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Abstract  
__________________________________________________________________________ 
Project Code : MRG5380025 
Project Title : Potential for biohydrogen production by cyanobacteria Spirulina platensis  
Investigator : Dr. Wuttinun Raksajit, Faculty of Veterinary Technology, Kasetsart University 
E-mail Address: cvtwnr@ku.ac.th 
Project Period : 2 years 
 

The potential for H2 production which varies among different cyanobacterial species 
depends on several external factors. The filamentous non-heterocystous cyanobacterium 
Arthrospira sp. PCC 8005 requires various factors enhancing H2 production. Arthrospira 
cells adapted to dark-anaerobic conditions produced hydrogen consistent with increased 
hydrogenase activity when supplemented with iron. H2 production could be stimulated by 
addition of reductants, either dithiothreitol or -mercaptoethanol with higher production 
observed with the latter. Additionally, -Mercaptoethanol and iron added to nitrogen- and 
sulphur-deprived cells significantly stimulated H2 production with maximal value of 5.91  
0.14 μmol mg Chla-1 h-1. Glucose and a small increase of osmolality obtained with different 
NaCl and sorbitol concentrations enhanced H2 production. H2 production increased with 
increasing external pH from 6.0 to 11.0, whereas a sharp drop in the production occurred 
at pH 5.0. The steady state transcriptional levels of genes, namely hoxE, hoxF and hoxH, 
were examined under dark-anaerobic conditions in response to external factors. The 
steady-state amounts of the hoxE, hoxF and hoxH transcripts of adapted cells were up-
regulated under nitrogen- and sulphur deprivation in the presence of iron, NaCl, glucose or 
reductants.   
 
Keywords : Arthrospira sp. PCC8005, Hydrogen production, Hydrogenase, hox gene,  
                cyanobacteria 
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บทคัดยอ 
__________________________________________________________________________ 
รหัสโครงการ :  MRG5380025 
ชื่อโครงการ : โครงการศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพโดยไซยาโนแบคทีเรีย 

    Spirulina platensis 
ชื่อนักวิจัย : อ.ดร. วุฒินันท รักษาจิตร คณะเทคนคิการสัตวแพทยมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
E-mail Address: cvtwnr@ku.ac.th 
ระยะเวลาโครงการ :  2 ป 

 
ไซยาโนแบคทีเรียหลายสายพันธุมีศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพทั้งนี้ขึ้นกับปจจัย

ภายนอก ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ตองการ
ปจจัยภายนอกในการเพ่ิมการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ พบวา Arthrospira sp. PCC8005 ที่ปรับตัว
ในอาหารเลี้ยง Zarrouk ซึ่งขาดแหลงธาตุอาหารไนโตรเจน (ZNo) เลี้ยงภายใตสภาวะที่ปราศจาก
กาซออกซิเจนและไมมีแสง สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดมากกวาในอาหารเลี้ยง Zarrouk โดย
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพมีความสัมพันธกับอัตราการเพ่ิมแอคติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนส 
เม่ือมีเติมธาตุเหล็กลงในอาหาร ZNo พบวาการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพ่ิมขึ้น การเติมตัวรีดิวซ -
Mercaptoethanol เพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดดีกวาการเติมตัวรีดิวซ Dithiothereitol 
นอกจากน้ีพบวาเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง ZNo ที่แรธาตุซัลเฟอรและมีการเติมธาตุเหล็ก 15.0 
มิลลิกรัมตอลิตรและ1.5 มิลลิโมลารของ -Mercaptoethanol สามารถเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพไดสูงที่สุดเทากับ 5.91  0.14 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง การเติมนํ้าตาล
กลูโคสและภาวะออสโมลาริตีจากเกลือ NaCl หรือนํ้าตาล Sorbitol เพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพเชนกัน ชวงพีเอช 6.0 ถึงพีเอช 11.0 เซลลมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นและแต
อัตราการผลิตลดลงที่พีเอช 5.0 ผลของปจจัยภายนอกตอการแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, และ
hoxY พบวาภายใตภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจนและไมมีแสง เซลลที่ปรับตัวในอาหารเลี้ยง ZNo 
จากปจจัยภายนอกเชนการขาดแหลงธาตุอาหารซัลเฟอร การเพ่ิมธาตุเหล็ก เกลือ NaCl น้ําตาล
กลูโคสและตัวรีดิวซ มีการแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, และhoxY เพ่ิมขึ้น  

 
คําสําคัญ  : Arthrospira sp. PCC8005, การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ, ไฮโดรจีเนส, ยีน hox,  
                ไซยาโนแบคทีเรีย 
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Executive Summary 
 
พลังงานไฮโดรเจนเปนพลังงานเชื้อเพลิงที่สะอาด เปนกาซที่ไมมีสี ไมมีกลิ่น และเปนมิตรตอ

สิ่งแวดลอม เม่ือถูกเผาไหมดวยออกซิเจนจะไดผลิตภัณฑเปนนํ้าและความรอน ไมมีกาซเรือน
กระจกเกิดขึ้น ไซยาโนแบคทีเรียเปนส่ิงมีชีวิตที่สามารถใชแสงอาทิตยและคารบอนไดออกไซดใน
อากาศมาเปลี่ยนเปนพลังงานในรูปกลูโคสผานกระบวนการสังเคราะหดวยแสงและสามารถผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพไดผานการทํางานของเอนไซมไฮโดรจีเนส (hydrogenase)  ไซยาโนแบคทีเรีย
ชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 หรือที่รูจักกันดีทางการคาวา Spirulina 
มีโครงรูปแบบเกลียว เจริญเติบโตไดงายในอาหารเลี้ยงเชื้อ Zarrouk ที่มีคาพีเอชเปนดาง สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได งานวิจัยน้ีตองการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพให
ไดปริมาณสูงที่สุด พบวาปริมาณธาตุเหล็กที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยง Zarrouk มีผลตออัตราการ
เจริญของ Arthrospira sp. PCC 8005 ในสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจนและสภาวะที่ไมมีแสง 
Arthrospira sp. PCC 8005 ที่ปรับตัวในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ขาดธาตุไนโตรเจน (ZNo) สามารถ
ผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได พบวาการเพ่ิมธาตุเหล็กในอาหารเลี้ยง ZNo เพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพ ในสภาวะที่ไมมีธาตุเหล็กในอาหารเลี้ยง ZNo พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพและแอ
คติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสลดลง เม่ือมีปริมาณธาตุเหล็กในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZNo เทากับ 15 
มิลลิกรัมตอลิตร เซลลมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 4.37  0.15 ไมโครโมลตอ
มิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมงและพบวาแอคติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสสูงสุดเทากับ 0.47  0.02 
ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง การเพ่ิมธาตุเหล็กที่ไดจากสารประกอบ FeSO4 และ 
FeCl2 ลงไปในอาหาร ZNo ใหผลไมแตกตางกัน Arthrospira sp. PCC8005 สามารถเจริญไดปกติ
ในสภาวะที่ไมมีแสงและสามารถใชกลูโคสหรือฟรุคโตสเปนแหลงอาหารคารบอนแทนไบคารบอเนต 
(ZNoCo) แตไมสามารถใชน้ําตาลซูโครสเปนแหลงอาหารคารบอนเพื่อการเจริญได เซลลจะ
เปลี่ยนเปนสีเหลืองแตก็ยังเจริญ เซลลผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดปริมาณสูงในอาหารเลี้ยง ZNoCo ที่
มีการเติมนํ้าตาลกลูโคสที่ 0.1% เทากับ 3.61  0.17 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง 
อยางไรก็ตามการเพ่ิมความเขมขนของกลูโคสสูงกวา 0.2% ทําใหอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ
ลดลง การเปลี่ยนแปลงพีเอชของอาหารเลี้ยงมีผลตอการเจริญและอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ
ของ Arthrospira sp. PCC8005 พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพลดลงในอาหารเลี้ยงที่มี
ความเปนกรดที่พีเอชต่ํากวา 5.0 และอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นในชวงพีเอช 6.0 ถึง พี
เอช 9.0 โดยที่เม่ืออาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอช 9.0 เซลลมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 
2.99  0.18 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง อยางไรก็ตามการเพ่ิมพีเอชสูงกวา 10.0 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพลดลง การเปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกดวยการควบคุมดวยบัฟเฟอร
มีผลตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นตั้งแตพีเอช
ภายนอกเปน 5.0 ถึงพีเอช 11.0 โดยเม่ือพีเอชภายนอกเทากับ 11.0 เซลลมีอัตราการผลิต
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ไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 3.10  0.25 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง ในอาหาร
เลี้ยง ZNo ที่มีการเติมตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร สามารถเพิ่ม
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได 1.5 เทาโดยมีปริมาณไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 3.90  
0.15 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง ขณะที่การเติมตัวรีดิวซ Dithiothereitol ที่ความ
เขมขน 1.5 มิลลิโมลาร ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ ในอาหารเลี้ยง 
ZNo ที่ขาดธาตุซัลเฟอร (ZNo-S-deprived) เซลลเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงกวาปกติ
ถึง 1.4 เทา เซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง (ZNo-S-deprived) ซึ่งมีการเติมธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอ
ลิตรและตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร สามารถเพ่ิมอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงที่สุดเทากับ 5.91  0.14 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง การ
เติมเกลือ NaCl หรือนํ้าตาล sorbitol ที่ระดับออสโมลาริตีประมาณ 5 มิลลิออสโมลตอกิโลกรัม 
กระตุนการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงขึ้นประมาณ 35% อยางไรก็ตามเม่ือเพิ่มระดับออสโมลาริตีสูง
กวา 5 มิลลิออสโมลตอกิโลกรัม การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพลดลงอยางรวดเร็ว     การแสดงออกของ
ยีน hox เม่ือเปรียบเทียบกับยีน 23S rRNA (internal control) ของเซลลที่ปรับตัวในอาหารเลี้ยง 
ZNo ภายใตความเครียดจากปจจัยภายนอกเชนการเพิ่มธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตรหรือการ
เติมตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลารหรือการเติมนํ้าตาลกลูโคสที่ 0.1% 
ลงในอาหาร ZNoCo หรือการเติมเกลือ NaCl 2 มิลลิโมลารลงในอาหาร ZNo รวมทั้งการขาดแหลง
ธาตุอาหารซัลเฟอร กระตุนการแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, และ hoxY เพ่ิมขึ้น พบวาภาวะท่ี
เลี้ยงในอาหารเลี้ยง (ZNo-S-deprived) และมีการเพ่ิมธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตรและตัวรีดิวซ 
-Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร hoxH, hoxE, และ hoxY มีการแสดงออกสูง
ที่สุด 
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บทนํา 
 

วิกฤตการณดานพลังงานและปญหาสิ่งแวดลอมเร่ิมสงผลกระทบโดยตรงตอวถิีการดํารงชีวิตของ
มนุษยในปจจุบัน เชนปญหาวิกฤตนํ้ามัน ราคานํ้ามันที่มีความผันผวนและพุงสงูขึ้นในชวงเวลาที่
ผานมาและคาดวาจะมีราคาสูงขึ้นอีกในอนาคตอันใกล ซึ่งเกิดจากความตองการใชพลังงานที่มาก
เกิน จากขอมูลของกระทรวงพลังงาน รายงานวาพลังงานหลักของประเทศไดมาจากแหลงพลังงาน
ฟอสซิลและน้าํมันดิบ ซึ่งแหลงพลังงานดังกลาวถูกนํามาใชในดานตางๆ ทั้งภาคการขนสง และภาค
การเกษตรกรรม สงผลใหในปจจุบันเกิดความขาดแคลนพลังงานฟอสซิลจนอยูในขั้นวิกฤต 
นอกจากนี้พบวาพลังงานที่เกิดจากการสันดาป (Combustion) เชื้อเพลิงฟอสซิลหรือนํ้ามันดิบไมวา
ในดานใดก็ตาม จะมีการปลดปลอยกาซเรือนกระจก (Greenhouse gas) อันไดแก 
คารบอนไดออกไซด มีเทน และไดไนโตรเจนออกไซด ออกมาดวยทุกคร้ังไป กาซดังกลาวสงผลตอ
การเกิดภาวะโลกรอน (Global warming) โดยตรงตามมา ซึ่งผลกระทบนี้ไมอาจแกไขไดเพียงชั่ว
ขามคืน ตองคอยเปนคอยไป ดวยการลดการปลอยกาซเรือนกระจกและปรับเปลี่ยนพฤติกรรมการ
ดําเนินชีวิต ดังนั้น ในปจจุบันการศึกษาคนควาวิจัยเพ่ือเสาะหาแหลงพลังงานทดแทนในรปูแบบ
ตางๆ เขามาใช เพ่ือลดอัตราการนําเขาพลังงานเชือ้เพลิงและลดมลพิษตอส่ิงแวดลอม พลังงาน
ไฮโดรเจนเปนพลังงานทดแทนอีกแนวทางหนึ่งที่มีการนํามาใช ดวยเหตุผลเชิงบวกหลายอยาง เชน 
พลังงานไฮโดรเจนเปนพลังงานที่มีศักยภาพสูงที่ใหคาความรอนสูงถึง 141.65 MJ/kg กาซ
ไฮโดรเจนเปนเชื้อเพลิงที่สะอาด (clean fuel) เปนกาซที่ไมมีสี ไมมีกลิ่น และเปนมิตรตอ
สิ่งแวดลอม เม่ือถูกเผาไหมดวยออกซิเจนจะไดผลิตภัณฑเปนนํ้าและความรอน ไมมีกาซเรือน
กระจกเกิดขึ้น ปจจุบันมีการใชพลังงานจากกาซไฮโดรเจนเปนเชื้อเพลิงในหลายดาน แตตนทนุการ
ผลิตยังคงสูงอยู นักวิจัยและนักวิทยาศาสตรทั่วโลกจึงหันมาสนใจศึกษาพลังงานไฮโดรเจนจาก
สิ่งมีชีวิตหรือท่ีเรียกวา ไฮโดรเจนชีวภาพ (biohydrogen) เน่ืองจากเปนมิตรตอส่ิงแวดลอมมากกวา
กระบวนการทางเคมี สิ่งมีชีวิตที่สามารถผลติกาซไฮโดรเจน ไดแก ไซยาโนแบคทีเรีย และ
แบคทีเรียที่สามารถสังเคราะหดวยแสง เปนตน ไซยาโนแบคทีเรียสามารถนําเอาพลังงาน
แสงอาทิตยทีมี่อยูอยางไมจํากัดและคารบอนไดออกไซดในอากาศมาใชเปนแหลงพลังงานในรูป
กลูโคสผานกระบวนการสังเคราะหดวยแสง อีกทั้งสามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดผานการทํางาน
ของเอนไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase) และเอนไซมไฮโดรจีเนส (hydrogenase) ดวยเหตุนี้ 
คณะผูวิจัยจึงสนใจศึกษากลไกการผลติไฮโดรเจนชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรียเพ่ือนํามาใชเปน
พลังงานทดแทนในอนาคต  

ไฮโดรเจนเปนแหลงพลังงานยั่งยืน (Sustainable energy) อีกแหลงหนึ่งที่มีศักยภาพสูง เปน
มิตรตอส่ิงแวดลอมและปราศจากมลพิษ กาซไฮโดรเจนถูกผลติขึน้ไดจากกระบวนการทางเคมีและ
ชีวภาพ สิ่งมีชีวติที่สามารถผลิตกาซไฮโดรเจน ไดแก ไซยาโนแบคทีเรีย (Tamagnini et al., 2002, 
Lopes Pinto et al., 2002) และแบคทเีรียที่สามารถสังเคราะหดวยแสง เปนตน ไซยาโนแบคทีเรีย 
สามารถผลิตไฮโดรเจนไดผานกระบวนการสังเคราะหดวยแสงโดยมีเอนไซม 2 ชนิดเก่ียวของไดแก
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เอนไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase) ซึ่งพบใน heterocyst (รูปที่ 1) ของไซยาโนแบคทีเรียแบบเสน
สาย (filamentous cyanobacteria) (Masepohl et al., 1997, Moezalaar et al., 1996, Orme-
Johnson, 1992) โดยที่โมเลกุลไนโตรเจนจะถูกรีดิวซไปเปนแอมโมเนียโดยใชพลงังาน ATP (รูปที่ 
2) เอนไซมไนโตรจีเนส ประกอบดวย 2 สวน คือ ไดไนโตรจีเนส (dinitrogenase; ถูกถอดรหัสและ
แปลรหัสจากยีน nifD และ nifK) และไดไนโตรจีเนส รีดักเทส (dinitrogenase reductase; ถกู
ถอดรหัสและแปลรหัสจากยีน nifH) (รูปที่ 3) 

