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บทนํ า

บทนํ าตนเรื่อง

   เนื่องจากประเทศไทยเปนประเทศเกษตรกรรมมาตั้งแตสมัยอดีตกาล ซ่ึงประชากร
มากกวารอยละ 70 ประกอบอาชีพเกษตรกรรมเปนหลัก เพื่อเลี้ยงคนสวนใหญของประเทศ 
รวมทั้งสงเปนสินคาออกไปจํ าหนายยังตางประเทศดวย การเพิ่มผลผลิตทางการเกษตรโดย
ท่ัวไปเกษตรกรจะใชปุยเคมีและสารกํ าจัดศัตรูพืชเพื่อเพิ่มผลผลิต ในขณะเดียวกันพันธุพืชท่ี
ใหผลผลิตตอไรสูงสวนใหญจะตองใชปุยในอัตราสูงและใชสารกํ าจัดศัตรูพืชเปนจํ านวนมาก 
อยางไรก็ตามการใชสารกํ าจัดศัตรูพืชบอยครั้งในพื้นที่กวางและขาดความรูความเขาใจกอ
ใหเกิดปญหาการดื้อตอสารกํ าจัดศัตรูพืชท่ีใช ปญหาพิษตกคางในอาหาร ปญหาพิษตกคาง
ในสภาพแวดลอม และปญหาการเกิดพิษภัยตอผูใช การวิจัยเพื่อลดปญหาดังกลาวสามารถ
ทํ าไดหลายแนวทาง เชน การใชสารทางชีวภาพซึ่งสามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ และไม
มีผลกระทบตอสิ่งแวดลอม

  กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (5-Aminolevulinic acid หรือ ALA) เปนสารกํ าจัดวัชพืช
และสารกํ าจัดแมลงทางชีวภาพที่ไมทํ าลายพืชปลูกทางเกษตร ไมเปนอันตรายตอมนุษย
และสัตว นอกจากนี้ยังสามารถกระตุนการเจริญของพืชบางชนิด เชน มันฝรั่ง ขาวบารเลย 
และผักขม เปนตน (Tanaka et al., 1994) และเปนสารที่มีแนวโนมในการใชทางการแพทย
และเภสัชกรรม (Ano et al., 1999) ALA เปนสารที่สามารถผลิตไดจากจุลินทรียหลายชนิด 
เชน Pseudomonas riboflawin, Clostridium thermoaceticum, Methanogenacian 
berkeri รวมทั้งแบคทีเรียสังเคราะหแสงโดยเฉพาะสายพันธุ Rhodobacter sphaeroides
ซ่ึงผลิต ALA ไดในปริมาณสูง (Sasaki et al., 1987) งานวิจัยนี้มุงจะศึกษาหาสภาวะที่
เหมาะสมตอการเพิ่มการผลิต ALA จากแบคทีเรียสังเคราหแสงที่แยกไดซ่ึงมีคุณสมบัติทน
เค็มเพื่อเปนขอมูลในการขยายผลสูการผลิตปริมาณมากตอไป



ตรวจเอกสาร

1. แบคทีเรียสังเคราะหแสง (Photosynthetic Bacteria)
แบคทีเรียสังเคราะหแสงเปนแบคทีเรียแกรมลบที่มีแบคเทอริโอคลอโรฟลล ใชแสง

เปนแหลงพลังงาน เปนพวกแอนแอโรบ และไมใหกาซออกซิเจนในกระบวนการสังเคราะห
แสง จัดอยูในอันดับ โรโดสไปริลลาเลส (Rhodospirillales) มีลักษณะดังนี้คือ ดํ ารงชีวิต
แบบโฟโตลิโธโทรฟ (photolithotroph) และ/หรือโฟโตออรแกโนโทรฟ (photoorganotroph) 
มีแบคเทอริโอคลอโรฟลล ซ่ึงแตกตางจากของไซยาโนแบคทีเรียและสาหราย มีรงควัตถุ    
คาโรทีนอยด (carotenoid) ท่ีไมละลายนํ้ า ซ่ึงชวยจับพลังงานแสงและสงใหแบคเทอริโอ
คลอโรฟลล เจริญในที่ไมมีกาซออกซิเจน และไมสรางกาซออกซิเจน (anoxygenic) เพราะมี
แตระบบโฟโตซิสเต็ม I (photosystem I) พบในนํ้ าจืดนํ้ าเค็ม ท่ีไมมีกาซออกซิเจนอยูใต
แหลงนํ้ าที่มีสารอินทรียมาก เชน บอน้ํ านิ่ง บึง หนอง หรือกนทะเลสาบ แบคเทอริโอ
คลอโรฟลลดูดแสงไดดีท่ีสุดเมื่อชวงความยาวคลื่นประมาณ 725-745 นาโนเมตร (ชวงยาว
สุดของสเปคตรัมท่ีตามองเห็น) ถึงชวงคลื่น 1035 นาโนเมตร (อินฟราเรด) ซ่ึงแสงนี้มี
ความยาวคลื่นยาวกวาที่แบคทีเรียหรือสาหรายที่สังเคราะหใหกาซออกซิเจนจะเจริญที่ผิว
บนๆ ของแหลงนํ้ าไมดูดแสงนี้  จึงทํ าใหแสงนั้นผานลงไปถึงพวกแอนออกซิเจนิก 
(anoxygenic) ได สีของแอนออกซิเจนิกแบคทีเรีย เกิดจากคาโรทีนอยดมากกวาเกิดจาก
แบคเทอริโอคลอโรฟลล จึงแบงเปน 2 กลุม ตามสีรงควัตถุ คือ แบคทีเรียสีมวง (purple 
bacteria) และแบคทีเรียสีเขียว (green bacteria) ถาเคลื่อนที่ไดจะใชแฟลกเจลลาที่ข้ัว
เซลล ยกเวนตระกูลคลอโรเฟลกซาซี (Chloroflexaceae) มีการเคลื่อนที่แบบคืบคลาน
แบคทีเรียสีมวงและแบคทีเรียสีเขียวอาจตรึงไนโตรเจนได ถาสภาพเปนแอนแอโรบและมี
แสงสอง (Staley et al., 1989)
1.1 แบคทีเรียสีมวง (Purple Phototrohic bacteria)

มีแบคเทอริโอคลอโรฟลลเอ หรือ บี และคาโรทีนอยดชวยดูดพลังงานแสงดวย รงค
วัตถุเหลานี้จะอยูในเยื่อหุมเซลล ซ่ึงอาจรวมกันเปนเวซิเคิล (vesicle) ลาเมลลา (lemella) 
หรือ ทิวบูล (tubule) มี 2 ตระกูลคือ



1.0.0 ตระกูลโรโดสไปริลลาซี (Rhodospirillaceae)
ไดแก เพอเพิลแบคทีเรียที่ไมใชซัลเฟอร (purple non-sulfur bacteria)  เซลลรูปกลม 

ทอน เกลียว เพิ่มจํ านวนโดยการแบงแยกตัวแบบทวิภาค หรือการแตกหนอเคลื่อนที่ได โดย
ท่ัวไปเปนพวกตองการออกซิเจนเล็กนอย เปนพวกโฟโตออรแกนโนโทรฟ คือ ใชสารอินทรีย
เปนทั้งแหลงคารบอน และตัวใหอิเล็กตรอนในการรีดิวซคารบอนไดออกไซด บางชนิดอาจ
เติบโตไดในสภาพออโตโทรฟ โดยใชไฮโดรเจนซัลไฟดเปนตัวใหอิเล็กตรอน แตไมมีพวกใดที่
สามารถใชธาตุซัลเฟอรเปนตัวใหอิเล็กตรอน การสังเคราะหดวยแสงเกิดขึ้นในสภาพมีแสง
และไมมีออกซิเจน บางชนิดสามารถเติบโตไดในสภาพมีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอย 
โดยการหายใจโดยใชสารประกอบอินทรีย ในสภาพมีออกซิเจนโคโลนีมีสีสม-น้ํ าตาล ถึง
มวง-แดง ในสภาพไมมีออกซิเจนบางพวกมีสีเหมือนสภาพมีออกซิเจน แตบางพวกมีสีเขียว-
เหลือง ตัวอยางแบคทีเรียกลุมน้ี เชน

Rhodospirillum รูปรางเกลียว เพิ่มจํ านวนโดยการแบงแยกตัวแบบทวิภาค เคลื่อน
ท่ีโดยใชแฟลกเจลลาที่ข้ัว ติดสีแกรมลบ ประกอบดวย แบคเทอริโอคลอโรฟลล เอ และแคโร
ทีนอยด สารสีท้ังสองอยูท่ีเมมเบรน ไมมีแกสแวคิวโอล สังเคราะหแสงในสภาพไมมี
ออกซิเจนและมีแสง สวนใหญสามารถเติบโตในสภาพมีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอย
โดยการออกซิไดซสารอินทรีย

Rhodopseudomonas รูปรางเปนทอน ไข หรือกลม เพิ่มจํ านวนโดยการแบงแยกตัว
แบบทวิภาค หรือการแตกหนอไมมีโพรสธีกา (prosthecae) เคลื่อนที่โดยใชแฟลกเจลลาที่
ข้ัว ติดสีแกรมลบประกอบดวยแบคเทอริโอคลอโรฟลล เอหรือบี และแคโรทีนอยด ไมมีแกส
แวคิวโอล สังเคราะหดวยแสงในสภาพไมมีออกซิเจน บางชนิดสามารถเติบโตในสภาพมี
ออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอยโดยการออกซิไดซ

Rhodomicrobium  เซลลรูปไข เพิ่มจํ านวนโดยการแตกหนอโดยแตกจากปลายของ
โพรสธีกา เมื่อเซลลลูกโตเต็มท่ีจะหลุดออกไปเคลื่อนที่โดยใชแฟลกเจลลารอบตัว แกรมลบ
ประกอบดวยแบคเทอริโอคลอโรฟลล เอ และคาโรทีนอยด สังเคราะหแสงในสภาพไมมี
ออกซิเจน สวนใหญเติบโตไดในที่มืดในสภาพมีออกซิเจน หรือมีออกซิเจนเล็กนอยโดยการ
ออกซิไดซ



Rhodobacter รูปรางเปนทอน ไข ขนาด 0.5-1.2 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟ
ลกเจลลาหรือเคลื่อนที่ไมได เพิ่มจํ านวนโดยการแบงแยกตัวแบบทวิภาค บางครั้งมีการผลิต
แคปซูลหรือเมือก ติดสีแกรมลบ ประกอบดวย แบคเทอริโอคลอโรฟลล เอ และแคโรทีนอยด 
สารสีท้ังสองอยูท่ีเมมเบรน เจริญไดดีในสภาวะไรอากาศ-มีแสง สามารถใชสารประกอบ
อินทรียหลายชนิดเปนแหลงคารบอนและเปนตัวใหอิเล็กตรอน (Staley et al., 1989)

1.0.0 ตระกูลโครมาติอาซี (Chromatiaceae)
ไดแก เพอเพิลซัลเฟอรแบคทีเรีย (purple sulfer bacteria) มีลักษณะดังนี้มีรูปรางแตก

