อิเล็กตรอนผ�านพลาสโตควิโนน การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน
สามารถเกิดข้ึนได�ในสภาวะที่มืดและไม�มีอากาศ (Dark anoxic condition) ซึ่งภายใต�สภาวะน้ี เมแทบอลิซึม
ของสาหร�ายโดยทั่วไปจะเกิดการหมักได�ผลิตภัณฑ�สุดท�ายเป)น ฟอร�เมต อะซิติก เอทานอล และไฮโดรเจน เม่ือ
ลูกโซ�การขนส�งอิเล็กตรอนไม�ทํางานและอยู�ในสภาวะมืด ไพรูเวท (Pyruvate) จะเป)นตัวให�อิเล็กตรอนเพื่อไป
รีดิวซ�เฟอร�รีดอกซิน (Seibert และคณะ 2008) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.6 การผลิตไฮโดรเจนในสาหร�ายสีเขียว 
(Vilchez และคณะ 2001) 

2.4 การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

 ไซยาโนแบคทีเรียเป)นส่ิงมีชีวิตจําพวกโปรคาริโอตที่สามารถสังเคารห�แสงได�แล�วได�ออกซิเจนเป)น
ผลิตภัณฑ� โดยประกอบด�วยระบบแสงหน่ึงและระบบแสงสอง  ไซยาโนแบคทีเรียสามารถผลิตก7าซไฮโดรเจน
จากกระบวนการสังเคราะห�แสง การหมักในท่ีมืด  นอกจากน้ี ไซยาโนแบคทีเรียเส�นสายบางชนิดท่ีมีเฮเทอโร
ซิสต�สามารถผลิตไฮโดรเจนได�จากกระบวนการตรึงไนโตรเจนอีกด�วย   
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2.4.1 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการสังเคราะห�แสง 

 ไซยาโนแบคทีเรียมีองค�ประกอบต�างๆ ท่ีสําคัญสําหรับกระบวนการสังเคราะห�แสงอยู�บนเย่ือหุ�มไทลา
คอยด� (Thylakoid membrane) การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียโดยกระบวนการสังเคราะห�แสง 
เกิดข้ึนเมื่อหน�วยรับพลังงานแสง (Antenna complex) ในระบบแสงท่ี 2 ซ่ึงประกอบด�วยรงควัตถุหลายชนิด
ทั้งแคโรทีนอยด� (Carotenoid) ไฟโคไซยานิน (Phycocyanin) และ คลอโรฟ6ลล� เอ (Chlorophyll A) ท่ี
ทํางานร�วมกันในการรับพลังงานแสง แล�วส�งพลังงานน้ันเข�าสู�ศูนย�กลางปฏิกิริยาแสง (Light reaction center) 
ที่สามารถรับพลังงานในช�วงความยาวคล่ืน 680 นาโนเมตร ศูนย�กลางปฏิกิริยาแสงจะอยู�ในสภาวะกระตุ�น จึงมี
ต�องปลดปล�อยอิเล็กตรอนเพื่อให�กลับสู�สภาวะเดิม โดยจะส�งต�ออิเล็กตรอนเข�าสู�ลูกโซ�ขนส�งอิเล็กตรอน เม่ือ
ระบบแสงสองสูญเสียอิเล็กตรอนไป จะมีการรับอิเล็กตรอนท่ีเกิดจากการแตกตัวของนํ้าเข�ามาทดแทน ใน
กระบวนการแตกตัวของนํ้าน้ัน จะได�อิเล็กตรอน โปรตอน และออกซิเจนเป)นผลิตภัณฑ� ในลูกโซ�การขนส�ง
อิเล็กตรอน อิเล็กตรอนจะถูกส�งจากระบบแสงสองผ�านพลาสโตควิโนน (Plastoquinone; PQ) ไซโตโครม บี 
ซิก เอฟ (Cytochrome b6f; Cytb6f) พลาสโตไซยานิน (Plastocyanin; PC) ระบบแสงหน่ึง และไปยังตัวรับ
อิเล็กตรอนตัวสุดท�ายคือ เฟอร�รีดอกซิน (Ferredoxin; Fd) (รูปที ่2.7) จากน้ัน เฟอร�รีดอกซินจะรีดิวซ� NAD(P) 
ให�เป)น NAD(P)H ซ่ึง NAD(P)H จะให�อิเล็กตรอนแก�โปรตอนผ�านเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส 
(Bidirectional hydrogenase) เพื่อผลิตไฮโดรเจน ดังสมการ 

2H+  +  2e-   ←→   H2 

ปฏิกิริยาการผลิตไฮโดรเจนของไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสเป)นปฏิกิริยาท่ีผันกลับได� ซึ่งกระบวนการ
ผลิตไฮโดรเจนผ�านกระบวนการสังเคราะห�แสง เรียกว�า Direct photolysis นอกจากน้ี พลังงานและผลิตภัณฑ�
ที่ได�จากการสังเคราะห�แสง คือ ATP และ NAD(P)H จะสามารถนําไปใช�ในกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� 
(CO2 fixation) เพื่อสร�างเป)นคาร�โบไฮเดรตเก็บสะสมภายในเซลล� ในไซยาโนแบคทีเรีย เซลล�จะเก็บสะสม
คาร�บไฮเดรตในรูปของไกลโคเจน เมื่อไซยาโนแบคทีเรียอยู�ในสภาวะมืดและปราศจากอากาศ จะเกิดการย�อย
สลายไกลโคเจนท่ีเก็บสะสมไว�ภายในเซลล� อิเล็กตรอนท่ีได�จากการย�อยสลายไกลโคเจนจะถูกส�งไปรีดิวซ� 
NAD(P) ให�เป)น NAD(P)H (รูปท่ี 2.7) หลังจากน้ัน จะถูกออกซิไดซ�ได�อิเล็กตรอนท่ีใช�ผลิตไฮโดรเจนโดยผ�าน
การทํางานของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส เรียกกระบวนการผลิตไฮโดรเจนแบบไม�ใช�แสงน้ีว�า 
Indirect photolysis (Appel และ Schulz 1998) 
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รูปท่ี 2.7 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

(ดัดแปลงจาก Shevela และ Messinger 2011) 

 2.4.2 การผลิตไฮโดรเจนจากกระบวนการตรึงไนโตรเจน 

 การผลิตไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรียที่สามารถตรึงไนโตรเจนได� จะเกิดข้ึนในเซลล�พิเศษที่เรียกว�า 
เฮเทอโรซิสต� (Heterocyst) กระบวนการตรึงไนโตรเจนจากอากาศจะได�แอมโมเนียและไฮโดรเจนเป)น
ผลิตภัณฑ� โดยผ�านการทํางานของเอนไซม�ไนโตรจีเนส ดังสมการ 

N2   + 8H+ + 8e- + 16ATP    →    2NH3   + H2   + 16ADP + 16Pi 

กระบวนการตรึงไนโตรเจนของไซยาโนแบคทีเรียจะใช�พลังงาน ATP 2 โมเลกุลข้ึนไป สําหรับเริ่มการ
ขนส�งอิเล็กตรอน จากน้ัน อิเล็กตรอน และ ATP จะถูกส�งไปยังเอนไซม�ไนโตรจีเนสเพื่อใช�ในการผลิตแอมโมเนีย 
และไฮโดรเจน ซึ่งอิเล็กตรอนจะถูกส�งผ�านระบบแสงหน่ึง จนไปถึงเฟอร�รีดอกซินซึ่งเป)นตัวรับอิเล็กตรอนตัว
สุดท�าย ส�งไปยังเอนไซม�ไนโตรจีเนสท่ีในเซลล�เฮเทอโรซิสต� ซ่ึงมีเพียงระบบแสงหน่ึงเท�าน้ัน ดังน้ัน ระบบแสง
หน่ึงในเฮเทอโรซิสต�จะได�รับอิเล็กตรอนมาจากการย�อนสลายคาร�โบไฮเดรตจากเซลล�ปกติ (Vegetative cell) 
(รูปท่ี 2.8) นอกจากน้ี ไฮโดรเจนที่ผลิตได�โดยกระบวนการตรึงไนโตรเจน สามารถถูกสลายไปได�ด�วยเอนไซม�อัพ
เทคไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenase) อิเล็กตรอนท่ีได�จากการใช�ไฮโดรเจนจะกลับเข�าสู�ลูกโซ�การขนส�ง
อิเล็กตรอนผ�านทางพลาสโตควิโนนพูล (Plastoquinone pool) (Appel และ Schulz 1998) 

glycogen 

glucose 

Ni-Fe 
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รูปท่ี 2.8 กระบวนการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียท่ีสามารถตรึงไนโตรเจน 
(Yu และ Takahashi 2007) 

2.5 เอนไซม�ที่เก่ียวข+องกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

ไซยาโนแบคทีเรียมีเอนไซม�หลายชนิดท่ีเก่ียวข�องกับการผลิตก7าซไฮโดรเจน ซึ่งเอนไซม�แต�ละชนิดน้ัน
จะมีกระบวนการผลิตก7าซไฮโดรเจนท่ีแตกต�างกัน โดยเอนไซม�ที่เก่ียวข�องกับกระบวนการผลิตไฮโดรเจนของ 
ไซยาโนแบคทีเรียมีท้ังหมด 3 ชนิด ดังน้ี 

2.5.1 เอนไซม�ไนโตรจีเนส (Nitrogenase)  

เอนไซม�ไนโตรจีเนสมีหน�าท่ีในการตรึงไนโตรเจนจากบรรยากาศ โดยการเปล่ียนไนโตรเจนให�เป)น
แอมโมเนียและได�ผลิตผลพลอยได�ออกมาเป)นก7าซไฮโดรเจน เอนไซม�ไนโตรจีเนสประกอบด�วยโปรตีน 2 ส�วน 
ส�วนแรกเป)นเอนไซม�ไดไนโตรจีเนส (Dinitrogenese) ซึ่งเป)นโปรตีนท่ีมีธาตุเหล็กเป)นองค�ประกอบ (Fe-

protein) เอนไซม�น้ีมีมวลโมเลกุล 60-70 กิโลดาลตัน มี 2 หน�วยย�อย คือ α และ β ที่ถอดและแปลรหัสมา
จากยีน nifD และ nifK ตามลําดับ ซึ่งทําหน�าท่ีแตกตัวโมเลกุลของไฮโดรเจน ส�วนที่สองเป)นเอนไซม�ไดไนโตร
จีเนสรีดักเทส (Dinitrogenase reductase) ซึ่งเป)นโปรตีนที่มีทั้งธาตุเหล็กและโมลิบดินัมเป)นองค�ประกอบ 
(MoFe-protein) เอนไซม�ส�วนน้ีมีมวลโมเลกุลประมาณ 220-240 กิโลดาลตัน ที่ถอดและแปลรหัสมาจากยีน 
nifH เอนไซม�น้ีจะมีหน�วยย�อยท้ังหมด 4 หน�วยย�อย ทําหน�าที่รับอิเล็กตรอนและสลาย ATP เพื่อผลักดัน
อิเล็กตรอนให�แก�ส�วนท่ี 2 โดยท่ีอิเล็กตรอน 2 ตัว จะสามารถรีดิวซ�ให�ได�ไฮโดรเจนไอออน 2 ตัว เช�นกัน ซึ่งเป)น
ตัวท่ีทําหน�าที่ในการรีดิวซ�ไนโตรเจนให�เป)นไดเอมีน HN=NH จากน้ัน ก็จะเกิดกลไกซ้ํากับข้ันตอนแรก โดยรับ
อิเล็กตรอนมาจากเฟอร�รีดอกซิน จนกระท่ัง เกิดการรีดิวซ�ไดเอมีน HN=NH ไปเป)นไฮดราซีน H2N-NH2 

กระบวนการก็จะเกิดวนซ้ํา จนกระท่ัง รีดิวซ� 2HN-NH2 ไปเป)นแอมโมเนีย 2 โมเลกุล รวมแล�ว กระบวนการตรึง
ไนโตรเจนเป)นแอมโมเนียใช�อิเล็กตรอนท้ังหมด 8 ตัว โดยใช�อิเล็กตรอน 6 ตัว ในกระบวนการรีดักชันจาก
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ไนโตรเจนเป)นแอมโมเนีย และใช�อิเล็กตรอนอีก 2 ตัว ในการรีดิวซ�ไฮโดรเจน แอมโมเนียท่ีสังเคราะห�ได�จะเข�าสู�
เมตาบอลิซึมของกรดนิวคลีอิกเป)นส�วนใหญ� (รูปที่ 2.9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.9 การทํางานของเอนไซม�ไนโตรจีเนส 
(Tiwari และ Pandey 2012) 

เอนไซม�ชนิดน้ีสามารถท่ีจะพบได�ในส่ิงมีชีวิตที่สามารถตรึงไนโตรเจนได� โดยเฉพาะอย�างย่ิงในเซลล�
เฮเทอโรซิสต�ของไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลักษณะเป)นเส�นสายหรือในสภาวะที่มีแหล�งไนโตรเจนจํากัด ซ่ึงใน
กระบวนการตรึงไนโตรเจนน้ัน มีการใช�พลังงาน ATP ในการเร�งปฏิกิริยาอย�างน�อย 16 โมเลกุล เพื่อทําการ
รีดิวซ�ไนโตรเจนเป)นแอมโมเนีย และได�ก7าซไฮโดรเจนเป)นผลผลิต (Rao และ Hall 1996) ดังสมการต�อไปน้ี 

   N2 + 8H+ + 8e- + 16ATP  2NH3 + H2 + 16ADP +16Pi 
                               8H+ + 8e- + 16ATP   4H2 + 16ADP +16Pi 
           16ATP + 16H2O + N2 + 10H+ +8e-   16ADP + 16Pi +2NH4

+ + H2 

2.5.2 เอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนส (Uptake hydrogenese) 

เอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนสทําหน�าที่ในการสลายไฮโดรเจนที่ได�จากการตรึงไนโตรเจน สามารถพบได�ใน
เฉพาะเซลล�เฮเทอโรซิสต�ของไซยาโนแบคทีเรีย เอนไซม�น้ีประกอบด�วย 2 หน�วยย�อย คือ โปรตีนหน�วยย�อยใหญ� 
(HupL) ซึ่งจะทําหน�าที่ในการสลายโมเลกุลของไฮโดรเจนท่ีได�จากกระบวนการตรึงไนโตรเจน ให�กลายเป)น
โปรตอนและอิเล็กตรอน และโปรตีนหน�วยย�อยเล็ก (HupS) ซึ่งทําหน�าท่ีในการส�งเสริมการทํางานของโปรตีน 
HupL (รูปท่ี 2.10) โดยโมเลกุลของไฮโดรเจนที่ถูกผลิตข้ึนจะถูกออกซิไดซ�ทันทีด�วยเอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนส 
ซึ่งเรียกปฏิกิริยาน้ีว�า Knallgas reaction ดังน้ัน จึงไม�มีการผลิตไฮโดรเจนจากไซยาโนแบคทีเรียสายพันธุ�ท่ีมี
การทํางานของเอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนสได�สมบูรณ� (Tamagnini และคณะ 2002)  
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รูปที่ 2.10 การผลิตไฮโดรเจนโดยเอนไซม�ไนโตรจีเนสและการสลายไฮโดรเจนของเอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนส 
(Tiwari และ Pandey 2012) 

2.5.3 เอนไซม�ไบไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส (Bidirectional hydrogenase) 