เอนไซมไฮโดรจีเนส (hydrogenase) ซึ่งพบไดในไซยาโนแบคทีเรยีหลากหลายสายพันธุรวมทั้ง 
Spirulina sp. เอนไซมไฮโดรจีเนส แบงออกได 2 ชนิด ไดแก เอนไซมอัพเทค ดีไฮโดรจีเนส 
(uptake dehydrogenase; ถูกถอดรหัสและแปลรหัสจากยีน hupSL) ซึ่งพบไดที่เยือ่ไทลาคอยดของ 
heterocyst ของไซยาโนแบคทีเรียแบบเสนสาย (Tamagnini et al., 2002) มีหนาที่ในการ
ออกซิไดซไฮโดรเจน (รูปที่ 2 และ รูปที่ 3) และเอนไซมรีเวอรสสิเบิล ไฮโดรจีเนส (reversible 
hydrogenase; ถูกถอดรหัสและแปลรหัสจากยีน hoxFUEYH) หรือมีชื่อเรียกอีกวา เอนไซมไบ
ไดเร็คชันนัล ไฮโดรจีเนส (bidirectional hydrogenase) ซึ่งพบไดที่เยื่อไซโตพลาสซึมของเซลล 
กลไกลการทํางานที่แทจริงของเอนไซมรีเวอรสสิเบลิ ไฮโดรจีเนส ยังไมทราบมากนัก สันนิษฐานวา
มีบทบาทเปนตัวรบัอิเล็กตรอนจาก NADH หรือ H2 (Boison et al., 1999) (รูปที่ 3)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 การปรากฏของ heterocysts (หัวลูกศร) ในไซยาโนแบคทีเรียชนดิตรึงไนโตรเจน 

Anabaena strain PCC7120 (ซาย) และ Nostoc strain PCC73102 (ขวา),  10 m 
(Tamagnini et al., 2002) 
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รูปที่ 2 สมการเคมีแสดงปฏิกิริยาที่เรงโดยเอนไซมไฮโดรจีเนสและไนโตรจีเนส  
(Tamagnini et al., 2002) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
เอนไซมไนโตรจีเนสและเอนไซมไฮโดรจีเนส ทํางานไดในสภาวะทีป่ราศจากออกซิเจน เน่ือง

ดวยออกซิเจนยับย้ังการทาํงานของเอนไซมไดดี นอกจากน้ีปจจัยภายนอกอ่ืนยังมีผลตอการทํางาน
ของเอนไซมและสงผลกระทบตอศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจน อาทิ ความเขมแสง อุณหภูมิเลี้ยง 
ความเค็ม สารอาหารและแรธาตุ เชน โคบอลต (Co) คอปเปอร (Cu)  โมลิปดีนัม (Mo) นิกเกิล (Ni) 
เหล็ก (Fe) สังกะสี (Zn) แหลงอาหารคารบอน แหลงอาหารไนโตรเจน เปนตน มีรายงานวิจัยใน
ปจจุบันศึกษาผลกระทบของปจจัยภายนอกตอศักยภาพในการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพจากไซยาโน
แบคทีเรีย อาทิเชน  Synechococcus PCC7942 ผลิตไฮโดรเจนไดดีในสภาวะที่ปราศจาก
ออกซิเจนและที่ไมมีแสง (Asada and Miyake, 1999) ขณะที่ Nostoc muscorum ผลิตไดดีในที่มี
แสงมากกวาที่ไมมีแสง (Shah et al., 2003) ในอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีแรธาตุ Co, Cu, Mn, Zn, Ni, Fe 

              Nitrogenase 
16ATP + 16H2O + N2 + 10H+ + 8e-   16ADP + 16 PPi + 2NH4

++ H2  

       Hydrogenase   
             2H+ +  2e-    H2        

 

รูปที่ 3 เอนไซมที่เก่ียวของกับไฮโดรเจนเมตา
บอลิสม  
3.1 เอนไซมไนโตรจีเนส (nitrogenase) 
ประกอบดวยโปรตีนหนวยยอย 3 สวนคือ 
โปรตีน NifD, NifK และ NifH  
3.2 เอนไซมอัพเทค ดีไฮโดรจีเนส (uptake 
dehydrogenase) ประกอบดวยโปรตีนหนวย
ยอย 2 สวนคือ โปรตีน HupS และ HupL  
3.3 เอนไซมไบไดเร็คชันนัล ดีไฮโดรจีเนส 
(bidirectional dehydrogenase) ประกอบดวย
โปรตีนหนวยยอย 4 สวนคือ โปรตีน HoxH, 
HoxY, HoxU และ HoxF  
หนวยยอยของแตเอนไซมอางอิงจากลําดับ
กรดอะมิโนของ Anabaena strain PCC7120, 
Nostoc strain PCC 73102, A. variabilis 
ATCC 29413, และ A. variabilis ATCC 
29413. (Datta et al., 2005) 
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ความเขมขนนอยกวา 10 มิลลิโมลารAnabaena variabilis ไมสามารถผลิตไฮโดรเจนได 
(Serebryakova et al., 2000) Anabaena variabilis SPU003 ผลิตไฮโดรเจนไดภายใตอุณหภูมิ
เลี้ยง 30 องศาเซลเซียส (Moezelaar and Stal,1994, Flores and Herrero, 1994) ขณะที่  Nostoc 
muscorum  SPU004 สามารถผลิตไดภายใตอุณหภูมิเลี้ยง 40 องศาเซลเซียส (Datta et al., 2000) 
Gloeocapsa alpicola และ Synechocystis sp. PCC 6803 (Antal et al., 2005) ผลิตไฮโดรเจน
เพ่ิมขึ้นในอาหารเลี้ยงเชื้อ pH 5.0-5.5  Gloeocapsa alpicola (Antal et al., 2005) Anabaena 
cylindrica (Jeffries et al., 1978) ผลิตไฮโดรเจนไดดีในสภาวะความเขมแสงแสงนอยหรือขาด
แหลงอาหารไนโตรเจน ขณะที่ Nostoc punctiforme NHM5 (Lindberg et al., 2004) ที่ขาด
เอนไซม hydrogenase เพ่ิมผลผลิตไฮโดรเจนไดในที่มีแสงมาก  

ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 หรือที่รูจักกันดี
ทางการคาวา Spirulina มีโครงรูปแบบเกลียว จัดอยูในดิวิชัน Cyanophyta, คลาส Cyanophyceae, 
ออรเดอร Oscillatoriales, แฟมิลี Oscillatoriaceae เจริญเติบโตไดงายในอาหารเลี้ยงเชื้อ Zarrouk ที่มี
คา pH เปนดาง Arthrospira sp. สามารถผลิตไฮโดรเจนไดในสภาวะปราศจากออกซิเจนทั้งที่มีแสง
และไมมีแสง (Aoyama et al., 1997, Behera et al., 2007) อยางไรก็ตาม รายงานเกี่ยวกับ
การศึกษาระดับโมเลกุลของยีนที่เก่ียวของโดยตรงกับการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพจาก Arthrospira 
sp. ยังมีไมมากนักดังน้ัน ในโครงงานวิจัยนี้ ศึกษาศักยภาพการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของ 
Arthrospira sp. PCC8005 และเอนไซมที่เก่ียวของกับการผลิตไฮโดรเจนในระดับแอคติวิตีและ
ชีววิทยาโมเลกุล  
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วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 

1. ศึกษาปจจัยทีมี่อิทธิพลตอการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมี
เฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 

2. ศึกษาการแสดงออกของยีนไฮโดรจีเนสจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 
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วิธีการทดลอง 
 

1. การเพาะเลี้ยงไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. 
PCC8005 
เลี้ยง ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ในอาหาร

เลี้ยงเชื้อสูตร Zarrouk  ภายใตแสงฟลูออเรสเซนต ซึ่งมีความเขมแสง 40  μmol photons/m2/s ณ 
อุณหภูมิภายนอกคงที่ 32oC และมีการเขยาตลอดเวลา วัดการเจริญเติบโตของเชื้อดวยเคร่ืองสเปก
โตโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 730 นาโนเมตร สําหรับสภาวะเครียด (stress conditions) เซลลถูก
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ Zarrouk (Z) ที่มีการเปลี่ยนแปลงสภาวะไดแก พีเอชของอาหารเลี้ยง พีเอช
ของสภาวะการทดลอง ความเพียงพอของแรธาตุหรือสารอาหาร อาทิการเปลี่ยนแหลงธาตุอาหาร
คารบอนโดยการใชน้ําตาลกลูโคส ฟรุคโตสและซูโครสแทนสารประกอบไบคารบอเนต ภาวะขาดไน
เตรต (ZNo) ภาวะขาดธาตุซัลเฟอร (ZNo-S-deprived) ภาวะปราศจากกาซออกซิเจน ภาวะออสโม  
ติกจากการเติมเกลือ NaCl หรือนํ้าตาล sorbitol การเติมสาร Reductants หรือตัวรีดิวซ เชน 
dithiothreitol or -mercaptoethanol ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira 
sp. PCC8005 ที่ใชในการทดลองครั้งนี้ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Kirsi Lehto, 
Laboratory of Plant Physiology and Molecular Biology, Department of Biochemistry and 
Food Chemistry, University of Turku, Finland 

 
2. การสกัดอารเอ็นเอจากไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira 

sp. PCC8005 
ปนเก็บเซลลไซยาโนแบคทเีรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ใน

ระยะ logarithmic phase นําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 4000×g 15 นาที นําเซลลแชใน
ไนโตรเจนเหลวทันที  จากน้ันจึงนําเซลลดังกลาวมาสกัดอารเอ็นเอดวยวธิี Hot phenol (Jantaro et 
al. 2006) นําเซลลที่แข็งตวัมาหลอมละลาย จากน้ันยายของเหลวใสหลอดเซนตริฟวจขนาด 1 ml 
เติม Resuspension buffer (10 mM sodium acetate buffer pH 4.5, 0.3 M sucrose) ปริมาตร 
250 μl และเติม 250 mM EDTA buffer pH 8.0 ปรมิาตร 75 μl จากน้ันบมไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 นาที เติม  Lysis buffer (2% SDS, 10 mM sodium acetate buffer pH 4.5) ปริมาตร 375 
μl และบมตอที่ 65oC เปนเวลา 3 นาที หลังจากบม เติม phenol (pH 6.5, 65oC) ปริมาตร 700 μl 
และบมตออีก 3 นาที จากน้ันทําใหเซลลเย็นลงทันทดีวย Freeze aluminium block เปนเวลา 10 
วินาที ปนเกบ็สารละลายใสสวนบนดวยเครื่องเซนตรฟิวจที่ความเร็ว 12,000×rpm 5 นาท ี เก็บ
สารละลายสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม จากน้ันเติม Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol 
(25:24:1) ที่ปริมาตร 1 เทา ลงไป ผสมเบาๆแลวนําไปปนเหวีย่งที่ 12,000×rpm 5 นาที เก็บ
สารละลายสวนใสใสหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม จากน้ันตกตะกอนอารเอ็นเอโดยเติม 0.1 เทาของ
ปริมาตรสุดทายของของเหลวผสมดวย 3 M sodium acetate buffer, pH 6.0 และ 2.5 เทาของ
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ปริมาตรสุดทายของของเหลวดวย cold ethanol บมที่ -20oC เปนเวลา 30 นาท ีหลังจากบมนํามา
ปนเหวี่ยงที่ 12,000×rpm 20 นาที (4oC) เทสวนใสทิ้ง เก็บ pellet แลวลางอีกคร้ังดวย 70% ethanol  
ปนเหวี่ยงที่  12,000×rpm 2 นาที เก็บ pellet แลวทําใหแหง ละลายตะกอนอารเอ็นเอดวย Storage 
buffer (20 mM sodium phosphate buffer, pH 6.5) ปริมาตร 50 μl วัดปริมาณและความบริสุทธิ์
ของอารเอ็นเอดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ตรวจสอบคุณภาพอาร
เอ็นเอดวยอะกาโรสเจลอิเลก็โทรฟอริซิส 

  
3. การเตรียมอารเอ็นเอใหบริสุทธ์ิ  

นํา 50 μg  ของอารเอ็นเอที่สกัดไดขางตนมาเติม 10xBuffer ปริมาตร 5 μl, RQ RNase-Free 
DNase ปริมาตร 5 μl และปรับปริมาตรสุดทายใหเปน 50 μl  บมที่ 37 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 
ชั่วโมงเพ่ือกําจัดดีเอ็นเอที่ปนเปอนอยู จากน้ันนําของเหลวผสมดังกลาวมาเติม 40 mM Tris-HCl 
pH 8.0 ปริมาตร 200 μl ตามดวย Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตร 250 μl 
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,000×rpm 5 นาที  เก็บสารละลายใสสวนบนใสหลอดเซนตริฟวจหลอดใหม 
ตกตะกอนอารเอ็นเอดวย 0.1 เทาของปริมาตรสุดทายของของเหลวผสมดวย 3 M sodium acetate 
buffer, pH 5.2 และเติม 0.6 เทาของปริมาตรสุดทายของของเหลวดวย Isopropanol บมที ่ -20oC 
เปนเวลา 30 นาที หลังจากบมนํามาปนเหวี่ยงที่  12,000×rpm 20 นาที (4oC) เทสวนใสทิ้ง ลาง
ตะกอนอารเอ็นเออีกครั้งดวย 70% ethanol  ปนเหวี่ยงที่  12,000×rpm 2 นาท ีเก็บตะกอนอารเอ็น
เอแลวทําใหแหง ละลายตะกอนอารเอ็นเอดวย Storage buffer (20 mM sodium phosphate buffer, 
pH 6.5) 50 μl วัดปริมาณและความบริสทุธิ์ของอารเอ็นเอดวยสเปกโทรโฟโตมิเตอรที่ความยาวคลื่น 
260 นาโนเมตร ตรวจสอบคุณภาพอารเอ็นเอดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอริซิส 

  
4. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reactions (RT-PCR)  

นํา 5 ไมโครกรัมของอารเอ็นเอมาละลายดวยน้ํา Milli-Q ปริมาตร 23 μl  บมที่อุณหภูมิ  65 oC 
เปนเวลา 10 นาทีแลววางบนน้ําแข็งเปนเวลา 2 นาที  นําสารละลายอารเอ็นเอมาเติม 50 pmol  
ของไพรเมอรที่จําเพาะทั้งสองตัว (forward และ reverse ไพรเมอร) แลวปรบัปริมาตรสุดทายใหเปน 
33 μl นําสารละลายทั้งหมดใสลงใน Ready-To-Go You-Prime First-Strand Beads Kit 
(Amersham Biosciences) ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 นาที  จากน้ันเขยาเบาๆแลวบมตอที่ 37 oC 
เปนเวลา 60 นาที หลังจากน้ันนําสารละลาย (cDNA) ดังกลาวไปเปนแมแบบเพ่ือทํา Polymerase 
chain reaction (PCR) ตอไป (pre-denaturation  ที่ 95oC, 2 นาที, 34 รอบ ตามดวย denaturation 
ที่ 95oC, 1 นาที, annealing ที่ 55oC,1 นาที, extension ที ่ 72oC, 1.30 นาที, รอบสุดทาย 
extension at 72oC, 2 นาที) ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอดวยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรฟอริ
ซิส   
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ไพรเมอรสําหรับยีนไฮโดรจีเนสของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 จากฐานขอมูล NCBI โดยเปรียบเทียบกับลําดับจีโนมของ Artrospira 
platensis NIES-39 และ Synechocystis sp. PCC6803 ดังนี้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. การตรวจวัดแอคติวติีของรีเวอรสซิเบลิไฮโดรจเีนส  
วัดแอคติวติีของรีเวอรสซิเบิลไฮโดรจีเนสดวยโครมาโทรกราฟแบบกาซ สวนผสมใน 1 ปฏิกิริยา

ประกอบดวย 10 mM methyl viologen, 100 mM sodium dithionite, 50 mM phosphate buffer 
pH 7.5 เขยาท่ี 32 องศาเซลเซียสและทําการทดลองภายใตสภาวะปราศจากออกซิเจน แอคติวติีของ
เอนไซมรีเวอรสซิเบิลไฮโดรจีเนสคํานวณจาก 1 ไมโครโมลของไฮโดรเจนที่เกิดขึ้นตอมิลลิกรัมของ
คลอโรฟลลตอหนึ่งหนวยเวลา (Tamagnini et al. 1997) 

  
6. การตรวจวัดปริมาณไฮโดรเจน  

ปนเก็บเซลลที่ความเรว็ 4000×g 15 นาที ละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเลีย้งเซลลแลวใสใน
ขวด vial ขนาด 20 ml บมเซลลไวที่อุณหภูมิภายนอก 32 องศาเซลเซียส ภายใตแสงฟลูออเรสเซนต 
ซึ่งมีความเขมแสง 40  μmol photons/m2/s สรางสภาวะไรกาซออกซิเจนโดยพนกาซอารกอนเขาไป
ใน vial เพ่ือแทนที่กาซออกซิเจน วัดปริมาณกาซไฮโดรเจนดวยโครมาโทรกราฟแบบกาซ คํานวณ
เทียบกับกราฟไฮโดรเจนมาตรฐานตอมิลลิกรัมของคลอโรฟลลตอหนึ่งหนวยเวลา (Allahverdiyeva 
et al. 2010) 

 
 
 

No. Name Sequence (5’-3’) Length 
1 3'-HoxE GTCAGGATGCCCTAATCGAA 20 
2 5'-HoxE CCACTTTTGCAGTCGTGCTA 20 
3 3'-HoxF TAGGTAGCCGCATCTTTGGT 20 
4 5'-HoxF TTCCAAATCAGCAGGGGTAG 20 
5 3'-HoxH TTGTCGCTGATGGTTTGAGT 20 
6 5'-HoxH CTTCGGGGATTTCATTACCA         20 
7 3'-HoxU TTTTAGAAGCCGCCAAAGAG         20 
8 5'-HoxU TCAACACATTTACCGCAGGA         20 
9 3'-HoxY CTGGATGAATGGCTGATTGA         20 
10 5'-HoxY CATTTTCCCTTCCACCAAAG         20 
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7. วิธีหาปริมาณคลอโรฟลล  
สกัดคลอโรฟลลดวย 90% methanol (Meeks et al., 1971) และวัดปริมาณคลอโรฟลลดวยส