ตางกัน ตั้งแตรูปไขจนถึงรูปทอน เชน Chromatium รูปทรงกลม เชน Thiocystis หรือบิด
เปนเกลียว เชน Thiospirillum พวกทรงกลมอาจเรียงกันสองเซลลเปนดิโพรค็อกไค  เชน 
Lamprocystis หรือแปดเซลลเรียงเปนรูปลูกบาศก เชน Thiosarcina หรือเปนแผนแบนๆ 
เชน Thiopedia บางชนิดมีแกสแวคิวโอล มีรงควัตถุสีเขียวเทา มีแบคเทอริโอคลอโรฟลล  
คาโรทีนอยด สีเหลือง แดง รงควัตถุใหสีท่ีผสมกันแลวเปนสีมวง จนถึงนํ้ าตาลหรือแดง เปน
พวกแอนแอโรบ หรือไมโครแอโรฟลิก ตองการแสงในการสังเคราะหแสง (photolithotroph) 
ใชสารประกอบซัลเฟอรในสภาพ รีดิวซ (reduced S compound) โดยเฉพาะกาซ
ไฮโดรเจนซัลไฟดหรือธาตุซัลเฟอร เปนตัวใหอิเล็กตรอน (ไฮโดรเจน) เพื่อตรึงกาซ
คารบอนไดออกไซด และไดซัลเฟอรเก็บสะสมไวภายในเซลลหรือภายนอกเซลล บางชนิดใช
สารอินทรีย  เช น กรดไขมัน แทนที่ก าซไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตัวใหไฮโดรเจน 
(photoorganotroph) พบในธรรมชาติท่ีมีกาซไฮโดรเจนซัลไฟด
1.2 แบคทีเรียสีเขียว (Green phototrophc bacteria)

มีแบคเทอริโอคลอโรฟลล ซี หรือ แบคเทอริโอคลอโรฟลล ดี แตมีแบคเทอริโอ
คลอโรฟลล เอ นอย รงควัตถุท่ีใชสังเคราะหแสงอยูท่ีเวซิเคิลท่ีมีเยื่อหุมภายในเซลล บาง
ชนิดอาจเกาะติดที่เยื่อหุมเซลล มี 2 ตระกูล คือ

1.2.1 ตระกูลคลอโรบิอาซี (Chlorobiaceae)
ไดแก กรีนซัลเฟอรแบคทีเรีย (green sulfer bacteria) โฟโตลิโธโทรฟ สามารถออก

ซิไดซสารประกอบอนินทรียซัลเฟอรในสภาพรีดิวซ เชน กาซไฮโดรเจนซัลไฟด ไดเม็ด       
ซัลเฟอรสะสมไวนอกเซลล เปนแอนแอโรบ ไมสามารถเจริญในที่มืด แมสภาพแวดลอมเปน



ไมโครแอโรฟลิก เซลลเปนรูปไข รูปถั่ว รูปทอน เชน Chlorobium สวน Prosthecochloris
เซลลเปนรูปดาว เนื่องจากสรางโพรสธีกา

1.2.2 ตระกูลคลอโรเฟลกซาซี (Chloroflexaceae)
ไดแก กรีนนันซัลเฟอรแบคทีเรีย (green non-sulfur bacteria) มีลักษณะดังนี้ท่ี

สํ าคัญ คือ Chloroflexus เปนพวกชอบอุณหภูมิสูง (52-60) พบในนํ้ าพุรอน เปนแผนสีเขียว
หรือสม เซลลเปนเสนสายหรือไตรโคม เคลื่อนที่แบบคืบคลาน เปนโฟโตออรแกโนโทรฟเปน
สวนใหญเหมือนเพอเพิลนันซัลเฟอรแบคทีเรีย แตก็สามารถเจริญแบบโฟโตลิโธโทรฟ โดยใช
กาซไฮโดรเจนซัลไฟด เปนตัวใหอิเล็กตรอนได ในที่มืดเจริญแบบเคโมเฮเทอโรโทรฟใช
ออกซิเจนได (Staley et al., 1989)

2. การจํ าแนกแบคทีเรียสังเคราะหแสง
การเทียบเคียงแบคทีเรียที่แยกไดมักดํ าเนินการตามวิธีการที่ระบุอยูใน Bergey’s 

Manual of Systematic Bacteriology (Staley et al., 1989) ดังนี้
1.0 การจํ าแนกระดับวงศ (Family)
การแยกความแตกตางระหวางแบคทีเรียเพอเพิลซัลเฟอร (purple sulfur bacteria) 

และเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร (purple non-sulfur) สามารถทํ าไดโดยพิจารณาลักษณะและ
สมบัติตางๆ ของแบคทีเรียดังนี้
1) ลักษณะทางสัณฐานวิทยา (morphology) ไดแก การศึกษารูปรางของเซลล การ
ยอมติดสีแกรม ขนาดความกวาง (เสนผาศูนยกลาง) ความยาว ตํ าแหนงแฟลกเจลลา โครง
สรางของเมมเบรนภายในเซลล การแบงเซลล การผลิตหรือไมผลิตเมือกรอบแคปซูล (slime 
capsules) เม็ดซัลเฟอร แกสแวคคิวโอล และองคประกอบรงควัตถุ วัดคาการดูดกลืนแสง
ชวงกวางของเซลลในของเหลว (cell suspension) ดวยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร โดยวิธี 
scanning นํ ามาเทียบคาการดูดกลืนแสงของรงควัตถุชนิดตางๆ เพื่อทราบชนิดของรงควัตถุ 
(Pfennig and Truper, 1989)
1) สมบัติทางสรีรวิทยา (physiology) โดยการศึกษาการใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจน การเจริญในสภาพไรแสงทั้งที่มีและไมมีออกซิเจน การทนซัลไฟด และไธโอ      



ซัลเฟต ในระดับความเขมขนที่กํ าหนด การเจริญในอาหารที่มีองคประกอบของซัลไฟด 
ไฮโดรเจนซัลไฟด ไธโอซัลเฟต และไบคารบอเนต ซ่ึงจะมีเฉพาะพวก purple sulfur 
bacteria และ green sulfur bacteria เทานั้นที่เจริญไดในอาหารเหลานี้ หากแบคทีเรีย
สังเคราะหแสงที่นํ ามาทดสอบไมเจริญในอาหารดังกลาว แตเจริญไดในอาหารที่มีสาร
ประกอบอินทรีย จะจัดเปนแบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุมเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร เนื่องจาก
ซัลไฟดเปนตัวยับยั้งการเจริญของ เพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร (ยกเวนเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร 
ชนิด Rhodopseudomonas sulfidophila เทานั้นที่เจริญได) (Drew and Imhoff, 1991) 
นอกจากนี้ยังพิจารณาจากการผลิตออกซิเจนออกมาและอื่นๆ (Pfennig and Truper, 
1974)

1.0 การจํ าแนกระดับสกุลและชนิด
แบคทีเรียสังเคราะหแสงกลุมเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร (Purple non-sulfur bacteria) จัด

อยูในวงศ Rhodospirillaceae จัดจํ าแนกแบคทีเรียวงศน้ีออกเปน 6 สกุล (Pfennig and 
Truper, 1974) คือ
1. เซลลมีรูปรางเปนเกลียว ความกวาง 0.7-1.5 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลก    

เจลลาที่ข้ัว (polar flagella) เพิ่มจํ านวนโดยการแบงตัว จัดอยูในสกุล Rhodospirillum
1. เซลลรูปรางเรียว ความกวาง 0.5-1.2 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลาที่ข้ัว 

เพิ่มจํ านวนโดยการแบงตัว เจริญไดดีท่ีพีเอชเปนกรด จัดอยูในสกุล Rhodopila
1. เซลลรูปรางเรียว รูปไข หรือรูปทอน ความกวาง 0.6-5.0 ไมโครเมตร เคลื่อนที่ไดหรือไม

ได เพิ่มจํ านวนโดยการแบงตัวเรียงกันเปนสาย สามารถเจริญไดดีในสภาวะมีอากาศ-ไร
แสง จัดอยูในสกุล Rhodobacter

1. เซลลรูปไขถึงรูปทอน ความกวาง 0.6-2.5 ไมโครเมตร ความยาว 0.6-5.0 ไมโครเมตร
เคลื่อนที่ไดหรือไมได เพิ่มจํ านวนโดยการแตกหนอ จัดอยูในสกุลRhodopseudomonas

1. เซลลรูปไข ความกวาง 1.0-1.2 ไมโครเมตร เพิ่มจํ านวนโดยการแตกหนอ เคลื่อนที่ได 
หรือไมได จัดอยูในสกุล Rhodomicrobium

1. เซลลมีรูปรางกลม โคง หรือเปนทอนตรง เสนผาศูนยกลาง 0.3-0.7 ไมโครเมตร เคลื่อน
ท่ีได หรือไมได จัดอยูในสกุล Rhodocyclus (Imhoff and Truper, 1989)



ในการจํ าแนกระดับชนิดจะใชสมบัติทางสรีรวิทยา เชนความแตกตางของการใชสาร
อาหารมาจัดจํ าแนกเชื้อ และปจจุบันมีการใชสมบัติทางเคมี (chemotaxonomic method) 
เชนโครงสรางของลิโปพอลีแซคคาไรด (lipopolysaccharide) ของ ไลปด เอ (Weekesser 
et al., 1974) องคประกอบและชนิดของ   ไลปดที่มีข้ัว (polar lipid) กรดไขมัน และ ควิโนน 
(Imhoff et al., 1982) เพื่อจัดจํ าแนกแบคทีเรียเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร ในระดับชนิดดวย ใน
การศึกษาสมบัติดานเคมีมักใชรวมกับผลจาก 16S rRNA เพื่อความแมนยํ าในการจัด
จํ าแนกระดับชนิด

ผลจากวิธีการทางเคมีและลํ าดับเบสของ 16S rRNA น้ีทํ าใหมีการยายหรือเปลี่ยน
แปลงสกุลแบคทีเรียสังเคราะหแสง เชน การยาย Rhodocyclus gelatinosus มาอยูใน 
Rubrivivax gelatinosus (Willems et al., 1991) ซ่ึงแตกตางจาก Rhodocyclus อื่นๆ ท่ี 
SAB-level (ลํ าดับเบสของ 16S rRNA ภายในกลุมหลัก 3 กลุมคือ เอลฟา เบตา และแกรม
มา ของแบคทีเรียแกรมลบ) มีคาประมาณ 0.3 (Gibson et al., 1979) และไมพบ 
cytochrome C2 ในแบคทีเรียสังเคราะหแสงชนิดนี้ แตพบ C551 ซ่ึงพบเฉพาะใน เพอเพิลซัล
เฟอรแทน (Amber et al., 1979) สวน lipid A ของ Rhodocyclus จะมีปริมาณฟอสเฟต
มากและมี 3-OH-myristic acid, 3-OH-capric acid ซ่ึงไมพบใน แบคทีเรียเพอเพิลไมใชซัล
เฟอร อื่น และมีกรดลอริกแทนที่ กรดปาลมมิติก (Weekesser et al., 1977)

3. วิถีในการสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA)
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก เปนกรดอะมิโนที่มี 5 คารบอนซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห   

เตตราไพโรล เชน คลอโรฟลล ไฟโคบิริน ฮีม ยูบิควิโนน ซ่ึงมีความสํ าคัญตอการดํ ารงชีวิต
ของพืช สัตว สาหราย และแบคทีเรีย ในการสังเคราะห ALA สามารถแบงออกไดเปน 2 วิถี
ไดแก

1.0 วิถี C4 (Shemin pathway)
การสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกในวิถี C4 สวนใหญพบในยีสต เซลลสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนม และ proteobacteria เชน Rhodobacter และ Bradyrhizobium  สํ าหรับข้ันตอน
การสังเคราะห ALA (รูปท่ี 1) เริ่มตนจาก succinyl Co A ซ่ึงเปนสารตัวกลางของวัฎจักร



เครบทํ าปฎิกริยากับกรดอะมิโนไกลซีน ได alpha-amino-beta-ketoadipic acid ซ่ึงเปนสาร
ไมอยูตัวจึงเปลี่ยนไปเปน 5 - aminolevulinic acid (ALA) โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม 
ALA synthetase และ cofactor pyridoxal phosphate โดยที่ขบวนการที่กลาวมาแลวนี้
ตองการแสง (Gibson et al., 1958) จากนั้น ALA จะเปลี่ยนเปน porphobilinogen (PBG) 
ซ่ึงเปนสารพวก monopyrole โดยอาศัยกิจกรรมของเอนไซม ALA dehydratase พรอมกับ
สูญเสียนํ้ าออกไป 2 โมเลกุล PBG เปลี่ยนตอไปเปน Urogen III โดยอาศัยเอนไซม Urogen 
I synthetase และ Urogen III cosynthetase สาร Urogen III เปนสาร tetrapyrole ท่ี
ประกอบดวย 4 acetic และ 4 propionic side chains ข้ันตอไปจะเกิดขบวนการ 
decarboxylation ของสาร Urogen III โดยเอนไซม UrogenIII decarboxylase จึงจะ
เปลี่ยน acetic acid side chains ท้ังหมดใหกลายเปนกาซคารบอนไดออกไซดเกิดสารชนิด
ใหมข้ึนเรียกวา Coprogen III ในสภาพที่มีอากาศ Coprogen III จะเปลี่ยน Protogen IX 
โดยเอนไซม  Coprogen III oxidative decarboxylase และ Protogen IX จะถูกออกซิไดซ
ตอไปเปน Protoporphyrin IX โดยไมทราบชื่อเอนไซมท่ีเกี่ยวของในปฎิกิริยา เอนไซมท่ีจะ
ทํ าให Mg เขาไปเกาะในโมเลกุลของ Protoporphyrin IX ไดแก Mg chelatase ทํ าใหสาร 
Mg-protoporphyrin IX จึงจะเปลี่ยนตอไปเปน Mg-protoporphyrin IX monomethyl 
ester โดยที่หมู OH ของ propionic side chain ของ ring C ถูกแทนที่โดยหมูเมทธิล การ
เปลี่ยนแปลงของ methyl propionic side chain โดยการกลายเปน ring ทํ าใหเกิดสารใหม
เรียกวา Protochlorophyllide ในสภาพที่มีแสง protochlorophyllide จะถูกรีดิวซไปเปน 
protochlorophyllide a จากนั้น protochlorophyllide a ก็จะเปลี่ยนเปนคลอโรฟลล เอ โดย
อาศัยกิจกรรมของเอนไซม Chlorophyllase จึงจะทํ าให propionic side chain ของ ring D 
ถูก esterified โดยไฟทอล แอลกอฮอล



        Heme
Glycine   Fe
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รูปที่ 1     การสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกทางวิถี C4

Fig. 1     C4 pathway for 5-aminolevulinic acid biosynthesis
Source   : Lascelles and Hatch (1969)



3.2 วิถี C5 (C5 pathway)
พบในคลอโรพลาสตของพืชช้ันสูง สาหราย และแบคทีเรียบางชนิด เชน 

Escherichai coli และ Salmonella typhimurium (Kajiwara et al., 1994) รวมทั้ง
แบคทีเรียสังเคราะหแสงบางชนิด (Sasikala and Ramana, 1995) เชน Rhodocyclus 
gelatinosus, Chromatium vinosum (Oh-hama et al., 1993) ข้ันตอนการสังเคราะห   
(รูปท่ี 2) เริ่มจากกลูตาเมตเปนสารตั้งตนและเกิดปฎิกิริยา 3 ข้ึนตอนคือ ปฎิกิริยาขั้นแรกก
ลูตาเมตจับกับ tRNA โดยมีเอนไซม glutamate-tRNAGlu เปนตัวเรงปฎิกิริยาซึ่งมี ATP และ 
Mg2+ เปนโคแฟคเตอร ปฎิกิริยาขั้นที่สอง glutamyl-tRNA จะเปลี่ยนไปเปน glutamate-
semialdehyde (GSA) แบบเสนตรงโดยอาศัยเอนไซม NADPH:Glu-tRNA (oxido) 
reductase (หรือท่ีเรียกวา glutamyl-tRNA dehydrogenase) หรือเปลี่ยนไปเปน GSA แบ
บวงแหวน (hydroxyaminotetrahydropyranone, HAT) (Jordan et al., 1989) สํ าหรับปฎิ
กิริยาขั้นสุดทาย GSA เปลี่ยนไปเปน ALA โดยเอนไซม GSA aminotransferase และ 
pyridoxal phosphate เปนโคแฟคเตอร

รูปที่ 2 การสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกทางวิถี C5

Fig. 2  C5 pathway for 5-aminolevulinic acid biosynthesis
Source : Jahn et al., 1992



1. คณุสมบัติของเอนไซมที่สํ าคัญในการสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก
4.1 5-Aminolevulinate synthase (ALAS)

เอนไซม ALAS มีหนาที่เรงปฎิกริยาการรวมของไกลซีนและซัคซินิลโคเอ ไดเปน 
CoA, คารบอนไดออกไซด และ ALA (Jordan, 1991) โดย ALA เปนสารตั้งตนในการ
สังเคราะหเตตราไพโรลในสิ่งมีชีวิตตางๆ

Glycine + Succinyl Co A ↔ Co A + CO2 + ALA
การสังเคราะหโปรตีนตั้งตนของพวกยูคารีโอตเกิดขึ้นในไซโตซอลกอนและยายไปยัง         
ไมโทคอนเดรียเมื่อมีการกํ าจัด presequence จะไดเอนไซม ALAS ท่ีสมบูรณและเคลื่อนที่
ไปอยูในชั้น periphery ของเยื่อหุมไมโทคอนเดรียชั้นใน (Gregory et al., 1999 อางโดย 
Hunter et al., 1999)

ในสัตวพบวามียีนควบคุมเอนไซม ALAS คือ ALAS 1 และ ALAS 2 ซ่ึง ALAS 1 
เปน housekeeping gene ท่ีควบคุมการแสดงออกในเนื้อเยื่อท้ังหมด สวน ALAS 2 จะควบ
คุมการแสดงออกในเม็ดเลือดแดง ALAS 2 ประมาณ 90% พบในฮีมซ่ึงอยูในรางกายมนุษย 
หากรางกายขาดยีน ALAS 2 จะมีผลเกี่ยวของกับโรค X-link sideroblastic anemia 
syndrome, a erythropoietic disorder (Cotter et al., 1992 อางโดย Hunter et al., 
1999) สํ าหรับการทํ างานของเอนไซม ALAS ตองการ pyridoxal phosphate (PLP) ซ่ึงเปน
โคแฟคเตอรท่ีมีความสํ าคัญตอการเกิดปฎิกิริยา transaminase ซ่ึงเปนปฎิกิริยาที่เกี่ยวกับ
การยายหมู NH2 จากกรดอะมิโนชนิดหนึ่งไปใหกับ α-keto acid อีกชนิดหนึ่งทํ าใหไดกรด
อะมิโนชนิดใหมเกิดขึ้น และกรดอะมิโนเดิมเปลี่ยนไปเปน keto acid ในปฎิกิริยา PLP ทํ า
หนาที่เปน active site ของเอนไซม transaminase แลวเกิดการ condensation ข้ึนระหวาง
กรดอะมิโนและอัลดีไฮด ของ PLP ทํ าใหเกิด Schiff-base (C-C=N-CH→ -C-N=CH-) 
สาร intermediate ท่ีเกิดขึ้นนี้จะปลอย keto acid ออกมาเหลือ เอนไซมจับกับ pyridoxine 
phosphate ซ่ึงเปนตัวพากลุม NH2 ท่ีจะไปทํ าปฎิกิริยากับ keto acid ตัวใหมแลวเกิด 
Schiff-base ข้ึนอีกครั้งหนึ่ง หลังจากนั้นจะถูก hydrolysed ให PLP ออกมาโดยที่ keto 
acid ชนิดหลังจะถูก hydrolysed ให PLP ออกมาโดยที่ keto acid ชนิดหลังที่เขาไปทํ า  
ปฎิกิริยาดวยจะเปลี่ยนไปเปน non-essential amino acid (สมทรง เลขะกุล, 2543)



เอนไซม ALAS ท่ีแยกไดจากแหลงตางกันจะมีคุณสมบัติบางอยางใกลเคียงกัน เชน 
เอนไซม ALAS ท่ีไดจาก Micrococcus denitrificans  มีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 68000 
ดาลตัน ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับเอนไซม ALAS ท่ีไดมาจาก Rhodobacter sphaeroides ซ่ึงมี
คาเทากับ 57000 ดาลตัน (Warnick and Burnham, 1971) และโครงสรางของเอนไซมท้ัง 
2 แหลงจะประกอบดวยสายโพลีเปปไทด 1 เสน สํ าหรับเอนไซม ALAS ท่ีไดมาจากไมโท
คอนเดรียในตับหนูจะมีขนาดใหญมาก มีน้ํ าหนักโมเลกุลเทากับ 115,000 ดาลตัน 
(Hayashi et al., 1970) แตใน reticulocytes ของกระตายมีน้ํ าหนักโมเลกุลเพียง 20,000 
ดาลตัน (Aoki et al., 1971) นอกจากนี้ ใน Micrococcus denitrificans, Rhodobacter 
spheroides (Warnick and Burnham, 1971) และ reticulocytes ของกระตาย (Aoki et 
al., 1971) มีคา Km ของปฎิกิริยาการรวมกันของซัคซินิลโคเอและไกลซีน และมีพีเอชที่
เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมใกลเคียงกัน โดยทั่วไปเอนไซม ALAS จากแหลงตางๆ
ท้ังหมดถูกยับยั้งโดย haemin ท่ีความเขมขนตํ่ าๆ และโดย protoporphyrin ท่ีความเขมขน
ปานกลาง ยกเวนจาก Synechocystis itersonit ไมถูกยับยั้งโดย haemin (Ho and 
Lascelles, 1971) สวนเอนไซม ALAS ท่ีไดจาก Micrococcus denitrificans จะถูกยับยั้ง
โดย 1,10-phenanthroline ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเอนไซม ALAS มีโลหะเปนองคประกอบ   
(Tait, 1973)