เอนไซม�ไบไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส หรืออาจเรียกอีกช่ือหน่ึงว�า เอนไซม�รีเวอร�สซิเบิลไฮโดรจีเนส 
(Reversible hydrogenase) เป)นเอนไซม�ที่สามารถพบได�ท่ัวไป สามารถพบในไซยาโนแบคทีเรียเซลล�เด่ียว 
เช�น Synechocystis sp. และ Synechococcus sp. และในพวกไซยาโนแบคทีเรียท่ีมีลักษณะเป)นเส�นสาย 
เช�น Spirulina maxima รวมไปถึงไซยาโนแบคทีเรียท่ีสร�างเฮเทอโรซิสต�ด�วย เอนไซม�ชนิดน้ีจะทําหน�าท่ีในการ
สร�างและสลายไฮโดรเจน โดยเอนไซม�น้ีจะประกอบไปด�วยโปรตีน 4 หน�วยย�อยท่ีแตกต�างกัน (Heterotetra 
meric enzyme) โดย 2 หน�วยย�อยแรกรวมกันเป)นไฮโดรจีเนส โดยหน�วยย�อยซิกมาและเบต�าถูกถอดและแปล
รหัสมาจากยีน hoxY และ hoxH ตามลําดับ ส�วนโปรตีน 2 หน�วยย�อยท่ีเหลือเรียกว�า ไดอะฟอเรส 
(Diaphorase) โดยหน�วยย�อยไดอะฟอเรสแอลฟาและแกมมาถูกถอดและแปลรหัสมาจากยีน hoxF และ hoxU 
ตามลําดับ โปรตีนทั้งสองส�วนน้ีจะทําหน�าที่ในการขนส�งอิเล็กตรอนไปยัง NAD+ หรือ NADH (รูปที่ 2.11) โดย
ก�อนหน�าน้ี ได�มีการรายงานการศึกษาคุณลักษณะของเอนไซม�รีเวอร�สซิเบิลไฮโดรจีเนสว�ามีความไวต�อ
ออกซิเจนและคาร�บอนไดออกไซด�มากกว�า แต�สามารถทนความร�อนได�น�อยกว�าเอนไซม�อัพเทคไฮโดรจีเนส 
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รูปที่ 2.11 การทํางานของเอนไซม�ไบไดเรคชันนาลไฮโดรจีเนส 
(Tiwari และ Pandey 2012) 

2.6 ไซยาโนแบคทีเรีย 

ไซยาโนแบคทีเรียเป)นส่ิงมีชีวิตชนิดแรกท่ีถือกําเนิดข้ึนบนโลกใบน้ี มีหลักฐานการค�นพบซากโบราณ 
(Fossil) ของแบคทีเรียในหินที่ตกตะกอนที่อยู�ในทะเล นักธรณีวิทยาคาดว�าไซยาโนแบคทีเรียมีอายุประมาณ 
3,500 ล�านป�และยังคงมีชีวิตยาวนานมาจนถึงทุกวันน้ี ไซยาโนแบคทีเรียจัดอยู�ในกลุ�มส่ิงมีชีวิตเซลล�เดียว จัดอยู�
ในดิวิชัน  Cyanochloronta ไซยาโนแบคทีเรียจัดเป)นโปรคาริโอต ซึ่งจัดอยู�รวมกับแบคทีเรีย แต�มีคุณสมบัติท่ี
แตกต�างออกไป คือ ไซยาโนแบคทีเรียมีคลอโรฟ6ลล� เอ จึงสามารถสังเคราะห�แสงได� มีโครงสร�างเซลล�แบบเรียบ
ง�าย ไม�มีเย่ือหุ�มนิวเคลียส (โปรคาริโอต) ทําให�สารพันธุกรรมกระจายอยู�ในเซลล� มีการเจริญแบบแบ�งตัว ซึ่งโลก
สมัยแรกมีอุณหภูมิร�อนจัด ไม�มีออกซิเจน มีแต�คาร�บอนไดออกไซด� และสารหรือธาตุที่เกิดจากการระเบิดของ
ภูเขาไฟ เช�น ไนโตรเจน มีเทน แอมโมเนีย เป)นต�น แต�ด�วยไซยาโนแบคทีเรียเป)นส่ิงมีชีวิตท่ีมีความสามารถใน
การปรับตัวได�สูงมาก เช�น สร�างเมือกห�อหุ�มเซลล� และในเซลล�จะมีถุงลมเพื่อช�วยการลอยตัวหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการสังเคราะห�แสง มีเม็ดสีช�วยในการต�อต�านแสงอัลตราไวโอเลตจากดวงอาทิตย� เป)นต�น จึงทําให�
สามารถมีชีวิตในสภาพแวดล�อมในโลกเม่ือ 3.5 พันล�านป�ได� อีกท้ังด�วยภายในเซลล�ของไซยาโนแบคทีเรียมีสาร
คลอโรฟ6ลล�เป)นองค�ประกอบ จึงสังเคราะห�แสงผลิตออกซิเจนออกมายังพื้นโลก จึงสันนิษฐานได�ว�า เป)น
จุดเริ่มต�นกระบวนการท่ีสร�างสภาพแวดล�อมให�เอ้ือต�อการเกิดส่ิงมีชีวิตอ่ืนตามมา โดยวิวัฒนาการจะเป)นไป
อย�างช�าๆ กล�าวคือ เม่ือ 2,000 ล�านป� จึงเริ่มมีการพบหลักฐานการเกิดส่ิงมีชีวิตท่ีพัฒนาข้ึนจากยุคแรกๆ คือมี
ทั้งเซลล�เดียวและหลายเซลล� ภายในเซลล�จะมีความซับซ�อนมากข้ึน แต�ละเซลล�มีผนังหุ�ม นอกจากน้ี ยังมีผนัง
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หุ�มนิวเคลียส (ยูคาริโอต) ซึ่งเป)นท่ีรวมของสารพันธุกรรม มีการขยายพันธุ�ด�วยตัวเอง (แบ�งตัว/แตกหน�อ) และ
แบบผสมกับเซลล�อ่ืน ส่ิงมีชีวิตท่ีพัฒนาข้ึนมาในยุคน้ี ได�แก� รา (รวมยีสต�) และสาหร�ายช้ันสูง 

2.6.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยา 

จากลักษณะทางสัณฐานวิทยา สามารถแบ�งไซยาโนแบคทีเรียได�เป)น 2 กลุ�ม ดังน้ี 

1) กลุ�มท่ีไม�เป)นเส�นสายหรือเซลล�เด่ียว (Non-filamentous form หรือ Unicellular 
cyanobacteria) ส�วนใหญ�มีรูปร�างเป)นทรงกลม (Coccoid form) พบท้ังที่เป)นเซลล�เด่ียวและอยู�กันเป)นกลุ�ม
แบบ Palmelloid colony ท่ีมีเมือกหุ�มอยู� (Firm mucilaginous envelop) เช�น Microcystis sp. เป)นต�น 
(รูปท่ี 2.12) 
 
 
 

 
 
 

รูปท่ี 2.12 ไซยาโนแบคทีเรียที่เป)นเซลล�เด่ียวหรือโคโลนีท่ีไม�เป)นเส�นสาย 
(http://irrigation.rid.go.th/rid14/water/library/shelf/data/page/science/science_6.html) 

 
2) กลุ�มที่เป)นเส�นสาย (Filamentous form) เซลล�จะเรียงต�อกันเป)นเส�นสายเรียกว�า ตรัยโคม 

(Trichome) เส�นสายน้ีอาจจะตรงและเรียบ ไม�มีการแตกแขนง มีเซลล�ชนิดเดียวกันมาเรียงต�อกันที่เรียกว�า 
Homocystous form เช�น Oscillatoria sp. และ Lyngbya sp. เป)นต�น และอีกกลุ�มเส�นสายที่มีเซลล�ปกติ
และมีเฮเทอโรซิสต�มาเรียงสลับหรืออยู�ที่ปลายสุดของตรัยโคมที่เรียกว�า Heterocystous form เช�น Nostoc 
sp. และ Anabaena sp. เป)นต�น (รูปท่ี 2.13) เฮเทอโรซิสต�เป)นเซลล�ที่มีผนังหนา ภายในเซลล�ใส เป)นสีเหลือง
จางๆ เกิดอยู�ระหว�างเซลล�ปกติในเส�นสาย ซึ่งเรียกเฮเทอโรซิสต�ที่อยู�ในตําแหน�งแบบน้ีว�า อินเตอร�คาลารีเฮเทอ
โรซิสต� (Intercalary heterocyst) และแบบที่สอง เป)นเฮเทอโรซิสต�ที่เกิดตรงปลายข�างใดข�างหน่ึงของเส�นสาย
หรือทั้งสองข�าง เรียกเฮเทอโรซิสต�ท่ีอยู�ในตําแหน�งแบบน้ีว�า เทอร�มินัลเฮเทอโรซิสต� (Terminal heterocyst) 
ซึ่งยังสามารถแบ�งออกเป)น 3 ชนิด ชนิดแรก เบซัลเฮเทอโรซิสต� (Basal heterocyst) พบในเส�นสายของเซลล�ท่ี
มีขนาดไม�เท�ากันตลอดทั้งสาย ส�วนมากมักเกิดติดกับเซลล�ท่ีมีขนาดใหญ�ที่สุด พบในไซยาโนแบคทีเรีย 
Calothrix sp. ชนิดท่ีสอง เพดิเซลเลทเฮแทอโรซิสต� (Pedicellate heterocyst) เกิดที่ปลายของแขนงส้ันๆ 
ซึ่งมีจํานวนเซลล�เพียง 1-3 เซลล� และชนิดท่ีสาม แลทเทอรัลเฮแทอโรซิสต� (Lateral heterocyst ) เกิดข�างๆ 
เส�นสาย โดยแนบติดกับเซลล�ในเส�นสายน้ันๆ สามารถพบเพดิเซลเลทเฮแทอโรซิสต�และแลทเทอรัลเฮแทอโร
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ซิสต�ได�ในไซยาโนแบคทีเรีย Nostochopsis sp. และบางชนิดเส�นสายน้ันอาจจะมีปลายโค�งงอหรือบิดเป)น
เกลียว เช�น Arthrospira sp. และ Spirulina sp. (ยุวดี 2546) 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.13 ไซยาโนแบคทีเรียที่เป)นเซลล�รูปร�างเป)นเส�นสาย 

(http://irrigation.rid.go.th/rid14/water/library/shelf/data/page/science/science_6.html) 

2.6.2 การสืบพันธุ�ของไซยาโนแบคทีเรีย 

1) การแบ�งเซลล� 

ไซยาโนแบคทีเรียกลุ�มเซลล�เด่ียวจะมีการแบ�งเซลล� ทําให�เกิดกลุ�มเซลล�รวมตัวกันอยู�ในผนัง
เซลล�เดียวกัน จากน้ัน เซลล�ท่ีได�จากการแบ�งตัวจะหลุดออกจากผนังเซลล�เจริญเป)นเซลล�ใหม� ส�วนกลุ�มที่อยู�รวม
เป)นโคโลนีจะมีขนาดใหญ�ขึ้นและหลุดออกไปเป)นกลุ�มย�อยๆ แล�วจึงเจริญออกไปเป)นเซลล�ใหม� ในขณะที่พวกท่ี
มีไตรโคมจะแยกไตรโคมเป)นท�อนส้ันๆ ประมาณ 2-3 เซลล�หรือมากกว�า เรียกว�า ฮอร�โมโกเนียม 
(hormogonium) และเจริญไปเป)นสายใหม�ต�อไป ฮอร�โมโกเนียมจะมีการเคล่ือนไหวมากกว�าไตรโคมเดิม 
บริเวณท่ีขาดออกจากกันตรงบริเวณเซลล�ท่ีตายเรียกว�า เซพาเรชันดิสก� (Separation disk) หรือ เนคริเดีย 
(Necridia) ในกลุ�มไซยาโนแบคทีเรียเส�นสาย ยังมีการสร�างเฮเทโรซิสต�กับเซลล�ท่ีอยู�ติดกัน นอกจากน้ี ยังสร�าง
เซลล�ที่มีขนาดใหญ�ผนังเซลล�หนาคล�ายกับสปอร�ที่เรียกว�า อะคินีต (Akinete) ซึ่งภายในมีเม็ดไซยาโนไฟซิน 
(Cyanophycin granule) โดยเซลล�จะเจริญเม่ือมีการสร�างอะคินีตเสร็จใหม�ๆ อะคินีตสามารถทน
สภาพแวดล�อมท่ีไม�เหมาะสม เช�น ความแห�งแล�ง หรืออุณหภูมิสูงได�ระยะหน่ึง เมื่อมีสภาวะแวดล�อมที่เหมาะสม
อะคินีตจะเจริญเป)นสายใหม�ได� 

2) การสร�างสปอร�  

สปอร�ท่ีสร�างโดยไซยาโนแบคทีเรียมี 2 ชนิด คือ เอนโดสปอร� (Endospore) และเอกโซสปอร� 
(Exospore) ซ่ึงไม�มีแฟลกเจลลัม (Flagellum) สําหรับใช�ในการเคล่ือนที่ เอนโดสปอร�เป)นสปอร�ท่ีเกิดข้ึน
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ภายในเซลล�จากการแบ�งโปรโตพลาสต� โดยแต�ละส�วนจะพัฒนาไปเป)นสปอร�เมื่อหลุดออกจากผนังเซลล�เดิม จะ
งอกเป)นทัลลัสใหม� และเอกโซสปอร�เกิดจากการแบ�งของส�วนปลาย 

2.7 ไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม Aphanothece halophytica 

ไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม A. halophytica สามารถพบได�ในสภาพแวดล�อมที่มีความข�มข�นเกลือสูงๆ 
เซลล�จะมีลักษณะกลมหรือทรงกระบอก และมีหลากหลายขนาดต้ังแต� 2-10 ไมโครเมตร (รูปท่ี 2.14) การเพิ่ม
ขนาดของเซลล�จะทําให�เพิ่มความสามารถในการทนเค็มได�เพิ่มมากข้ึน (Berland และคณะ 1989) A. 

halophytica สามารถเจริญเติบโตในความเข�มข�นของเกลือโซเดียมคลอไรด�สูงถึง 3 โมลาร� และความเข�มข�น
ของเกลือโซเดียมคลอไรด�ท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตคือ 0.5 ถึง 1.0 โมลาร� (Takabe และคณะ 1988) 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.14 ไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม Aphanothece halophytica 

2.8 สารยับย้ัง 

ได�มีการศึกษาสารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสง โดยเฉพาะอย�างย่ิง การยับย้ังการทํางานของระบบ
แสงสอง ซ่ึงส�งผลให�เซลล�ไม�สามารถผลิตออกซิเจนที่เกิดจากการแตกตัวของนํ้าได� ทําให�เซลล�เข�าสู�สภาวะท่ี
ปราศจากออกซิเจน ซึ่งภายใต�สภาวะน้ี ทําให�เกิดการแสดงออกของเอนไซม�ไฮโดรจีเนสมากข้ึน และยังไม�มี
ออกซิเจนมายับย้ังการทํางานของเอนไซม�อีกด�วย จึงทําให�เอนไซม�สามารถผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มมากข้ึน และยัง
สามารถผลิตไฮโดรเจนในที่สว�างได� นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาการใช�สารยับยังในกระบวนการอ่ืนๆ เช�น สาร
ยับย้ังกระบวนการหายใจ ปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� และวัฏ
จักรเครบส� โดยสารยับย้ังจะเข�าไปขัดขวางกระบวนการขนส�งอิเล็กตรอนไปยังวิถีต�างๆ (รูปท่ี 2.15) อิเล็กตรอน
จึงเปล่ียนทิศทางไปยังเอนไซม�ไฮโดรจีเนส ทําให�เอนไซม�มีอิเล็กตรอนไปใช�ในการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มมากข้ึน 
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รูปที่ 2.15 การขนส�งอิเล็กตรอนในกระบวนการต�างๆ ที่เก่ียวข�องกับการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 
(PQ/PQH2: Plastoquinone pool, Cyt b6f: Cytochrome b6f, PC: Plastocyanin, Cyt c553: 
Cytochrome c553, Cyd: Quinol oxidase, Fd: Ferridoxin, FNR: Ferridoxin–NADP reductase, SDH: 
Succinate dehydrogenase, NDH-I: NADPH dehydrogenase (complex I), Cyt ox: Cytochrome c 
oxidase) (Khetkorn และคณะ 2012) 

จากรูปท่ี 2.15 แสดงให�เห็นว�าองค�ประกอบของกระบวนการสังเคราะห�แสงและกระบวนการหายใจ
ของไซยาโนแบคทีเรียจะอยู�ร�วมกัน ลูกศรสีดําแสดงการขนส�งอิเล็กตรอนเพื่อนําไปผลิตไฮโดรเจนโดยผ�านการ
ทํางานของเอนไซม� bidirectional hydrogenase ในขณะที่ลูกศรเส�นประแสดงการแข�งขันอิเล็กตรอนที่ใช�ใน
การผลิตไฮโดรเจนเพื่อนําไปใช�ในกระบวนการต�างๆ และแสดงสารยับย้ังการขนส�งอิเล็กตรอนในกระบวนการ
ต�างๆ เพื่อนําอิเล็กตรอนไปใช�ในกระบวนการผลิตไฮโดรเจน 
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2.8.1 สารยับย้ังระบบแสงสอง 

1. สารไดยูโรน หรือ ดีซีเอ็มยู (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1 dimethylurea, DCMU) 