เปกโทรโฟโทรเมทรีที่ความยาวคลื่น 665 นาโนเมตร 
 

8. การวิเคราะหผล  
การวัดปริมาณการแสดงออกของยีน hox โดยเปรียบเทียบกับยีน 23s rRNA (internal control) 

หาความเขมของแถบดีเอ็นเอดวย AISTM program และคํานวณเปน relative expression วัดคาสถิต ิ
Student’s t-test จากตัวอยาง 3 ตัวอยางจากการทดลองที่แยกกันโดยอิสระ (independent 
biological replications) แตละตวัอยางถูกวัดคาการสะสมอยางนอย 3 คร้ัง (independent technical 
replications) คํานวณหาคาเฉลี่ย ± S.D. ซึ่งมีคานัยสําคัญทางสถติิทีย่อมรับไดเม่ือ P < 0.05  
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ผลการทดลองและวิจารณผลการทดลอง 
 

1. การเจริญและการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพภายใตสภาวะที่มีการเติมเหล็กลงไปในอาหาร
เลี้ยง 

การเจริญของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ใน
อาหารเลี้ยง Zarrouk และอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่มีการเติมธาตุเหล็กที่มีความเขมขนตางๆกันแสดง
ดังรูปที่ 4 พบวาปริมาณธาตุเหล็กที่เติมลงไปในอาหารเลี้ยง Zarrouk มีผลตออัตราการเจริญของเชื้อ
ไซยาโนแบคทีเรีย Arthrospira sp. PCC 8005 เม่ือความเขมของธาตุเหล็กเพ่ิมขึ้นตั้งแต 0 จนถึง 15 
มิลลิกรัมตอลิตร อัตราการเจริญเพ่ิมขึ้นตามลําดับ อยางไรก็ตามเม่ือความเขมขนของธาตุเหล็กสูงกวา 
20 มิลลิกรัมตอลิตร อัตราการเจริญลดลงหลังจากวันที่ 6 ของการเลี้ยง แสดงวาปริมาณของธาตุ
เหล็กในอาหารเลี้ยงมีอิทธิพลตอการเจริญของเซลล ซึ่งปริมาณธาตุเหล็กที่เพ่ิมสูงขึ้นอาจไปมีผล
โดยตรงตอเอนไซมในระบบการสังเคราะหดวยแสงของเซลลทําใหมีผลตอการเจริญของเซลล ดังเชน
ที่รายงานไวในเซลลของ Anabaena PCC 7120 (Saxena, 2006) และ Synechocystis sp. E35 
(Demirel et al., 2009) เปนตน 

ไซยาโนแบคทีเรีย Arthrospira sp. PCC 8005 ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ขาดธาตุอาหาร
ไนโตรเจน (ZNo) สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดในสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจนและสภาวะที่
ไมมีแสง โดยการกระตุนการทํางานของเอนไซมไฮโดรจีเนส โดยพบวาปริมาณธาตุเหล็กในอาหาร
เลี้ยงมีความสําคัญตอการทํางานของเอนไซมไฮโดรจีเนสและเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 
พบวาในสภาวะที่ไมมีธาตุเหล็กในอาหารเลี้ยง ZNo แมวาเซลลสามารถเจริญไดเปนปกติแตพบวาแอ
คติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสและอัตราการผลิตไฮโดรเจนลดลงเมื่อเทียบกับสภาวะปกติ (รูปที่ 5) 
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพจะเพิ่มขึ้น เม่ือเพ่ิมปริมาณธาตุเหล็กลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZNo ตั้งแต 
0 จนถึง 15 มิลลิกรัมตอลิตร โดยพบวาปริมาณธาตุเหล็ก 15 มิลลิกรัมตอลิตรที่เติมลงไปทําใหเซลลมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 4.37  0.15 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอ
ชั่วโมงและพบแอคติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสสูงสุดเทากับ 0.47  0.02 ไมโครโมลตอมิลลิกรัม
คลอโรฟลลตอชั่วโมง ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาปริมาณธาตุเหล็กที่เหมาะสมมีผลตอการเจริญ
ของไซยาโนแบคทีเรีย แอคติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสและอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ รายงาน
วิจัยกอนหนาน้ีพบวาไซยาโนแบคทีเรีย Spirulina maxima สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงถึง
รอยละ 120 (Janssen et al., 2010) ในภาวะที่มีการเติมธาตุเหล็กลงไปในอาหารเลี้ยง อยางไรก็ตาม
ในไซยาโนแบคทีเรีย Anabaena PCC 7120 พบวาการเติมธาตุเหล็กลงไปในปริมาณสูงมีผลตอแอ
คติวิตีของเอนไซมในเมตาบอลิสมการสังเคราะหดวยแสงและการพัฒนาของเฮเทอโรซิส (Saxena, 
2006) 
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รูปที่ 4 ผลของธาตุเหล็กตอการเจริญของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 

Arthrospira sp. PCC8005 ในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่มีการเติมธาตุเหล็กที่ความเขมขนดังน้ี 0 
มิลลิกรัมตอลิตร, (), 5 มิลลิกรัมตอลิตร (, control), 7.5 มิลลิกรัมตอลิตร (), 10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร (), 12.5 มิลลิกรัมตอลิตร (), 15 มิลลิกรัมตอลิตร (), 20 มิลลิกรัมตอลิตร (), 25 
มิลลิกรัมตอลิตร (). (Means ± S.D. n =3). 
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รูปที่ 5 ผลของธาตุเหล็กตอการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพและเอนไซมไฮโดรจีเนส เซลลถูกบมใน

อาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจน (ZNo) ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซ
ออกซิเจน ไมมีแสงและมีการเติมธาตุเหล็กที่ความเขมขนดังน้ี 0 มิลลิกรัมตอลิตร, 5 มิลลิกรัมตอลิตร, 
7.5 มิลลิกรัมตอลิตร, 10 มิลลิกรัมตอลิตร, 12.5 มิลลิกรัมตอลิตร, 15 มิลลิกรัมตอลิตร, 20 มิลลิกรัม
ตอลิตร, 25 มิลลิกรัมตอลิตร ในการวัดแอคติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสจะใชสาร Methyl viologen 
(MV) เปนตัวใหอิเล็กตรอน (Means ± S.D. n =3). 
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2. ผลของแหลงอาหารคารบอนและปริมาณกลูโคสตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 
โดยปกติเซลลไซยาโนแบคทีเรียสามารถตรึงคารบอนไดออกไซดหรือใชไบคารบอเนต (HCO3

-) 
ในอาหารเลี้ยงเพื่อการเจริญได นอกจากนี้ไซยาโนแบคทีเรียบางชนิดยังสามารถใชน้ําตาลโมเลกุล
เด่ียวหรือโมเลกุลคู อาทิกลูโคส ฟรุคโตส กาแลกโตส และแลคโตสเปนแหลงอาหารคารบอนไดและ
พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นจากภาวะปกติ (Baebprasert et al., 2010, Khetkorn 
et al., 2010) ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 สามารถ
เจริญไดปกติในสภาวะที่ไมมีแสงและสามารถใชกลูโคสหรือฟรุคโตสเปนแหลงอาหารคารบอน
แทนไบคารบอเนต อยางไรก็ตาม Arthrospira ไมสามารถใชน้ําตาลโมเลกุลคูเชนซูโครสเปนแหลง
อาหารคารบอนเพ่ือการเจริญได เซลลจะเปลี่ยนเปนสีเหลือง เจริญไดชาลงและตายในที่สุด (Mühling 
et al., 2005) นอกจากน้ียังพบวาเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงที่มีการเติมกลูโคสหรือฟรุคโตสเปน
แหลงอาหารคารบอน (ZNoCo) สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได และการเติมนํ้าตาลกลูโคสเซลลมี
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงกวาการเติมนํ้าตาลฟรุคโตส แสดงใหเห็นวา Arthrospira ใช
กลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอนในการผลิตไฮโดรเจนไดดีกวานํ้าตาลฟรุคโตส (รูปที่ 6) ความ
เขมขนของน้ําตาลกลูโคสที่ 0.1% ที่เติมลงในอาหาร ZNoCo กระตุนใหเซลลเพ่ิมอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงสุดเทากับ 3.61  0.17 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง ซึ่งผล
การทดลองน้ีสอดคลองกับงานวิจัยกอนหนาน้ีที่ศึกษาในไซยาโนแบคทีเรีย Nostoc sp. strain Cc 
(Baebprasert et al., 2010) และ Synecocystis sp. PCC 6803 (Tredici et al., 1990) ซึ่งทั้งสอง
สายพันธุเพ่ิมผลิตผลไฮโดรเจนชีวภาพไดดีในสภาวะท่ีมีน้ําตาลกลูโคสเปนแหลงอาหารคารบอน
เชนกัน อยางไรก็ตาม เม่ือเพิ่มความเขมขนของกลูโคสสูงกวา 0.2% พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพลดลง (รูปที่ 7) อาจเปนผลมาจากเซลลปรับเปลี่ยนวิถีเมตาบอลิซึมเพ่ือรักษาพลังงานระดับ
เซลลไวเพ่ือนํากลูโคสที่มีการสะสมภายในเซลลออกนอกเซลลเพ่ือรักษาสมดุลออสโมติก 
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รูปที่ 6 ผลของแหลงธาตุอาหารคารบอน: น้ําตาลกลูโคส น้ําตาลฟรุคโตสและน้ําตาลซูโครส ตอ
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira 
sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง กําหนดให อาหารเลี้ยง Zarrouk 
แทนดวย control อาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจนแทนดวย ZNo และอาหาร
เลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจนและคารบอนแทนดวย ZNoCo หรือ C-deprived 
(Means ± S.D. n =3) 
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รูปที่ 7 ผลของความเขนขนของน้ําตาลกลูโคส (%) ตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยา

โนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะท่ีปราศจาก
กาซออกซิเจน ไมมีแสง (Means ± S.D. n =3) 
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3. ผลของพีเอชเริ่มตนและพีเอชภายนอกตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 
การเปลี่ยนแปลงพีเอชของอาหารเลี้ยงมีผลตอการเจริญและอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของ

ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 พีเอชเริ่มตนของ
อาหารเลี้ยงตั้งแตพีเอช 5.0 ถึงพีเอช11.0 มีผลตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ พบวาอัตราการ
ผลิตไฮโดรเจนชีวภาพลดลงในอาหารเลี้ยงที่เปนกรดซ่ึงมีพีเอชต่ํากวา 5.0 และอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นในชวงพีเอช 6.0 ถึงพีเอช 9.0 โดยอาหารเลี้ยงที่มีพีเอช 9.0 เซลลมีอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 2.99  0.18 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง 
(รูปที่ 8)  อยางไรก็ตามการเพ่ิมพีเอชในอาหารเลี้ยงสูงกวา 10.0 อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ
ลดลง รายงานวิจัยอ่ืนๆพบวาแบคทีเรียที่สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดเชน Clostedium sp., 
Klebsiella sp. และ Streptococcus sp. ผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงในสภาวะที่อาหารเลี้ยงมีพีเอช
เปนกรด นอกจากนี้งานวิจัยนี้ยังศึกษาการเปลี่ยนแปลงพีเอชภายนอกดวยการควบคุมดวยบัฟเฟอร
ตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพเพิ่มขึ้นตั้งแตพีเอช
ภายนอกเปน 5.0 ถึงพีเอช 11.0 โดยที่พีเอชเปน 11.0 เซลลมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุด
เทากับ 3.10  0.25 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง (รูปที่ 8) ซึ่งแสดงใหเห็นถึงวา 
Arthrospira สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดที่พีเอชตางๆกัน ผลการทดลองนี้สอดคลองกับผลการ
ทดลองกอนหนาน้ีที่ศึกษาในเซลลสาหราย Tetraspora sp. CU2551 (Maneeruttanarungroj et al., 
2010) 
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รูปที่ 8 ผลของพีเอชตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมี
เฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง สําหรับผล
ของพีเอชเร่ิมตนเซลลถูกบมในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจน (ZNo) และ
ปรับใหมีพีเอชตางๆกันตั้งแต pH 5.0 -11.0 () สําหรับผลของพีเอชภายนอกตออัตราการผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพ เซลลถูกบมภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสงในสารละลาย
บัฟเฟอรดังน้ี pH 5.0 และ pH 6.0.ใช 50 mM acetate buffer pH 7.0, 8.0 และ pH 9.0 ใช 50 mM 
Tris buffer, pH 10.0 และ pH 11.0 ใช 50 mM phosphate buffer () (Means ± S.D. n =3) 
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4. ผลของตัวรีดิวซและสภาวะการขาดแรธาตุซัลเฟอรตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 
งานวิจัยกอนหนาน้ีหลายงานวิจัยไดแสดงใหเห็นวาการไหลเวียนของอิเล็กตรอนจากระบวนการ

ใหและรับอิเล็กตรอนของเซลลควบคุมการทํางานของเอนไซมไฮโดรจีเนสและอัตราการผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพ อิเล็กตรอนที่อยูในรูปตัวรีดิวซจะถูกสรางขั้นจากเมตาบอลิสมการสังเคราะหของ
เซลล เม่ือระดับของตัวรีดิวซภายในเซลลเพ่ิมสูงขึ้นเซลลจะปรับตัวโดยการถายทอดอิเล็กตรอน
ใหกับโปรตอนหรือไฮโดรเจนอิออนในเซลลเพ่ือผลิตโมเลกุลไฮโดรเจนขึ้นมา ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึง
ไดเลือกตัวรีดิวซสองชนิดคือ -Mercaptoethanol และ Dithiothereitol มาทดสอบเพ่ือดูผลของตัว
รีดิวซตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 ผลการทดลองพบวา ในอาหารเลี้ยง ZNo ที่มีการเติมตัวรีดิวซ -
Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร สามารถเพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพได
สูงถึง 1.5 เทาโดยมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงสุดเทากับ 3.90  0.15 ไมโครโมลตอ
มิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมง ขณะที่การเติมตัวรีดิวซ Dithiothereitol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโม
ลาร ไมมีผลตอการเปลี่ยนแปลงอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพมากนัก (รูปที่ 9) และพบวาการ
เพ่ิมความเขมขนของตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol และตัวรีดิวซ Dithiothereitol ที่ความเขมขน
มากกวา 1.5 มิลลิโมลารจนถึง 5 มิลลิโมลาร ไมสงผลตอการเพ่ิมการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพผลการ
ทดลองนี้สอดคลองกับผลการทดลองกอนหนาน้ีที่ศึกษาในเซลลสาหราย Tetraspora sp. CU2551 
(Maneeruttanarungroj et al., 2010) แสดงวาความเขมขนที่เหมาะสมของตัวรีดิวซมีผลตออัตรา
การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 

ในอาหารเลี้ยงที่ขาดแหลงแรธาตุซัลเฟอรและไนโตรเจน (ZNo-S-deprived) เซลลมีอัตราผลิต
ไฮโดรเจนชีวภาพมากขึ้น โดยพบวาการขาดแหลงแรธาตุซัลเฟอรและไนโตรเจนจะทําใหเกิดการ
ผลิตอิเล็กตรอนมากขึ้น สงผลใหเอนไซมไฮโดรจีเนสทํางานมากขึ้นในการสงอิเล็กตรอนใหกับ
โปรตอนหรือไฮโดรเจนอิออนเพ่ือสรางโมเลกุลไฮโดรเจน ซึ่งมีผลกระทบตอระบบการสังเคราะหดวย
แสงของไซยาโนแบคทีเรีย ผลงานวิจัยกอนหนาน้ีแสดงใหเห็นวาการไหลเวียนของอิเล็กตรอนใน
ระบบการสังเคราะหดวยแสงของไซยาโนแบคทีเรีย Gloeocapsa alpicola, Synechocystis sp. 
PCC6803 (Antal and Lindblad, 2005) และ Anabaena siamensis TISTR8012 (Khetkorn et al., 
2010) เพ่ิมอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ ตารางที่ 1 แสดงใหเห็นวาในอาหารเลี้ยง ZNo-S-
deprived เซลลมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงถึง 1.4 เทา พบวาอัตราการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพของเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง ZNo ที่มีการเพ่ิมธาตุเหล็กที่ไดจากสารประกอบ FeSO4 และ 
FeCl2 ใหผลไมแตกตางกัน เซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง ZNo-S-deprived ซึ่งมีการเติมธาตุเหล็ก 15.0 
มิลลิกรัมตอลิตรและตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร สามารถเพ่ิมอัตรา
การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดสูงที่สุดเทากับ 5.91  0.14 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอ
ชั่วโมง ซึ่งอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพนี้สูงกวาไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่มีเฮเทอโรซิส 
Nodularia sp. SR5a และ Calothrix sp. XPORK1A (Allahverdiyeva et al., 2010) และไซยาโน
แบคทีเรียเซลลเดียว Synechocystis sp. PCC6803 (Baebprasert et al., 2010) 



27 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 9 ผลของตัวรีดิวซตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมี
เฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง เซลลถูก
บมในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจน (ZNo) และมีการเติมตัวรีดิวซดังน้ี -
mercaptoethanol () or dithiothreitol () ที่ความเขมขนตางๆกันดังน้ี 0, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 
และ 5.0 มิลลิโมลาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง (Means  S.D. n =3).   
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ตารางที่ 1 ผลของธาตุเหล็ก ธาตุซัลเฟอรและตัวรีดิวซตอการผลิตไฮโดรเจน
ชีวภาพของ Arthrospira sp. PCC8005 
 

