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บทคัดย่อ 

มีการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงชอบกรด/ทนกรด จากดินพรุในเขตพื้นที่ 7 อ าเภอ ของจังหวัด
นครศรีธรรมราช โดยน าไปเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว GMY ที่ช่วงพีเอช 4.5-6.5 ภายใต้สภาวะมีอากาศน้อย-      

มีแสง (5,000 ลักซ์) ที่อุณหภูมิห้อง (323°C) นาน 48 ช่ัวโมง พบว่าสามารถแยกเช้ือได้ 9, 5 และ 2 ไอโซเลท
จากอาหารพีเอช 5.5, 6.0 และ 6.5 ตามล าดับ ส่วนในอาหารเลี้ยงเช้ือที่พีเอชต่ าคือ 4.5 และ 5.0 สามารถคัดแยก
เชื้อได้เพียง 2 ไอโซเลทเท่านั้น จากนั้นน าเชื้อที่คัดแยกได้ไปคัดกรองการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (ALA) ใน
อาหาร GMY ที่พีเอช 6.0 พบว่าไอโซเลทที่ผลิต ALA ได้สูงสุดคือ Rhodopseudomonas palustris JP255 
สามารถผลิต ALA ได้ 20.42 ไมโครโมลาร์ จากนั้นได้ออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman เพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมของ 7 ปัจจัย (ไกลซีน, ซัคซิเนต, กรดโพรพิโอนิก, แมกนีเซียมคลอไรด์, กรดลีวูลินิก, ค่าพี
เอช และกลูโคส) ต่อการผลิตชีวมวลและ ALA โดยไอโซเลท JP255 สามารถประมาณการการผลิตชีวมวลได้ 
4.156 กรัมต่อลิตร และผลิต ALA ได้ 218.78 ไมโครโมลาร์ จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยเทคนิค Plackett-
Burman พบว่าแมกนีเซียมคลอไรด์, กลูโคส และค่าพีเอช ส่งเสริมต่อการผลิต ALA ในขณะที่ไกลซีน, ซัคซิเนต, 
กรดโพรพิโอนิก และกรดลีวูลินิกส่งผลในเชิงลบ พบว่าอาหารที่เหมาะสม (1 ลิตร) ต่อการผลิตชีวมวลและ 
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ALA คือ อาหาร GMY medium (ประกอบด้วย L-glutamic 3.8 กรัม, DL-malic acid 2.7 กรัม, yeast extract 2.0 
กรัม, (NH4)2HPO4 0.8 กรัม, KH2PO4 0.5 กรัม MgSO4· 7H2O 0.2 กรัม, CaCl2·2H2O 0.053 กรัม, MnSO4· 7H2O 
1.2x10-3 กรัม, thiamine-HCl 1.0x10-3 กรัม, nicotinic-HCl 1.2x10-3 กรัม และ Biotin 1.0x10-5 กรัม) และเติม
ไกลซีน 5 มิลลิโมลาร์, ซัคซิเนต 10 มิลลิโมลาร์, กรดโพรพิโอนิก 1 มิลลิโมลาร์, MgCl2· 6H2O 20 มิลลิโมลาร์, 
กรดลีวูลินิก 10 มิลลิโมลาร์ และกลูโคส 10 มิลลิโมลาร ์และปรับพีเอชสุดท้ายของอาหารเลี้ยงเช้ือเป็น 6.5 