เม่ือระบบแสงสองรับโฟตอน (P680) จะเกิดสภาวะกระตุ�น ทําให�โมเลกุลไม�เสถียร จึงต�องส�ง
อิเล็กตรอนไปยังโมเลกุลที่เป)นตัวรับอิเล็กตรอนในลําดับถัดไปในระบบแสงสอง คือ ฟ�โอไฟติน (Pheophytin) 
ควิโนน เอ (QA) ควิโนน บี (QB) แล�วจึงส�งอิเล็กกตรอนต�อไปยังพลาสโตควิโนน (Plastoquinone) หลังจากน้ัน
ระบบแสงสองจะรับอิเล็กตรอนจากการแตกตัวของนํ้าเข�ามาแทนที่ ซึ่งการแตกตัวของนํ้าได�ผลิตภัณฑ�เป)น
ออกซิเจน และโปรตอน สารยับย้ังระบบแสงสองท่ีเป)นท่ีรู�จักกันดี คือ สาร (3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1 
dimethylurea หรือ DCMU ซึ่งมีโครงสร�างแสดงดังรูปที่ 2.16 เม่ือใส�สาร DCMU เข�าไปในระบบ DCMU จะ
เข�าไปแย�งอิเล็กตรอนจาก ควิโนน เอ ทําให� ควิโนน เอ ไม�สามารถส�งอิเล็กตรอนต�อไปยัง ควิโนน บี และ พลาส
โตควิโนน จึงทําให�กระบวนการแตกตัวของนํ้าไม�เกิดข้ึน ดังน้ันจึงไม�มีการผลิตออกซิเจน (รูปท่ี 2.17) 

 
 

 

 

 

รูปที่ 2.16 โครงสร�างของ DCMU  
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รูปที่ 2.17 การยับย้ังการขนส�งอิเล็กตรอนของ DCMU จากระบบแสงสองสู�พลาสโตควิโนน ในกระบวนการ
สังเคราะห�ด�วยแสง (Dean 2014) 

2. สารซีซีซีพี (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine, CCCP) 

ในปฏิกิริยาการแตกตัวของนํ้า (Water splitting) เอนไซม�ที่เก่ียวข�องจะเร�งปฏิกิริยาการ
ออกซิไดซ�การแตกตัวของนํ้าทําให�ได�ผลิตภัณฑ�เป)นออกซิเจน โปรตอน และอิเล็กตรอน ซ่ึงอิเล็กตรอนที่ได�จะถูก
ส�งไปยังระบบแสงสอง โดยผ�านการถ�ายทอดอิเล็กตรอนเป)นทอดๆ ตามลําดับ สาร Carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazine หรือ CCCP จัดเป)นเอดีอาร�วายเอเจนท� (Agent accelerating the deactivation 
reactions of water splitting enzyme system Y, ADRY agent) มีโครงสร�างแสดงดังรูปท่ี 2.18 และ
สามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม�ที่ทําให�เกิดการแตกตัวของนํ้า (รูปที่ 2.19) โดย CCCP จะเข�าไปจับ
กับบริเวนเร�ง (Active site) ตัวส�งอิเล็กตรอนตัวแรก (Primary electron D) ในโครงสร�างของเอนไซม� ทําให�
กลายเป)นบริเวณท่ีไม�สามารถทํางานได� (Inactive site) จึงทําให�ไม�มีการแตกตัวของนํ้าเกิดข้ึน เอนไซม�ท่ี
เก่ียวข�องน้ีจะประกอบไปด�วยโปรตีนเชิงซ�อนที่มีแมงกานีสเป)นองค�ประกอบ (รูปที่ 2.20) 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 2.18 โครงสร�างของ CCCP 
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รูปที่ 2.19 การขนส�งอิเล็กตรอนโดยการแตกตัวของนํ้า (Renger 1970) 

 
 
 
 
 

 
 

รูปที่ 2.20 โครงสร�างของ water splitting enzyme system Y เป)นโปรตีนเชิงซ�อนที่มีองค�ประกอบของ
แมงกานีส (Renger 1970) 

  3. อะทราซีน (2-chloro-4-ethylamino-6-isopropylamino-s-triazine, Atrazine)  

      อะทราซีนมีโครงสร�างดังแสดงในรูปท่ี 2.21 เป)นสารยับย้ังการสังเคราะห�แสง โดยไปขัดขวาง
การขนส�งอิเล็กตรอนในระบบแสงสอง (รูปที่ 2.22) โดยจะจับกับโปรตีนในพลาสโตควิโนน (Plastoquinone-
binding protein) ซึ่งจะขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนของไซโตโครมบี 6 เอฟคอมเพล็กซ� (Cytochrome b6f 
complex) จึงทําให�ระบบแสงไม�ทํางาน (Bérard และ Pelte 1999) การแตกตัวของนํ้าไม�เกิดข้ึน การ
ตอบสนองของสาหร�ายต�ออะทราซีนจะข้ึนอยู�กับความเข�มข�นท่ีใช� ระยะเวลา และสายพันธุ�ของสาหร�าย 

 

 

 
รูปท่ี 2.21 โครสร�างของอะทราซีน 
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รูปที่ 2.22 ปฏิกิริยาระหว�างอะทราซีนและโปรตีน D1 ในระบบแสงสอง 

 4. ซิมาซีน (6-Chloro-N,N'-diethyl-1,3,5-triazine-2,4-diamine, Simazine) 

   ซิมาซีน (Simazine) เป)นสารยับย้ังชนิดหน่ึงในระบบแสงสอง มีโครงสร�างดังแสดงในรูปท่ี 2.23 ใน
ศูนย�กลางปฏิกิริยา (Reaction center) ของระบบแสงสองจะมีองค�ประกอบของโปรตีน D1 และ D2 ซ่ึงมี
ตัวรับอิเล็กตรอนชนิดต�างๆ อยู�รวมกับโปรตีน ท่ีโปรตีน D1 จะมีองค�ประกอบของเหล็กและตัวรับอิเล็กตรอน 
คือ ฟ�โอไฟทิน (PHEO) และ ควิโนน บี (QB) ส�วนโปรตีน D2 จะมี ควิโนน เอ (QA) เป)นตัวรับอิเล็กตรอน (รูปท่ี 
2.24) ในโปรตีน D1 ซิมาซีนจับกับบริเวณจับจําเพาะ (binding site) ของ ควิโนน บี (QB) ซึ่งจะทําให�
อิเล็กตรอนถูกขัดขวางการส�งต�อไปยังพลาสโตคิวโนน ระบบแสงสองจึงไม�สามารถทํางานได� (O’neal และ 
Lembi 1983) มีรายงานการศึกษาพบว�าซิมาซีนมีการตอบสนองต�อไซยาโนแบคทีเรียมากท่ีสุด 

 
 
 
 
 

 
รูปท่ี 2.23 โครงสร�างของซิมาซีน 
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รูปท่ี 2.24 องค�ประกอบของโปรตีน D1 และ D2 และบริเวณท่ีซิมาซีนเข�าจับ 

(https://www.btny.purdue.edu/WeedScience/MOA/Photosynthetic_Inhibitors/text.html) 
 

2.8.2 สารยับย้ังกระบวนการหายใจ 

1. โพแทสเซียมไซยาไนด� (Potassium cyanide, KCN) และโซเดียมเอไซด� (Sodium azide, 
NaN3) 

โพแทสเซียมไซยาไนด�สามารถยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนของกระบวนการหายใจ โดย
ยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนของควินอลออกซิเดส (Quinol oxidase) และไซโตโครม ซี ออกซิเดส 
(Cytochrome c oxidase) ให�กับออกซิเจน ส�วนโซเดียมเอไซด�จะยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนจากไซโตโครม 
ซี ออกซิเดส ให�กับนํ้า ในไซยาโนแบคทีเรีย องค�ประกอบต�างๆ ของกระบวนการสังเคราะห�แสง และ
กระบวนการหายใจจะอยู�บริเวณใกล�เคียงกันบนเย่ือหุ�มไทลาคอยด� (Thylakoid หรือ Intracytoplasmic 
membrane, ICM) ส�วนในไซโตพลาสมิคเมมเบรน (Cytoplasmic membrane, CM) จะเพียงมีองค�ประกอบ
ของกระบวนการหายใจ ในกระบวนการถ�ายทอดอิเล็กตรอนในไซโตพลาสมิคเมมเบรน NAH(P)H จะถ�ายทอด
อิเล็คตรอนให�กับ NAD(P)H dehydrogenase ส�วนซักซิเนต (Succinate) จะถ�ายทอดอิเล็ตรอนให�กับซักซิเนต
ดีไฮโดรจีเนส (Succinate dedydrogenase) จากน้ัน อิเล็กตรอนจากทั้ง 2 คอมเพล็กซ�จะถูกส�งไปยัง 
พลาสโตควิโนน และจะส�งอิเล็กตรอนให�กับออกซิเจนซ่ึงเป)นตัวรับอิเล็กตรอนตัวสุดท�าย โดยจะส�งผ�านไซโต
โครม บี6เอฟ คอมเพล็กซ� (Cytrochrome b6f complex) และ ไซโตรโครม ซี ออกซิเดส (Cytochrome c 
oxidase) โพแทสเซียมไซยาไนด�และโซเดียมเอไซด�สามารถยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนจากไซโตรโครมซีออก
ซิเดสสู�ออกซิเจนได� (รูปท่ี 2.25) 

simazin
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บนเย่ือไทลาคอยด� พลาสโตควิโนนจะรับอิเล็กตรอนที่ถ�ายทอดมาจาก NAD(P)H ดีไฮโดร
จีเนส ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส และระบบแสงสอง จากน้ัน จะส�งอิเล็กตรอนให�กับออกซิเจนโดยผ�านควินอลออกซิ
เดส นอกจากน้ัน อิเล็กตรอนยังสามารถถูกส�งไปยังออกซิเจนโดยผ�านไซโตโครม บี6เอฟ คอมเพล็กซ� พลาสโต
ไซยานิน ไซโตโครม ซี-553 (Cytochrome c-553) และ ไซโตโครม ซี ออกซิเดส และยังถูกนําไปสร�าง NADPH 
โดยผ�านระบบแสงหน่ึงอีกด�วย โพแทสเซียมไซยาไนด�สามารถยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนจากควินอลออกซิ
เดส และไซโตรโครม ซี ออกซิเดสสู�ออกซิเจนได� ส�วนโซเดียมเอไซด� ยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนจากไซโต
โครม ซี ออกซิเดสสู�ออกซิเจนเท�าน้ัน (รูปท่ี 2.25) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.25 การยับย้ังการถ�ายทอดอิเล็กตรอนของโพแทสเซียมไซยาไนด� และโซเดียมเอไซด�ในกระบวนการ
หายใจในไซยาโนแบคทีเรีย (Pils และ Schmetterer 2001) 

2. มาโลเนต (Malonate) 

  มาโลเนตเป)นตัวยับย้ังแบบแข�งขัน (Competitive inhibitor) ของเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดร
จีเนส (Succinate dehydrogenase) ในกระบวนการหายใจจะมีเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส หรือ complex 
II อยู�บนเมมเบรน โดยเอนไซม�จะทําปฏิกิริยาเปล่ียนซักซิเนต (Succinate) ไปเป)นฟูมาเรต (Fumarate) และมี
การรีดิวซ� FAD ให�เป)น FADH2 (รูปที่ 2.26) (Peschek และคณะ 2004) 



30 
 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2.26 โครงสร�างและปฏิกิริยาของเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส 
(http://www.studydroid.com/index.php?page=viewPack&packId=128877) 

มาโลเนตเป)นตัวยับย้ังแบบแข�งขันที่แรง (Strong competitive inhibitor) ของเอนไซม�ซักซิ
เนตดีไฮโดรจีเนส โดยมาโลเนตจะสามารถเข�าแย�งจับกับบริเวณเร�งของเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส แทนซักซิ
เนตได� เมื่อเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนสจับกับมาโลเนต จะกลายเป)นมาโลเนตเอนไซม�คอมเพล็กซ� ดังน้ัน
เอนไซม�จึงไม�สามารถเร�งปฏิกิริยาเปล่ียนซักซิเนตไปเป)นฟูมาเรตได� (รูปท่ี 2.27) 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.27 การทํางานของเอนไซม�ซักซิเนตดีไฮโดรจีเนส เมื่อเอนไซม�จับกับซักซิเนตจะเร�งปฏิกิริยาเปล่ียนเป)น 
ฟูมาเรต (a) แต�เมื่อเอนไซม�จับกับมาโลเนตซึ่งเป)นตัวยับย้ังแบบแข�งขันจะไม�มีผลิตภัณฑ�เกิดข้ึน (b) 
(http://2012books.lardbucket.org/books/introduction-to-chemistry-general-organic-and-
biological/s21-08-enzyme-inhibition.html) 

3. โรทีโนน (Rotenone)  

 โรทีโนนจะขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ดีไฮโดรจีเนส สู�พลาสโตควิโนนในกระบวนการ
หายใจ NAD(P)H จะถ�ายทอดอิเล็ตรอนให�กับ NAD(P)H ดีไฮโดรจีเนส และจะส�งต�อไปยังพลาสโตควิโนน พลาส
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โตไซยานิน และ ระบบแสงหน่ึง โรทีโนนจะขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ดีไฮโดรจีเนส เข�าสู� 
พลาสโตควิโนน (รูปท่ี 2.28) 
 

 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.28 การขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนของโรทีโนนจาก NAD(P)H สู�พลาสโตควิโนน                                 
(Teicher และ Scheller, 1998) 

2.8.3 สารยับย้ังปฏกิิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน (Uncoupling oxidative phosphorylation) 
1. สารซีซีซีพี (Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazine, CCCP) 
นอกจากสาร CCCP จะเป)นสารยับย้ังในระบบแสงสองแล�ว ยังเป)นสารยับย้ังในปฏิกิริยาออกซิ

เดทีฟฟอสโฟรีเลชัน (Oxidative phosphorylation) อีกด�วย CCCP สามารถทําลายโปรตอนโมทีฟโดยการจับ
กับโปรตอน และสามารถผ�านเข�าออกช้ันของเย่ือหุ�มเมมเบรนได�โดยไม�ต�องผ�านเอนไซม� ATP synthase จึง
ส�งผลให�ย้ับย้ังการสร�าง ATP (รูปที่ 2.29) (Hopfer และคณะ 1968) 
 

 

 

 

รูปที่ 2.29 การยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน 
(http://www.namrata.co/inhibition-of-oxidative-phosphorylation/)   
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2. สารไดไนโตรฟ�นอล (2,4-dinitrophenol, DNP)      
  ไดไนโตรฟ�นอลมีโครงสร�างแสดงดังรูปท่ี 2.30 สามารถยับย้ังการสร�าง ATP จากการป5�ม
โปรตอนผ�าน ATP synthase ในกระบวนการสังเคราะห�แสงและกระบวนการหายใจจะมีการนําโปรตอนผ�าน
เข�าออกเมมเบรนทําให�เกิดความแตกต�างของความเข�มข�นของโปรตอน (Proton gradient) ในฝ5�งของเมทริกซ� 
และอินเตอร�เมมเบรนสเปซ (intermembrane space) โดยฝ5�งที่มีความเข�มข�นของโปรตอนมากกว�าโปรตอน
จะถูกป5�มผ�านเมมเบรนโดยผ�าน ATP synthase พร�อมกับสร�าง ATP แต�สารไดไนโตรฟ�นอลมีความสามารถเป)น
ตัวมารับโปรตอน และสามารถผ�านเข�าออกเมมเบรนได�โดยไม�ต�องผ�านเอนไซม� ATP synthase ดังน้ัน จึงไม�ทํา
ให�เกิดการป5�มโปรตอนผ�าน ATP synthase ส�งผลให�ไม�เกิดการสร�าง ATP (รูปท่ี 2.31) (Heytler, 1979) 

 

 

 

รูปที่ 2.30 โครงสร�างของไดไนโตรฟ�นอล 

 

 

    

 

 
 

 

 

 

รูปที่ 2.31 การนําโปรตอนผ�านเข�าออกเมมเบรนของสารไดไนโตรฟ�นอล 
(https://quizlet.com/2934325/etc-flash-cards/) 
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2.8.4 สารยับย้ังกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� 

1. ดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด� (DL-glyceraldehyde) 