Conditions 
Hydrogen production 

(µmol mgCha-1h-1) 

ZNo  2.76 ± 0.16 

ZNo + 15 mg L-1 Fe2+ (FeSO4) 4.37 ± 0.15 

ZNo + 15 mg L-1 Fe2+ (FeCl2) 4.31± 0.16 

ZNo - S-deprived   3.93 ± 0.15 

ZNo - S-deprived  + 15 mg L-1 Fe2+ (FeSO4) 4.53 ± 0.16 

ZNo  + 1.5 mM β-mercaptoethanol 3.91 ± 0.15 

ZNo - S-deprived  + 15 mg L-1 Fe2+ (FeSO4) 
+ 1.5 mM β-mercaptoethanol 

5.91 ± 0.14 

ZNo  + 1.5 mM dithiothreitol 3.20 ± 0.17 

ZNo - S-deprived  + 15 mg L-1 Fe2+ (FeSO4) 
+ 1.5 mM dithiothreitol 

4.22 ± 0.17 

 



29 
 

5. ผลของออสโมลาริตีตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ 
ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ถูกเลี้ยงในอาหาร

เลี้ยง ZNo ที่มีการเติมเกลือ NaCl หรือนํ้าตาล sorbitol เพ่ือสรางสภาวะออสโมติกใหกับเซลล พบวา
ระดับออสโมลาริตีประมาณ 5 มิลลิออสโมลตอกิโลกรัม กระตุนการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงขึ้น
ประมาณ 35% จากสภาวะปกติ แตเม่ือเพ่ิมความเขมขนออสโมลาริตีสูงกวา 5 มิลลิออสโมลตอ
กิโลกรัม การผลิตไฮโดรเจนชีวภาพลดลงอยางรวดเร็ว     (รูปที่ 10) ผลการทดลองน้ีสอดคลองกับ
ผลการทดลองกอนหนาน้ีที่ศึกษาใน Synechcystis sp. PCC6803 (Baebprasert et al., 2010) โดย
ปกติแลวความเครียดจากระดับออสโมลาริตีที่เกิดจากเกลือหรือแรงดันออสโมติกจะสงผลกระทบ
โดยตรงตอระบบสรีระวิทยาและชีวเคมีของเซลล ไซยาโนแบคทีเรียสามารถปรับตัวไดโดยการสราง
สารสําคัญขึ้นภายในเซลลหรือขนสงสารจากภายนอกเขาไปเพื่อสรางสมดุลออสโมติกระหวาง
ภายในและภายนอกเซลล ผลงานวิจัยกอนหนาน้ีพบวา Arthrospira maxima ที่เลี้ยงในอาหารที่มี
เกลือความเขมขนสูง 0.25-1.0 โมลาร มีการสะสมนํ้าตาลมากขึ้นถึง 4 เทาภายในเซลลและ
ปรับเปลี่ยนเมตาบอลิสมภายในเซลลโดยลดการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพ (Ananyev et al., 2008) 
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รูปที่ 10 ผลของออสโมลาริตีตออัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสาย
ที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง 
เซลลถูกบมในอาหารเลี้ยง Zarrouk ที่ไมมีแหลงธาตุอาหารไนโตรเจน (ZNo) และมีการเติมเกลือ 
NaCl หรือนํ้าตาล Sorbitol ที่ความเขมขนตางๆกันดังน้ี NaCl () 0, 2, 4, 8, 18, and 36 มิลลิ
ออสโมลตอกิโลกรัม หรือ sorbitol () 0, 3, 5 10, 19, and 38 มิลลิออสโมลตอกิโลกรัม เปนเวลา 
24 ชั่วโมง (Means  S.D. n =3).   
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6. การแสดงออกของยีน hox ในการตอบสนองตอสภาวะเครียด 
ในการศึกษาการแสดงออกของยีน hox จะใชยีน 23S rRNA เปนยีนเปรียบเทียบ (internal 

control) สกัดอารเอ็นเอจากเซลลไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. 
PCC8005 ที่เลี้ยงในอาหาร ZNo ภายใตสภาวะปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง มีการเพ่ิมธาตุ
เหล็ก หรือตัวรีดิวซ รวมทั้งภาวะการขาดธาตุซัลเฟอร  จากน้ันสรางสาย cDNA ดวย Reverse 
transcriptase และเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวย PCR เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน hox กับยีน 23S 
rRNA และคํานวณเปน relative expression ผลการทดลองพบวา ยีน hox มีการแสดงออกที่เพ่ิมขึ้น
เม่ือมีการเติมธาตุเหล็ก หรือตัวรีดิวซ (dithiothreitol หรือ -mercaptoethanol) รวมทั้งภาวะการขาด
ธาตุซัลเฟอร  (รูปที่ 11) พบวาเซลล Arthrospira sp. PCC8005 ที่เลี้ยงในอาหาร ZNo-S deprived 
ภายใตภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง และมีการเพ่ิมธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตรและ
เติมตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร กระตุนใหการแสดงออกยีน hoxH, 
hoxE, และ hoxY มีเพ่ิมขึ้นประมาณ 3.5 เทาอยางมีนัยสําคัญ นอกจากน้ีพบวาเม่ือเพ่ิมปริมาณธาตุ
เหล็กลงในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZNo ตั้งแต 0 จนถึง 25 มิลลิกรัมตอลิตร ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการ
แสดงออกของยีน hoxH, hoxE, และ hoxY โดยที่ความเขมขนธาตุเหล็ก 15 มิลลิกรัมตอลิตร กระตุน
การแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, และ hoxY สูงที่สุด  (รูปที่ 12) เม่ือเพ่ิมปริมาณน้ําตาลกลูโคสลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZNoCo ตั้งแต 0 จนถึง 0.3% ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน 
hoxH, hoxE, และ hoxY โดยที่ความเขมขนของนํ้าตาลกลูโคสท่ี 0.1% ที่เติมลงในอาหาร ZNoCo 
กระตุนการแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, hoxY สูงที่สุด (รูปที่ 13) เม่ือเพ่ิมปริมาณเกลือ NaCl ลง
ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ZNo ตั้งแต 0 จนถึง 3 มิลลิโมลาร ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ
ยีน hoxH, hoxE, และ hoxY  โดยที่ความเขมขนของเกลือ NaCl 2 มิลลิโมลารที่เติมลงในอาหาร 
ZNo กระตุนการแสดงออกของยีน hoxH, hoxE, hoxY สูงที่สุด (รูปที่ 14) จากผลการทดลองจะเห็น
ไดวาปจจัยภายนอกไดแก ธาตุเหล็ก น้ําตาลกลูโคสและเกลือ NaCl มีผลตอการแสดงออกของยีน 
hox ซึ่งสอดคลองกับการทดลองกอนหนาน้ีที่ศึกษาใน Anabaena siamensis TISTR 8012 
(Khetkorn  et al., 2012) 
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รูปที่ 11 ระดับการแสดงออกของยีน hox ของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจน (control) ขาดแหลงธาตุอาหารไนโตรเจนและธาตุซัลเฟอร (S) ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจนและธาตุซัลเฟอรมีการเพ่ิมธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตร (SF) ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจนและธาตุซัลเฟอรมีการเพ่ิมธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตรและตัวรีดิวซ 1.5 มิลลิโมลาร
ของ -Mercaptoethanol (SFM) หรือ 1.5 มิลลิโมลารของ dithiothreitol (SFD) และขาดแหลงธาตุ
อาหารไนโตรเจนและมีการเพิ่มธาตุเหล็ก 15.0 มิลลิกรัมตอลิตรทั้งน้ีใช 23S rRNA เปนยีนมาตรฐาน
เปรียบเทียบ (Means  S.D. n =3).   
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รูปที่ 12 ระดับการแสดงออกของยีน hox ของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจนและมีการเพ่ิมธาตุเหล็กตั้งแต 0 ถึง 25.0 มิลลิกรัมตอลิตร ทั้งน้ีใช 23S rRNA เปนยีน
มาตรฐานเปรียบเทียบ (Means  S.D. n =3).   
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รูปที่ 13 ระดับการแสดงออกของยีน hox ของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจนและมีการเพ่ิมนํ้าตาลกลูโคสตั้งแต 0% ถึง 0.3% ทั้งน้ีใช 23S rRNA เปนยีนมาตรฐาน
เปรียบเทียบ (Means  S.D. n =3).   
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รูปที่ 14 ระดับการแสดงออกของยีน hox ของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส 
Arthrospira sp. PCC8005 ภายใตสภาวะที่ปราศจากกาซออกซิเจน ไมมีแสง ขาดแหลงธาตุอาหาร
ไนโตรเจนและมีการเพ่ิมเกลือ NaCl ตั้งแต 0 ถึง 3.0 มิลลิโมลาร ทั้งน้ีใช 23S rRNA เปนยีน
มาตรฐานเปรียบเทียบ (Means  S.D. n =3).   
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สรุปผลการทดลอง 
 

ไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่ไมมีเฮเทอโรซิส Arthrospira sp. PCC8005 ที่เลี้ยงในอาหาร
เลี้ยงขาดแหลงธาตุอาหารไนโตรเจนและซัลเฟอร (ZNo-S deprived) และมีการเติมธาตุเหล็ก 15 
มิลลิกรัมตอลิตรและตัวรีดิวซ -Mercaptoethanol ที่ความเขมขน 1.5 มิลลิโมลาร เลี้ยงภายใต
สภาวะปราศจากกาซ ออกซิเจน ไมมีแสง สามารถผลิตไฮโดรเจนชีวภาพไดปริมาณสูงสุดดวยอัตรา
การผลิตเทากับ 5.91  0.14 ไมโครโมลตอมิลลิกรัมคลอโรฟลลตอชั่วโมงและมีแอคติวิตีของ
เอนไซมไฮโดรจีเนสสูงที่สุด อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพน้ีเปนอัตราการผลิตที่สูงเม่ือ
เปรียบเทียบกับไซยาโนแบคทีเรียชนิดเซลลเดียว Synechocystis sp. PCC6803 และไซยาโน
แบคทีเรียชนิดเสนสายที่มีเฮเทอโรซิส Nodularia sp. SR5a และ Calothrix sp. XPORK1A แมวา
อัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพยังไมสูงเทากับการผลิตของไซยาโนแบคทีเรียชนิดเสนสายที่มีเฮเทอ
โรซิส Anabaena siamensis TISTR นอกจากนี้ยังพบวาในสภาวะดังกลาวนอกจากเซลล 
Arthrospira sp. PCC8005 จะมีอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพสูงที่สุด ยังพบการแสดงออกยีน 
hoxH, hoxE, และ hoxY เพ่ิมสูงขึ้นประมาณ 3.5 เทาอยางมีนัยสําคัญ แสดงใหเห็นถึงความสัมพันธ
ระหวางการทํางานของเอนไซมไฮโดรจีเนสในการผลิตไฮโดรเจนและการแสดงออกระดับยีนของยีน 
hox ซึ่งเปนยีนที่ถอดรหัสและแปลรหัสเปนเอนไซมไฮโดรจีเนส  

ดังนั้นงานวิจัยในอนาคตควรมีการนําเทคโนโลยีทางพันธุวิศวกรรมเขามาปรับปรุงยีนเพ่ือเพ่ิมแอ
คติวิตีของเอนไซมไฮโดรจีเนสและเพิ่มอัตราการผลิตไฮโดรเจนชีวภาพใหสูงขึ้น 
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The efficiency of hydrogen production by different cyanobacterial species depends on

several external factors. We report here the factors enhancing hydrogen production by

filamentous non-heterocystous cyanobacterium Arthrospira sp. PCC 8005. Cells adapted to

dark-anaerobic conditions produced hydrogen consistent with increased hydrogenase

activity when supplemented with Fe2þ. Stimulation of hydrogen production could be

achieved by addition of reductants, either dithiothreitol or b-mercaptoethanol with higher

production observed with the latter. Additionally, Fe2þ and b-mercaptoethanol added to

nitrogen- and sulphur-deprived cells significantly stimulated H2 production with maximal

value of 5.91 � 0.14 mmol H2 mg Chla�1 h�1. Glucose and a small increase of osmolality

imposed by either NaCl or sorbitol enhanced hydrogen production. High rates of hydrogen

production were obtained in cells adapted in nitrogen-deprived medium with neutral and

alkaline external pH, significant decrease of hydrogen production occurred under acidic

external pH.

Copyright ª 2012, Hydrogen Energy Publications, LLC. Published by Elsevier Ltd. All rights

reserved.
1. Introduction hydrogen as a by-product of fixing molecular nitrogen gas, is
Photobiological hydrogen production is one of the attractive

renewable energy sources being considered nowadays as an

alternative source to the limited fossil fuels. Hydrogen seems

to be an ideal fuel since it is environmentally friendly and

clean-burning. Cyanobacteria are among the most ancient

oxygenic phototrophic organism on Earth, that can produce

molecular hydrogen from water by using energy from

sunlight. Most cyanobacteria are able to produce biohydrogen

mediated by several enzymes [1e3]. Nitrogenase, generating
fax: þ66 2218 5418.
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akdi).
2012, Hydrogen Energy P
11
localized in heterocysts of filamentous cyanobacteria as well

as in unicellular cyanobacteria [4]. Other enzymes involved

are the uptake hydrogenase which catalyses the hydrogen

consumption, and a bidirectional hydrogenase which cata-

lyses both consumption and production of hydrogen [3,5].

Arthrospira is an individual genus consisting of various

different species includingA.maxima andA. platensis [6]. These

filamentousArthrospira species are representatives of the non-

heterocystous cyanobacteria, that lack any heterocysts

(specialized thick-walled cells) or akinete differentiations
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which occur in some filamentous N2-fixing cyanobacteria [4].

These organisms show a vital gliding motility of filamentous

segment (trichomes) [7]. The genome sequence of cyanobac-

teriumArthrospiraplatensisNIES-39andArthrospirasp.PCC8005

have been recently reported [8,9]. The Arthrospira is an attrac-

tive candidate for a cell factory for (edible) biomass production.

Inaddition, due to itsability toproducehydrogen, itmaybealso

usable for clean biohydrogen energy production [10e12].

The efficiency of hydrogen production by different cyano-

bacterial strains depends on several external factors. Many

nitrogen-fixing cyanobacteria can produce hydrogen under an

anaerobic atmosphere, and do very well under anaerobic

conditions. Some cyanobacteria have the enzymes for

nitrogen fixation and hydrogen production within heterocysts

to avoid inactivation of the enzymes bymolecular oxygen [13].

For filamentous cyanobacteria lacking heterocysts, some have

developed behaviour of compartmentalizing nitrogen fixation

within indispensable regions of trichomes, while others acti-

vate its nitrogenase at night [14].

Previous studies have demonstrated that different growth

media, pH, and nutrient availability are key factors for

a successful hydrogen production by different cyanobacteria

[15]. Adequate metal concentration in the growth medium is

also needed for hydrogen production by filamentous Spirulina

maxima [9]. The N2-fixing cyanobacteria Anabaena variabilis

and Anabaena CH3 are able to use organic carbon substrates

for hydrogen production [16,17]. Nitrogen deprivation

enhanced the production of hydrogen in a unicellular cyano-

bacterium Synechocystis sp. PCC 6803 [18] and in a filamentous

cyanobacterium Anabaena siamensis TISTR 8012 [19]. As envi-

ronmental factors may often result in growth limitation and

consequent inhibition of hydrogen production, it is important

to find proper conditions to increase biohydrogen production.

In this study we have examined external factors such as

nitrate deprivation, sulphur deprivation, addition of iron,

organic carbon sources, pH variation, reductants and external

osmolality, affecting hydrogen production in the filamentous

non-heterocystous cyanobacterium Arthrospira sp. PCC 8005.
2. Materials and methods

2.1. Strain and cultivation

Arthrospira sp. PCC 8005 (hereafter called Arthrospira) was

photoautotrophically cultivated in 50 ml of Zarrouk medium

[20] under continuous cool white fluorescent lamps (40 mmolE

m�2 s�1) on a rotatory shaker at 120 rpm at 30 �C. Cell growth

was monitored by measuring the optical density at 730 nm

(OD730). Other growth media used were ZN0 (Zarrouk medium

without nitrate), ZN0C0 (ZN0 medium without Na2CO3), ZN0C0

supplemented with different sugars (sucrose, fructose or

glucose), ZN0 supplemented with FeSO4$7H2O, FeCl2$2H2O,

NaCl or sorbitol, b-mercaptoethanol or dithiothreitol, at

indicated concentrations. ZN0-S-deprived (ZN0 medium with

the following modifications: MgSO4$7H2O replaced with

MgCl2$6H2O, Co(NO3)2$6H2O replaced with CoCl2$6H2O,

CuSO4$5H2O replaced with CuCl2 and ZnSO4$7H2O replaced

with ZnCl2$2H2O, all in equal molarity). The pH of culture

medium was adjusted to 5.0, 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 using
25%(v/v) HCl and 5 N NaOH to determine the influence of

initial cultivation pH. The effect of external pH was investi-

gated using cells grown in ZN0 medium containing a pH

controlled buffer for 24 h (final concentration of the buffer was

50 mM, acetate buffer for pH 5.0 and 6.0; Tris buffer for pH 7.0,

8.0 and 9.0; sodium phosphate buffer for pH 10.0 and 11.0)

before measuring the H2 production.