1.0  5-Aminolevulinic acid dehydratase (ALAD)
เอนไซม ALAD มีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 285,000 ดาลตัน ประกอบดวย 8 หนวย

ยอย ซ่ึงแตละหนวยยอยมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 35,000 ดาลตัน สํ าหรับหนาที่ของ
เอนไซม ALAD คือเรงปฎิกิริยาการรวมตัวของ ALA 2 โมเลกุลไปเปน porphobilinogen 
(PBG) ซ่ึงเปนสารตัวกลางในการสังเคราะหเตตราไพโรล เชน ฮีม, ไซโตโครม คลอโรฟลล 
และคอริน (Rainer, 1995) โดยสารเตตราไพโรลเหลานี้จะเกี่ยวของกับกระบวนการเมตาบอ
ลิซึมในกระบวนการถายทอดอิเล็กตรอนของการสังเคราะหแสง เตตราไพโรลแตละชนิด
สามารถเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชั่นและคอนจูเกชั่น โดยการจับกับโลหะอิออนไดหลายชนิดซึ่ง
อยูในรูป prosthetic groups (Natalie, 1996)



แหลงที่พบเอนไซม ALAD เชน ตับหมู, เม็ดเลือดแดงของมนุษย, เชื้อ 
Rhodopseudomonas capsulatus, Rhodobacter sphaeroides, Escherichia coli และ 
ผักขม (Spinacia oleracea) (Natalie, 1996) โดยเอนไซมท่ีไดจากแหลงตางๆเหลานี้จะมี
คุณสมบัติในการเรงปฎิกิริยาเหมือนกัน แตลักษณะของโครงสรางปฐมภูมิตางกันขึ้นอยูกับ
ความตองการโลหะอิออนและการไวตอหมูไธออล ไดมีรายงานวาเอนไซม ALAD ตองการ
โลหะอิออน 2 ชนิดคือ Zn2+ และ Mg2+ เอนไซม ALAD ท่ีตองการ Zn2+ พบในสัตวเลี้ยงลูก
ดวยนม มี พีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมอยูในชวง 6.3-7.1 และตองมี Zn2+

อยูในบริเวณเรงจึงจะมีกิจกรรมในการเรงปฎิกิริยาสูงสุด นอกจากนี้เอนไซม ALAD ท่ีไดจาก
เชื้อ  E. coli และยีสต จัดอยูในประเภทนี้ดวย คือตองการ Zn2+ในการเรงปฎิกิริยาของ
เอนไซม แตพีเอชที่เหมาะสมอยูในชวงเปนดางคือ ประมาณ 9.8 สวนเอนไซมท่ีไดจากเชื้อ 
E. coli มีพีเอชที่เหมาะสมตอการทํ างานของเอนไซมเทากับ 8.0 อยางไรก็ตามพีเอชมีผลตอ
การทํ างานของเอนไซมโดยจะมีผลตออัตราเร็วของการเกิดปฎิกริยา

ในสัตว ยีสต และเชื้อ E. coli  เอนไซม ALAD มีโครงสรางเปน homo-octameric 
และมีหมูไธออล ซ่ึงมีความไวสูงตอการเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชั่น มีผลทํ าใหการเรงปฎิกิริยา
ของเอนไซมลดลง และสูญเสียความสามารถในการจับโลหะอิออนได

สํ าหรับเอนไซม ALAD ท่ีตองการ Mg2+ พบในพืช และมีรายงานวาพีเอชที่เหมาะสม
ตอการทํ างานของเอนไซมอยูในชวง 8-8.5 และมีโครงสรางเปน homohexameric และมี
ความไวตอ ปฎิกริยาออกซิเดชั่นนอยกวาเอนไซม ALAD ท่ีไดจากสัตว

1.0  Glutamyl-t RNA synthetase (GluRS)
GluRS จัดอยูในประเภท aminoacyl-tRNA synthetases และมีความสํ าคัญในการ

สังเคราะห ALA ผานทางวิถี C5 มีหนาที่ให glutamate รวมกับ t RNAGlu ไดเปน Glu-
tRNAGlu และตองมี ATP รวมดวย เอนไซม GluRS ถูกควบคุมโดยการยับยั้งแบบยอนกลับ
ของสารเมตาบอไลซ   ได มีการศึกษาการยับยั้ ง เอนไซม   GluRS ในสาหร าย  
Chlamydomonas reinhardtii โดยฮีม พบวาเอนไซมถูกยับยั้ง 90% ท่ีความเขมขนของฮีม 
5 ไมโครโมลาร และในสาหราย Scenedesmus เอนไซมจะถูกยับยั้งประมาณ 83 % โดย 
protochlorophyllide C ท่ีความเขมขน 45 ไมโครโมลาร อยางไรก็ตามหากความเขมขนของ



ฮีมในระดับตํ่ าคือมีคานอยกวาหรือเทากับ 1 ไมโครโมลาร  ฮีมจะถูกกํ าจัดออกไปโดย 
protein-nucleic acid นอกจากนี้ยังพบวาฮีมจะเปนตัวยับยั้งแบบไมจํ าเพาะตอชนิดของ
เอนไซม เชน restriction endonuclease, DNA polymerse, RNA polymerase, DNA 
ligase, Dnases และ transcription factor-DNA complexes เชนใน Synechocystis พบ
วาเอนไซม GluRS จะไมถูกยับยั้งโดยฮีมในระดับความเขมขนสูง (10 ไมโครโมลาร)    
(Jahn et al., 1992)

1.0  Glutamyl-t RNA reductase (GluTR)
เอนไซม GluTR อาศัยโคเอนไซมท่ีอยูในสภาวะรีดิวซคือ NADPH ซ่ึงเอนไซม 

GluTR มีหนาที่เปลี่ยน Glu-tRNAGlu ไปเปน glutamate-1-semialdehyde หรือสารตัวกลาง
ท่ีมีลักษณะคลายกัน และจะปลอย tRNAGlu อสิระออกมา เอนไซม GluTR จากสิ่งมีชีวิตมี
ลักษณะที่แตกตางกัน (ตารางที่ 1)

จํ  านวนและนํ้  าหนัก โม เลกุลของ เอนไซม จากแหล  งต  างกัน  พบว าใน  
Chlamydomonas monomer มีน้ํ าหนักโมเลกุล 130000 ดาลตัน ขณะที่เชื้อ E. coli  
เอนไซม GluTR 45 มีน้ํ าหนักโมเลกุล 45000 ดาลตัน และในเอนไซม GluTR 85 มีน้ํ าหนัก
โมเลกุล 85000 ดาลตัน สํ าหรับใน Synechocystis 6803 พบวาเอนไซม GluTR สามารถ
ทํ าบริสุทธิ์ไดงาย และมี 9 หนวยยอย ซ่ึงแตละหนวยยอยจะมีน้ํ าหนักโมเลกุลประมาณ 
39000 ดาลตัน

NADPH เปนโคแฟคเตอรเพียงชนิดเดียวที่มีความสํ าคัญตอกิจกรรมการเรง        
ปฎิกริยาของเอนไซม GluTR ไดมีรายงานวาโครงสรางของ glutamate-1-semialdehyde 
ซ่ึงเปนผลิตภัณฑท่ีเกิดจากการเรงปฎิกิริยาของเอนไซม GluTR โดยโมเลกุลแบบเสนตรงจะ
มีความเสถียรมากกวาแบบวงแหวน



ตารางที่ 1 คุณสมบัติของเอนไซม glutamyl-tRNA reductase บริสุทธิ์
Table 1 The purified enzymes and characterized of glutamyl-tRNA reductase

Organism Subunit molecular mass
(Da)

Quaternary structure

C. reinhardtii 130000 α
E. coli 85000 α
S. typhimurium 46080 -
B. subtilis 51800 -
C. vibrioforme 46174 -

Source : Jahn et al., 1992

4.5  Glutamate-1-semialdehyde 2, 1 aminomutase
เอนไซมชนิดนี้มีหนาที่ในการเปลี่ยน GSA→ ALA โดยปฎิกิริยา transamination 

ซ่ึงจะตองมี pyridoxal 5’-phosphate (PLP) หรือ pyridoxamine 5’-phosphate (PAP) 
เปนโคเอนไซมและมีการศึกษาโครงสรางของเอนไซมจากแบคทีเรียและคลอโรพลาสตของ
พืชช้ันสูงพบวาเอนไซมจากทั้ง 2 แหลงมีโครงสรางแบบ dimeric ซ่ึงแตละหนวยยอยจะมีน้ํ า
หนักโมเลกุลประมาณ 45000-46000 ดาลตัน (Jahn et al., 1992)

5. ปจจัยสํ าคัญในการควบคุมการผลิต 5-อะมิโนลีวูลินิกแอซิด
5.1 แหลงคารบอนและไนโตรเจน
Sasaki และคณะ (1990) ศึกษาการผลิต ALA โดยใชกรดไขมันระเหย เชน กรดอะ

ซิติก, โพรพิโอนิกและบิวทิริก ซ่ึงไดมาจากนํ้ าหมักมูลสุกรเปนแหลงคารบอน และหากเติม
กรดลีวูลินิกรวมกับไกลซีนพบวาสามารถผลิต ALA ไดถึง 4.2 มิลลิโมลาร (0.63 กรัม ALA 
ตอลิตร) นอกจากนี้ยังพบวาแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rhodobacter sphaeroides ใชกรด



โพรพิโอนิกในการผลิต ALA มากกวากรดอะซิติกเนื่องจากภายใตสภาวะไรอากาศ-มีแสง
เชื้อใชกรดโพรพิโอนิกที่มีในนํ้ าหมักผลิต ALA โดยสังเคราะหผานทาง methylmalonyl Co 
A pathway : Propionic acid → propionyl CoA → methylmalonyl CoA →
Succinyl Co A → ALA

Tanaka และคณะ (1994) ศึกษาการใชกรดไขมันระเหยจากการหมักนํ้ าเสียซึ่งมี
องคประกอบทางเคมี คือ ไนโตรเจนทั้งหมด 7340 มิลลิกรัม/ลิตร และมีกรดไขมันระเหย ได
แก อะซิเตท 1500 มิลลิกรัม/ลิตร โพรพิโอเนต 1600 มิลลิกรัม/ลิตร บิวทิเรท 450 มิลลิกรัม/
ลิตร และไอโซ-บิวทิเรท 400 มิลลิกรัม/ลิตร โดยหมักเปนเวลา 5 วัน ท่ี 35 องศาเซลเซียส 
ภายใตสภาวะไรอากาศ-มีแสง (5 klux) รวมกับการเติมกรดลีวูลินิก 30 มิลลิโมลาร 3 ครั้ง 
และไกลซีน 60 มิลลิโมลาร 1 ครั้ง พบวาเชื้อ Rhodobacter sphaeroides สามารถผลิต 
ALA ไดสูงถึง 9.2 มิลลิโมลาร