กลีเซอราลดีไฮด�สามารถขัดขวางอิเล็กตรอนที่จะนําเข�ามาสู�กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออก 
ไซด� กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด�แสดงดังรูปท่ี 2.32 โดยกลีเซอรอลดีไฮด�เป)นตัวยับย้ังแบบแข�งขันของ
เอนไซม�ฟอสโฟไรบูโลไคเนส (Phosphoribulokinase) ซ่ึงจะทําให�ไรบูโบส-5-ฟอสเฟต (Ribulose-5-
phosphate) ไม�สามารถถูกเปล่ียนเป)นไรบูโบส-1,5-ฟอสเฟต (Ribulose-1,5-phosphate) ได� ในกระบวนการ
ตรึงคารบอนไดออกไซด�น้ัน ไรบูโบส-1,5-ฟอสเฟต ซึ่งเป)นสารคาร�บอน 5 อะตอมจะถูกทําปฏิกิริยาควบแน�นกับ
คาร�บอนไดออกไซด� ได�เป)นสารท่ีมีคาร�บอน 6 อะตอมซึ่งเป)นสารที่ไม�เสถียร หลังจากน้ัน จะแตกตัวเป)น 3-ฟอส
โฟกลีเซอเรต (3-Phosphoglycerate) ด�วยเอนไซม�รูบิสโก� (RuBisco) ซึ่งเป)นสารที่มีคาร�บอน 3 อะตอม และ
จะเข�าทําปฏิกิริยาในข้ันต�อไปของกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� เมื่อไรโบส-5-ฟอสเฟต ไม�สามารถถูก
เปล่ียนเป)นไรบูโบส-1,5-ฟอสเฟต ได�กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด�จึงไม�เกิดข้ึน (Stokes และ Walker 
1972)   
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.32 กระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด�                                        
(http://reasonandscience.heavenforum.org/t2164-the-calvin-benson-cycle) 
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2.8.5 สารยับย้ังวัฏจักรเครบส� โซเดียมอาร�ซีเนต (Sodium arsenate, NaAsO2) และ 
โพแทสเซียมอาร�ซีเนต (Potassium arsenate, KAsO2) 

โซเดียมอาร�ซีเนตและโพแทสเซียมอาร�ซีเนตเป)นสารพิษประเภทสารหนู สามารถยับย้ังการ
ทํางานของเอนไซม�ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส (Pyruvate dehydrogenase) (Tretter และ Vizi 2000) 
สารประกอบประเภทอาร�ซีเนตสามารถจับกับสามารถจับกับหมู�ซัลไฟล�ดิล (-SH group) ของเอนไซม�ไพรูเวทดี
ไฮโดรจีเนส (รูปที่ 2.33) ทําให�เอนไซม�ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนสไม�สามารถเปล่ียนไพรูเวทไปเป)นอะซีติล โคเอ 
(Acetyl-CoA) อะซีติล โคเอ จึงไม�สามารถทําปฏิกิริยาควบแน�นกับออกซาโลอะซีเตท (Oxaloacetate) ในวัฏ
จักรเครปส�ได� 
 

 

 

รูปที่ 2.33 การจับกันของสารประกอบอาร�ซีเนตกับเอนไซม�ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส 
(https://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb1/part2/krebs.htm) 

2.9 งานวิจัยที่เก่ียวข+อง 

Spiller และคณะ 1978 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพและความเสถียรของการผลิตไฮโดรเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย Nostoc muscorum โดยใช�สารยับย้ังระบบแสงสอง พบว�า เซลล�ท่ีบ�มด�วยสารยับย้ัง DCMU 
และอะทราซีน สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล�ที่ไม�ได�บ�มด�วยสารยับย้ัง   

Guan และคณะ 2004 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนโดยสารยับย้ังในสาหร�ายสีเขียว 
Platymonas subcordiformis พบว�า เซลล�ท่ีบ�มใน CCCP สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนได�ในสภาวะท่ีมีแสง 
โดยเซลล�ท่ีบ�มใน CCCP ที่มีความเข�มข�น 15 ไมโครโมลาร� สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนถึง 240 เท�า 
เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล�ท่ีไม�ได�บ�มใน CCCP 

Ran และคณะ 2006 ศึกษาบทบาทของ CCCP ต�อการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนในที่มีแสงของสาหร�ายสี
เขียว Platymonas subcordiformis โดยการเติม CCCP ลงไปหลังจากบ�มเซลล�ในท่ีมืด เป)นเวลา 32 ช่ัวโมง 
พบว�า CCCP ส�งผลให�เซลล�สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน เน่ืองจากเกิดการยับย้ังถึง 3 กลไก คือ การยับย้ัง
การแตกตัวของนํ้า การยับย้ังการหายใจในไมโตคอนเดรีย และการปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน 

Guo และคณะ 2008 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�ายสีเขียว 
Platymonas subcordiformis ที่บ�มใน CCCP และในสภาวะที่พ�นก7าซคาร�บอนไดออกไซด�ในถังหมัก พบว�า
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เซลล�ที่บ�มด�วย CCCP ท่ีความเข�มข�น 15 ไมโครโมลาร� สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจน และเพิ่มการสะสมแปDง
ภายในเซลล� และเซลล�ยังสามารถนํากลับมาใช�ใหม�ได�ถึง 5 รอบการผลิต 

Burrows และคณะ 2011 ศึกษาผลของสารยับย้ังต�อกระบวนการสังเคราะห�ด�วยแสงและลูกโซ�ขนส�ง
อิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจของไซยาโนแบคทีเรีย Synechocystis sp. PCC 6803 พบว�า โพแทสเซียม
ไซยาไนด�ท่ีความเข�มข�น 9.4 มิลลิโมลาร� และมาโลเนตท่ีความเข�มข�น 1.5 มิลลิโมลาร� ทําให�เซลล�ไซยาโน
แบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึน 30 เท�า ซึ่งสูงกว�าเซลล�ที่บ�มในอาหาร EHB-1 ท่ีปรับสูตรไนโตรเจน 
ซัลเฟอร� และคาร�บอน ที่ได�ศึกษาก�อนหน�าน้ี 

Zhang และคณะ 2012 ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�ายสีเขียว Platymonas helgolandica 

var. tsingtaoensis ที่บ�มใน CCCP พบว�า การเติม CCCP ความเข�มข�น 15 ไมโครโมลาร� ลงในอาหารเล้ียงเช้ือ 
ทําให�การผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนถึง 260 เท�า ระบบแสงสองของสาหร�ายถูกยับย้ังอย�างสมบูรณ�เม่ือบ�มด�วย 
CCCP การผลิตไฮโดรเจนอิเล็กตรอนจะถูกส�งให�เอนไซม�ไฮโดรจีเนส โดยแหล�งอิเล็กตรอนได�จากการย�อยสลาย
สับสเตรทภายในเซลล�สาหร�ายที่บ�มด�วย CCCP 

Khetkon และคณะ 2012 ศึกษากระบวนการขนส�งอิเล็กตรอนให�กับเอนไซม�ไนโตรจีเนส และ
เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสต�อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena siamensis 
TISTR 8012 พบว�า เซลล�ไซยาโนแบคทีเรียท่ีเจริญเติบโตในอาหาร BG110 ท่ีเสริมด�วย โพเทสเซียมไซยาไนด� โร
ทีโนน DCMU และ กลีเซอราลดีไฮด� ภายใต�สภาวะที่มีแสงเป)นเวลา 24 ช่ัวโมง เซลล�ไซยาโนแบคทีเรียสามารถ
เพิ่มการผลิตไฮโดรเจนได� โดยโพแทสเซียมไซยาไนด�ความเข�มข�น 50 ไมโครโมลาร� ในอาหาร BG110 สามารถ
ทําให�เซลล�ไซยาโนแบคทีเรียสามารถผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มข้ึน 3 เท�า เม่ือเปรียบเทียบกับตัวควบคุม โดยที่การ
บ�มด�วยสารยับย้ังทําให�กิจกรรมของเอนไซม�ไฮโดรจีเนสและการแสดงออกของยีน nifD เพิ่มข�น 

Chen และคณะ 2013 ศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 
Anabaena cylindrica โดยบ�มด�วย DCMU พบว�า การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรียเพิ่มข้ึน 3.6 เท�า 
เมื่อทําการบ�มเซลล�ใน DCMU ที่มีความเข�มข�น 0.1 ไมโครโมลาร� ในก7าซอาร�กอน  

Yang และคณะ 2014 ศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของสาหร�ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii 

ที่บ�มด�วย CCCP พบว�า การเติม CCCP ท่ีความเข�มข�น 15 ไมโครโมลาร� ทําให�เซลล�สาหร�ายเพิ่มการผลิต
ไฮโดรเจนได�ถึง 13 เท�า เม่ือเทียบกับเซลล�สาหร�ายท่ีไม�ได�บ�มด�วย CCCP โดย CCCP สามารถยับย้ังการทํางาน
ของระบบแสงสองภายใต�สภาวะท่ีมีแสง 
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บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เชื้อจุลินทรีย�ที่ใช+ในการทดลอง  

ไซยาโนแบคทีเรียทนเค็ม Aphanothece halophytica 

3.2 สารเคมี                                                                                                                                               

3.2.1 อาหารเล้ียงเช้ือ BG11 เสริมด�วย Turk Island salt solution (ภาคผนวก ก)  

3.2.1.1 กรดบอริก (H3BO3) (Merck, Germany) 
3.2.1.2 กรดซิตริก (Citric Acid) (Anlar, England) 
3.2.1.3 คอปเปอร�ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O) (Carlo Erba, Italy)  
3.2.1.4 แคลเซียมคลอไรด�ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) (Carlo Erba, Italy)   
3.2.1.5 โคบอลต�ไนเตรทเฮกซะไฮเดรต (Co (NO3)2.6H2O) (Ajex, Australia) 
3.2.1.6 ซิงค�ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) (Fluka, Switzerland) 
3.2.1.7 โซเดียมคาร�บอเนต (Na2CO3) (Carlo Erba, Italy)   
3.2.1.8 โซเดียมไนเตรท (NaNO3) (Carlo Erba, Italy)    
3.2.1.9 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O) (British Drug Houses, England) 
3.2.1.10 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท� (Na2EDTA) (Promega, USA) 
3.2.1.11 โพแทสเซียมคลอไรด� (KCl) (Merck, Germany) 
3.2.1.12 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) (Carlo Erba, Italy)    
3.2.1.13 เฟอริกแอมโมเนียมซิเตรท (FeNH4 citrate) (British Drug Houses, England) 
3.2.1.14 แมกนีเซียมคลอไรด�เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O) (Carlo Erba, Italy)     
3.2.1.15 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) (Carlo Erba, Italy)     
3.2.1.16 แมงกานีสคลอไรด�เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O) (Ajex, Australia) 

3.2.2 สารยับย้ัง 

3.2.2.1 ไดยูโรน หรือ ดีซีเอ็มยู (DCMU) (C9H10Cl2N2O) (Sigma, Israel) 
3.2.2.2 คาร�บอนิลไซยาไนด�คลอโรฟ�นีลไฮดราโซน หรือ ซีซีซีพี (CCCP) (C9H5ClN4) (Sigma, USA) 
3.2.2.3 ซิมาซีน (C7H12ClN5) (Sigma, Germany) 
3.2.2.4 อะทราซีน (C8H4ClN5) (Sigma, Germany) 

 



37 
 

3.2.2.5 โรทีโนน (C23H22O6) (Sigma, China) 
3.2.2.6 ไดไนโตรฟ�นอล (C6H4N2O3) (Sigma, Spain)  
3.2.2.7 มาโลนิกแอซิด (C3H4O4) (Sigma, China) 
3.2.2.8 โซเดียมอาร�ซิเนตไดเบสิกเฮปตะไฮเดรต (HAsNa2O4.7H2O) (Sigma India) 
3.2.2.9 โซเดียมเอไซด� (N3Na) (Sigma, Germany)  
3.2.2.10 เอ็นฟอสโฟโนเมทิลไกลซีน (C3H8NO5P) (Sigma, USA) 
3.2.2.11 ดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด� (C3H4O4) (Sigma, Switzerland) 

3.2.3 สารเคมีสําหรับวิเคราะห�คลอโรฟ6ลล�  

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

3.2.4 ก7าซมาตรฐานและก7าซท่ีใช�ในการวิเคราะห�ไฮโดรเจน 

3.2.4.1 ก7าซมาตรฐานไฮโดรเจน 4 เปอร�เซ็นต�ในอาร�กอน (Thailand Industrial Gas Co. 
Ltd., Thailand) 

3.2.4.2 ก7าซอาร�กอน (ความบริสุทธ์ิ 99.999%) (Thailand Industrial Gas Co. Ltd., 
Thailand) 

3.3 อุปกรณ� 

3.3.1 เครื่องอบฆ�าเช้ือด�วยไอนํ้า (Autoclave) (Hirayama Manufacturing Corporation HV-50,  
        Japan) 
3.3.2 ตู�ควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) (Scientific Promotion, Binder, Thailand) 
3.3.3 เครื่องเขย�าแบบควบคุมอุณหภูมิ (Incubator shaker) (Gallenkamp T490811, UK) 
3.3.4 ตู�ถ�ายเช้ือ (Laminar flow) (International Scientific Supply HS123, Thailand) 
3.3.5 ตู�อบลมร�อน (Hot air oven) (Delta Laboratory, 1375FX, Thailand) 
3.3.6 เครื่องป5�นเหว่ียงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuge) (Hermle Labortech  
        Z38K, Germany) 

 3.3.7 เครื่องป5�นเหว่ียงขนาดเล็ก (Microcentrifuge) (Labnet, Spectrafuge 16M, USA) 
3.3.8 เครื่องช่ังละเอียด 3 และ 4 ตําแหน�ง (Balance) (Scientific Promotion, Sartorius     

                  BP2215, Thailand) 
3.3.9 เครื่องวัดความเป)นกรดด�าง (pH meter) (Denver Instrument 215, USA) 
3.3.10 เครื่องผสมสาร (Vortex) (Scientific Industries Inc Genies2, USA) 
3.3.11 ไมโครป6เปต (Micropipette) 
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  3.3.12 เครื่องแก�วชนิดต�างๆ (Glasswares) 
  3.3.13 กล�องจุลทรรศน�ชนิดธรรมดา (Bright field microscope) (Olympus CH30, Japan) 
  3.3.14 ขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตรพร�อมฝาป6ด (National Scientific, USA) 
  3.3.15 เข็มฉีดก7าซ (Scientific Glass Engineering, Australia) 

3.4 การเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

ทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในอาหารเล้ียงเช้ือ BG11 ที่เสริมด�วย Turk 
Island salt solution พีเอช 7.6 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดแก�วรูปชมพู�หรือฟลาสก�ขนาด 250 มิลลิลิตร 
โดยให�มีค�าการดูดกลืนแสงของเซลล�เร่ิมต�นที่ความยาวคล่ืน 730 นาโนเมตร ประมาณ 0.1 จากการวัดด�วย
เครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร� แล�วนําฟลาสก�ไปบ�มในเครื่องเขย�าที่ความเร็วรอบ 120 รอบต�อนาที ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ภายใต�ความเข�มแสง 30 ไมโครไอน�สไตน�ต�อตารางเมตรต�อวินาที เป)นเวลา 18 ช่ัวโมงต�อวัน 
เป)นเวลา 1-2 สัปดาห� 

3.5 วิธีการหาปริมาณคลอโรฟAลล� เอ 

นําเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส�ลงในหลอดป5�นเหว่ียงขนาดเล็ก เติมเมทานอล 
บริสุทธ์ิปริมาตร 900 ไมโครลิตร ผสมให�เข�ากัน ต้ังไว�ในท่ีมืด 1 ช่ัวโมง แล�วนําไปป5�นเหว่ียงด�วยความเร็วรอบ 
14,000 รอบต�อนาที เป)นเวลา 10 นาที นําส�วนใสไปวัดค�าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 665 นาโนเมตร นํา
ผลการวัดค�าการดูดกลืนแสงไปคํานวณปริมาณคลอโรฟ6ลล� เอ จากสูตร 

ปริมาณคลอโรฟ6ลล� เอ =  12.7 x A665 x 10 

3.6 วิธีการนับจํานวนเซลล� 

นําเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียปริมาตร 10 ไมโครลิตร มาใส�ลงในฮีมาไซโตมิเตอร� และป6ดด�วยกระจกป6ด
สไลด� และนําไปนับจํานวนเซลล�ภายใต�กล�องจุลทรรศน� 