2.2. Chlorophyll a determination

The content of chlorophyll a (Chla) was determined using 90%

(v/v) methanol extracts [21].

2.3. Cell preparation

Arthrospira cells were harvested at mid-logarithmic growth

phase (6 days) by centrifugation at room temperature. After

twice washing with ZN0 medium, the pellet was resuspended

in ZN0 medium followed by 24 h cultivation. The pellets were

harvested and resuspended in 5 ml of ZN0 medium. The vials

containing suspension were bubbled with argon for 5 min.

The vials were sealedwith a rubber septumand an aluminium

lid before placing upside down in darkness under anaerobic

condition for 24 h prior to measurement of H2 production.

2.4. Measurement of H2 production

Gas samples (500 ml) from the head space of the vial were

withdrawn with a syringe. The samples were analysed by

a gas chromatography (Shimadzu, Kyoto, Japan, a Molecular

Sieve 5 �A, 60/80 Mesh column) according to Baebprasert et al.

[18]. Conditions were as follows: carrier gas-argon, flow rate of

30 ml min�1, column oven at 50 �C and a thermal conductivity

detector at 100 �C. The hydrogen production rate is expressed

as mmol of H2 evolved per mg of Chla per hour.

2.5. Hydrogenase activity determination

The hydrogenase activity was determined according to Baeb-

prasert et al. [18]. Briefly, the Arthrospira reaction mixture

(2 ml) contained 1 ml of cell suspensions in 25 mM potassium

phosphate buffer (pH 7.0), 5 mM methyl viologen, and 20 mM

sodium dithionite in a 10 ml glass vial under an argon atmo-

sphere, sealed with a rubber septum and an aluminium lid.

The vials were placed at room temperature for 10 min. The

hydrogenase activity is expressed as mmol of H2 evolved per

mg of Chla per hour.
3. Results and discussion

3.1. Growth and hydrogen production under iron
supplementation

Growth of Arthrospira was examined in Zarrouk medium in

the presence of different concentrations of iron (Fe2þ) as

shown in Fig. 1A. Supplementation of iron with increasing

concentration only slightly stimulated the growth of Arthro-

spira, except for those at very high concentration (20 and

25 mg L�1) which slightly reduced the growth rate.
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Fig. 1 e Influence of iron onArthrospira sp. PCC8005 growth

and itsH2 production. (A) GrowthofArthrospira sp. PCC8005

in Zarroukmedium supplemented with various

concentrations of Fe2D: 0 mg LL1 (>), 5 mg LL1 (C, control),

7.5mg LL1 (,), 10mg LL1 (6), 12.5mg LL1(B), 15mg LL1(-),

20 mg LL1(:), 25 mg LL1(A). (B) H2 production and

hydrogenase activity were determined after incubation

underdarknessandanaerobicconditions for24husingcells

adapted in ZNo medium, supplemented with various

concentrations of Fe2D as indicated. Inset: Bidirectional

hydrogenase activity measured as H2 production using

methyl viologen (MV) as electrondonor.Means±S.D. (n[3).
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Undoubtedly, availability of appropriate amount of iron is

beneficial for the growth of Arthrospira. However, excess of

iron may be harmful to the cell growth and photosynthetic

activity, as has been reported for Anabaena PCC 7120 [22] and

Synechocystis sp. E35 [23].

Arthrospira adapted under nitrate-deprivation condition

produced hydrogen consistent with hydrogenase activity in

the argon atmosphere under anaerobic-dark condition. No H2

production was observed in the presence of nitrate in Zarrouk

medium (data not shown). In the absence of iron, a small
amount of hydrogen was produced consistent with a low

hydrogenase activity (Fig. 1B). Hydrogen production by

Arthrospira increased with increasing amount of Fe2þ in the

experimental range of the Fe2þ supplementation up to

15.0 mg L�1. Under these conditions, the hydrogen yield

reached the maximum of 4.37 � 0.15 mmol H2 mg Chla�1 h�1

with a maximum value of hydrogenase activity at

0.47 � 0.02 mmol H2 mg Chla�1 h�1 (Fig. 1B, inset). Results

indicated that the activity of hydrogen production of Arthro-

spira could be improved by supplementation to the growth

medium with proper Fe2þ concentration. This may be related

to the requirement of iron for the hydrogenase activity, as it

has been previously demonstrated that iron activates

hydrogenase isolated from Spirulina maxima, by over 120% [9].

Therefore it is likely that iron plays an important role for H2

evolution in Arthrospira. On the other hand, a further increase

in iron concentration resulted in inhibition not only in meta-

bolic enzyme activity but also the heterocyst differentiation in

Anabaena PCC 7120 [22].

3.2. Effect of different carbon sources and glucose
concentration on H2 production

Cyanobacteria are capable of metabolizing both CO2 and

bicarbonate ions (HCO3
�) as inorganic carbon sources to

support their growth. They are also able to use various organic

carbon sources such as glucose, fructose, galactose and

lactose for hydrogen production [18,19]. Arthrospira strains

have ability to grow in the dark heterotrophically on glucose

and fructose as carbon sources, but not on any of the disac-

charides. Cells of Arthrospira failed to grow with sucrose,

although they remained yellow-green for a long period [24]. In

the present study, Arthrospira was able to produce hydrogen

when grown in ZNoCo (C-deprived) medium, indicating that it

can use CO2 as efficiently as the bicarbonate ions. Interest-

ingly, hydrogen production was significantly increased by

addition of glucose, while fructose hardly stimulated the

production, and sucrose suppressed it significantly (Fig. 2A). It

was found that glucose at 0.1% (w/v) yielded the highest H2

production at 3.61 � 0.17 mmol H2 mg Chla�1 h�1 (Fig. 2B). This

observation is in agreement with previous results using either

the N2-fixing cyanobacterium Nostoc sp. strain Cc or non-N2-

fixing cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803, both of

which were able to utilize glucose for hydrogen production

[18,25]. Hydrogen production decreased with glucose

concentrations higher than 0.2% (Fig. 2B). At very high

concentration of glucose, cells might be forced to expend

needed energy to excrete sugar out of the cells and thereby

lower their capacity for H2 production.

3.3. Effect of initial and external pH on H2 production

It is important to adjust the pH value of the Arthrospira in an

optimal range to maintain hydrogen production. The changes

of initial cultivation pH between 5.0 and 11.0 affected the

hydrogen production by Arthrospira (Fig. 3). Hydrogen

productionwas drastically lowered at acidic initial pH 5.0. The

hydrogen yield increased as the initial pH increased from 6.0

to 9.0 and reached a maximum of 2.99 � 0.18 mmol -

H2 mg Chla�1 h�1 at initial pH 9.0. Besides, an initial pH higher
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Fig. 2 e Effect of organic carbon source and glucose

concentrations on H2 production by Arthrospira sp. PCC

8005. (A) H2 production was determined after incubation

underdarknessandanaerobic conditions for24husingcells

adapted in ZNo (control), ZNo medium lacking Na2CO3

(ZN0C0) (C-deprived) andZNoComediumsupplementedwith

either 0.1% glucose, fructose or sucrose. (B) Effect of glucose

concentration on H2 production. Means ± S.D. (n[ 3).

Fig. 3 e Effect of initial and external pH on H2 production by

Arthrospira sp. PCC 8005. For initial pH, H2 production was

measured from cells adapted in ZNo medium with initial

cultivation pH varying from 7.0 to 11.0 after 24 h incubation

under darkness and anaerobic conditions (C). For external

pH, the cultures were buffered with controlled buffer (final

concentration 50 mM, pH 5.0 and 6.0, acetate buffer; pH 7.0,

8.0 and 9.0, Tris buffer; pH 10.0 and 11.0, sodium

phosphate buffer) incubated under darkness and anaerobic

conditions before measuring the H2 production (B).

Means ± S.D. (n [ 3).
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than 10.0 resulted in a sharp decrease in hydrogen production

rate. Different responses to changes in initial cultivation pH

were reported for hydrogen-producing bacteria. For instance,

the favourable effect of a low initial cultivation pH on the

hydrogen yield was shown in mixed culture of Clostridium sp.,

Klebsiella sp. and Streptococcus sp. [26], and axenic culture of

Enterobacter cloacae IIT-BT 08 [27]. Additionally, the changes of

external pH also affected the hydrogen production by Arthro-

spira. The hydrogen yield increased as the external pH

increased from 5.0 to 11.0. The highest yield was

3.10 � 0.25 mmol H2 mg Chla�1 h�1 at external pH 11.0. A

similar hydrogen yield between initial pH and external pHwas

observed at pH 7.0 to 10.0. These results are most likely due to

the favourable adaptation of Arthrospira to alkaline growth

conditions. These results are in line with the previous study

demonstrating that hydrogen production of Tetraspora sp.

CU2551 increased with increasing external pH from 5.75 to
9.30 [28]. Similar relationships between the effects of the

initial and external pH on hydrogen production have been

reported by Wu and Lin [29].

3.4. Effect of reductants and sulphur deprivation on H2

production

Several studieshave shown that the electron sink generatedby

reduction/oxidation status controls hydrogenases [30]. The

hydrogenase produces hydrogen fromexcess reductantwhich

is made available through the anaerobic fermentative break-

down of stored organic carbon. When excess reductant is

available, the cells may be able to effectively avoid excess

energy through the production of molecular hydrogen [31].

Fig. 4A shows that Arthrospira adapted in ZNo medium sup-

plemented with 1.5 mM b-mercaptoethanol had an increased

hydrogen production, 1.5-fold of that without supplementa-

tion,withamaximalvalueof 3.90�0.15mmolH2mgChla�1h�1.

Cells adapted in ZNo medium supplemented with 1.5 mM

dithiothreitol also showed slight stimulation of hydrogen

production. No further increase of hydrogen production was

observed when the concentrations of these two reductants

were raised to 5 mM. These results are in agreement with

a previous study using Tetraspora sp. CU2551 [28].

Limited concentrations of macronutrients (nitrogen or

sulphur) induce a set of general responses in cyanobacteria

that could lead to elevated H2 evolution. Nitrogen deprivation

triggers cells to generate electron sink providing excess elec-

tron for hydrogenase [30]. Sulphur is mainly required as

a nutrient for cell metabolism and was used as a tool in
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Fig. 4 e Effect of reducing agents and osmolality on H2

production. (A) Effect of reducing agents on H2 production

by Arthrospira sp. PCC 8005. Cells were adapted in ZNo

medium supplemented with b-mercaptoethanol (C) or

dithiothreitol (B) with various concentrations (0, 0.25, 0.5,

1.0, 1.5, and 5 mM) for 24 h under darkness and anaerobic

conditions before being analysed for H2 production.

Means ± S.D. (n [ 3). (B) Effect of osmolality on H2

production by Arthrospira sp. PCC 8005. Cells adapted in

ZNo medium supplemented with NaCl (C) (0, 2, 4, 8, 18,

and 36 mOsmol kgL1) or sorbitol (B) (0, 3, 5 10, 19, and

38 mOsmol kgL1) for 24 h under darkness and anaerobic

conditions to generate indicated osmolality followed by

the analysis of H2 production. Means ± S.D. (n [ 3).

Table 1 e Hydrogen production of Arthrospira sp. PCC
8005 under applied conditions.

Conditions Hydrogen
productiona

(mmol H2 mg Chla�1 h�1)

ZN0 2.76 � 0.16

ZN0 þ 15 mg L�1 Fe2þ (FeSO4$7H2O) 4.37 � 0.15

ZN0 þ 15 mg L�1 Fe2þ (FeCl2$2H2O) 4.31 � 0.16

ZN0-S-deprived 3.93 � 0.15

ZN0-S-deprived þ 15 mg L�1 Fe2þ

(FeCl2$2H2O)

4.53 � 0.16

ZN0-S-deprived þ 15 mg L�1 Fe2þ

(FeCl2$2H2O) þ 1.5 mM

b-mercaptoethanol

5.91 � 0.14

ZN0-S-deprived þ 15 mg L�1 Fe2þ

(FeCl2$2H2O) þ 1.5 mM

dithiothreitol

4.22 � 0.17

a Means � S.D. (n ¼ 3).
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altering cellular metabolism, thus redirecting photosynthetic

electron transport towards hydrogen production in Gloeocapsa

alpicola and Synechocystis sp. PCC 6803 [32]. Recently the redi-

recting of electron flow towards hydrogenase and/or nitroge-

nase has been reported to increase hydrogen production in

Synechocystis sp. PCC 6803 and Anabaena siamensis TISTR 8012

[33,34]. The results in Table 1 revealed that cells adapted

under ZNo-S-deprived medium resulted in significantly

enhanced hydrogen production, approximately 1.4-fold
increase compared with ZNo-adapted cells. Supplementation

of iron generated from FeSO4 or FeCl2 into ZNo-adapted cells

enhanced regularly hydrogen production. Additionally,

a combination of ZNo-S-deprived cells, Fe2þ (15.0 mg L�1) and

1.5 mM b-mercaptoethanol gave the highest H2 production

with the value of 5.91 � 0.14 mmol H2 mg Chla�1 h�1 in the

present study.

3.5. Effect of osmolality on H2 production

Arthrospira cells were adapted for 24 h in ZN0 medium sup-

plemented with NaCl or sorbitol to generate different osmo-

lalities. An increase of about 35% of hydrogen production was

observed by the low osmolalities at about 5 mOsmol kg�1

(Fig. 4B). A sharp decrease in hydrogen production was

observed by increasing the osmolalities. These observations

are in agreement with previous results using unicellular non-

N2-fixing cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803 [18]. It is

known that various stresses change the physiological and

biochemical responses and affect adversely growth and

photosynthesis of Spirulina platensis [35]. Cyanobacteria are

able to synthesize and take up a variety of proteins and

organic compatible solutes to balance the osmotic potential,

and to prevent influx of sodium ion under salt-stress condi-

tions or to protect membranes and proteins [36]. Elevated salt

concentration (0.25e1.0 M NaCl) in Arthrospira maxima growth

medium resulted in increased accumulation of sugars

(osmolytes) up to 4-fold with the consequent reduction of

hydrogen production [37].

3.6. Comparison of H2 production between Arthrospira
sp. PCC 8005 and other cyanobacterial strains under
optimal conditions

Our results show that the non-N2-fixing filamentous cyano-

bacterium Arthrospira sp. PCC 8005 can evolve significant

amount of hydrogen, comparable to other Arthrospira species;

Arthrospira platensis NIES-46 and Arthrospira maxima CS-328

(Table 2). Arthrospira sp. PCC 8005 has the capacity to

produce 20-times and 8-times as much hydrogen as the N2-

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.10.011
http://dx.doi.org/10.1016/j.ijhydene.2012.10.011


Table 2 e Comparison of H2 production between Arthrospira sp. PCC 8005 and other cyanobacterial strains.

Organism Morphology Maximum H2

production
Growth

condition
H2 production

condition

Arthrospira sp.

PCC 8005

(This study)

Non-N2-fixing filamentous

with no heterocysts

2.76 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, Zarrouk medium,

30 �C, 40 mE m�2 s�1

Ar, ZN0, 30 �C,
Darkness

5.91 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, Zarrouk medium,

30 �C, 40 mE m�2 s�1

Ar, ZN0-S-deprived,

15 mg L�1 Fe2þ, 1.5 mM

b-mercaptoethanol

30 �C, Darkness

Arthrospira platensis

NIES-46 [ref. [11]]

Non-N2-fixing filamentous

with no heterocysts

0.10 mmol H2 mg

dry-wt�1 h�1

Air, SOT medium,

30 �C, 5 klx

N2, SOT medium,

30 �C, Darkness

Arthrospira maxima

CS-328 [ref. [37]]

Non-N2-fixing filamentous

with no heterocysts

0.19 ml H2 g

dry-wt�1 h�1

Air, Zarrouk medium,

1 mM Niþ, 30 �C,
12 h light/dark cycles

Ar, Zarrouk medium,

1 mM Niþ, Darkness

Anabaena siamensis

TISTR 8012 [ref. [19]]

N2-fixing filamentous with

heterocysts

8.68 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, BG110, 30 �C,
40 mE m�2 s�1

Ar, BG110, 30 �C,
40 mE m�2 s�1

Calothrix sp. XPORK1A

[ref. [38]]

N2-fixing filamentous with

heterocysts

0.34 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, Z8x, 22 �C,
40 mE m�2 s�1

Ar, Z8x, 23 �C,
70 mE m�2 s�1

Nodularia sp. SR5a

[ref. [38]]

N2-fixing filamentous with

heterocysts

0.14 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, Z8xs, 22 �C,
40 mE m�2 s�1

Ar, Z8, 23 �C, Darkness

Microcystis Syke 967/5

[ref. [38]]

Non-N2-fixing unicellular 0.04 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, Z8, 22 �C,
40 mE m�2 s�1

Ar, Z8, 23 �C, Darkness

Synechocystis sp. PCC

6803 [ref. [18]]

Non-N2-fixing unicellular 0.02 mmol H2 mg

Chla�1 h�1

Air, BG11, 30 �C,
40 mE m�2 s�1

Ar, BG110, 30 �C,
40 mE m�2 s�1
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fixing filamentous cyanobacterium Nodularia sp. SR5a [38] and

Calothrix sp. XPORK1A [38], but its production was about one-

third of that in the N2-fixing filamentous cyanobacterium

Anabaena siamensis TISTR 8012 under nitrogen deprived

conditions. However, the maximum H2 production rates in

Arthrospira sp. PCC 8005 was 5.91� 0.14 mmol H2 mg Chla�1 h�1

under ZN0-S-deprived condition combinedwith 15mg L�1 iron

supplementation and 1.5 mM b-mercaptoethanol. In addition,

Arthrospira sp. PCC 8005 produces higher amount of H2 than

the unicellular cyanobacteria Synechocystis sp. PCC 6803 [18]

and Microcystis Syke 967/5 [38].