5.2 สารตั้งตน
ไกลซีนและซัคซิเนตเปนสารตั้งตนในกระบวนการสังเคราะห ALA ของเชื้อแบคทีเรีย

สังเคราะหแสง ท่ีไมใหออกซิเจนและเพอเพิลท่ีไมใชซัลเฟอร สวนกลูตาเมตเปนสารตั้งตนใน
การสังเคราะห ALA ในพืช และสาหราย Sasaki และคณะ (1987) เลี้ยงเชื้อ Rhodobacter 
sphaeroides สายพันธุ IFO 12203 ในนํ้ าหมักมูลสุกรเพื่อผลิต ALA พบวาการเติมซัคซิเนต 
30 มลิลโิมลตอลิตร และไกลซีน 30 มิลลิโมลตอลิตร สามารถผลิต ALA ไดสูงถึง 2 มิลลิโมล
ตอลิตร สวน Sasaki และคณะ (1990) ใชน้ํ าทิ้งหลังการหมักแกส 5-7 วัน ของโรงเรือนสุกร
เลี้ยง R. sphaeroides ภายใตสภาวะไรอากาศ -ใหแสง 5000 ลักซ เพื่อผลิตสาร ALA พบ
วาการเติมกรด ลีวูลินิก 3 ครั้งๆ ละ 30 มิลลิโมลตอลิตรและไกลซีน 60 มิลลิโมลตอลิตร 1 
ครั้ง เชื้อสามารถเพิ่มการผลิต ALA สูงถึง 4.2 มิลลิโมลตอลิตร (0.63 กรัมตอลิตร)

Sasaki และคณะ (1995) เลี้ยงสาหราย Chlorella sp. ในสภาวะมีแสงและไรแสง 
เพื่อศึกษาการผลิต ALA โดยเติมสารตั้งตน ไดแก โซเดียมกลูตาเมต, ไกลซีน และ โซเดียม
ซัคซิเนต ท่ีความเขมขน 30 มิลลิโมลตอลิตร และเติมกรดลีวูลินิก 20 มิลลิโมลตอลิตร 3 ครั้ง 
พบวา การเจริญและการผลิต ALA เพิ่มข้ึนเมื่อสารตั้งตนเปนกลูตาเมตโดยผลิต ALA ไดเทา
กับ 1.94 มิลลิโมลาร ขณะที่การเติมซัคซิเนตและไกลซีน จะยับยั้งการเจริญและการผลิต 



ALA แสดงวาการผลิต ALA ของ Chlorella sp. เกิดขึ้นโดยวิถี C5 ภายใตสภาวะมีอากาศ 
และ/หรือไมมีอากาศ

5.3 แหลงอาหารเสริม
การเจริญและการผลิต ALA ของแบคทีเรียสังเคราะหแสงพบวาตองการแหลง

อาหารเสริม เชน ไธอามิน ไบโอติน เปนตน โดยไธอามินเปนวิตามินที่เปนตนกํ าเนิดของโค
เอนไซมไธอามีนไพโรฟอสเฟต (thiamin pyrophosphate : TPP) ในปฎิกิริยาการสลาย C-C 
ของ α-keto acid  การเปลี่ยนไธอามินไปเปน TPP ไดโดยใช Mg2+ และ ATP-dependent 
thiamin pyrophosphokinase  อณูของ TPP มี active site อยูท่ีคารบอนตํ าแหนงที่ 2 ใน
วงแหวน thiazole คือมีประจุเปนลบ อณูของ thiazole จะเปนศูนยกลางของ 
phosphorylation และเปน active site ของ thiamin อณูของ pyrimidine มีความจํ าเปนใน
การทํ าหนาที่โคเอนไซม  TPP ทํ าหนาที่ในปฎิกิริยา 2 ชนิดคือทํ านาที่เปน active aldehyde 
transfer โดยตองมี Mg2+ ทํ างานรวมดวย  ซ่ึงหนาที่ของ TPP ท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะห 
ALA คือ การเกิดปฎิกิริยา oxidative decarboxylation ของกรด α-ketoglutaric โดย
เอนไซม  α-ketoglutarate ไปเปน succinyl CoA และสารนี้จะไปรวมกับไกลซีน ไดเปน 
ALA นอกจากนี้ยังมีปฎิกิริยา oxidative decarboxylation ของ α-keto acid derivatives 
α-keto acid derivatives บางชนิดเชน isoleucine และ valine ซ่ึงเปนพวก branched-
chain α-keto acid ท่ีนํ าไปใชในการสังเคราะหกรดไขมัน ในกระบวนการก็จะเปลี่ยนกรด
อะมิโนเหลานี้ไปเปน α-keto acid แลวตามดวย deamination ดังแสดงในรูปท่ี 3 (สมทรง 
เลขะกุล, 2543)



 Isoleucine Valine

        ↓  ↓
β-Methyl Valeric acid    α-Keto Isovaleric acid

      ↓ ↓
α-Methyl-butyryl CoA iso-Butyryl CoA
      ↓ ↓
Succinyl CoA    Succinyl CoA

รูปที่ 3 ปฎิกิริยา Oxidative decarboxylation ของ α-keto acids
Fig. 3   Oxidative decarboxylation  branched-chain α-keto acids
Source :  Comb , 1992 (อางโดย สมทรง เลขะกุล, 2543)

ไบโอตินมีหน าที่ เป น  prosthet ic group ของเอนไซม  ท่ีจะเป นตัวพา
คารบอนไดออกไซดไปสงตอใหกับสารที่ตองการ สํ าหรับไบโอตินที่มีหนาที่เกี่ยวของกับการ
สังเคราะห ALA ไดแก การเกิดปฎิกริยาโดย Propionyl CoA carboxylase เอนไซมน้ีเปน 
biotin-dependent carboxylase ท่ีใชในการสังเคราะห methylmalonyl CoA จากการเติม 
CO2 ใหกับ propionyl CoA ท่ีไดจาก propionic acid จากการสลายของกรดไขมันที่มี
จํ านวนคารบอนเลขคี่ ตอจากนี้ methylmalonyl CoA มีการเปลี่ยนแปลงไปเปน succinyl 
CoA ซ่ึงจะไปรวมกับไกลซีนไดเปน ALA (สมทรง เลขะกุล, 2543)

มีรายงานวาเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rhodopseudomonas spheroides ท่ี
เจริญในที่มีแสง และในอาหารที่ไมมีการเติมไบโอตินไมสามารถสราง coproporphyrin หรือ 
bacteriochlorophyll จาก α-oxoglutarate และไกลซีน  (Lascelles,1956)

Deamination

TPP Dependent Decarboxylation



Gibson และ Tait (1956) พบวาไบโอตินมีความสํ าคัญตอการสังเคราะห ALA จาก
ไกลซีนและซัคซิเนต โดยการเปลี่ยนเปน succinyl-CoA ซ่ึงไมใชเอนไซม α-oxoglutaric 
acid dehydrogenase แตอาศัยเอนไซม succinyl thiokinase ซ่ึงอาจเปนเพราะไบโอติน
เปนสิ่งจํ าเปนสํ าหรับปฎิกิริยาการรวมกันของ ซัคซินิลโคเอ และ ไกลซีน นอกจากนี้ยังพบวา
อาหารที่ไมมีการเติมไบโอตินเชื้อจะลดการสังเคราะหพอไพรินและลดกิจกรรมเอนไซม 
ALAS และกิจกรรมของเอนไซม ALAS จะลดลงหากมีการเติม ซัคซินิล โคเอ, ไกลซีน, ไพริ
ดอกซัลฟอสเฟต และไมมีการเติมไบโอติน แตถาในอาหารมีไบโอติน 2 ไมโครโมลาร พบวา
จะมีกิจกรรมของเอนไซม ALAS ในระดับปกติแตจะไมมีการสังเคราะหพอไพรินหรือแบคเท
อริโอคลอโรฟลลแตสามารถกระตุ นใหเกิดการสังเคราะหพอไพรินไดเมื่อมีการเติม 
ethionine ท่ีความเขมขน 0.001-0.0001 โมลาร

5.4 โลหะอิออน
โลหะอิออนมีผลตอการทํ างานของเอนไซมซ่ึงโลหะอิออนบางชนิดสามารถกระตุน

กิจกรรมการเรงปฎิกิริยาของเอนไซมแตโลหะอิออนบางชนิดก็มีผลในการยับยั้งการทํ างาน
ของเอนไซมเชนกัน Nalalie (1996) พบวาเอนไซม ALA dehydratase มีความตองการ
โลหะอิออน 2 ชนิดคือ Zn2+ และ Mg2+ ตอการทํ างานของเอนไซมโดยไดทํ าการศึกษาในเชื้อ 
Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae และในถั่ว Pisum sativum เอนไซม 
ALAD ท่ีไดจากเชื้อ Escherichia coli จะมีโลหะอิออน Zn2+ 2 ตัวจับกับเอนไซมท่ีตํ าแหนง 
α และ β สํ าหรับตํ าแหนง α ท่ีมี Zn2+จับอยูอาจแทนที่โดยโลหะอิออน Mg2+ หาก Zn2+

ยายไปอยูในตํ าแหนง β แต Mg2+ จับกับเอนไซมท่ีตํ าแหนงจํ าเพาะและอยูในรูปของ Mgc

สํ าหรับเอนไซม ALAD ท่ีไดจากถั่ว Pisum sativum มีความจํ าเพาะตอโลหะอิออน Mg2+

เทานั้นจึงจะมีกิจกรรมในการเรงปฎิกิริยาสูงสุดและหากเอนไซมจับกับ Zn2+ พบวาเอนไซม
ชนิดนี้สูญเสียกิจกรรมในการเรง ปฎิกิริยา

เหล็ก
เหล็กเปนธาตุท่ีจํ าเปนสํ าหรับการสังเคราะห iron porphyrin ซ่ึงเปนสารตั้งตนใน

การสังเคราะหแบคเทอริโอคลอโรฟลลและสารประกอบอื่นที่มีเหล็กเปนองคประกอบของ
แบคทีเรียพวกเพอรเพิลไมใชซัลเฟอร (Lascelles, 1960 อางโดย Shipman et al., 1977) 



แบคทีเรียสังเคราะหแสงตองการธาตุเหล็กประมาณ 0.2 ไมโครกรัมตอ 100 มิลลิลิตร
อาหาร (Hunter, 1946) การเติมเหล็กลงไปในอาหารจะทํ าใหการสังเคราะหแบคเทอริโอ
คลอโรฟลลเพิ่มข้ึน 8-10 เทา (Lascelles, 1956)