3.7 วิธีการวัดปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

นําไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในอาหารเล้ียงเช้ือ มาทําการป5�นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ  7,000 
รอบต�อนาที เป)นเวลา 10 นาที หลังจากน้ัน ทําการล�างเซลล�และกระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย 
Turk Island salt solution ซึ่งเป)นอาหารท่ีขาดไนโตรเจน จากน้ัน นําเซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวด
แก�วขนาด 10 มิลลิลิตร ป6ดฝาขวด แล�วพ�นก7าซอาร�กอน เป)นเวลา 10 นาที แล�วบ�มในที่มืด เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง 
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เมื่อครบเวลา ดูดก7าซด�านบน (Head space) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ไปวิเคราะห�ปริมาณก7าซด�วยเครื่องแก7ส
โครมาโตกราฟ สภาวะท่ีใช�ในการวิเคราะห�ก7าซไฮโดรเจนและออกซิเจนแสดงในตารางที่ 3.1   

ตารางที่ 3.1 สภาวะท่ีใช�ในการวิเคราะห�องค�ประกอบของก7าซด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ-เทอร�มอลคอนดัก
ติวิตี ดีเทคเตอร� [Gas Chromatograph–Thermal Conductivity Detector (GC-TCD)] 
 

Detector Thermal Conductivity Detector (TCD) 

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

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

Detector temperature: 100 oC 
Argon Carrier gas Flow rate 20 ml/min (99.999% purity) 

 

3.8 วิธีการคัดเลือกชนิดของสารยับย้ังเพื่อใช+ในการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

 ทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เป)นเวลา 1 สัปดาห� หลังจากน้ัน ทําการเก็บ
เก่ียวเซลล�โดยทําการป5�นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบต�อนาที เป)นเวลา 10 นาที ทําการล�างเซลล�และ
กระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution ซึ่งเป)นอาหารท่ีขาดไนโตรเจน 
ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดแก�วรูปชมพู�ขนาด 250 มิลลิลิตร แล�วนําฟลาสก�ไปบ�มในเครื่องเขย�าท่ีความเร็ว
รอบ 120 รอบต�อนาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต�ความเข�มแสง 30 ไมโครไอน�สไตน�ต�อตารางเมตร
ต�อวินาที เป)นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ัน ทําการป5�นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบต�อนาที เป)นเวลา 10 นาที 
ทําการล�างเซลล�และกระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution จากน้ัน นําเซลล� 
5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังชนิดต�างๆ ที่ความเข�มข�นต�างๆ ดังน้ี สาร
ยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงในระบบแสงสอง ได�แก� DCMU ความเข�มข�น 0, 0.05, 5, 50, 125 และ 250 
ไมโครโมลาร� CCCP ความเข�มข�น 0, 0.01, 0.1, 0.5, 1 และ 5 ไมโครโมลาร� ซิมาซีน ความเข�มข�น 0, 0.05, 0.5 
25 และ 50 ไมโครโมลาร� อะทราซีน ความเข�มข�น 0, 0.05, 0.5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร� และไกลโฟเสต 
ความเข�มข�น 0, 0.03, 0.3, 3, 30, 150 และ 300 ไมโครโมลาร� สารท่ียับย้ังกระบวนการหายใจ ได�แก� โรทีโนน 
ความเข�มข�น 0, 0.01, 0.1, 1, 10, 50 และ 100 ไมโครโมลาร� มาโลนิกแอซิด ความเข�มข�น 0, 0.1, 1, 10, 50 
และ 100 ไมโครโมลาร� และโซเดียมเอไซด� ความเข�มข�น 0, 0.01, 0.1, 1, 5 และ 10 ไมโครโมลาร� สารยับย้ัง
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ปฎิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน ได�แก� ไดไนโตรฟ�นอล ความเข�มข�น 0, 0.1, 1, 10, 50 และ 100 ไมโครโม
ลาร� สารยับย้ังกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� ได�แก� ดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด� ความเข�มข�น 0, 0.5, 1, 5, 
10, 50 และ 250 ไมโครโมลาร� และสารยับย้ังวัฏจักรเครบส� ได�แก� โซเดียมอาร�ซิเนต ความเข�มข�น 0, 0.1, 1, 
10, 50 และ 100 ไมโครโมลาร� ป6ดฝา นําไปบ�มในที่มืดหรือท่ีสว�าง โดยให�ความเข�มแสง 30 ไมโครไอน�สไตน�ต�อ
ตารางเมตรต�อวินาที ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน พ�นด�วยก7าซอาร�กอนและ
บ�มอีกเป)นเวลา 2 ช่ัวโมง ในท่ีมืดหรือที่สว�าง เม่ือครบเวลา ดูดก7าซด�านบน (Head space) ปริมาตร 500 
ไมโครลิตร มาวิเคราะห�ปริมาณก7าซไฮโดรเจนด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ 

3.9 วิธีการศึกษาความเข+มข+นของสารยับย้ังต)อจํานวนเซลล� ปริมาณคลอโรฟAลล� ปริมาณไฮโดรเจน และ
ปริมาณออกซิเจน 

 ทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica และเตรียมสารละลายเซลล�ตามวิธีการในหัวข�อท่ี 
3.9 จากน้ัน นําเซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังท่ีคัดเลือกท่ี
ความเข�มข�นต�างๆ และนําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในที่สว�างภายใต�ความเข�มแสง 30 ไมโคร
ไอน�สไตน�ต�อตารางเมตรต�อวินาที ทําการเก็บก่ียวเซลล�ท่ี 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง เพื่อนํามาวัดจํานวนเซลล� 
ความเข�มข�นของคลอโรฟ6ลล� เอ ปริมาณก7าซไฮโดรเจนและก7าซออกซิเจน 

 3.10 วิธีการวัดกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส 

 เพาะเล้ียงเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เป)นเวลา 1 สัปดาห� หลังจากน้ัน ทําการเก็บเก่ียว
เซลล�โดยการป5�นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7,000 รอบต�อนาที เป)นเวลา 10 นาที ทําการล�างเซลล�และกระจาย
เซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดแก�วรูปชมพู�
ขนาด 250 มิลลิลิตร จากน้ัน นําฟลาสก�ไปเขย�าและบ�มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในที่มีแสง เป)นเวลา 24 
ช่ัวโมง จากน้ัน ทําการป5�นเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 7,000 รอบต�อนาที เป)นเวลา 5 นาที ทําการล�างเซลล�และ
กระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution นําเซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ใน
ขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังท่ีความเข�มข�นต�างๆ และนําไปบ�มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
ทั้งในที่สว�างและในท่ีมืด เป)นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน พ�นด�วยก7าซอาร�กอนและบ�มต�ออีก เป)นเวลา 2 
ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในท่ีมืดและที่สว�าง เม่ือบ�มครบเวลา นําเซลล�มาวัดกิจกรรมของเอนไซม�ไบ
ไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส โดยนําเซลล�ปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาใส�ลงในขวดแก�วที่พ�นด�วยก7าซอาร�กอนท่ีมี
บัฟเฟอร�ที่มีสารละลายเมทิลไวโอโลเจน ความเข�มข�น 80 มิลลิโมลาร� ปริมาตร 500 ไมโครโมลาร� และ โซเดียม
ไดไทโอไนด� ความเข�มข�น 80 มิลลิโมลาร� ปริมาตร 500 ไมโครโมลาร� บ�มเป)นเวลา 15 นาที และนําไปวิเคราะห�
ก7าซไฮโดรเจนด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ 
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บทท่ี 4 

ผลและวจิารณ�ผลการทดลอง 
   
4.1 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังชนิดต)างๆ ต)อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica 

 4.1.1 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังระบบแสงสองต)อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica 

 จากการศึกษาผลของชนิดและความเข�มข�นของสารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงท่ีระบบแสงสอง 
ได�แก� DCMU, CCCP, ซิมาซีน, อะทราซีน และไกลโฟเสต ท่ีความเข�มข�นต�างๆ ต�อการผลิตไฮโดรเจนของไซยา
โนแบคทีเรีย A. halophytica โดยทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในอาหารเล้ียงเช้ือ 
BG11 ท่ีเสริมด�วย Turk Island salt solution เป)นเวลา 1 สัปดาห� หลังจากน้ัน ทําการเก็บเก่ียวเซลล� โดยนํา
เซลล�แขวนลอยมาป5�นเหว่ียง ทําการล�างเซลล� และกระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island 
salt solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร นําไปเขย�า และบ�มในท่ีมีแสง เป)นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ัน เก็บเก่ียว
เซลล� โดยการป5�นเหว่ียง และกระจายเซลล�ในอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution นํา
สารละลายเซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร มาใส�ในขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังชนิดต�างๆ ท่ีความ
เข�มข�นต�างๆ ลงในขวด หลังจากน้ัน นําไปบ�มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง และพ�นด�วยก7าซ
อาร�กอน และบ�มต�อไปอีก เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง ในท่ีมืดและที่สว�าง เมื่อครบกําหนด นําก7าซมาวิเคราะห�ปริมาณ
ก7าซไฮโดรเจนด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ จากการทดลองพบว�า ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ที่บ�ม
ภายใต�สภาวะมืดสามารถผลิตไฮโดรเจนได�สูงกว�าเซลล�ท่ีบ�มภายใต�สภาวะท่ีมีแสง ทั้งในสภาวะท่ีเติมและไม�มี
การเติมสารยับย้ัง (รูปท่ี 4.1) นอกจากน้ี ยังพบว�า เซลล� A. halophytica ผลิตไฮโดรเจนได�ในปริมาณน�อยมาก
หรือแทบจะไม�ผลิตไฮโดรเจนเลย ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากการเติมสารยับย้ัง (รูปท่ี 4.1) ผลการ
ทดลองน้ีแสดงให�เห็นว�า ออกซิเจนที่ได�มาจากกระบวนการสังเคราะห�แสงภายใต�สภาวะที่มีแสงสามารถยับย้ัง
กิจกรรมของเอนไซม�ไฮโดรจีเนสได� ซึ่งจะส�งผลให�เซลล�ผลิตไฮโดรเจนในปริมาณลดลง ในขณะที่การเติมสาร
ยับย้ังของระบบแสงสองทุกชนิด จะทําให�เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนภายใต�สภาวะที่มีแสง (รูปท่ี 
4.1) ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก สารยับย้ังต�างๆ จะไปขัดขวางกระบวนการแตกตัวของนํ้าในระบบการสังเคราะห�แสง ทํา
ให�ไม�เกิดการผลิตออกซิเจน ซ่ึงเป)นตัวยับย้ังกิจกรรมของเอนไซม�ไฮโดรจีเนส ส�งผลให�การผลิตไฮโดรเจนเพิ่ม
สูงข้ึน 

 จากการเปรียบเทียบปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อมีการเติม
สารยับย้ังชนิดต�างๆ ที่ความเข�มข�นต�างๆ ในสภาวะท่ีปราศจากแสง พบว�า A. halophytica สามารถผลิต

 



42 
 

ไฮโดรเจนได�สูงที่สุด ในเซลล�ที่เติมสารยับย้ังซิมาซีนท่ีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� โดยมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเท�ากับ 4.747 ± 0.019 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง และสารยับย้ังท่ีทําให�
เซลล�ผลิตไฮโดรเจนได�สูงรองลงมา คือ ไกลโฟเสต โดยเซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท�ากับ 3.700 ± 
0.085 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อเติมไกลโฟเสตความเข�มข�น 30 ไมโครโมลาร� 
ตามมาด�วยสารยับย้ัง CCCP เม่ือเติมสาร CCCP ความเข�มข�น 0.5 ไมโครโมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
เท�ากับ 2.285 ± 0.081 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง ตามมาด�วยสารยับย้ังอะทราซีน 
เมื่อเติมสารอะทราซีนความเข�มข�น 0.5 ไมโครโมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 2.232 ± 0.056 ไม
โครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง และสุดท�ายคือ DCMU เมื่อเติมสาร DCMU ที่ความเข�มข�น 
0.5 ไมโครโมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 1.866 ± 0.116 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัม
คลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง และท่ีความเข�มข�นสูงกว�า 5  ไมโครโมลาร� เซลล�ผลิตไฮโดรเจนได�ตํ่ากว�าเซลล�ที่ไม�ได�บ�ม
ด�วยสารยับย้ัง (รูปที่ 4.1) 

 จากการเปรียบเทียบปริมาณการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อมีการเติม
สารยับย้ังชนิดต�างๆ ที่ความเข�มข�นต�างๆ ในสภาวะที่มีแสง พบว�า A. halophytica สามารถผลิตไฮโดรเจนได�
สูงท่ีสุด ในเซลล�ที่มีการเติมสารยับย้ังซิมาซีนความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� โดยเซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
เท�ากับ 0.650 ± 0.062 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง และสารยับย้ังท่ีทําให�เซลล�ผลิต
ไฮโดรเจนได�รองลงมาคือ อะทราซีน โดยเมื่อเติมอะทราซีนความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� เซลล�เซลล�มีอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 0.461 ± 0.078 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง ตามมาด�วย สาร
ยับย้ังไกลโฟเสต โดยเม่ือเติมไกลโฟเสตความเข�มข�น 150 ไมโครโมลาร� เซลล�เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
เท�ากับ 0.413 ± 0.104 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง ตามมาด�วย สารยับย้ัง DCMU 
เมื่อเติม DCMU ความเข�มข�น 250 ไมโครโมลาร� เซลล�เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 0.352 ± 0.067 
ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง และสุดท�าย เม่ือเติม CCCP ความเข�มข�น 1 ไมโครโมลาร� 
เซลล�เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 0.247 ± 0.01 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อ
ช่ัวโมง (รูปที่ 4.1) 
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รูปที่ 4.1 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เม่ือบ�มในสารยับย้ังกระบวนการ
สังเคราะห�แสงในระบบแสงสอง ได�แก� CCCP, DCMU, อะทราซีน, ซิมาซีน และไกลโฟเสต ที่ความเข�มข�นต�างๆ 
ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและไม�มีแสง 
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 จากการทดลองแสดงให�เห็นว�า สารยับย้ังการทํางานของระบบแสงสองท้ัง 5 ชนิด สามารถเพิ่มอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ได� เน่ืองมาจากสารเหล�าน้ีจะเข�าไปยับย้ังการทํางาน
ของระบบแสงสอง เม่ือระบบแสงสอง ทํางานลดลง การผลิตออกซิเจนจากการแตกตัวของนํ้าก็จะลดน�อยลงไป
ด�วย ซ่ึงออกซิเจนจะไม�สามารถไปยับย้ังการทํางานของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส ทําให�เอนไซม�
สามารถผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มมากข้ึน ผลการทดลองน้ีสอดคล�องกับผลการศึกษาก�อนหน�าน้ีในการศึกษาการ
ผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย Tetraselmis subcordiformis โดยพบว�า เซลล�สามารถผลิตไฮโดรเจน
ได�มากข้ึน เม่ือบ�มในสารยับย้ัง CCCP (Ji และคณะ 2011) และมีรายงานการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนใน
สาหร�ายสีเขียว พบว�า สาหร�ายสีเขียว Chlamydomonas reinhardtii สามารถผลิตไฮโดรเจนได�ถึง 12 ช่ัวโมง 
เมื่อบ�มในสารยับย้ัง CCCP (Yang และคณะ 2014) นอกจากน้ี มีศึกษาการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไฮโดรเจน
ในไซยาโนแบคทีเรีย Anadaena cylindrical และพบว�า เซลล�สามารถเพิ่มการผลิตโฮโดรเจนได�ถึง 3.6 เท�า 
เมื่อบ�มด�วยสารยับย้ัง DCMU (Chen และคณะ 2013) 