Changes in the composition of the growth medium and/or

the medium during hydrogen production affected the

hydrogen production rate depending on the strains. For

example, the hydrogen production rateswere different among

the Arthrospira strains. Addition of either Ni2þ to the growth

medium of Arthrospira maxima CS-328 [37], or Fe2þ to the

growth medium of Arthrospira sp. PCC 6803 (in this study), led

to an increase in H2 production rate, by enhancing the

hydrogenase activity. These results demonstrate that opti-

mizing the external factors for improved hydrogen production

requires individual approaches for each promising hydrogen-

producing strain. Arthrospira sp. PCC 8005 is therefore an

attractive model strain suitable for further improvement of

photobiological hydrogen production employing metabolic

engineering approach as recently reported in Synechocystis sp.

PCC 6803 and Anabaena siamensis TISTR 8012 [33,34].
4. Conclusions

Arthrospira sp. PCC 8005 evolved H2 continuously in nitrogen-

deprived Zarrouk medium under dark anaerobic conditions.

High rates of hydrogen production were obtained in cells

adapted in nitrogen- and sulphur-deprived medium
supplemented with iron and b-mercaptoethanol. The rates of

hydrogen production by Arthrospira sp. PCC 8005 are not as

high as that by the heterocystous Anabaena siamensis TISTR

8012. Nevertheless, it is likely that a further increase in

hydrogen production rate could be achieved by means of

redirecting the electron supply towards the hydrogenase

either by genetic engineering or using metabolic inhibitors of

certain electron-competing pathways.
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ªí®®—¬∑’Ë¡’Õ‘∑∏‘æ≈µàÕ·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å‰Œ‚¥√®’‡π 

·≈–‰π‚µ√®’‡π „π°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

Factors Influencing Hydrogenase and Nitrogenase

Activity in Cyanobacterial Biohydrogen Production

«ÿ≤‘π—π∑å √—°…“®‘µ√å 1*  §¡ —π  —®®– ∂“æ√ 1
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∫∑π”

«‘ °ƒµ°“√≥å ¥â “πæ≈— ß ß “π·≈–ªí≠À“

 ‘Ëß·«¥≈âÕ¡‡√‘Ë¡ àßº≈°√–∑∫‚¥¬µ√ßµàÕ«‘∂’°“√¥”√ß™’«‘µ

¢Õß¡πÿ…¬å„πªí®®ÿ∫—π ‡™àπ ªí≠À“«‘°ƒµπÈ”¡—π √“§“

πÈ”¡—π∑’Ë¡’§«“¡º—πº«π·≈–æÿàß Ÿß¢÷Èπ„π™à«ß‡«≈“∑’Ë

ºà“π¡“ ·≈–§“¥«à“®–¡’√“§“ Ÿß¢÷ÈπÕ’°„πÕπ“§µ

Õ—π„°≈â ´÷Ëß‡°‘¥®“°§«“¡µâÕß°“√„™âæ≈—ßß“π∑’Ë¡“°‡°‘π

·À≈àßæ≈—ßß“πÀ≈—°¢Õßª√–‡∑»‰¥â®“°°“√ —π¥“ª

(combustion) ‡™◊ÈÕ‡æ≈‘ßøÕ  ‘́≈À√◊ÕπÈ”¡—π¥‘∫  àßº≈

„Àâ„πªí®®ÿ∫—π‡°‘¥§«“¡¢“¥·§≈πæ≈—ßß“πøÕ ´‘≈®π

Õ¬Ÿà„π¢—Èπ«‘°ƒµ Õ’°∑—Èß°“√ —π¥“ª‡™◊ÈÕ‡æ≈‘ßøÕ ´‘≈

∑”„Àâ‡°‘¥°ä“´‡√◊Õπ°√–®° (greenhouse gas) Õ—π‰¥â·°à

§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥å (CO
2
) ¡’‡∑π (CH

4
) ·≈–

‰¥‰π‚µ√‡®π¡ÕπÕ°‰´¥å (N
2
O) ‡ªìπµâπ °ä“´¥—ß°≈à“«

 àßº≈µàÕ°“√‡°‘¥¿“«–‚≈°√âÕπ (global warming)

‚¥¬µ√ßµ“¡¡“ „πªí®®ÿ∫—π°“√»÷°…“§âπ§«â“«‘®—¬‡æ◊ËÕ

‡ “–À“·À≈àßæ≈—ßß“π∑¥·∑π„π√Ÿª·∫∫Õ◊Ëπ‡¢â“¡“„™â

‡æ◊ËÕ≈¥°“√„™âæ≈—ßß“π‡™◊ÈÕ‡æ≈‘ßøÕ  ‘́≈·≈–™à«¬≈¥

¡≈æ‘…µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡ æ≈—ßß“π‰Œ‚¥√‡®π (hydrogen

energy) ‡ªìπ·À≈àßæ≈—ßß“π∑“ß‡≈◊Õ°Õ’°√Ÿª·∫∫Àπ÷Ëß

∑’Ë “¡“√∂π”¡“∑¥·∑π‰¥â ¥â«¬‡Àµÿº≈‡™‘ß∫«°À≈“¬

Õ¬à“ß ‡™àπ „π¥â“π ‘Ëß·«¥≈âÕ¡ æ≈—ßß“π‰Œ‚¥√‡®π

‡ªìπ‡™◊ÈÕ‡æ≈‘ß∑’Ë –Õ“¥ (clean fuel) ‡ªìπ°ä“´∑’Ë‰¡à¡’ ’

·≈–‰¡à¡’°≈‘Ëπ ‡¡◊ËÕ∂Ÿ°‡º“‰À¡â¥â«¬ÕÕ°´‘‡®π„Àâ

º≈‘µ¿—≥±å‡ªìππÈ”·≈–§«“¡√âÕπ ÷́Ëß‰¡à¡’°ä“´‡√◊Õπ°√–®°

‡°‘¥¢÷Èπ®÷ß‡ªìπ¡‘µ√µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡ (Lindblad, 1999)

ªí®®ÿ∫—π¡’°“√„™âæ≈—ßß“π‰Œ‚¥√‡®π∑’Ëº≈‘µ¢÷Èπ®“°

°√–∫«π°“√∑“ß‡§¡’‡ªìπ‡™◊ÈÕ‡æ≈‘ß„πÀ≈“¬¥â“π ·µà

µâπ∑ÿπ°“√º≈‘µ¬—ß§ß ŸßÕ¬Ÿà π—°«‘∑¬“»“ µ√å∑—Ë«‚≈°®÷ß

À—π¡“ π„®»÷°…“æ≈—ßß“π‰Œ‚¥√‡®π®“°·∫§∑’‡√’¬ À√◊Õ

∑’Ë‡√’¬°«à“ ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ (biohydrogen) ‡π◊ËÕß®“°

‡ªìπ¡‘µ√µàÕ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡¡“°°«à“°√–∫«π°“√∑“ß‡§¡’

·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ ‰¥â·°à

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂ —ß‡§√“–Àå¥â«¬

· ß·≈–·∫§∑’‡√’¬™π‘¥‰¡à„™âÕÕ°´‘‡®π ‡ªìπµâπ
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‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ À√◊Õ “À√à“¬ ’‡¢’¬«·°¡

πÈ”‡ß‘π (cyanobacteria À√◊Õ blue-green algae

À√◊Õ cyanophytes)  ®—¥Õ¬Ÿà„πÕ“≥“®—°√‚ª√§“√‘‚Õµ“

(kingdom of prokaryota) ¥‘«‘™—π‰´¬“‚π‰øµ“

(division of cyanophyta) (Oren, 2004) °“√®—¥®”·π°

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ „π√–¥—∫¢Õß®’π— ·≈– ªï´’ å®–

Õ“»—¬≈—°…≥–∑“ß —≥∞“π«‘∑¬“ (Rippka, 1988) ‚¥¬

æ‘®“√≥“®“°≈—°…≥–°“√‡®√‘≠‡µ‘∫‚µ ‡ªìπ‡´≈≈å‡¥’Ë¬«

√«¡°—π‡ªìπ°≈ÿà¡ À√◊Õ‡√’¬ßµ—«°—πÕ¬Ÿà‡ªìπ‡ âπ “¬ ·≈–

≈—°…≥–¢Õß‚§‚≈π’∫πÕ“À“√·¢Áß (solid agar) ‡ªìπµâπ

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬¡’√Ÿª√à“ß 2 ·∫∫ §◊Õ (1) ‡ªìπ

‚§‚≈π’À√◊Õ‡´≈≈å‡¥’Ë¬«∑’Ë‰¡à‡ªìπ‡ âπ “¬ (single cell,

unicellular or non filamentous form) ‡™àπ Chroococcus

sp., Eucapsis sp., Merismopedia sp. ·≈– Anacystis

sp. ‡ªìπµâπ (2) ¡’√Ÿª√à“ß‡ªìπ‡ âπ “¬ (filamentous form)

‡´≈≈å®–‡√’¬ßµàÕ°—π‡ªìπ‡ âπ “¬µ√ß·≈–‡√’¬∫‰¡à¡’°“√

·µ°·¢πß ‡™àπ Anabaena sp., Lyngbya sp., Nostoc

sp. ·≈– Oscillatoria sp. ‡ªìπµâπ À√◊Õ‡´≈≈å∫‘¥‡ªìπ

‡°≈’¬« ‡™àπ Spirulina sp. ‡ªìπµâπ ‚§√ß √â“ß‡´≈≈å

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ ª√–°Õ∫¥â«¬ºπ—ß‡´≈≈å (cell wall)

¿“¬„π‡´≈≈å¡’‰√‚∫‚´¡ (ribosome) ‰¡à¡’‡¬◊ËÕÀÿâ¡

π‘«‡§≈’¬  ¡’‰∑≈“§Õ¬¥å (thylakoid) ·≈–¡’§≈Õ‚√øî≈≈å‡Õ

(chlorophyll a) „™â„π°“√ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß πÕ°®“°

π’È¬—ß¡’‡¡Á¥ ’æ«°·§‚√∑’πÕ¬¥å (carotenoid)  ‰ø‚§∫‘≈‘π

(phycobilin) ´÷Ëßª√–°Õ∫¥â«¬ ‰ø‚§‰´¬“π‘π

(phycocyanin) ·≈–‰ø‚§Õ‘√‘∑√‘π (phycoerythrin)

(Oren, 2004)

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬‡ªìπ ‘Ëß¡’™’«‘µ∑’Ë¡’§«“¡

 “¡“√∂ª√—∫µ—«„Àâ‡¢â“°—∫ ‘Ëß·«¥≈âÕ¡∑’ËÕ“»—¬‰¥â¥’

·≈–∑’Ë ”§—≠‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ “¡“√∂π”æ≈—ßß“π

· ßÕ“∑‘µ¬å·≈–§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥å¡“„™â‡ªìπ·À≈àß

æ≈—ßß“π‰¥â‚¥¬µ√ß„π√Ÿª¢ÕßπÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§ ºà“π

°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß ÷́Ëß‡ªìπ°“√™à«¬≈¥

ª√‘¡“≥°ä“´‡√◊Õπ°√–®°·≈–‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥ÕÕ° ‘́‡®π‰¥â

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬π—∫‡ªìπºŸâº≈‘µ‡∫◊ÈÕßµâπ (primary

producer) ·≈–‡ªìπ∑√—æ¬“°√∏√√¡™“µ‘∑’Ë¡’§ÿ≥§à“

‡™àπ‡¥’¬«°—∫æ◊™™—Èπ Ÿß (oxygenic photosynthesis plant)

¥â«¬§ÿ≥ ¡∫—µ‘‡™‘ß∫«°À≈“¬¥â“π¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

π—°«‘∑¬“»“ µ√å∑—Ë«‚≈°®÷ßπ‘¬¡„™â‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

‡ªìπµâπ·∫∫„πß“π«‘®—¬∑“ß™’«‡§¡’ æ—π∏ÿ«‘»«°√√¡

·≈–‡∑§‚π‚≈¬’™’«¿“æ ∫∑§«“¡π’È°≈à“«∂÷ß≈—°…≥–

 ¡∫—µ‘¢Õß‡Õπ‰´¡å 2 °≈ÿà¡ ‰¥â·°à ‰π‚µ√®’‡π 

(nitrogenase) ·≈–‰Œ‚¥√®’‡π  (hydrogenase) (Das and

Veziroglu, 2001; Tamagnini et al., 2007) ´÷Ëß‡ªìπ

‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫°√–∫«π°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ √«¡∑—Èß°≈à“«∂÷ßªí®®—¬

¿“¬„π·≈–ªí®®—¬¿“¬πÕ°∑’Ë¡’Õ‘∑∏‘æ≈‚¥¬µ√ßµàÕ

·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å∑—Èß Õß„π°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ¥â«¬

‰π‚µ√®’‡π  (nitrogenase) ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å∑’Ë

æ∫‰¥â„π‚§√ß √â“ß‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå (heterocyst) ¢Õß

‰´¬“‚π·∫§∑’ ‡√’¬·∫∫‡ âπ “¬ (fi lamentous

cyanobacteria) ∑’Ë‡®√‘≠‡µ‘∫‚µ„π ¿“«–∑’Ë¢“¥‰π‚µ√‡®π

(nitrogen deficiency) ¿“¬„π‡Œ‡∑Õ‚√ ‘́ µå ‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬®–µ√÷ß‰π‚µ√‡®π„πÕ“°“»·≈â«‡ª≈’Ë¬π‰ª

‡ªìπ·Õ¡‚¡‡π’¬°—∫‰Œ‚¥√‡®π‚¥¬„™âæ≈—ßß“π ATP

(√Ÿª∑’Ë 1) ‰π‚µ√®’‡π  ∑’Ëæ∫„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬¡’

√Ÿª·∫∫∑’Ë·µ°µà“ß°—π 3 √Ÿª·∫∫ ´÷Ëß·∫àßµ“¡™π‘¥¢Õß

‚≈À–∑’Ë‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫√à«¡„π‚§√ß √â“ß ‰¥â·°à

‚¡≈‘ª¥’π—¡‰π‚µ√®’‡π  (Mo-containing nitrogenase)

(Thiel, 1993) «“‡π‡¥’¬¡‰π‚µ√®’‡π  (V-containing

nitrogenase) (Kentemich et al., 1991) ·≈–‰ÕÕÕπ

‰π‚µ√®’‡π  (Fe-containing nitrogenase) (Bishop and

Premakumar, 1992) ‚§√ß √â“ßª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π 2

Àπà«¬ §◊Õ ‰¥‰π‚µ√®’‡π ·≈–‰¥‰π‚µ√®’‡π  √’¥—§‡∑ 

(Flores and Herrero, 1994; Orme-Johnson, 1992)

1. ‰¥‰π‚µ√®’‡π  (dinitrogenase) ‡ªìπ

‡Õπ‰´¡ǻ ÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— ®“°¬’π nifD ·≈–

nifK ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π 2 Àπà«¬¬àÕ¬ §◊Õ ‚ª√µ’π

NifD ·≈–‚ª√µ’π NifK µ“¡≈”¥—∫ ‚§√ß √â“ß¢Õß

‰¥‰π‚µ√®’‡π ‡ªìπ heterotetramer (NifD-α 2 Àπà«¬

·≈– NifK-β 2 Àπà«¬) ¡’¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 220
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∂÷ß 240 °‘‚≈¥“≈µ—π (Tamagnini et al., 2007)

2. ‰¥‰π‚µ√®’‡π  √’¥—°‡∑  (dinitrogenase

reductase) ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å´÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— 

®“°¬’π nifH ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π NifH 2 Àπà«¬

‚§√ß √â“ß¢Õß‰¥‰π‚µ√®’‡π  √’¥—§‡∑ ‡ªìπ homodimer

¡’¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 60 ∂÷ß 70 °‘‚≈¥“≈µ—π

‰¥‰π‚µ√®’‡π  √’¥—§‡∑  ¡’Àπâ“∑’Ë‡ªìπµ—«°≈“ß¢π àß

Õ‘‡≈Á°µ√Õπ®“° ferredoxin À√◊Õ flavodoxin ‰ª„Àâ°—∫

‰¥‰π‚µ√®’‡π  (Masepohl et al., 1997)

‰Œ‚¥√®’‡π  (hydrogenase)

1. Õ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π  (uptake hydrogenase)

‡ªìπ‡Õπ‰´¡å´÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— ®“°¬’π

hupSL(C) ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π 3 Àπà«¬¬àÕ¬ §◊Õ

‚ª√µ’π HupL ¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 60 °‘‚≈¥“≈µ—π

‚ª√µ’π HupS ¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 35 °‘‚≈¥“≈µ—π

·≈–‚ª√µ’π HupC ´÷Ëß¬—ß‰¡à‰¥â√—∫°“√¬◊π¬—π§ÿ≥ ¡∫—µ‘

·≈–Àπâ“∑’Ë (√Ÿª∑’Ë 1) ‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π 

 “¡“√∂æ∫‰¥â∑’Ë‡¬◊ËÕ‰∑≈“§Õ¬¥å¢Õß‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå¢Õß

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬·∫∫‡ âπ “¬ ‰¥â·°à Anabaena strain