ปริมาณเหล็กที่มากเกินพอมีผลยับยั้งการเจริญและการผลิตรงควัตถุของแบคทีเรีย
สังเคราะหแสงโดยกลไกการควบคุมแบบ negative feedback โดยเหล็กมีผลไปกระตุนใหมี
การหลั่งพอไพรินดวยการสงเสริมการสังเคราะหสารประกอบฮีม ซ่ึงเปนผลิตภัณฑสุดทายที่
ไปยับยั้งการทํ างานของเอนไซม ALA synthetase ซ่ึงเปนเอนไซมตัวแรกในกระบวนการที่
สรางกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) จากไกลซีนและซัคซินิลโคเอ จึงทํ าใหไมสามารถสราง
สารกรด 5- อะมิโนลีวูลินิก (ALA) ซ่ึงเปนสารตัวกลางที่ใชในการสังเคราะหรงควัตถุ 
(Burnham and Lascelles, 1963)

นอกจากนี้การเจริญและการผลิตรงควัตถุของเชื้อยังขึ้นกับการเติมเหล็กในรูปเฟอ
รัส (Fe2+) หรือรูปเฟอริค (Fe3+) การเติมเหล็กในรูปเฟอริคซิเตรท มีผลเพิ่มกิจกรรมของ
เอนไซม ALA synthetase ถึง 2.5 เทาแตการเติมเหล็กในรูปเฟอรัสซัลเฟตที่ความเขมขน
เพิ่มข้ึน (FeSO4 จาก 0.01 เปน 0.1 มิลลิโมล) มีผลใหการทํ างานของเอนไซม ALA 
synthetase ลดลง 2.18 เทา (Burnham and Lascelles, 1963) สวนการเติมเฟอริคซิเตรต
เข มข น 100 มิลลิโมล (หรือ 3.35 กรัมตอลิตร) ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลให 
Rhodopseudomonas sphaeroides สรางพอไพริน (porpyrin) ลดลงถึง 100 เทา 
(Lascelles, 1956) และการเติมเหล็กในรูปเฟอริคซิเตรตหรือเฟอรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ความเขมขนเทากับหรือมากกวา 5 ไมโครโมล คิดเปนธาตุเหล็กประมาณ 0.28 มิลลิกรัมตอ
ลิตร มีผลยับยั้งการสรางพอไพริน (Lascelles, 1949 อางโดย Shipman et al., 1977)

5.5  โคแฟคเตอร
ไพริดอกซัลฟอสเฟตเปนโคแฟคเตอรท่ีสํ าคัญของเอนไซม ALA synthetase มีหนา

ท่ีเกี่ยวของกับการสังเคราะหฮีมจากกรดอะมิโนไกลซีนและซัคซินิลโคเอ ไนโตรเจนในอณู
ของฮีมไดมาจากไกลซีนและคารบอน ในวงแหวนพอไพริน ไดมาจากซัคซินิลโคเอ การเกิด
การรวมตัวของกรดอะมิโนทั้งสองชนิดเกิดขึ้นในไมโตคอนเดรียไดสาร δ-aminolevulinic 
acid จากการใชเอนไซม ALA synthetase ท่ีมีไพริดอกซัลฟอสเฟตเปนโคแฟคเตอร        



(ดังสมการ) จะเห็นวาใน ปฎิกิริยาใช PLP ไปกระตุนไกลซีนแลวทํ าใหเกิด Schiff-base ท่ีจะ
ทํ าให α-carbon ของไกลซีน ไปรวมกับ carbonyl carbon ของซัคซิเนตได ภายหลังจาก
การรวมกันของไกลซีนและซัคซิเนตแลวจะได α-amino-β-aminolevulinic acid ซ่ึงนํ าไป
สังเคราะหฮีมตอไป

Glycine + succinyl-CoA       δ-aminolevulinate synthetase         δ-aminolevlinate     heme

5.6  ตัวยับยั้งเอนไซม ALA dehydratase
มีการศึกษาชนิดของตัวยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม ALA dehydratase (ALAD) เพื่อ

ใหมีการผลิต ALA ไดมากขึ้น โดยมีการทดสอบสารที่มีโครงสรางบางสวนคลาย ALA กับ
เอนไซม ALAD Natalie และคณะ (1996) พบวากรดลีวูลินิกเปนตัวยับยั้งแบบแขงขันกับ
เอนไซม ALAD จากเชื้อ Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae และถั่ว Pisum 
sativum ซ่ึงกิจกรรมของเอนไซม ALAD เปนตัวเรงปฎิกิริยาการรวม ALA 2 โมเลกุลไปเปน 
porphobilinogen โดยจุลินทรียจะปลอย ALA ในไมโทคอนเดรียออกมาอยูในไซโตซอล ดัง
น้ันจึงมีการเติมกรดลีวูลินิกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อเพิ่มการผลิต ALA ในเชื้อตางๆ เหลานี้ 
ไดแก Chlorella vulgaris (Beale, 1970), Methanobacterium thermoautotrophicum
(Jaenchen et al., 1981) Clostridium thermoaceticum (Koesnandar et al., 1989) 
และ Methanosarcina barkeri (Lin et al., 1989)

Sasaki และคณะ (1987) พบวาการเติมกรดลีวูลินิกปริมาณ 10-25 มิลลิโมลตอ
ลิตรในระยะกึ่งกลางการเจริญสูงสุดในการเลี้ยง Rhodobacter sphaeroides ในอาหาร 
กลูตาเมต-มาเลต ความเขมแสง 3000 ลักซ มีผลชะลอการเจริญของเชื้อ แตสงเสริมการ
หลั่ง ALA ออกมานอกเซลลมากขึ้นและไดสาร ALA สูงสุดเทากับ 0.26 มิลลิโมลตอลิตร 
เมื่อเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลตอลิตร

Sasaki และคณะ (1997) ไดเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter sphaeroides สายพันธุ IFO 
12203 ในอาหารที่มีกลูตาเมต-มาเลต ปรับพีเอช 5.5 เติมกรดลีวูลินิก 5 มิลลิโมลาร พบวา
กรดลีวูลินิกจะยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม ALAD ไดสูงถึง 85% นอกจากนี้ยังมีรายงานวา 



การเติมกรดลีวูลินิกลงในอาหารเลี้ยงเชื้อจะทํ าใหเอนไซม ALAD ลดลงอยางรวดเร็ว
ประมาณ 30-50% ภายในระยะเวลา 3 ช่ัวโมง และหลังเติมกรดลีวูลินิก 60-90 ช่ัวโมงพบวา
กิจกรรมของเอนไซม ALAD เพิ่มข้ึน ดังนั้นการรักษาระดับเอนไซม ALAD ใหอยูในระดับตํ่ า
จึงตองมีการเติมกรดลีวูลินิกเปนชวงๆ อยางตอเนื่องและมีการเติมในปริมาณเพียงเล็กนอย
เนื่องจากกรดลีวูลินิกมีราคาแพง

สวนสารอื่นๆ ท่ีมีผลยับยั้งเอนไซม ALAD ไดแก gabaculine ซ่ึงมีการทดลองกับ
เอนไซม ALAD โดย Darweeh (1992) ศึกษาผลของสาร gabaculine ในการยับยั้งเอนไซม 
ALAD ท่ีไดจากคลอโรพลาสตในถั่ว โดยทํ าการทดสอบสาร gabaculine ท่ีความเขมขน    
0, 10, 15 และ 30 มิลลิโมลาร เปนเวลา 10 ช่ัวโมงภายใตสภาวะมีแสงและไมมีแสง เพื่อ
ศึกษาการทํ างานของเอนไซม ALAD พบวาในสภาวะมีแสง กิจกรรมของเอนไซม ALAD มี
คาเพิ่มข้ึน 2.7 เทาและเมื่อทดสอบสารนาน 2 วัน สามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม 
ALAD 50% ในสภาวะมีแสง และ 30% ในสภาวะไรแสง ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ 
Pulcheria และคณะ (1994) โดยศึกษาผลของ gabaculine ในการยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม ALAD เชนกันใชสาร gabaculine ความเขมขน 100 ไมโครโมลาร ทดสอบในยอด
ออนของ radish พบวากิจกรรมของเอนไซม ALAD ลดลงอยางรวดเร็วหลังจากทดสอบสาร 
24 ช่ัวโมงเมื่อเจริญภายใตสภาวะมีแสง

5.7  ความเขมแสง
แบคทีเรียสังเคราะหแสงตองการแสงเปนแหลงพลังงานในระหวางการเจริญภายใต

สภาวะไรอากาศ (Sasaki et al., 1987) ความเขมแสงมีผลตอการเจริญ และการผลิต ALA 
Sasaki และคณะ (1990) ศึกษาผลของความเขมแสงตอการผลิต ALA จากเชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides โดยมีการเติมกรดลีวูลินิก 30 มิลลิโมลาร และไกลซีน 60 มิลลิ
โมลาร พบวาการผลิต ALA เพิ่มข้ึนเมื่อความเขมแสงเพิ่มข้ึน แตเมื่อความเขมแสงมากกวา 
5000 ลักซ การผลิต ALA ลดลง นอกจากนี้ชนิดของหลอดไฟก็มีผลตอการเจริญ Kim และ
คณะ (1982) รายงานวา หลอดไฟทังสเตนมีความเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อเนื่องจาก
การเปลงแสงใกลเคียงกับ infra-red (IR) ซ่ึงอยูในชวงความยาวคลื่น 800-900 นาโนเมตร 
โดยที่ความยาวคลื่นนี้แบคเทอริโอคลอโรฟลลจะมีประสิทธิภาพในการดูดกลืนแสงมากที่สุด



ดังนั้นเชื้อจึงมีการเจริญไดดี สวน William และคณะ (1967) รายงานวา ลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาของเชื้อ Rhodospirillum และ Rhodopseudomonas จะมีการตอบสนองตอ
ความเขมแสงโดยปริมาณของ intracellular membrane ท่ีใชในการสังเคราะหแสงมี
ปริมาณเพิ่มข้ึนเมื่อเชื้อเจริญในที่มีความเขมแสงตํ่ า เชนเดียวกับอัตราการสังเคราะหแบค
เทอริโอคลอโรฟลลจะเพิ่มข้ึนเมื่อความเขมแสงตํ่ า

5.8  ออกซิเจน
ออกซิเจนเปนปจจัยที่สํ าคัญในการสรางเซลลและปริมาณรงควัตถุโดยออกซิเจนมี