 นอกจากน้ี ยังพบว�า เม่ือเติมสารยับย้ังการทํางานของระบบแสงสองท้ัง 5 ชนิด ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica สามารถผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะท่ีไม�มีแสงได�สูงกว�าภายใต�สภาวะท่ีมีแสง (รูปท่ี 4.1) 
เน่ืองมาจาก ภายใต�สภาวะท่ีไม�มีแสง การผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ส�วนใหญ�จะใช�
อิเล็กตรอนท่ีได�มาจากการย�อยสลายไกลโคเจนท่ีสะสมอยู�ภายในเซลล� และอิเล็กตรอนที่ได�น้ีจะถูกนําไปส�ง
ให�กับเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสเพื่อผลิตไฮโดรเจน ซ่ึงอิเล็กตรอนที่ได�จากการสลายไกลโคเจนใน
สภาวะท่ีไม�มีแสงจะมากกว�าอิเล็กตรอนที่ได�มาจากกระบวนการสังเคราะห�แสงภายใต�สภาวะท่ีมีแสง จึงส�งผลให�
การผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะท่ีไม�มีแสงหรือท่ีมืดสูงกว�าภายใต�สภาวะท่ีมีแสง มีรายงานการศึกษาท่ีพบว�า 
นอกจากสารยับย้ังเหล�าน้ีจะมีผลต�อระบบแสงสองแล�ว สารเหล�าน้ียังมีผลต�อกระบวนการอ่ืนๆ ในเซลล�อีกด�วย 
สารยับย้ัง CCCP สามารถยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน โดยยับย้ังการนําโปรตอนผ�านเข�าออกเย่ือ
หุ�มเซลล� ผ�าน ATP synthase จึงทําให�ไม�เกิดการสร�าง ATP (Hopfer และคณะ 1968) นอกจากน้ี สารยับย้ัง
บางชนิดสามารถยับย้ังการสังเคราะห�โปรตีน โดยจะไปทําลายกระบวนการแปลรหัสของโปรตีนอีกด�วย 
(Konstantinov และคณะ 1996) นอกจากสารยับย้ังซิมาซีนจะมีผลต�อระบบสังเคราะห�แสงโดยตรงแล�ว ยังมี
ผลต�อระบบการหายใจของเซลล�อีกด�วย (Metcalf และ Collin 1978) มีรายงานการศึกษาพบว�า อะทราซีนมี
ผลในการยับย้ังกระบวนการหายใจ การสังเคราะห�โปรตีน และการสังเคราะห�กรดไขมันในสาหร�ายสีเขียว 
Chlorella kessleri (El-Sheekh และคณะ 1994) นอกจากน้ี ยังพบว�าไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria 

limnetica ท่ีบ�มในไกลไฟเสต มีการสังเคราะห�คาร�โบไฮเดรต โปรตีน และสารฟลาโวนอยด�ลดลง (Salman 
และคณะ 2016) เม่ือกระบวนการต�างๆ เหล�าน้ีถูกยับย้ัง ส�งผลให�อิเล็กตรอนท่ีจะเข�าไปในกระบวนการ ถูกส�ง
ไปสู�เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส จึงทําให�การผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะมืดเพิ่มมากข้ึน 
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 4.1.2 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังกระบวนการหายใจต)อการผลิตไฮโดรเจนของไซ
ยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการศึกษาชนิดและความเข�มข�นของสารยับย้ังกระบวนการหายใจทั้ง 3 ชนิด ได�แก� โรทีโนน มาโล
นิกแอซิด และโซเดียมเอไซด� ต�อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica พบว�า ไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica สามารถผลิตไฮโดรเจนได�มากท่ีสุด เมื่อบ�มเซลล�ในสารยับย้ังโรทีโนนทีค่วามเข�มข�น 
1 ไมโครโมลาร� โดยเซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดภายใต�สภาวะที่ปราศจากแสงหรือในท่ีมืดเท�ากับ 
2.949 ± 0.018 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง (รูปที่ 4.2) ในขณะที่เซลล�ไซยาโน
แบคทีเรียจะไม�สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนได� เม่ือบ�มในสารยับย้ังมาโลนิกแอซิดและโซเดียมเอไซด�
ภายใต�สภาวะท่ีปราศจากแสง ในขณะท่ีเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียจะไม�สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนได�
เช�นกัน เมื่อบ�มในสารยับย้ังโรทีโนนและมาโลนิกแอซิด ภายใต�สภาวะที่มีแสง (รูปท่ี 4.2) ส�วนเซลล�ท่ีบ�มใน
โซเดียมเอไซด�ความเข�มข�น 10 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง จะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนเล็กน�อย
เมื่อเทียบกับเซลล�ท่ีไม�ได�บ�มด�วยสารยับย้ัง (รูปท่ี 4.2)   

จากการทดลองพบว�า การใส�สารยับย้ังโรทีโนนทําให�การผลิตไฮโดรเจนในที่มืดสูงข้ึน ทั้งน้ีเน่ืองมาจาก 
โรทีโนนจะขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ดีไฮโดรจีเนส เข�าสู�พลาสโตควิโนนในกระบวนการหายใจ
ระดับเซลล� (Teicher และ Scheller 1998) การยับย้ังการขนส�งอิเล็กรอนในกระบวนการการหายใจระดับ
เซลล�ด�วยสารยับย้ังน้ีทําให� NAD(P)H ไม�สามารถถ�ายทอดอิเล็กตรอนเข�าสู�ลูกโซ�ขนส�งอิเล็กตรอนได� NAD(P)H 
จึงเหลือมากพอท่ีจะนําไปใช�ในการผลิตไฮโดรเจนผ�านการทํางานของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส ผล
การทดลองน้ีสอดคล�องกับรายงานการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนในไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena siamensis 
TISTR 8012 ท่ีพบว�า เซลล�สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนได� เม่ือบ�มในสารยับย้ังโรทีโนน (Khetkorn และคณะ 
2012) ส�วนสารยับย้ังมาโลนิกแอซิดและโซเดียมเอไซด�ไม�สามารถทําให�เซลล�ผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มข้ึนอย�างเห็น
ได�ชัด อาจจะเน่ืองมาจากสารยับย้ังเหล�าน้ีมีผลต�อเซลล�มากจนเกินไป อาจทําให�เซลล�เกิดความเสียหายจนไม�
สามารถนําไปผลิตไฮโดรเจนได� อย�างไรก็ตาม มีรายงานการศึกษาการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 
Synechocystis sp. PCC 6803 ซ่ึงพบว�า เซลล�สามารถเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนได�ถึง 30 เท�า เม่ือบ�มในสาร
ยับย้ังมาโลเนต (Burrows และคณะ 2011) นอกจากน้ี จากการทดลองยังพบว�า ภายใต�สภาวะที่มีแสง เซลล�ท่ี
บ�มในสารยับย้ังไม�ผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึนหรือหากเพิ่มข้ึน ก็เพิ่มข้ึนเพียงเล็กน�อย (รูปท่ี 4.2) เน่ืองจากเม่ือบ�ม
เซลล�ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง เซลล�จะมีการสังเคราะห�แสงและผลิตออกซิเจนเกิดข้ึน เมื่อกระบวนการหายใจถูก
ยับย้ัง จึงไม�มีการใช�ออกซิเจนในระบบ ส�งผลให�เซลล�มีปริมาณออกซิเจนเพิ่มมากข้ึน ซึ่งออกซิเจนน้ีจะไปยับย้ัง
การทํางานของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส จึงทําให�การผลิตไฮโดรเจนลงน�อยลง  
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รูปท่ี 4.2 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เม่ือบ�มในสารยับย้ังกระบวนการ
หายใจ ได�แก� โรทีโนน มาโลนิกแอซิด และโซเดียมเอไซด� ที่ความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและไม�มี
แสง 
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 4.1.3 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชันต)อการผลิตไฮโดรเจน
ของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

 จากการศึกษาผลของสารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน คือ 2,4-ไดไนโตรฟ�นอล ต�อการผลิต
ไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica พบว�า ภายใต�สภาวะท่ีปราศจากแสงหรือในที่มืด เซลล�ผลิต
ไฮโดรเจนได�สูงกว�าเซลล�ท่ีไม�ได�บ�มในสารยับย้ังเล็กน�อย โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนได�สูงท่ีสุดเท�ากับ 1.881 
± 0.113 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อเติมสารยับย้ังไดไนโตรฟ�นอลความเข�มข�น 
10 ไมโครไมลาร� ส�วนภายใต�สภาวะท่ีมีแสง เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนได�สูงที่สุดเท�ากับ 0.527 ± 0.120 
ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อเติมสารยับย้ังไดไนโตรฟ�นอลความเข�มข�น 100 ไม
โครไมลาร� แต�ไม�แตกต�างอย�างมีนัยสําคัญกับการผลิตไฮโดรเจนเมื่อบ�มในสารไดไนโตรฟ�นอลความเข�มข�นอ่ืนๆ
(รูปท่ี 4.3) มีรายงานการเพิ่มการผลิตไฮโดรเจนของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย เมื่อบ�มในไดไนโตรฟ�นอล 
เน่ืองมาจากไดไนโตรฟ�นอลเข�าไปยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน ทําให�เกิดการยับย้ังการสังเคราะห� 
ATP (Heytler, 1979) ดังน้ัน กระบวนการต�างๆ ในเซลล� จึงไม�มี ATP และ NAD(P)H เข�าไปใช�ในปฏิกิริยา 
NAD(P)H จึงเหลือมากพอที่จะนําไปใช�ในการผลิตไฮโดรเจนโดยเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส อย�างไรก็
ตาม ในการศึกษาครั้งน้ี พบว�าสารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน คือ ไดไนโตรฟ�นอล ไม�มีผลต�อการ
ผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.3 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ังปฏกิิริยาออกซิ 
เดทีฟฟอสโฟรีเลชันไดไนโตรฟ�นอล ท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและไม�มีแสง 
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 4.1.4 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด�ต)อการผลิต
ไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการศึกษาผลของสารยับย้ังกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด� ดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด� ต�อการ
ผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica พบว�า ภายใต�สภาวะที่ไม�มีแสง เซลล�มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนได�สูงที่สุดเท�ากับ 2.484 ± 0.216  ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อเติมสาร
ยับย้ังดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด�ความเข�มข�น 0.5 ไมโครไมลาร� ส�วนภายใต�สภาวะที่มีแสง เซลล�มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนได�สูงที่สุดเท�ากับ 0.429 ± 0.039 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อเติมสาร
ยับย้ังดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด�ความเข�มข�น 250 ไมโครไมลาร� (รูปที่ 4.4) การผลิตไฮโดรเจนของเซลล�เพิ่มข้ึน
เมื่อมีการบ�มเซลล�ในดีแอลกลีเซอราลดีไฮด� อาจจะเน่ืองมาจากกระบวนการตรึงคาร�บอนไดออกไซด�ถูกยับย้ัง 
โดยดีแอลกลีเซอราลดีไฮด�เป)นตัวยับย้ังแบบแข�งขันของเอนไซม�ฟอสโฟไรบูโลไคเนส ซึ่งจะทําให�ไรบูโบส-5-
ฟอสเฟต ไม�สามารถถูกเปล่ียนเป)นไรบูโบส-1,5-ฟอสเฟตได� (Stokes และ Walker 1972)  อิเล็กตรอนที่ใช�ใน
กระบวนการจึงเปล่ียนทิศทางมายังเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสเพื่อการผลิตไฮโดรเจน มีการศึกษาการ
ผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. siamensis TISTR 8012 เมื่อบ�มในสารยับย้ังดีแอลกลีเซอราลดีไฮด�
พบว�าเซลล�สามารถผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มข้ึน (Khetkorn และคณะ 2012) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.4 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ังกระบวนการตรึง
คาร�บอนไดออกไซด�ดีแอลกลีเซอราลดีไฮด� ที่ความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและไม�มีแสง 
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 4.1.5 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังวัฏจักรเครบส�ต)อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย 

A. halophytica 

จากการศึกษาผลของสารยับย้ังวัฏจักรเครบส� คือ โซเดียมอาร�ซิเนต ต�อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica พบว�า ภายใต�สภาวะท่ีปราศจากแสง เซลล�สามารถผลิตไฮโดรเจนได�สูงท่ีสุด เม่ือ
บ�มในสารยับย้ังโซเดียมอาร�ซิเนตที่มีความเข�มข�น 10 ไมโครไมลาร� โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนเท�ากับ 2.243 
± 0.066  ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง ในขณะที่เม่ือบ�มเซลล�ในสารยับย้ังที่มีความ
เข�มข�นตํ่ากว�าหรือสูงกว�า 10 ไมโครไมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนไม�แตกต�างจากเซลล�ที่ไม�ได�บ�มในสาร
ยับย้ัง และเม่ือบ�มในสารยับย้ังโซเดียมอาร�ซิเนตที่มีความเข�มข�น 100 ไมโครไมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนลดลง (รูปท่ี 4.5) ภายใต�สภาวะที่มีแสง ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica สามารถผลิตไฮโดรเจน
ได�สูงข้ึนเล็กน�อย เมื่อบ�มในโซเดียมอาร�ซิเนตที่มีความเข�มข�น 100 และ 50 ไมโครไมลาร� โดยมีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนเท�ากับ 0.355 ± 0.090 และ 0.316 ± 0.066 ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง 
ตามลําดับ การบ�มเซลล�ในโซเดียมอาร�ซิเนตสามารถทําให�การผลิตไฮโดรเจนเพิ่มข้ึน เน่ืองมาจาก โซเดียมอาร�ซิ
เนตสามารถยับย้ังการทํางานของเอนไซม�ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนสได� (Tretter และ Vizi 2000) โดยสารประกอบ
ประเภทอาร�ซิเนตสามารถจับกับหมู�ซัลไฮดิลของเอนไซม�ไพรูเวทดีไฮโดรจีเนส อิเล็กตรอนที่ใช�ในกระบวนการจึง
เปล่ียนทิศทางมายังเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสเพื่อการผลิตไฮโดรเจน มีการศึกษาการผลิตไฮโดรเจน
ของไซยาโนแบคทีเรีย A. siamensis TISTR 8012 เม่ือบ�มในสารยับย้ังโซเดียมอาร�ซิเนต พบว�าเซลล�สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนได�เพิ่มข้ึน (Khetkorn และคณะ 2012) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.5 อัตราการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เม่ือบ�มในสารยับย้ังวัฏจักรเครบส� 
โซเดียมอาร�ซิเนต ท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและไม�มีแสง 
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4.2 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

 จากผลการทดลองที่ 4.1 ได�คัดเลือกสารยับย้ังจํานวน 6 ชนิด ได�แก� CCCP, DCMU, อะทราซีน,  
ซิมาซีน, ไกลโฟเสต และ โรทีโนน มาศึกษาผลของสารยับย้ังต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� โดยทําการ
เพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เป)นเวลา 1 สัปดาห� ทําการเก็บเก่ียวเซลล�โดยการป5�นเหว่ียง ล�าง
และกระจายเซลล�ในอาหาร BG110 ท่ีเสริมด�วย Turk Island salt solution จากน้ัน นําสารละลายเซลล�
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังท่ีคัดเลือกที่มีความเข�มข�นต�างๆ 
และนําไปบ�มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในที่มีแสงภายใต�ความเข�มแสง 30 ไมโครไอน�สไตน�ต�อตารางเมตร
ต�อวินาที ทําการเก็บก่ียวเซลล�ที่เวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง มานับจํานวนเซลล�และความเข�มข�นของ
คลอโรฟ6ลล�  

 4.2.1 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ัง CCCP ต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยา
โนแบคทีเรีย A. halophytica 

 จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ัง CCCP ที่มีความเข�มข�น 0, 
0.01, 0.1, 0.5, 1 และ 5 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า การเติม CCCP มีผลต�อ
จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� โดยเม่ือเพิ่มความเข�มข�นและระยะเวลาในการบ�มของ CCCP จะส�งผลให�
จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ลดลงมากข้ึน โดยลดลง
ต้ังแต� 2 ช่ัวโมงแรก (รูปท่ี 4.6) การที่ CCCP มีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� เน่ืองจาก CCCP 
ยับย้ังกระบวนการแตกตัวของนํ้า (Basset และ Bader 1998) และยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน 
ทําให�เกิดการยับย้ังการสร�าง ATP (Heytler 1979) เมื่อขาด ATP ท่ีนําไปใช�ในการสังเคราะห�โปรตีน การ
สังเคราะห�เย่ือหุ�มเซลล� และการแบ�งเซลล� จึงทําให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลง ผลการทดลองน้ี
สอดคล�องกับผลการศึกษาในสาหร�าย Platymonas helgolandica var. tsingtaoensis และ C. reinhardtii 

ที่พบว�าเซลล�มีปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลง เม่ือบ�มในสารยับย้ัง CCCP (Yang และคณะ 2014; Zhang และคณะ 
2012) นอกจากน้ี ความเข�มข�นของสารยับย้ัง CCCP ท่ีมากเกินไป ยังส�งผลให�เกิดความเป)นพิษต�อเซลล�อีกด�วย   
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รูปที่ 4.6 ผลของความเข�มข�นของ CCCP ต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 
 