PCC 7120, Nostoc strain PCC 73102, Nostoc

punctiforme ATCC 29133, Anabaena variabilis ATCC

29413, Lyngbya majuscule CCAP 1446/4 (Happe et

al., 2000; Linberg et al., 2000; Leitão et al., 2005)

·≈– Gloeothece sp. ATCC 27152 (Oliveira et al.,

2004) ‡ªìπµâπ ‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π  ¡’Àπâ“∑’Ë

√—∫Õ‘‡≈Á°µ√Õπ®“°‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π‰ª àß„Àâ°—∫

‚¡‡≈°ÿ≈ÕÕ°´‘‡®π¢Õß°√–∫«π°“√À“¬„®√–¥—∫‡´≈≈å

2. ‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√®’‡π  (bidirectional

hydrogenase) À√◊Õ‡√’¬°Õ’°™◊ËÕ«à“ √’‡«Õ√å  ‘‡∫‘≈ ‰Œ‚¥√

®’‡π  (reversible hydrogenase) ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å∑’Ëæ∫

∫√‘‡«≥‡¬◊ËÕ‰´‚µæ≈“ ´÷¡¢Õß‡´≈≈å ·µà°≈‰°°“√∑”ß“π

∑’Ë·∑â®√‘ß¬—ß‰¡à∑√“∫·πà™—¥  —ππ‘…∞“π«à“¡’∫∑∫“∑

‡ªìπµ—«√—∫Õ‘‡≈Á°µ√Õπ®“° NADH À√◊Õ H
2
 (Boison

et al., 1999) (√Ÿª∑’Ë 1) ‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√

®’‡π  ́ ÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— ®“°¬’π hoxEFUYH

ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’πÀ≈—° 2  à«π∑”ß“π√à«¡°—π

(dimeric protein association) (Schmitz et al., 1995;

2002) §◊Õ (1)  à«π¢Õß‰Œ‚¥√®’‡π  (hydrogenase

subunit) ´÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— ®“°¬’π hoxYH

ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π 2 Àπà«¬¬àÕ¬ §◊Õ ‚ª√µ’π HoxH

·≈–‚ª√µ’π HoxY ¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 49 ·≈–

24 °‘‚≈¥“≈µ—π µ“¡≈”¥—∫ (2)  à«π¢Õß‰¥Õ–‚ø‡√ 

(diaphorase subunit) ´÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈√À— 

®“°¬’π hoxEFU ª√–°Õ∫¥â«¬‚ª√µ’π 3 Àπà«¬¬àÕ¬

§◊Õ ‚ª√µ’π HoxE, ‚ª√µ’π HoxU ·≈–‚ª√µ’π  HoxF

¢π“¥‚¡‡≈°ÿ≈ª√–¡“≥ 20, 28 ·≈– 61 °‘‚≈¥“≈µ—π

µ“¡≈”¥—∫ æ∫‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√®’‡π 

„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬À≈“°À≈“¬ “¬æ—π∏ÿå ‰¥â·°à

Synechocystis strain PCC 6803, Synechococcus strain

6301, Anabaena strain PCC 7120, Anabaena variabilis

strain ATCC 29413, Anabaena variabilis strain IAM

M58 (Schmitz et al., 1995; 2002), Microcystis

aeruginosa (Asada et al., 1987) ·≈– Spirulina maxima

(Llama et al., 1979) ‡ªìπµâπ
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√Ÿª∑’Ë 1 °≈‰°≈°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å∑’Ë‡°’Ë¬«¢âÕß°—∫‰Œ‚¥√‡®π‡¡µ“∫Õ≈‘ ¡„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ ª√–°Õ∫¥â«¬

(1) ‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π  (nitrogenase) ́ ÷Ëßæ∫‰¥â„π‚§√ß √â“ß‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå (heterocyst) ∑”Àπâ“∑’Ëµ√÷ß

‚¡‡≈°ÿ≈‰π‚µ√‡®π·≈–‡ª≈’Ë¬π‰ª‡ªìπ·Õ¡‚¡‡π’¬·≈–‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π °≈‰°°“√∑”ß“π‡√‘Ë¡®“°Àπà«¬¬àÕ¬

‰¥‚µ√®’‡π  √’¥—§‡∑  (NifH) √—∫Õ‘‡≈Á°µ√Õπ¿“¬πÕ°®“°µ—«„ÀâÕ‘‡≈Á°µ√Õπ ferredoxin À√◊Õ flavodoxin

·≈â« àßÕ‘‡≈Á°µ√Õπ„ÀâÀπà«¬¬àÕ¬‰¥‰π‚µ√®’‡π  (NifDK) ®“°π—Èπ‰¥‰π‚µ√®’‡π ®–√’¥‘«´å‚¡‡≈°ÿ≈

‰π‚µ√‡®π‡ª≈’Ë¬π‰ª‡ªìπ·Õ¡‚¡‡π’¬ ·≈–‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π ÷́Ëß„π°√–∫«π°“√µâÕß„™âæ≈—ßß“π ATP (2)

‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π  (uptake hydrogenase, HupSL(C)) ÷́Ëßæ∫‰¥â∑’Ë‡¬◊ËÕ‰∑≈“§Õ¬¥å¢Õß

‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå ∑”Àπâ“∑’ËÕÕ° ‘́‰¥´å‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π‰ª‡ªìπ‰Œ‚¥√‡®π‰ÕÕÕπ (H+) ·≈–Õ‘‡≈Á°µ√Õπ

(3) ‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√®’‡π  (bidirectional hydrogenase) ́ ÷Ëßæ∫‰¥â∫√‘‡«≥‡¬◊ËÕ‰´‚µæ≈“ ´÷¡

¢Õß‡´≈≈å ∑”Àπâ“∑’Ë√’¥‘« ǻ‰Œ‚¥√‡®π‰ÕÕÕπ°≈—∫‰ª‡ªìπ‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π °≈‰°°“√∑”ß“π¬—ß‰¡à∑√“∫

·πà™—¥  —ππ‘…∞“π«à“‡ªìπ°“√∑”ß“π§«∫§Ÿà°—π¢ÕßÀπà«¬¬àÕ¬‰Œ‚¥√®’‡π  (HoxHY) ·≈–‰¥Õ–‚ø‡√ 

(HoxEFU) „π°“√√—∫Õ‘‡≈Á°µ√Õπ®“° NADH ·≈â« àßÕ‘‡≈Á°µ√Õπ„Àâ°—∫‰Œ‚¥√‡®π‰ÕÕÕπ‡°‘¥º≈‘µº≈

‡ªìπ‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π·≈– NAD+ (Tamagnini et al., 2007)
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‰Œ‚¥√®’‡π ‡ªìπ‡Õπ‰´¡å„π°≈ÿà¡∑’Ë¡’‚≈À–

π‘°‡°‘≈ (Ni) ‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫„π‚§√ß √â“ß‡™àπ‡¥’¬«°—∫

‡Õπ‰´¡å¬Ÿ√’‡Õ  (urease) ·≈–§“√å∫Õπ ¡ÕπÕ°‰´¥å

¥’‰Œ‚¥√®’‡π  (carbon monoxide dehydrogenase)

(Casalot and Rousset, 2001) °≈ÿà¡‡Õπ‰´¡å‡À≈à“π’È

µâÕß°“√‚ª√µ’πµ—«™à«¬ (auxiliary protein À√◊Õ

accessory protein) „π°“√∑”ß“π ®“°°“√»÷°…“

§ÿ≥≈—°…≥– ¡∫—µ‘¢Õß‚ª√µ’πµ—«™à«¬ æ∫«à“ ≈”¥—∫

π‘«§≈’‚Õ‰∑¥å·≈–≈”¥—∫°√¥Õ–¡‘‚π¢Õß‡Õπ‰´¡å¡’§«“¡

§≈â“¬°—π·≈–Õπÿ√—°…å (homology and conservation)

„π°≈ÿà¡·∫§∑’‡√’¬ (Lutz et al., 1991) ‡Õπ‰´¡å‰Œ‚¥√

®’‡π ¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬¡’‚ª√µ’πµ—«™à«¬√à«¡∑”ß“π

‡™àπ°—π §◊Õ °≈ÿà¡‚ª√µ’π Hyp (HypB, HypA, HypE,

HypD, HypC ·≈– HypF) ´÷Ëß∂Ÿ°∂Õ¥√À— ·≈–·ª≈

√À— ®“°¬’π hypBAEDCF (Wünschiers et al., 2003)

°≈ÿà¡‚ª√µ’π Hyp æ∫„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬À≈“°À≈“¬

 “¬æ—π∏ÿå Õ“∑‘ Trichodesmium erythraeum IMS101,

Anabaena strain PCC 7120 ·≈– Synechocystis strain

PCC 6803, Synechococcus strain 6301, Nostoc strain

PCC 73102, Nostoc punctiforme ATCC 29133,

Anabaena variabilis ATCC 29413 ·≈– Lyngbya

majuscule CCAP 1446/4 (Happe et al., 2000; Linberg

et al., 2000; Leitão et al., 2005; Tamagnini et al.,

2007)

ªí®®—¬∑’Ë àßº≈µàÕ°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

ªí®®—¬¿“¬„π (Intrinsic factors) Õ“∑‘‡™àπ

°“√§«∫§ÿ¡°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å„π‡¡µ“∫Õ≈‘ ¡

·≈–°“√ —ß‡§√“–Àå‡´≈≈åæ‘‡»… ‡ªìπµâπ ‡´≈≈å¡’°≈‰°

„π°“√§«∫§ÿ¡°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡åÕ—æ ‡∑§

‰Œ‚¥√‚√®’‡π ·≈–‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√®’‡π 

‡æ◊ËÕ™à«¬√—°…“ ¡¥ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π¿“¬„π‡´≈≈å Õ“∑‘ °“√

≈¥·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π  §«∫§Ÿà

°—∫°“√‡æ‘Ë¡·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈

‰Œ‚¥√®’‡π  (Tamagnini et al., 2002) °“√∑”„Àâ¬’π∑’Ë

 —ß‡§√“–Àå‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚√®’‡π ‡ ’¬Àπâ“∑’Ë‰ª (hup

gene knock-out) ™à«¬‡æ‘Ë¡ª√– ‘∑∏‘¿“æ°“√º≈‘µ

‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ (Tamagnini et al., 2002) ‰´¬“

‚π·∫§∑’‡√’¬ Nostoc muscorum ∑’Ë‰¡à¡’¬’π hupL π—Èπ

‰¡à “¡“√∂ÕÕ° ‘́‰¥´å‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π‰¥â (Axelsson

et al., 1999) ‡¡◊ËÕ√–¥—∫°“√· ¥ßÕÕ°¢Õß‚ª√µ’π HupL

¢Õß Lyngbya majuscule ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ æ∫«à“ ·Õ§µ‘«‘µ’

¢Õß‡Õπ‰´¡åÕ—æ‡∑§ ‰Œ‚¥√®’‡π ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ¥â«¬‡™àπ°—π

(Leitão et al., 2005) ·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π 

·≈–‰Œ‚¥√®’‡π  ∂Ÿ°¬—∫¬—Èß¥â«¬‚¡‡≈°ÿ≈ÕÕ°´‘‡®π∑’Ë‡°‘¥

¢÷Èπ®“°°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß ‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬®÷ß¡’°≈‰°„π°“√ª°ªÑÕß‰¡à„Àâ‡Õπ‰´¡å —¡º— 

°—∫‚¡‡≈°ÿ≈ÕÕ°´‘‡®π‰¥â‚¥¬µ√ß Õ“∑‘‡™àπ (1) °“√

 √â “ß ‡´≈≈åæ‘ ‡»…¢÷Èπ„π‰´¬“‚π·∫§∑’ ‡√’ ¬™π‘¥

µ√÷ß‰π‚µ√‡®π ‡√’¬°«à“ ‡Œ‡∑Õ‚√ ‘́ µå (heterocyst)

(√Ÿª∑’Ë 2) ™à«¬„π°“√µ√÷ß‰π‚µ√‡®π„π ¿“«–∑’Ë¡’

ÕÕ°´‘‡®π (aerobic condition) ‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå‰¡à‡°’Ë¬«¢âÕß

°—∫°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß ¥—ßπ—Èπ ®÷ß‰¡à¡’

°“√ª≈¥ª≈àÕ¬ÕÕ°´‘‡®π ‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π ®÷ß∑”ß“π

‰¥âª°µ‘ (Lang et al., 1987; Fay, 1992; Adams, 2000)

(2) ¡’°“√°√–µÿâπ°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π 

·≈–‰Œ‚¥√®’‡π „π™à«ß ¿“«–∑’Ë‰¡à¡’· ß §«“¡‡¢â¡

· ßπâÕ¬À√◊Õ∑’Ë¡◊¥ ‡æ◊ËÕ≈¥‚Õ°“  —¡º— °—∫‚¡‡≈°ÿ≈

ÕÕ°´‘‡®π∑’Ë∂Ÿ°º≈‘µ¢÷Èπ¢≥– —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß ´÷Ëß

°√–∫«π°“√π’È®–æ∫‰¥â„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ “¬æ—π∏ÿå

∑’Ë‰¡à “¡“√∂ √â“ß‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå (Bergman et al., 1997)
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ªí®®—¬¿“¬πÕ° (Extrinsic factors or envi-

ronmental factors) ∑’Ë¡’º≈‡™‘ß∫«°·≈–‡™‘ß≈∫µàÕ°“√

‡æ‘Ë¡º≈º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ ‰¥â·°à

· ß Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ §«“¡‡ªìπ°√¥-¥à“ß §«“¡‡æ’¬ßæÕ¢Õß

 “√Õ“À“√ ·√à∏“µÿ ·≈–ªí®®—¬Õ◊ËπÊ (µ“√“ß∑’Ë 1)

1. · ß ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬„™â· ß‡ªìπ·À≈àß

æ≈—ßß“πÀ≈—°¢Õß‡´≈≈å·≈–· ß‡ªìπµ—«·ª√ ”§—≠

∑’Ë§«∫§ÿ¡°“√· ¥ßÕÕ°¢Õß¬’π·≈–‚ª√µ’π„π

°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß æ∫«à“ ‡¡◊ËÕ§«“¡‡¢â¡

· ß‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‡ªìπ 250-300 µmol photons/m2/sec ‡´≈≈å

Synechocystis sp. PCC 6803 ‡æ‘Ë¡°“√· ¥ßÕÕ°¢Õß

¬’π psbA2, psbD2 ·≈– hypA (slr1675) ¡“°°«à“ ¿“«–

ª°µ‘ (Hihara et al., 2001; Gill et al., 2002) ‡ªìπµâπ

·¡â«à“‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬À≈“¬ “¬æ—π∏ÿå®–‡®√‘≠‡µ‘∫‚µ

‰¥â¥’„π™à«ß· ß§«“¡¬“«§≈◊Ëπ 680 π“‚π‡¡µ√ ·µà

§«“¡µâÕß°“√· ß„π°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

°≈—∫·µ°µà“ß°—π„π·µà≈– “¬æ—π∏ÿå Õ“∑‘‡™àπ ‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬ Spirulina platensis (Aoyama et al., 1997)

·≈– Synechococcus PCC 7942 (Asada and Miyake,

1999) º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π‰¥â„π∑’Ë¡◊¥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ª√–¡“≥

32 Õß»“‡´≈‡´’¬  ·≈–ª√“»®“°ÕÕ° ‘́‡®π ‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬™π‘¥µ√÷ß‰π‚µ√‡®π Oscillatoria sp.,

Anabaena variabilis ATCC 29413 ·≈– Anabaena

variabilis PK84  º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â¥’„π∑’Ë

¡’· ß‡æ’¬ßæÕ·≈–¡’§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥å 2 ‡ªÕ√å‡ Á́πµå

(Stal and Krumbein, 1985; Tsygankov et al., 1999)

¢≥–∑’Ë‡´≈≈å Anabaena cylindrica º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ‰¥â„π ¿“«–∑’Ë¡’§«“¡‡¢â¡· ßπâÕ¬·≈–¡’°ä“´

Õ“√å°Õπ ¡∫Ÿ√≥å (Jeffries et al., 1978) ·≈–‡´≈≈å

Nostoc muscorum º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â∑—Èß

„π ¿“«–∑’Ë¡’· ß·≈–‰¡à¡’· ß ·µàª√‘¡“≥°“√º≈‘µ„π

™à«ß∑’Ë¡’· ß¡’¡“°°«à“„π™à«ß∑’Ë‰¡à¡’· ß (Shah et al.,

2003)

2. Õÿ≥À¿Ÿ¡‘  Dutta et al. (2005) ‰¥â√“¬ß“π

«à“Õÿ≥À¿Ÿ¡‘∑’Ë ‡À¡“– ¡µàÕ°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬Õ¬Ÿà„π™à«ß°«â“ß√–À«à“ß

30-40 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Nostoc

muscorum º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â¥’∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

40 Õß»“‡´≈‡´’¬  (Ernst et al., 1979) ·≈–¡’ª√‘¡“≥

 Ÿß°«à“∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 Õß»“‡´≈‡´’¬  ª√–¡“≥ 2.5 ‡∑à“

(Shah et al . , 2003) ·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å

‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈‰Œ‚¥√®’‡π  (bidirectional-hox-

hydrogenase) ¢Õß Synechocystis sp. PCC 6803 ‡æ‘Ë¡

¢÷Èπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘µ—Èß·µà 30 Õß»“‡´≈‡´’¬  ∂÷ß 60 Õß»“

√Ÿª∑’Ë 2 °“√ª√“°Ø¢Õß‡Œ‡∑Õ‚√ ‘́ µå (heterocysts) a) ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬™π‘¥µ√÷ß‰π‚µ√‡®π Anabaena variabilis