ผลยับยั้ งการสร  างรงควัตถุ  Cohen-Baz i re  และคณะ  (1957)  เลี้ ยง เชื้ อ  
Rhodopseudomonas sphaeroides ท่ีเจริญในอาหารที่มีออกซิเจนภายใตสภาวะมีอากาศ
เล็กนอย-มีแสง พบวาการสังเคราะหแบคเทอริโอคลอโรฟลลลดลงทันทีและไมมีการสะสม
ของ ALA หรือสารตัวกลางในการสังเคราะหแบคเทอริโอคลอโรฟลล นอกจากนี้ออกซิเจนที่
ความเขมขนสูงจะยับยั้งเอนไซม ALAS อยางรวดเร็ว (Lascelles, 1968) สวน Marriott 
(1968) พบวาการใหออกซิเจนในระหวางการเลี้ยง R. spheroides ภายใตสภาวะมีอากาศ
เล็กนอย-มีแสงมีผลใหลดกิจกรรมของเอนไซม ALAS 8-10 เทา ท้ังนี้กิจกรรมของเอนไซม 
ALAS ถูกกระตุนโดยสารประกอบไดซัลไฟด และถูกยับยั้งหากในระบบการเลี้ยงมีการให
ออกซิเจนเนื่องจากออกซิเจนจะมีผลตอการเมตาบอลิซึมของสารประกอบซัลเฟอรโดยพบ
วาเมื่อมีการใหออกซิเจน 1 ช่ัวโมง ปริมาณของ GSH+GSSG และ cysteine+cystine ภาย
ในเซลลลดลงมากกวา 10% กอนที่จะมีการใหออกซิเจน (Neuberger, 1973) ซ่ึงกิจกรรม
สูงสุดของเอนไซม ALAS จะเปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาณของ GSH+GSSG ภายในเซลล 
(GSH+GSSG เปนสารประกอบไตรซัลไฟดมีหนาที่กระตุนการทํ างานของเอนไซม ALAS) 
นอกจากนี้ออกซิเจนจะมีผลยับยั้งโฮโมซีสเตอีน (homocysteine) ไมใหเปลี่ยนไปเปนเมท
ไธโอนีน (methionine)

5.9  พีเอช
Sasaki และคณะ (1997) พบวาที่พีเอช 7.5 กิจกรรมของเอนไซม ALAD ลดลง 

20% หลังจากเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน 15 มิลลิโมลาร และเอนไซม ALAD ลดลง 
45% เมื่อเพิ่มกรดลีวูลินิกเปน 100 มิลลิโมลาร สํ าหรับพีเอช 6.5 เอนไซม ALAD ลดลง 



60% หลังจากเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน 15 มิลลิโมลาร และที่พีเอช 5.5 หลังจากเติม
กรดลีวูลินิก 5 มิลลิโมลารสามารถยับยั้งเอนไซมได 85% ท้ังนี้กรดลีวูลินิกที่มีประสิทธิภาพ
สูงในการยับยั้งเอนไซม ALAD จะอยูในรูปไมแตกตัว (undissociated) และจะพบมากใน
อาหารที่มีพีเอชตํ่ า ซ่ึงสอดคลองกับการทดลองของ Noparatnaraporn และคณะ (2000) ท่ี
ศึกษาการผลิต ALA จากเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rhodovulum sp. ภายใตการควบ
คมุพีเอชที่พีเอช 5.5, 5.8, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5 และ 8.0 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 
3% เลี้ยงเชื้อภายใตสภาวะไรอากาศ-มีแสง 5000 ลักซ อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เติมสาร
ตั้งตนไกลซีน 30 มิลลิโมลาร ซัคซิเนต 30 มิลลิโมลาร และเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร  
3 ครั้ง พบวาที่พีเอช 5.8 เชื้อผลิต ALA ไดสูงสุดเทากับ 1.2 mM และที่พีเอชเพิ่มข้ึน การ
ผลิต ALA ลดลง

นอกจากนี้ พีเอชมีผลตอกิจกรรมของเอนไซม โดยทั่วไปพีเอชจะมีผลตอการแตกตัว    
อิออน (ionization) ของ prototrophic group ท่ีอยูในบริเวณเรง (active site) ของเอนไซม 
มีผลใหเกิดการเปลี่ยนโครงรูปสามมิติซ่ึงมีผลไปสูการเบี่ยงเบนในดานการจับกับสับสเตรต 
หรือการเรงปฎิกิริยา และพีเอชยังไปมีผลตอการเกิด ES การแตกอิออนของสับสเตรต       
โคแฟคเตอร ซ่ึงนํ าไปสูการจับกับเอนไซมท่ีเปลี่ยนไปดวย นอกจากนี้พีเอชยังมีผลตอความ
เสถียรของเอนไซม เนื่องจากเอนไซมทุกชนิดเปนโปรตีน ดังนั้นปจจัยที่มีผลตอความเสถียร
ของเอนไซมก็คือ ปจจัยที่มีผลใหโครงสรางของโปรตีนในระดับปฐมภูมิหรือทุติยภูมิเปลี่ยน
ไป เชน กรดแกและดางแกมีผลใหโปรตีนของเอนไซมเสียสภาพธรรมชาติไปเลย (ปราณี 
อานเปรื่อง, 2543) สํ าหรับพีเอชที่มีผลตอกิจกรรมของเอนไซม ALA synthase (ALAS) และ 
ALA dehydretase  (ALAD) พบวาที่พีเอช 6.0-6.5 กิจกรรมของเอนไซม ALAD ถูกยับยั้ง
ดังนั้นการผลิต ALA จึงลดลงดวยเชนกัน ท่ีพีเอชเปนกลาง 6.8-7.0 กิจกรรมของเอนไซม 
ALAS มีอยูในระดับสูง แตกิจกรรมของเอนไซม ALAD ถูกยับยั้งปานกลาง ดังนั้น ALA จึงมี
การผลิตอยางตอเนื่อง และที่พีเอช 8.0 พบวากิจกรรมของเอนไซม ALAS มีอยูในระดับตํ่ า 
แตกิจกรรมของเอนไซม ALAD กลับเพิ่มข้ึน ดังนั้นการสังเคราะห ALA ในเซลลถูกเมตา   
บอไลซไปเปนสารประกอบเตตราไพโรลทํ าให มีการสะสม ALA อยูเพียงเล็กนอย (Sasaki 
et al., 1996)



Sasaki และคณะ (1993) ศึกษาผลของพีเอชตอการผลิต ALA จากการเลี้ยงเชื้อ 
Rhodobacter sphaeroides  ท่ีมีกรดไขมันระเหยเปนองคประกอบ โดยอาหารเลี้ยงเชื้อมี 
พเีอช 6.0, 6.2, 6.5, 6.8, 7.0, 7.5 และ 8.0 พบวาพีเอชที่เหมาะสมในการผลิต ALA อยูใน
ชวง 6.8 –7.0 โดยเชื้อสามารถผลิต ALA ไดเทากับ 16 มิลลิโมลาร (2.1 กรัมตอลิตร) เมื่อ
ผลิต ALA ภายใตการควบคุมพีเอช (6.8 ± 0.1) โดยมีการเติมกรดลีวูลินิกและไกลซีน และ
ศึกษากิจกรรมของเอนไซม ALAS และ เอนไซม ALAD พบวากิจกรรมของเอนไซม ALAS 
ภายในเซลลเพิ่มข้ึนหลังจากมีการเติมกรดลีวูลินิกขณะที่กิจกรรมของเอนไซม ALAD ถูก
ยับยั้งอยางรวดเร็วหลังจากเติมกรดลีวูลินิก 30 นาที โดยมีกิจกรรมของเอนไซมเหลือเพียง 
15 % ท้ังนี้กิจกรรมของเอนไซม ALAS ท่ีเพิ่มข้ึนเนื่องจากเกิดการปลดปลอยจากกระบวน
การยับยั้งแบบยอนกลับโดยสารประกอบพวกฮีมเพราะกรดลีวูลินิกเปนตัวยับยั้งแบบแขงขัน
กับเอนไซม ALAD ดังนั้นการเกิดสารประกอบฮีมจึงมีผลใหการสะสม ALA ลดลง

สวนผลของพีเอชตอความคงตัวของ ALA พบวา ALA สลายตัวไดงายที่พีเอชเปน
ดางโดยสลายไป 60% ท่ีพีเอช 7.5 ระหวางการเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter sphaeroides ท่ี 48 
ช่ัวโมง แต ALA สลายตัวเพียง 20% ท่ีพีเอชตํ่ ากวา 6.5

6. การประยุกตใชกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก
6.1  สารกระตุนการเจริญ (Growth stimulator)

Sasaki และคณะ (1995) ศึกษาผลของ ALA ตอการเจริญและการสังเคราะหแสง
ของสาหรายเกลียวทอง โดยการเติม ALA 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวามีการสะสมของไฟโค
ไซยานิน และคลอโรฟลลภายในเซลลเพิ่มข้ึน

Hotta  และคณะ (1989) ศึกษาผลของ ALA ในการสงเสริมการเจริญของพืชหลาย
ชนิด โดยพนสารละลาย ALA ลงบนใบผักกาดที่ระดับความเขมขน 0.06, 0.18, 0.6, 1.8 
และ 6 มิลลิโมลาร พบวาที่ความเขมขนของ ALA 0.06-1.8  มิลลิโมลาร มีผลทํ าใหน้ํ าหนัก
แหงของรากเพิ่มข้ึน แตท่ีความเขมขน 6 มิลลิโมลาร มีผลใหตนออนไดรับความเสียหาย 
นอกจากนี้ ALA ท่ีความเขมขน 0.18 และ 0.6 มิลลิโมลาร ชวยเพิ่มการตรึง
คารบอนไดออกไซดในสภาวะมีแสง และลดการปลอยคารบอนไดออกไซดในสภาวะไรแสง 



การใช ALA ท่ีความเขมขนตํ่ า (0.06 มิลลิโมลาร) เพิ่มการเจริญและผลผลิตของถั่วแดง, 
ขาวบารเลย, มันฝรั่ง และ กระเทียมประมาณ 10-60% เมื่อเปรียบเทียบกับการทดลองชุด
ควบคุมท่ีไมไดใชสาร ALA

Hotta  และคณะ (1997) ศึกษาผลของ ALA ตอสรีระวิทยาของพืชโดยใชสาร
ละลาย ALA ท่ีระดับความเขมขน 0.0006-600 มิลลิโมลาร โดยใชวิธีแชรากในสารละลาย 
พบวาที่ความเขมขนของ ALA 0.06-6 มิลลิโมลาร มีผลทํ าใหตนขาวมีการเจริญเพิ่มข้ึนใน
สภาวะมีแสงแตไมมีผลสงเสริมการเจริญในสภาวะไรแสง นอกจากนี้เมื่อทดสอบใน pothos 
lime (Epipremnum aureus) พบวาที่ความเขมขนของ ALA 0.06 มิลลิโมลาร มีการสะสม
ของคลอโรฟลลเพิ่มข้ึน แตในการกระตุนการสังเคราะหแสงของพืชตองใชสาร ALA รวมกับ
สารอาหาร

Roy และคณะ (1998) ศึกษาผลของสาร ALA ตอการเพิ่มน้ํ าหนักของผลผลิตในถั่ว 
โดยวิธีการแชเมล็ดในสารละลาย ALA กอนการนํ าไปปลูก พบวา ALA ทํ าใหมีการเจริญ
เพิ่มข้ึน จํ านวนฝกตอตน จํ านวนเมล็ดตอฝก และนํ้ าหนักเมล็ดเพิ่มข้ึน รวมทั้งมีการสะสม
ของวัตถุแหง (dry matter) ในใบ ลํ าตน ฝกและปริมาณคลอโรฟลลเพิ่มข้ึนดวย