 4.2.2 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ัง DCMU ต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยา
โนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ัง DCMU ที่มีความเข�มข�น 0, 
0.5, 5, 50, 125 และ 250 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า การเติม DCMU มีผล
ต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เช�นเดียวกันกับการเติม CCCP โดยเมื่อเพิ่มความเข�มข�นและระยะเวลา
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ในการบ�มของ DCMU จะส�งผลให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ลดลงมากข้ึน (รูปท่ี 4.7) การท่ี DCMU มีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� เน่ืองจาก 
DCMU เป)นสารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงท่ีระบบแสงสอง โดยจะเข�าไปแย�งอิเล็กตรอนจากควิโนน เอ 
ทําให�ควิโนน เอ ไม�สามารถส�งต�ออิเล็กตรอนไปยังควิโนน บี และพลาสโตควิโนนได� ส�งผลให�ไม�เกิดกระบวนการ
แตกตัวของนํ้า (Dean 2014) เมื่ออิเล็กตรอนเข�าไปในระบบการสังเคราะห�แสงลดลง จึงทําให�เซลล�มีการ
สังเคราะห� ATP และ NAD(P)H ลดลง ส�งผลต�อการเจริญ การแบ�งตัวของเซลล� และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของ
เซลล� นอกจากน้ี ความเข�มข�นของสารยับย้ัง DCMU ที่มากเกินไป ยังส�งผลให�เกิดความเป)นพิษต�อเซลล�อีกด�วย   

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.7 ผลของความเข�มข�นของ DCMU ต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 
 



53 
 

 4.2.3 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังอะทราซีนต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยา
โนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ังอะทราซีนที่มีความเข�มข�น 0, 
0.05, 0.5, 5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า การเติมอะทราซีนมีผล
ต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เช�นเดียวกันกับการเติม CCCP และ DCMU โดยเมื่อเพิ่มความเข�มข�น
และระยะเวลาในการบ�มของอะทราซีน จะส�งผลให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica ลดลงมากข้ึน (รูปท่ี 4.8)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.8 ผลของความเข�มข�นของอะทราซีนต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 
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 การท่ีอะทราซีนมีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� เน่ืองจากสารยับย้ังอะทราซีนสามารถ
ยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสง จึงทําให�การเจริญของเซลล�ลดลง นอกจากน้ี ยังมีรายงานการศึกษา
พบว�าอะทราซีนมีผลในการยับย้ังกระบวนการหายใจ การสังเคราะห�โปรตีน และการสังเคราะห�กรดไขมันใน
สาหร�ายสีเขียว Chlorella kessleri (El-Sheekh และคณะ 1994) อีกด�วย ดังน้ัน การเพิ่มความเข�มข�นและ
ระยะเวลาในการบ�มของอะทราซีนจึงทําให�จํานวนเซลล� และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลง 

 4.2.4 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังซิมาซีนต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�
ในไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ังซิมาซีนท่ีมีความเข�มข�น 0, 
0.05, 0.5, 5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า จํานวนเซลล�และ
ปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญ เมื่อบ�มเซลล�กับซิมาซีนท่ีมี
ความเข�มข�นต�างๆ เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง รวมถึงเซลล�ท่ีไม�มีการเติมซิมาซีน (รูปที่ 4.9) การเพิ่มความเข�มข�นของซิ
มาซีนและระยะเวลาในการบ�มส�งผลให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เซลล�ไซยาโนแบคทีเรียลดลงอย�าง
เห็นได�ชัด (รูปที่ 4.9) การที่ซิมาซีนมีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� อาจเน่ืองมาจากซิมาซีน
สามารถยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสง จึงส�งผลต�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เช�นเดียวกับสารยับย้ัง
กระบวนการสังเคราะห�แสงชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ี มีรายงานการศึกษาพบว�า ซิมาซีนยังมีผลต�อการหายใจระดับ
เซลล�อีกด�วย (Metcalf และ Collin 1978)  

 4.2.5 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังไกลโฟเสตต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยา
โนแบคทีเรีย A. halophytica 

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ังไกลโฟเสตท่ีมีความเข�มข�น 0, 0.03, 
0.3, 3, 30, 150 และ 300 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า จํานวนเซลล�และ
ปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียไม�มีความแตกต�างกันอย�างมีนัยสําคัญ เมื่อบ�มเซลล�กับไกลโฟเสต
ที่มีความเข�มข�นต�างๆ เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง รวมถึงเซลล�ที่ไม�มีการเติมไกลโฟเสต (รูปที่ 4.10) การเพิ่มความ
เข�มข�นของไกลโฟเสตและระยะเวลาในการบ�มส�งผลให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เซลล�ไซยาโน
แบคทีเรียลดลงอย�างเห็นได�ชัด (รูปท่ี 4.10) การเพิ่มความเข�มข�นของไกลโฟเสตและระยะเวลาในการบ�มเซลล� 
ทําให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลง เน่ืองมาจากไกลโฟเสตสามารถยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�
แสง จึงส�งผลต�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�เช�นเดียวกับสารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงชนิดอ่ืนๆ 
นอกจากน้ี มีรายงานการศึกษาพบว�า ไซยาโนแบคทีเรีย Oscillatoria limnetica ที่บ�มในไกลไฟเสตมีการ
สังเคราะห�คาร�โบไฮเดรต โปรตีน และฟลาโวนอยด�ลดลง (Salman และคณะ 2016)  
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รูปที่ 4.9 ผลของความเข�มข�นของซิมาซีนต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 
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รูปที่ 4.10 ผลของความเข�มข�นของไกลโฟเสตต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 

4.2.6 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังโรทีโนนต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica 

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ังโรทีโนนท่ีมีความเข�มข�น 0, 
0.01, 0.1, 1, 10, 50 และ 100 ไมโครโมลาร� เป)นเวลา 2, 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง พบว�า การเติมโรทีโนน
มีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�อย�างเห็นได�ชัด โดยเม่ือเติมสารโรทีโนนต้ังแต� 0.01 ไมโครโมลาร� 
ส�งผลให�จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ของเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ลดลงอย�างเห็นได�ชัด 
ต้ังแต� 2 ช่ัวโมงแรกของการบ�ม และ จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลงอย�างต�อเน่ืองจนครบระยะเวลา
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การบ�มท่ี 96 ช่ัวโมง (รูปที ่ 4.11) ทั้งน้ีเน่ืองมาจากโรทีโนนเป)นสารยับย้ังที่รุนแรง สามารถยับย้ังกระบวนการ
หายใจ โดยขัดขวางการส�งอิเล็กตรอนจาก NAD(P)H ดีไฮโดรจีเนส ไปยังพลาสโตควิโนนในระบบลูกโซ�ขนส�ง
อิเล็กตรอนของกระบวนการหายใจระดับเซลล� (Teicher และ Scheller 1998) ซึ่งมีผลทําให�เซลล�ไม�สามารถ
เจริญเติบโต แบ�งเซลล� และทําให�เซลล�ตายในที่สุด  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.11 ผลของความเข�มข�นของโรทีโนนต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ที่ระยะเวลาในการบ�มต�างๆ 
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4.3 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

 จากผลการทดลองที่ 4.1 ได�คัดเลือกสารยับย้ังจํานวน 6 ชนิด ได�แก� CCCP, DCMU, อะทราซีน,  
ซิมาซีน, ไกลโฟเสต และ โรทีโนน มาศึกษาผลของสารยับย้ังต�อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจน โดย
ทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เป)นเวลา 1 สัปดาห� ทําการเก็บเก่ียวเซลล�โดยการป5�น
เหว่ียง ล�างและกระจายเซลล�ในอาหาร BG110 ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution จากน้ัน นําสารละลาย
เซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวดแก�วขนาด 10 มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังท่ีคัดเลือกที่มีความเข�มข�น
ต�างๆ หลังจากน้ัน นําไปบ�มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด เป)นเวลา 2 ช่ัวโมง 
เมื่อครบเวลา นําไปวิเคราะห�ปริมาณก7าซไฮโดรเจนและออกซิเจนด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ  

 4.3.1 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ัง CCCP ต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซ
ยาโนแบคทีเรีย A. halophytica  

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ัง CCCP ที่มีความเข�มข�น 0, 
0.01, 0.1, 0.5, 1 และ 5 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะที่มีแสงและปราศจากแสงพบว�า ไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica สามารถผลิตไฮโดรเจนได�สูงข้ึนอย�างเห็นได�ชัด เมื่อบ�มในสารยับย้ัง CCCP และเซลล�ท่ีบ�มภายใต�
สภาวะมืดสามารถผลิตไฮโดรเจนได�มากกว�าเซลล�ท่ีบ�มภายใต�สภาวะที่มีแสง โดยเซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
สูงสุดเท�ากับ 2.239 ± 0.026  ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
CCCP ท่ีมีความเข�มข�น 0.5 ไมโครโมลาร� และเมื่อบ�มในสารยับย้ัง CCCP ที่มีความเข�มข�นสูงกว�า 0.5 ไมโครโม
ลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลง (รูปท่ี 4.12) จากการวิเคราะห�ปริมาณออกซิเจนท่ีผลิตข้ึนพบว�า 
เซลล�ที่บ�มภายใต�สภาวะที่มีแสงผลิตออกซิเจนได�สูงกว�าเซลล�ที่บ�มภายใต�สภาวะมืด (รูปท่ี 4.12) ทั้งน้ีเป)นผลมา
จากการเพิ่มปริมาณออกซิเจนท่ีมาจากการแตกตัวของนํ้าในกระบวนการสังเคราะห�แสงภายใต�สภาวะที่มีแสง 
เมื่อบ�มเซลล�ในสารยับย้ัง CCCP พบว�า ปริมาณออกซิเจนเพิ่มข้ึนและเซลล�ผลิตออกซิเจนสูงสุดที่ความเข�มข�น
ของ CCCP 0.5 ไมโครโมลาร� (รูปที่ 4.12) โดยปกติ สาร CCCP เป)นสารยับย้ังที่สําคัญของกระบวนการแตกตัว
ของนํ้าในระบบแสงสอง 2 และยังเป)นสารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชันของกระบวนการหายใจ
ระดับเซลล� จึงไม�เกิดการสังเคราะห� ATP เกิดข้ึน จากการทดลองพบว�า เมื่อบ�มไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica ใน CCCP เซลล�ผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะมืดได�สูงกว�าสภาวะที่มีแสง ท้ังน้ีอาจเน่ืองมาจาก 
CCCP มีผลต�อการยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชันมากกว�าไปยับย้ังกระบวนการแตกตัวของนํ้า จึงทํา
ให�เมื่อนําไปบ�มในท่ีมีแสง เซลล�ยังสามารถผลิตออกซิเจนได�จากกระบวนการสังเคราะห�ด�วยแสง ทําให�สามารถ
ผลิตออกซิเจนได�มากกว�าในท่ีมืด 
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รูปที่ 4.12 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
CCCP ท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด 

4.3.2 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ัง DCMU ต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในสารยับย้ัง DCMU ที่มีความเข�มข�น 0, 
0.5, 5, 50, 125 และ 250 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากแสงพบว�า เซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย
ไม�สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนอย�างมีนัยสําคัญ เมื่อบ�มใน DCMU ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด  
โดยในที่มืด การผลิตไฮโดรเจนจะลดลงอย�างเห็นได�ชัด เมื่อบ�มใน DCMU ที่มีความเข�มข�นมากกว�า 50 ไมโครโม
ลาร� (รูปที่ 4.13) เมื่อวิเคราะห�ปริมาณการผลิตออกซิเจนในเซลล�ที่บ�มใน DCMU พบว�า ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง 
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เซลล�ที่บ�มใน DCMU ความเข�มข�น 0.5, 5 และ 50 ไมโครโมลาร� มีอัตราการผลิตออกซิเจนเพิ่มข้ึน แต�ถ�าบ�มใน 
DCMU ท่ีมีความเข�มข�น 125 และ 250 ไมโครโมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตออกซิเจนลดลง เมื่อเทียบกับเซลล�ท่ี
ไม�ได�บ�ม แสดงให�เห็นว�า ความเข�มข�นของ DCMU มีผลต�อการยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงของระบบแสง
สอง โดยความเข�มข�นของ DCMU 125 และ 250 ไมโครโมลาร� ทําให�การผลิตออกจิเจนจากกระบวนการ
สังเคราะห�แสงลดลงได� แต�ไม�ส�งผลต�อการเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.13 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
DCMU ท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด 
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 4.3.3 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังอะทราซีนต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนใน
ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica  

 จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในอะทราซีนที่มีความเข�มข�น 0, 0.05, 
0.5, 5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากแสงพบว�า ภายใต�สภาวะท่ีมืด เซลล�มี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน เมื่อบ�มในอะทราซีนความเข�มข�น 0.05-25 ไมโครโมลาร� แต�เซลล�มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนลดลง เม่ือบ�มในอะทราซีนความเข�มข�น 50 ไมโครโมลาร� (รูปที่ 4.14) ส�วนภายใต�สภาวะท่ีมีแสง 
เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนได�สูงข้ึน เม่ือบ�มในอะทราซีน และมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด เม่ือบ�ม
ในอะทราซีนท่ีมีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� (รูปที่ 4.14)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.14 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
อะทราซีนท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด 
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เมื่อวิเคราะห�ปริมาณการผลิตออกซิเจนในเซลล�ที่บ�มในอะทราซีนความเข�มข�นต�างๆ พบว�า เซลล�ไซยา
โนแบคทีเรียมีอัตราการผลิตออกซิเจนภายใต�สภาวะท่ีมีแสงสูงกว�าเซลล�ที่บ�มในท่ีมืด โดยภายใต�สภาวะท่ีมีแสง 
เซลล�มีอัตราการผลิตออกซิเจนสูงข้ึน เมื่อบ�มในอะทราซีนที่มีความเข�มข�น 0.05 และ 0.5 ไมโครโมลาร� และการ
ผลิตออกซิเจนลดลงเมื่อบ�มในอะทราซีนท่ีมีความเข�มข�น 5-50 ไมโครโมลาร� (รูปที่ 4.14) อะทราซีนมีผลต�อการ
ยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงในระบบแสงสอง โดยความเข�มข�นของอะทราซีนต้ังแต� 5 ไมโครโมลาร� ข้ึนไป
สามารถลดอัตราการผลิตออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห�แสงของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ได� 

4.3.4 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังซิมาซีนต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในซิมาซีนที่มีความเข�มข�น 0, 0.05, 0.5, 
5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะที่มีแสงและปราศจากแสง พบว�าเซลล�ไซยาโนแบคทีเรียท่ีบ�มในสาร
ยับย้ังซิมาซีนมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล�ท่ีบ�มในสารยับย้ังชนิดอ่ืนๆ ท้ังภายใต�
สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากแสง โดยเซลล�ที่บ�มในที่มืดมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว�าเซลล�ท่ีบ�มภายใต�
สภาวะท่ีมีแสง นอกจากน้ี เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท�ากับ 5.260 ± 0.064  ไมโครโมลไฮโดรเจน
ต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เม่ือบ�มในสารยับย้ังซิมาซีนท่ีมีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ี
มืด  และเม่ือบ�มในสารยับย้ังซิมาซีนที่มีความเข�มข�นสูงกว�า 25 ไมโครโมลาร� เซลล�มีอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ลดลง(รูปท่ี 4.15) เมื่อวิเคราะห�ปริมาณการผลิตออกซิเจนในเซลล�ที่บ�มในซิมาซีนความเข�มข�นต�างๆ พบว�า 
ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง เซลล�มีอัตราการผลิตออกซิเจนลดลง เมื่อบ�มในซิมาซีนที่มีความเข�มข�นสูงข้ึน แสดงให�
เห็นว�า ซิมาซีน เป)นสารยับย้ังท่ีสามารถลดอัตราการผลิตออกซิเจนได�ในไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ได�
ดีท่ีสุด เมื่อเพิ่มความเข�มข�นของซิมาซีนส�งผลให�ระบบแสงสองในกระบวนการสังเคราะห�แสงถูกยับย้ังมากข้ึน 
การผลิตออกซิเจนจากกระบวนการสังเคราะห�แสงจึงลดลง นอกจากน้ี ยังมีการศึกษาพบว�าซิมาซีนมีผลต�อ
ระบบการหายใจ (Metcalf และ Collin 1978) การสังเคราะห�โปรตีนและการสังเคราะห�กรดไขมันอีกด�วย  
(El-Sheekh และคณะ 1994) 
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รูปที่ 4.15 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
ซิมาซีนที่ความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด 