(µ”·Àπàß∑’Ë≈Ÿ°»√™’È§◊Õ‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå) ¿“æ¢¬“¬ 300 ‡∑à“ (bar —; 20 ‰¡‚§√‡¡µ√) (Lang et al., 1987)

b) · ¥ßµ”·Àπàß¢Õß‡Œ‡∑Õ‚√´‘ µå∑’Ë¡’°“√µ√÷ß‰π‚µ√‡®π‰ª‡ªìπ·Õ¡‚¡‡π’¬
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‡´≈‡´’¬  ·≈–‡Õπ‰´¡å¡’·Õ§µ‘«‘µ’ Ÿß ÿ¥∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘

70 Õß»“‡´≈‡´’¬  (Baebprsert et al., 2010) ¢≥–∑’Ë

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Anabaena variabilis SPU 003 º≈‘µ

°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â¥’∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

(Datta et al., 2000) ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Calothrix336/3

∑’Ë‡≈’È¬ß„πÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ ≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 23 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ 2 ‡∑à“   Ÿß°«à“

Calothrix336/3 ∑’Ë‡≈’È¬ß ≥ Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ 30 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

(Allahverdiyeva et al., 2010)

3. §«“¡‡ªìπ°√¥-¥à“ß (pH) °“√º≈‘µ°ä“´

‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Anabaena

PCC 7120 ∑’Ë pH 7.5 ¡“°°«à“∑’Ë pH 8.2 ¢≥–∑’Ë

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Calothrix XPORK5E º≈‘µ°ä“´

‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ∑’Ë pH 7.5 ¡“°°«à“∑’Ë pH 6.8

(Allahverdiyeva et al., 2010)

4. ·À≈àßÕ“À“√§“√å∫Õπ ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

 “¡“√∂„™âπÈ”µ“≈À≈“¬™π‘¥‡ªìπ·À≈àß§“√å∫Õπ„π

°“√‡æ‘Ë¡°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ ‡™àπ ‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬ Anabaena variabillis ·≈– Anabaena CH3

(Reddy et al., 1996; Chen et al., 2008)  “¡“√∂„™â

πÈ”µ“≈ø√—°‚µ ‡ªìπ·À≈àß§“√å∫Õπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√º≈‘µ

°ä“´‰Œ‚¥√‡®π Synechocystis sp. PCC 6803  “¡“√∂

„™âπÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§  πÈ”µ“≈ø√—°‚µ ·≈–πÈ”µ“≈ Ÿ́‚§√ 

‡ªìπ·À≈àß§“√å∫Õπ‡æ◊ËÕ„™â„π°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ‰¥â ÷́Ëß°≈Ÿ‚§ „Àâº≈º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π¡“°

∑’Ë ÿ¥ (Baebprasert et al., 2010)

5. ·À≈àßÕ“À“√‰π‚µ√‡®π  “√ª√–°Õ∫

‰π‚µ√‡®π„π√Ÿª‰π‰µ√µå (NO
2

-), ‰π‡µ√µ (NO
3

-) ·≈–

·Õ¡‚¡‡π’¬ (NH
3
) ¡’º≈°√–∑∫µàÕ°“√º≈‘µ°ä“´

‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ ‡π◊ËÕß®“°

·À≈àß‰π‚µ√‡®π∑’Ë‡µ‘¡‡æ‘Ë¡≈ß‰ª„πÕ“À“√®–¬—∫¬—Èß

°√–∫«π°“√ —ß‡§√“–Àå‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π  (Rawson,

1985)  “√ª√–°Õ∫‰π‰µ√µå ‰π‡µ√µ ·≈–

·Õ¡‚¡‡π’¬¬—∫¬—Èß°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π 

¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Anabaena cylindrica ·≈–

Anabaena variabilis SPU 003   àßº≈„Àâ√–¥—∫°“√

º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ≈¥≈ß (Lambert et al., 1979;

Datta et al., 2000) Õ¬à“ß‰√°Á¥’‡¡◊ËÕ≈¥ª√‘¡“≥

·Õ¡‚¡‡π’¬¡„πÕ“À“√‡≈’È¬ß‡™◊ÈÕ≈ß‡ªìπ 0.10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å

°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

Anabaena cylindrica °≈—∫‰¡à∂Ÿ°¬—∫¬—Èß (Jeffries et al.,

1978) „π ¿“«–∑’Ë¡’‰π‚µ√‡®πª√‘¡“≥®”°—¥ (nitrogen

limitation) æ∫«à“‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Gloeocapsa alpicola

¡’°“√‡æ‘Ë¡·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å ‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈

‰Œ‚¥√®’‡π  ¡“°¢÷Èπ (Sheremetieva et al., 2002)

„π∑”πÕß‡¥’¬«°—π æ∫«à“ √–¥—∫°“√· ¥ßÕÕ°¢Õß

¬’π hox ·≈–·Õ§µ‘«‘µ’¢Õß‡Õπ‰´¡å ‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈

‰Œ‚¥√®’‡π ¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Synechocystis sp.

PCC 6803 ‡æ‘Ë¡¢÷Èπ„π∑‘»∑“ß‡¥’¬«°—π„π ¿“«–∑’Ë¡’

ª√‘¡“≥‰π‚µ√‡®π®”°—¥ (Antal et al., 2006)

6. ·À≈àß·√à∏“µÿ ∏“µÿ∫“ß™π‘¥‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬µâÕß°“√„πª√‘¡“≥πâÕ¬·µà¢“¥‰¡à‰¥â ‡π◊ËÕß

¥â«¬·√à∏“µÿ‡À≈à“π’È¡’∫∑∫“∑ ”§—≠µàÕ‡¡µ“∫Õ≈‘ ¡¢Õß

‡´≈≈å·≈–¡’º≈°√–∑∫µàÕ°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

Õ“∑‘‡™àπ ·√à∏“µÿ´—≈‡øÕ√å ·≈–‡À≈Á° (Fe) ‡ªìπÕß§å

ª√–°Õ∫ ”§—≠∫√‘‡«≥·Õ§∑’ø ‰´µå (active site) ¢Õß

‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π  ¢≥–∑’Ë ·√à∏“µÿπ‘°‡°‘≈ (Ni) ·≈–

‡À≈Á° (Fe) ‡ªìπÕß§åª√–°Õ∫ ”§—≠∫√‘‡«≥·Õ§∑’ø ‰´µå

(active site) ¢Õß‡Õπ‰´¡å‰∫‰¥‡√Á§™—ππ—≈ ‰Œ‚¥√®’‡π 

(Tamagnini et al., 2002) ‡ªìπµâπ ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

Arthrospira maxima º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π‰¥â¡“°¢÷Èπ

‡¡◊ËÕ‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥·√à∏“µÿπ‘°‡°‘≈„πÕ“À“√‡≈’È¬ß (Carrieri

et al., 2008) ¢≥–∑’Ë‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Anabaena

cylindrica ∑’Ë‡®√‘≠„πÕ“À“√‡≈’È¬ß∑’Ë¡’ 5.0 ¡‘≈≈‘°√—¡‡À≈Á°

µàÕ≈‘µ√  “¡“√∂º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π‰¥â 2 ‡∑à“¢Õß

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Anabaena cylindrica ∑’Ë‡®√‘≠„π

Õ“À“√‡≈’È¬ß∑’Ë¡’ 0.5 ¡‘≈≈‘°√—¡‡À≈Á°µàÕ≈‘µ√ (Jeffries

et al., 1978) ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ Gloeocapsa alpicola

·≈– Synechocystis sp. PCC 6803  “¡“√∂º≈‘µ

‰Œ‚¥√‡®π‰¥â‡™àπ°—π„π ¿“«–∑’Ë¢“¥·√à∏“µÿ´—≈‡øÕ√å

(sulfur deficiency) ¿“¬„µâ ¿“«–∑’Ë¡’°ä“´¡’‡∑π (CH
4
)

(Antal and Linblad, 2005)
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®–‡ÀÁπ‰¥â«à“ °“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ¢Õß

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬π—ÈπµâÕß°“√ªí®®—¬∑’Ë‡À¡“– ¡·≈–

‡æ’¬ßæÕµàÕ°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π ·≈–

‡Õπ‰´¡å‰Œ‚¥√®’‡π  ‡æ◊ËÕ„Àâ‰¥â¡“´÷Ëßº≈º≈‘µ∑’Ë‡æ‘Ë¡¢÷Èπ

¢Õß‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ °“√‡≈◊Õ° ¿“«–∑’Ë‡À¡“– ¡®÷ß

¡’§«“¡ ”§—≠Õ¬à“ß¬‘Ëß ‰¡à‡æ’¬ß·µà‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬∑’Ë

 “¡“√∂º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â ¬—ß¡’·∫§∑’‡√’¬

Õ’°À≈“¬ “¬æ—π∏ÿå∑’Ë “¡“√∂º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â

‡™àπ°—π Õ“∑‘‡™àπ ·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß

Rhodobacter sphaeroides º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â

®“°°“√¬àÕ¬ ≈“¬°√¥Õ‘π∑√’¬å (organic acids) ‡™àπ °√¥

Õ–´’µ‘° ¿“¬„µâ ¿“«–‰√âÕ“°“» ·≈–‰¡à¡’· ß (Nath

et al., 2005) ·∫§∑’‡√’¬™π‘¥‰¡à„™âÕÕ° ‘́‡®π Clostridium

acetobutylicum º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥âºà“π

°√–∫«π°“√À¡—°¿“¬„µâ ¿“«–∑’Ë‰¡à¡’· ß ‚¥¬‡™◊ÈÕ

·∫§∑’ ‡√’ ¬®– ‡ª≈’Ë ¬ππÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§ ‰ª‡ªìπ°ä “´

§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥å·≈–‚¡‡≈°ÿ≈‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

(Zhanga et al., 2006) ·∫§∑’‡√’¬ Klebsiella pneumoniae

 “¡“√∂„™âπÈ”µ“≈°≈Ÿ‚§ ‡ªìπ·À≈àßÕ“À“√§“√å∫Õπ

·≈–‡æ‘Ë ¡º≈º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â¥’¿“¬„µâ

°√–∫«π°“√À¡—°∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 37 Õß»“‡´≈‡´’¬  ·≈– pH

‡∑à“°—∫ 6.0 (Niu et al., 2010) ‡ªìπµâπ °√–∫«π°“√

º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ¢Õß‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬·≈–

·∫§∑’‡√’¬¡’∑—Èß¢âÕ¥’·≈–¢âÕ¥âÕ¬·µ°µà“ß°—π‰ªµ“¡

‡ß◊ËÕπ‰¢·≈– ¿“æ·«¥≈âÕ¡ ‡™àπ  ‘Ëß¡’™’«‘µ∑—Èß Õß

™π‘¥µâÕß°“√ªí®®—¬¿“¬πÕ° Õ“∑‘ ·À≈àßÕ“À“√ §«“¡

‡¢â¡· ß Õÿ≥À¿Ÿ¡‘ §«“¡‡ªìπ°√¥-¥à“ß ‡ªìπµâπ §«∫§ÿ¡

°“√∑”ß“π¢Õß‡Õπ‰´¡å‰π‚µ√®’‡π ·≈–‰Œ‚¥√®’‡π 

„π°“√‡æ‘Ë¡º≈º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‡À¡◊Õπ°—π  ‘Ëß∑’Ë

·µ°µà“ß°—π §◊Õ ‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ “¡“√∂π”

§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥åÀ√◊Õ°ä“´‡√◊Õπ°√–®°¡“„™â‡ªìπ

·À≈àßæ≈—ßß“π·≈– “¡“√∂º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â

¢≥–∑’Ë·∫§∑’‡√’¬™π‘¥‰¡à„™âÕÕ°´‘‡®πº≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π

™’«¿“æ‰¥â·µà°≈—∫„Àâº≈º≈‘µ‡ªìπ§“√å∫Õπ‰¥ÕÕ°‰´¥å

ÕÕ°¡“¥â«¬´÷Ëß‡ªìπ°“√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“≥°ä“´‡√◊Õπ°√–®°

·∫§∑’‡√’¬∑’Ë “¡“√∂ —ß‡§√“–Àå¥â«¬· ß  “¡“√∂„™â

°√¥Õ‘π∑√’¬å‡ªìπ·À≈àßÕ“À“√§“√å∫Õπ·≈–‡æ‘Ë¡º≈º≈‘µ

‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ‰¥â ÷́Ëßµà“ß®“°‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

‡ªìπµâπ Õ¬à“ß‰√°Á¥’ ·¡â«à“°√–∫«π°“√∑“ß™’«¿“æ®–

‡ªìπ·π«∑“ß∑’Ëπà“ π„®·≈–¡’ª√– ‘∑∏‘¿“æ ·µà

°√–∫«π°“√∑“ß™’«¿“æ¬—ß¡’¢âÕ®”°—¥Õ¬Ÿà∫â“ß §◊Õ Õ—µ√“

°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π¬—ß‰¡à Ÿß¡“°π—°‡¡◊ËÕ‡∑’¬∫°—∫

°√–∫«π°“√∑“ß‡§¡’ ¥—ßπ—Èπ °“√π”‡∑§‚π‚≈¬’∑“ß

™’«‡§¡’·≈–Õ≥Ÿ™’«‚¡‡≈°ÿ≈‡¢â“¡“„™âª√—∫ª√ÿß “¬æ—π∏ÿå

‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬ §ß‡ªìπÕ’°·π«∑“ßÀπ÷Ëß„π°“√‡æ‘Ë¡

Õ—µ√“°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ

µ“√“ß∑’Ë 1   ¿“«–∑’Ë„™â„π°“√º≈‘µ‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ„π‰´¬“‚π·∫§∑’‡√’¬

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
  

 

Cyanothece 7822 Heterocyst  0.92 mol/mg chl a/h N2 with 5% CO2 

Anabaena sp. PCC 7120 Heterocyst 2.60 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena cylindrica IAMM-1 Heterocyst 2.01 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena variabilis IAMM-58 Heterocyst 4.20 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena cylindrica UTEX B 629 Heterocyst 0.91 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena flos-aquae UTEX 1444 Heterocyst 1.70 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena flos-aquae UTEX LB 2558 Heterocyst  3.20 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaenopsis circularis IAM M-13 Heterocyst 0.31 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Nostoc muscorum IAM M-14 Heterocyst 0.60 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 
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Nostoc linckia IAM M-30 Heterocyst 0.17 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Nostoc commune IAM M-13 Heterocyst 0.25 mol/mg chl a/h Air, 60 E/m
2
/s 

Anabaena variabilis PK84 Heterocyst  32.3 mol/mg chl a/h Argon environment. 

Anabaena variabilis PK84 Heterocyst  167.6 mol/mg chl a/h 93%Ar, 5%N2, 2% CO2, 90 E/m
2
/s 

Anabaena variabilis PK84 Heterocyst  0.11 mol/mg chl a/h Air, 2% CO2, 400 W/m
2
 

Anabaena variabilis ATCC 29413 Heterocyst 45.16 mol/mg chl a/h 93%Ar, 5%N2, 2% CO2, 90 E/m
2
/s 

Anabaena variabilis ATCC 29413 Heterocyst  0.05 mol/mg dry wt/h Ar, 5% CO2, 5000 lx /Tween 85 (77 mM) 

Anabaena variabilis ATCC 29413 Heterocyst 39.40 mol/mg chl a/h Argon environment 

Anabaena variabilis 1403/4B Heterocyst  20.0 mol/mg chl a/h 25 E/m
2
/s on top;13 E/m

2
/s on bottom of bioreactor 

Anabaena azollae Heterocyst  38.50 mol/mg chl a/h Argon environment. 

Anabaena variabilis PK17R Heterocyst  59.18 mol/mg chl a/h 93%Ar, 5%N2, 2% CO2, 90 E/m
2
/s 

Synechococcus PCC 6830 Non-heterocyst 0.26 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol), C2H2 (1.34 mol); darkness 

Synechococcus PCC 602 Non-heterocyst 0.66 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol);20–30 E/m
2
/s 

Synechococcus PCC 6307 Non-heterocyst 0.02 mol/mg chl a/h Ar (100%), 20–30 E/m
2
/s 

Synechoccus PCC 6301 Non-heterocyst 0.09 mol/mg chl a/h Ar with C2H2 (1.34 mol), 20–30 E/m
2
/s 

Microcystis PCC 7820 Non-heterocyst 0.16 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol), C2H2 (1.34 mol), 20–30 E/m
2
/s 

Gloebacter PCC 7421 Non-heterocyst 1.38 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol), C2H2 (1.34 mol), 20–30 E/m
2
/s 

Synechocystis PCC 6308 Non-heterocyst 0.13 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol), C2H2 (1.34 mol), 20–30 E/m
2
/s 

Synechocystis PCC 6714 Non-heterocyst 0.07 mol/mg chl a/h Ar with CO (13.4 mol), 20–30 E/m
2
/s 

Aphanocapsa montana Non-heterocyst 0.40 mol/mg chl a/h Ar (100%), 20-30 E/m
2
/s 

Oscillatoria limosa Non-heterocyst 0.83 mol/mg chl a/h Air, 16h light, 8h dark 

: Dutta et al., 2005 

 

 
 

  
 

 √ÿª

°“√º≈‘µ°ä“´‰Œ‚¥√‡®π™’«¿“æ®“°‰´¬“‚π

·∫§∑’‡√’¬ ‡ªìπÕ’°∑“ß‡≈◊Õ°Àπ÷Ëß∑’Ë®–™à«¬≈¥ªí≠À“
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