Bindu และคณะ (1998) ศึกษากิจกรรมของ ALA ในการชักนํ าใหเกิดแคลลัสเพื่อ
การขยายพันธุพืชโดยใชช้ินสวนของใบถั่วเพาะเลี้ยงในอาหาร Murashige  Skoog (MS) 
และมีการเติม ALA ในปริมาณ 1-10 มิลลิกรัม พบวาทุกการทดลอง ALA มีผลชักนํ าใหเกิด
แคลลัส ยกเวนที่ความเขมขน 1 มิลลิกรัมของ ALA และที่ความเขมขน 5-6 มิลลิกรัม พืชมี
การเจริญอยางรวดเร็ว สวนที่ปริมาณ ALA 7-10 มิลลิกรัมมีรากเกิดขึ้นดวย นอกจากนี้เมื่อ
นํ าชิ้นสวนของพืชท่ีประกอบดวยยอดและตาไปเลี้ยงในอาหาร MS และมีการเติม ALA 1-
10 มิลลิกรัม พบวามีการพัฒนาของยอดและราก ยกเวนที่ปริมาณ 1-2 มิลลิกรัม ท่ีมีการ
พัฒนาของรากเพียงอยางเดียว

Virgon และ McEwen (1995) ศึกษาผลของ ALA ตอการผลิตรงควัตถุในยอดออน
ของถั่วภายใตสภาวะการเจริญแบบไรแสง พบวาการสังเคราะห protochlorophyll เพิ่มข้ึน
นอกจากนี้ไดมีการทดลองวิธีการใชและความเขมขนตางๆ ของ ALA ในขาว, ขาวโพด, ถั่ว
แดง และ หัวผักกาด (redish) พบวาผลของ ALA ข้ึนอยูกับวิธีการนํ าไปใชและความเขมขน 



การนํ า ALA ไปใชโดยวิธีท่ีเหมาะสมทํ าใหมีการเจริญของพืชเพิ่มข้ึน 110-150% และความ
เขมขนที่เหมาะสมคือ 0.1-1.0 พีพีเอ็ม โดยการแชราก, 30-100 พีพีเอ็ม โดยการฉีดพน และ 
10-100 กรัมตอพื้นที่ 10 แอคเคอร โดยการราดลงในดิน

6.2 สารกํ าจัดวัชพืช (Photodynamic herbicides)
Sasaki และคณะ (1991) ทดสอบประสิทธิภาพในการกํ าจัดวัชพืช Trifolium 

repens ของนํ้ าหมักที่ไดจากการเลี้ยง Rhodobacter sphaeroides 4 วัน (มีสาร ALA 4 
มิลลิโมล) โดยพน 10 มิลลิลิตรตอ 150 ตารางเซนติเมตร พบวา หลังจากพนในวันที่ 1, 2 
และ 3 ใหคา herbicide activity (พื้นที่ของใบพืชท่ีถูกทํ าลายตอพื้นที่ของใบพืชท่ีดีคูณรอย)  
83, 90 และ 95 % ตามลํ าดับ และเมื่อเติมสาร α, α’ – dipilidyl (5 มลิลิโมล) ซ่ึงเปนสาร
สงเสริมการออกฤทธิ์ของสารกํ าจัดวัชพืช ลงในนํ้ าหมัก มีผลเพิ่มประสิทธิภาพการกํ าจัดวัช
พืชไดถึงรอยละ 100 (หลังการพน 1, 2 และ 3 วัน)

การพนสาร ALA บนใบวัชพืชภายใตสภาวะไรแสง สาร ALA เปลี่ยนรูปเปน 
protochlorophyllide (รูปท่ี 4) เมื่อมีแสงอาทิตย จะทํ าหนาที่เปนตัว photosynthesizers 
(เปลี่ยนเปน triplet oxygen ท่ีมีศักยภาพในการออกซิไดซ singlet oxygen) ออกซิเจนในรูป 
singlet oxygen จะออกซิไดซอยางรุนแรง (superoxidizes) ตอฟอสโฟลิปดของผนังเซลล
ของใบพืช ผนังเซลลถูกทํ าลาย วัชพืชตาย สาร ALA สามารถกํ าจัดวัชพืชชนิดใบเลี้ยงคูมาก
กวาพืชใบเลี้ยงเดี่ยว

Hartel และคณะ (1993) ศึกษาผลของ ALA ตอองคประกอบการสังเคราะหแสงใน
ใบขาวสาลี และผักกาดหอมโดยใชความเขมขนของ ALA 5 มิลลิโมลาร ในสภาวะไรแสง 
พบวาที่ 16 ช่ัวโมงใบของผักกาดหอมมีการสะสมของโปรโตคลอโรฟลลลดลงตอหนึ่งหนวย
พื้นที่ของใบ ใบของผักกาดหอมมีการนํ า ALA ไปใชสูงกวา

Tripathy และคณะ (1991) ศึกษาผลของ ALA ในการชักนํ าใหเกิดกระบวนการ 
photodynamic ในใบเลี้ยงของแตงกวาโดยการพนสาร ALA 20 มิลลิโมลาร ลงบนใบ    
แตงกวา ในสภาวะไรแสง 14 วันหลังจากยายไปไวในสภาวะมีแสง (ประมาณ 800 วัตตตอ
ตารางเมตร) พบวาพืชตายหลังจากไดรับแสง 5 ช่ัวโมงเนื่องจากเกิดปฎิกิ ริยา 



photosensitization จาก metalloporphyrins นํ าไปสูการไดรับความเสียหายของพืชเนื่อง
จากกระบวนการ photodynamic

   hν
ALA → Mg-protoporphyrin IX →protochlorophyllide   → protochlorophyllide

      O2    → ↓
O2

↓
Oxidation of membrane lipoprotein → wither

รูปที่ 4   ข้ันตอนการเกิดปฎิกริยา photodynamic herbicide
Fig.4      Reaction of photodynamic herbicide
Source : Rebeiz et al., 1988

6.3 สารกํ าจัดแมลง (Porphyric insecticides)
การคนพบสารกํ าจัดแมลงเกิดขึ้นเชนเดียวกับการคนพบสารกํ าจัดวัชพืช เนื่องจาก

ท้ัง พืช และ เซลลสัตว มีวิถีการสังเคราะหสาร   เตตราไพโรลจากกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไป
เปน protoporphyrin IX (Proto) เชนเดียวกัน ดังนั้นจึงมีการพัฒนากระบวนการ 
photodynamic เพื่อใชในการควบคุมแมลง ซ่ึงไดมีการทดลองในหนอนใยผัก Trichoplusia 
ni โดยพนสาร ALA ท่ีความเขมขน 40 มิลลิโมลาร + 2,2- dipyridyl (Dpy) 30 มิลลิโมลาร 
(Rebeiz et al., 1988) ท้ิงไว 1 คืนที่ไมมีแสง อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เพื่อใหเกิดการ
สะสมของสารเตตราไพโรล โดยเฉพาะ protoporphyrin IX (Proto) เมื่อหนอนไดรับแสง
เพียงไมกี่ช่ัวโมงพบวาหนอนมีลักษณะเฉื่อยชา และออนปวกเปยกเนื่องจากมีการสูญเสีย
น้ํ าในรางกายและตายในที่สุด

การศึกษากลไกการออกฤทธิ์ (mode of action) ของ porphyric insecticides ใน
เนื้อเยื่อภายในเซลลพบวา ในหนอนใยผักที่มีการพนสาร ALA ท่ีความเขมขน 40 มิลลิ      



โมลาร + 2,2- dipyridyl (Dpy) 30 มิลลิโมลาร จะมีการสะสมของสารเตตราไพโรลใน 
hemolymph 59 % ในกระเพาะอาหาร 35 % และในเปลือกหุมลํ าตัว 6% (Lee and 
Rebeiz, 1995) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาในตัวเต็มวัยของแมลงสาบเยอรมัน (Blattella 
germanica) ตัวเต็มวัยของดวงเจาะสมอฝาย (Anthonomus grandis) ตัวออนระยะที่ 5 
ของหนอนเจาะขาวโพด (Heliothus zea) และหนอนใยผัก พบวาจะมีการสะสมของ Proto 
ในกระเพาะและไขมันในรางกายของแมลง ท้ังนี้การสะสมของ Proto จะเกิดขึ้นเมื่อเนื้อเยื่อ
ไดรับ Dpy, ALA+Dpy, 1,10-phenanthroline (Oph), และ Oph+ALA (Lee and Rebeiz, 
1995)

6.4 สารยับยั้งการเกิดมะเร็ง (Photodynamic cancericides)
การศึกษาคุณสมบัติของกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกในการเปน photodynamic เพื่อ

ทํ าลายเซลลมะเร็ง Svanberg และคณะ (1994) ไดทดลองให ALA ทางผิวหนังที่มีบาดแผล
แกผูปวยที่เปนมะเร็งผิวหนัง พบวา ALA สามารถยับยั้งเซลลมะเร็งได การให ALA แกผู
ปวยทางผิวหนัง, ทางปาก หรือท้ัง 2 จะมีประสิทธิภาพในการรักษามะเร็ง (Kennedy et al., 
1990) นอกจากนี้ ALA ยังสามารถรักษาโรค amelanotic melanomas (Abels et al., 
1994), มะเร็งที่ตับออน (Regula et al., 1994) และมะเร็งลํ าไส (Orth et al., 1994)

ในการใช ALA ในการรักษามะเร็ง จํ าเปนตองทราบคุณสมบัติซ่ึงพบวา ALA เปน
สารที่ละลายนํ้ าไดเล็กนอย สามารถเขาสูเซลลไดงาย (Van der Veen et al., 1994) และ
งายที่เซลลจะเปลี่ยนรูป ALA (Bedwell et al., 1992)



วัตถุประสงค

1. เพื่อคัดเลือกสายพันธุแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มท่ีสามารถผลิตกรด
5-อะมิโนลีวูลินิก

1. เพื่อจํ าแนกชนิดของแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มท่ีคัดเลือกได
1. เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อท่ีคัดเลือกได

ขอบเขตการวิจัย

คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็ม 5 สายพันธุท่ีผลิตกรด 5-อะมิโนลีวู     
ลินิกไดสูงสุด ในอาหารกลูตาเมต-มาเลต ท่ีมีเกลือ 3% จํ าแนกชนิดของเชื้อท่ีคัดเลือกได 
และศึกษาปจจัยตางๆ ท่ีมีผลตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ไดแก ผลของการเติมกรด  
ลีวูลินิก, กลูตาเมต กรดมาลิก ไกลซีน ซัคซิเนต กรดไขมันระเหย แมกนีเซียมคลอไรด       
ไพริดอกซัลฟอสเฟต หาคาพีเอชเริ่มตนที่เหมาะสม และผลของการควบคุมพีเอช รวมทั้ง
ศึกษาระบบเอนไซมภายในเซลลของเชื้อและกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในและภายนอก
เซลล

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ

1. ไดสายพันธุแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มท่ีผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูง
1. ทราบปจจัยที่เหมาะสมตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อท่ีคัดเลือกได
1. เปนขอมูลพื้นฐานสํ าหรับวิจัยและพัฒนาในขั้นตอไป