4.3.5 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังไกลโฟเสตต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในไกลโฟเสตที่มีความเข�มข�น 0, 0.03, 
0.3, 3, 30, 150 และ 300 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากแสง พบว�าเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย
ที่บ�มในไกลโฟเสตมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน ทั้งภายใต�สภาวะในท่ีมืดและท่ีมีแสง  เซลล�ที่บ�มในไกลโฟเสต 
ภายใต�สภาวะมืดมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงกว�าเซลล�ท่ีบ�มในไกลโฟเสตภายใต�สภาวะท่ีมีแสง เซลล�ท่ีบ�มใน
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ไกลโฟเสตท่ีมีความเข�มข�น 30 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะปราศจากแสง มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดโดย
มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงสุดเท�ากับ 3.076 ± 0.325  ไมโครโมลไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง 
(รูปท่ี 4.16)  เมื่อวิเคราะห�ปริมาณการผลิตออกซิเจนในเซลล�ท่ีบ�มในไกลโฟเสตความเข�มข�นต�างๆ พบว�า 
ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง การผลิตออกซิเจนของเซลล�ไม�มีความแตกต�างอย�างมีนัยสําคัญในเซลล�ที่บ�มในไกลโฟเสต
ที่มีความเข�มข�นต�างๆ เซลล�มีอัตราการผลิตออกซิเจนภายใต�สภาวะที่มีแสงสูงกว�าในสภาวะมืด  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.16 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
ไกลโฟเสตท่ีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะที่มีแสงและในที่มืด 
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4.3.6 ผลของความเข+มข+นของสารยับย้ังโรทีโนนต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

 จากการทดลองบ�มเซลล�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ในโรทีโนนท่ีมีความเข�มข�น 0, 0.01, 0.1, 
1, 10, 50 และ 100 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและปราศจากแสง พบว�า เซลล�ไซยาโนแบคทีเรียมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน เม่ือบ�มในโรทีโนนที่มีความเข�มข�นต้ังแต� 0.01 ถึง 50 ไมโครโมลาร� ภายใต�สภาวะ
ที่มีแสง ในขณะที่ภายใต�สภาวะมืด เซลล�ไม�สามารถเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนได� เม่ือบ�มในโรทีโนนที่มีความ
เข�มข�นต�างๆ (รูปท่ี 4.17) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4.17 อัตราการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มในสารยับย้ัง 
โรทีโนนท่ีมีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด 
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เมื่อวิเคราะห�ปริมาณการผลิตออกซิเจนในเซลล�ที่บ�มในโรทีโนนความเข�มข�นต�างๆ พบว�า เซลล�ไซยาโน
แบคทีเรียมีอัตราการผลิตออกซิเจนภายใต�สภาวะที่มีแสงสูงกว�าเซลล�ท่ีบ�มในท่ีมืด โดยภายใต�สภาวะท่ีมีแสง 
เซลล�มีอัตราการผลิตออกซิเจนสูงข้ึน เม่ือบ�มในโรทีโนนที่มีความเข�มข�นต้ังแต� 0.01 จนถึง 10 ไมโครโมลาร� 
และการผลิตออกซิเจนลดลงเม่ือบ�มในโรทีโนนที่มีความเข�มข�น 50-100 ไมโครโมลาร� (รูปท่ี 4.17) โรทีโนนเป)น
สารยับย้ังกระบวนการหายใจ ทําให�เซลล�ไม�ส�งต�ออิเล็กตรอนในกระบวนการหายใจ อิเล็กตรอนจึงถูกนําไปใช�ใน
การผลิตไฮโดรเจนแทน   

4.4 ผลของสารยับย้ังซิมาซีนต)อกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสในไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica  

 จากการทดลองที่ 4.3.4 พบว�าไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ท่ีบ�มในสารยับย้ังซิมาซีนมีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุดภายใต�สภาวะท้ังที่มีแสงและไม�มีแสง เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล�ท่ีบ�มในสารยับย้ังชนิด
อ่ืนๆ จึงได�ทําการคัดเลือกสารยับย้ังซิมาซีนมาศึกษาผลของซิมาซีนต�อกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาล
ไฮโดรจีเนส โดยทําการเพาะเล้ียงไซยาโนแบคทีเรีย เป)นเวลา 1 สัปดาห� หลังจากน้ัน ทําการเก็บเก่ียวเซลล�โดย
การป5�นเหว่ียง ล�างเซลล�และกระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 ท่ีเสริมด�วย Turk Island salt solution บ�มต�อ
เป)นเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ัน เก็บเซลล�โดยทําการป5�นเหว่ียง การล�างเซลล�และกระจายเซลล�ด�วยอาหาร BG110 

ที่เสริมด�วย Turk Island salt solution นําสารละลายเซลล�ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ไปใส�ในขวดแก�วขนาด 10 
มิลลิลิตร และเติมสารยับย้ังซิมาซีนที่มีความเข�มข�น 0, 0.05, 0.5, 5, 25 และ 50 ไมโครโมลาร�และนําไปบ�มท่ี 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ทั้งในที่มีแสงและในที่มืด เป)นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากน้ัน พ�นด�วยก7าซอาร�กอน
และบ�มอีกเป)นเวลา 2 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ในที่มืดและท่ีสว�าง เมื่อบ�มครบเวลา นํามาวัด
กิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนส โดยให�เซลล�ทําปฏิกิริยากับสารละลายเมทิลไวโอโลเจน และ 
โซเดียไดไทโอไนด� และวิเคราะห�การผลิตก7าซไฮโดรเจนด�วยเครื่องแก7สโครมาโตกราฟ หลังจากบ�มเป)นเวลา 15 
นาที พบว�า ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ท่ีบ�มในซิมาซีนที่มีความเข�มข�นต�างๆ ท้ังในสภาวะมืดและสว�าง 
มีกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสสูงกว�าเซลล�ท่ีไม�ได�บ�มในซิมาซีน โดยเซลล�มีกิจกรรมของ
เอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสสูงที่สุดเท�ากับ 30.174 ± 2.854 และ 26.661 ± 0.871 ไมโครโมล
ไฮโดรเจนต�อมิลลิกรัมคลอโรฟ6ลล�ต�อช่ัวโมง เมื่อบ�มในซิมาซีนที่มีความเข�มข�นท่ีมีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� 
ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด ตามลําดับ (รูปที่ 4.18) แสดงให�เห็นว�า ซิมาซีนมีผลไปยับย้ังการขนส�ง
อิเล็กตรอนของระบบแสงสอง (O’neal และ Lembi 1983) และสามารถกระตุ�นกิจกรรมของเอนไซม�ไฮโดร
จีเนสในไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica ได� อย�างไรก็ตาม ภายใต�สภาวะท่ีมีแสง ออกซิเจนที่ได�จากการแตก
ตัวของนํ้าจะยับย้ังการผลิตไฮโดรเจน ส�งผลให�การผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะมืดสูงกว�าภายใต�สภาวะที่มีแสง   
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รูปที่ 4.18 กิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เมื่อบ�มใน
สารยับย้ังซิมาซีนท่ีมีความเข�มข�นต�างๆ ภายใต�สภาวะท่ีมีแสงและในท่ีมืด 
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บทท่ี 3 

สรุปผลการทดลอง 

 
5.1 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังชนิดต)างๆ ต)อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica  

 จากการศึกษาชนิดและความเข�มข�นของสารยับย้ังต�างๆ เช�น สารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสง 
สารยับย้ังกระบวนการหายใจ สารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน สารยับย้ังกระบวนการตรึง
คาร�บอนไดออกไซด� และสารยับย้ังวัฏจักรเครบส� ต�อการผลิตไฮโดรเจน สรุปได�ว�า 

 1. สารยับย้ังกระบวนการสังเคราะห�แสงของระบบแสงสอง คือ DCMU, CCCP, ซิมาซีน, อะทราซีน 
และไกลโฟเสต ทําให�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงข้ึน ทั้งภายใต�สภาวะมืด
และสภาวะท่ีมีแสง โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะมืดสูงกว�าภายใต�สภาวะท่ีมีแสง ในสารยับย้ังทุก
ชนิด ซิมาซีนที่มีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร� ทําให�ไซยาโนแบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุด  

 2. สารที่ยับย้ังกระบวนการหายใจโรทีโนนทําให�ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica มีอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนสูงข้ึน โดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนภายใต�สภาวะมืดสูงกว�าภายใต�สภาวะท่ีมีแสง โรทีโนนที่มีความ
เข�มข�น 1 ไมโครโมลาร� ทําให�ไซยาโนแบคทีเรียมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงท่ีสุด  

  3. สารยับย้ังปฏิกิริยาออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน คือ สารไดไนโตรฟ�นอล สารยับย้ังกระบวนการตรึง
คาร�บอนไดออกไซด� คือ สารดีแอล-กลีเซอราลดีไฮด� และ สารยับย้ังวัฏจักรเครบส� คือ โซเดียมอาร�ซิเนต มีผล
ต�อการผลิตไฮโดรเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica เพียงเล็กน�อย 

5.2 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังต)างๆ ต)อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟAลล�ในไซยาโน
แบคทีเรีย A. halophytica  

 จากการศึกษาผลของสารยับย้ังชนิดต�างๆ ต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล� สรุปได�ว�า สารยับย้ัง
ทั้ง 6 ชนิด คือ DCMU, CCCP, ซิมาซีน, อะทราซีน, ไกลโฟเสต และ โรทีโนน มีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณ
คลอโรฟ6ลล�ของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica โดยเม่ือเพิ่มความเข�มข�นและระยะเวลาในการบ�ม เซลล�มี 
จํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�ลดลง โดยโรทีโนนมีผลต�อจํานวนเซลล�และปริมาณคลอโรฟ6ลล�มากท่ีสุด  
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5.3 ผลของชนิดและความเข+มข+นของสารยับย้ังชนิดต)างๆ ต)อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจนของ
ไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica  

 จากการศึกษาผลของสารยับย้ังชนิดต�างๆ ต�อปริมาณการผลิตไฮโดรเจนและออกซิเจน สรุปได�ว�า สาร
ยับย้ังท้ัง 6 ชนิด คือ DCMU, CCCP, ซิมาซีน, อะทราซีน, ไกลโฟเสต และ โรทีโนน มีปริมาณการผลิต
ไฮโดรเจนและออกซิเจนของไซยาโนแบคทีเรีย A. halophytica แตกต�างกัน การผลิตไฮโดรเจนของเซลล�
ภายใต�สภาวะท่ีปราศจากแสงสูงกว�าเซลล�ที่บ�มภายใต�สภาวะที่มีแสง แต�การผลิตออกซิเจนของเซลล�ภายใต�
สภาวะท่ีมีแสงสูงกว�าภายใต�สภาวะที่ปราศจากแสง เซลล�ที่บ�มในสารยับย้ังซิมาซีนท่ีมีความเข�มข�น 25 ไมโครโม
ลาร�  มีอัตราการผลิตไฮโดรเจนสูงที่สุด  

5.4 ผลของสารยับย้ังซิมาซีนต)อกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสในไซยาโนแบคทีเรีย A. 

halophytica  

 สารยับย้ังซิมาซีนสามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชันนาลไฮโดรจีเนสของไซยาโนแบคทีเรีย 

A. halophytica โดยเซลล�ท่ีบ�มในซิมาซีนท่ีมีความเข�มข�น 25 ไมโครโมลาร�มีกิจกรรมของเอนไซม�ไบไดเรกชัน
นาลไฮโดรจีเนสสูงที่สุด  
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ภาคผนวก ก 
 

อาหารเล้ียงเชื้อสูตร BG11 (Blue-green medium)  
ส)วนประกอบ Trace metal mix 1000 เท)า 
 กรดบอริก (H3BO3)      46.30   มิลลิโมลาร� 
 แมงกานีสคลอไรด�เตตระไฮเดรต (MnCl2.4H2O)   4.15 มิลลิโมลาร� 
 ซิงค�ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)    0.77 มิลลิโมลาร� 
 โซเดียมโมลิบเดตไดไฮเดรต (NaMoO4.2H2O)   1.61 มิลลิโมลาร� 
 คอปเปอร�ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO4.5H2O)   0.32 มิลลิโมลาร� 
 โคบอลต�ไนเตรทเฮกซะไฮเดรต (Co(NO3)2.6H2O)   0.17 มิลลิโมลาร� 
 
ส)วนประกอบอาหาร BG11 100 เท)า 
 โซเดียมไนเตรท (NaNO3)      1.76 โมลาร� 
 แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)   30.40 มิลลิโมลาร� 
 แคลเซียมคลอไรด�ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)    24.50 มิลลิโมลาร� 
 กรดซิตริก (Citric Acid)      3.12 มิลลิโมลาร� 
 ไดอะมิโนอีเทนเตตระอะซีติกแอซิดไดโซเดียมซอลท� (Na2EDTA) 279 มิลลิโมลาร� 
 Trace metal mix 1000 เท�า     100 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรเป)น       1000 มิลลิลิตร 
 
ส)วนประกอบอาหาร BG11 
 อาหาร BG11 100 เท�า      10 มิลลิลิตร 
 Na2CO3 (2 กรัม/100 มิลลิลิตร)      1  มิลลิลิตร 
 K2HPO4 (3.05 กรัม/100 มิลลิลิตร)     1 มิลลิลิตร 
 FeNH4 Citrate (0.60 กรัม/100 มิลลิลิตร)     1 มิลลิลิตร 
 ปรับปริมาตรเป)น 1,000 มิลลิลิตร แล�วนําไปน่ึงฆ�าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส    
         เป)นเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 
 

อาหารเล้ียงเชื้อสูตร BG11 ที่เสริมด+วย Turk Island Sail Solution 
ส)วนประกอบอาหาร BG11ทีเ่สริมด+วย Turk Island Sail Solution 

อาหาร BG11 100 เท�า (ภาคผนวก ก)      10 มิลลิลิตร 
*Stock A solution        100 มิลลิลิตร 
*Stock B solution        100 มิลลิลิตร 
Na2CO3 (2 กรัม/100 มิลลิลิตร)         1  มิลลิลิตร 

 K2HPO4 (3.05 กรัม/100 มิลลิลิตร)        1 มิลลิลิตร 
 FeNH4 Citrate (0.60 กรัม/100 มิลลิลิตร)        1 มิลลิลิตร 

โซเดียมคลอไรด� (NaCl)                  28.16 กรัม 
ปรับปริมาตรเป)น 1,000 มิลลิลิตร และปรับพีเอชของอาหารเป)น 7.6 โดยการเติม 2 N NaOH 
 
*Stock A solution  
 ส�วนประกอบต�อลิตร 

โพแทสเซียมคลอไรด� (KCl)       6.6 กรัม 
แมกนีเซียมคลอไรด�เฮกซะไฮเดรต (MgCl2.6H2O)              55 กรัม 
แคลเซียมคลอไรด�ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)   14.66 กรัม 

 
*Stock A solution 
 ส�วนประกอบต�อลิตร 

แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)    74.48 กรัม 
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ภาคผนวก ค 
 

1. วิธีการวิเคราะห�ปริมาณคลอโรฟAลล� 
 
       ปริมาณคลอโรฟ6ลล� เอ (ไมโครกรัมคลอโรฟ6ลล� เอ ต�อมิลลิลิตร) เท�ากับ 12.7 × A665 ×10 
 
หมายเหตุ A665 คือ ค�าการดูดกลืนแสงของคลอโรฟ6ลล� เอ ท่ีสกัดได�โดยเมทานอล ท่ีความยาวคล่ืน 665 นาโน
เมตร 
 
2. วิธีการวิเคราะห�ปริมาณกwาซไฮโดรเจน 
 
พื้นท่ีใต�กราฟของตัวอย�างท่ีวัดได�จากเคร่ือง GC × เปอร�เซนต�ของก7าซไฮโดรเจนมาตรฐานพื้นท่ีใต�กราฟ
มาตรฐานที่ได�จากเครื่อง GC = A mL 
 

 

 

22.4 mL = 1 mmol 

 

 

 

C × 1000 = D µmol 

 

ดังน้ัน [H2] = D/ปริมาณคลอโรฟ6ลล� เอ/µmol H2/mgch a/h 
***   100 mL คือ เล้ียงในอาหารปริมาตร 100 mL 
       22.4 mL คือ มวลโมเลกุลของ H2 1 mmol 
       1000 คือ การเปล่ียนหน�วยจาก mmol เป)น µmol 
       2 คือ ระยะเวลาในการบ�ม 
 
 

 