ค าส าคัญ: แบคทีเรียสังเคราะห์แสง, กรด 5-อะมิโนลีวูลินิก, Plackett-Burman  

Abstract 

Peat soils samples collected from 7 districts of Nakhon Si Thammarat province were used for 
isolation acidotolerant/acidophilic photosynthetic bacteria. The soil samples were inoculated into GMY 
medium with pH of 4.5-6.5, and cultivated under microaerobic-light condition (5,000 Lux) at room 
temperature (32±3C) for 48 hours. The results showed that 9, 5 and 2 isolates can be isolated from the 
medium with pH of 5.5, 6.0 and 6.5, respectively. At lower pH values, 4.5 and 5.0, only 2 isolates were 
isolated. All isolates were subsequently screened for the production of 5-aminolevulinic acid (ALA) by 
culturing in the GMY medium, pH 6.0. The highest ALA (20.42 µM) was found from the isolate named 
Rhodopseudomonas palustris JP255. The Plackett-Burman design with 7 factors (glycine, succinate, 
propionic acid, magnesium chloride, levulinic acid, pH and glucose) at 3 levels was performed for 
optimization biomass and ALA production of the JP255. By this design, approximately 218.78 µM ALA and 
4.156 g/L biomass could be enhanced. Statistical analysis of the results from Plackett-Burman revealed that 
magnesium chloride, glucose and the pH gave positive affected on biomass and ALA production; whereas 
glycine succinate propionic acid and levulinic acid gave negative results. The suitable medium (1 liter) for 
ALA and biomass production of the JP255 was GMY medium (L-glutamic 3.8 g, DL-malic acid 2.7 g, yeast 
extract 2.0 g, (NH4)2HPO4 0.8 g, KH2PO4 0.5 g, MgSO4· 7H2O 0.2 g, CaCl2·2H2O 0.053 g, MnSO4· 7H2O 
1.2x10-3g, thiamine-HCl 1.0x10-3g, nicotinic-HCl 1.2x10-3g and Biotin 1.0x10-5g) addition with glycine 5 
mM, succinate 10 mM, propionic acid 1 mM, MgCl2· 6H2O 20 mM, levulinic acid 10 mM and glucose 10 
mM and adjusted the final pH to 6.5. 
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1. บทน า 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงมีกระจายอยู่ในดินหลายๆ แหล่งทั้งในในนาข้าว ท้องร่อง ท้องน้ า ชายฝั่ง
ทะเล หรือแม้แต่ในน้ าเสียจากโรงงานก าจัดน้ าเสีย [1] Sasaki และคณะ [2] ได้คัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง
ในกลุ่ม Rhodospirillaceae ซ่ึงสามารถเจริญเติบโตได้อย่างรวดเร็วภายใต้สภาวะมีอากาศ/ไม่มีแสง โดยใช้
สารอินทรีย์หลายชนิดเป็นแหล่งคาร์บอนแล้วสร้างสารชีวภัณฑ์ เช่น วิตามินบี12 ยูบิควิโนน และกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิก (ALA) Koh และ Sang [3] ได้น าแบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodopseudomonas sp. KL9 และ BL6 มา
กระตุ้นการงอกของเมล็ดมะเขือเทศ แล้วยังกระตุ้นการผลิตฮอร์โมน IAA และ ALA ภายใต้สภาวะปลอดเช้ือ
พร้อมกันด้วย นอกจากนี้ Lee และคณะ [4] ยังรายงานว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodopseudomonas sp. KL9 
สามารถกระตุ้นการเจริญ การออกผล และเพิ่มคุณภาพของผลผลิตในโรงเรือน และมีรายงานว่าตัวเซลล์ของ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงยังสามารถเพิ่มผลผลิตข้าว และช่วยลดอาการรากเน่าในข้าว [1] ทั้งสามารถตรึงก๊าซ
ไนโตรเจนในพืชได้ [5] แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสามารถสร้าง ALA ซ่ึงเป็นสารตั้งต้นในกระบวนการ
สังเคราะห์พอร์ไฟริน เช่น คลอโรฟีลล์ ไฟโคบิลลิน ฮีม และวิตามินบี12 [6] มีรายงานการน า ALA ที่ความ
เข้มข้นต่ าๆ (0.06-0.6 mM) มาใช้แช่เมล็ด หรือฉีดพ่นทางรากและใบ โดยมีบทบาทส่งเสริมการเจริญของ พริก 
ถั่ว แตงกวา ผักโขม กระเทียม มันฝรั่ง ข้าว ข้าวโพด ข้าวบาร์เลย์ ข้าวสาลี หัวไชเท้า อินทผาลัม เนื้อเยื่ออินท
ผาลัมที่เพาะเลี้ยง และแปะก๊วย [2, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13] ALA ยังช่วยเพิ่มการท างานของเอนไซม์ไนเตรทรีดัก
เทส [14] เพิ่มการตรึงคาร์บอนไดออกไซด์ในที่มีแสงและยับยั้งการปลดปล่อยคาร์บอนไดออกไซด์ในที่มืด [7, 
15] ทั้งยังช่วยเพิ่มอัตราการเกิดกระบวนการไนโตรเจน แอสซิมิเลช่ัน, ซัลเฟอร์ แอสซิมิเลช่ัน [16] และเพิ่ม
กิจกรรมของเอนไซม์ไนไตรท์ รีดักเทส ในพืช [17] นอกเหนือจากนี้ ALA ก็ยังไปมีบทบาทเพิ่มปริมาณสารฟลา
โวนอยด์ในแปะก๊วยได้ด้วย [13] หากใช ้ ALA ที่ความเข้มข้นสูงๆ (2-5 mM) สามารถใช้เป็นสารก าจัดวัชพืชที่มี
ความปลอดภัยต่อมนุษย์ โดยกลไกการเข้าไปท าลายช้ันเมมเบรน ของพืช ท าให้ใบและล าต้นเหี่ยวเฉาเกิดการ
สูญเสียน้ าและตายในที่สุด [18] มีรายงานการใช้ ALA เพื่อให้พืชหลายชนิดสามารถทนความกดดันจาก
สภาพแวดล้อมที่หลากหลายกันไป เช่น สภาพดินเค็มจัดในการปลูกฝ้าย ทานตะวัน และอินทผาลัมโดยจะไป
ส่งเสริมการเพิ่มแรงดันออสโมซิสและยับยั้งการดูดซึม Na+ เข้าสู่ปลายราก [14, 19, 20] ความสามารถทนต่อ
อากาศเย็นจัด ของพริกแดง และถั่วเหลือง [11, 21] ทนต่อสภาพดินที่ปนเปื้อนด้วยยาฆ่าแมลง [22] จึงจัด ALA 
ว่าเป็นสารชีวภาพที่มีความปลอดภัยและมีศักยภาพสูงในกระบวนการผลิตทางการเกษตร [23]  

ดินพรุเป็นดินที่มีศักยภาพในการเพาะปลูกต่ า เนื่องจากคุณลักษณะทางกายภาพและทางเคมีบาง
ประการเช่น มีระดับน้ าใต้ดินสูง มีสารอาหารต่ า ดินพรุส่วนใหญ่มีความเป็นกรดสูง จึงท าให้มีปริมาณ
อะลูมิเนียมแลกเปลี่ยนได้สูงด้วย จึงหมายความว่าจะไม่มีพืชผลชนิดใดที่สามารถเจริญได้ในพื้นที่ดังกล่าว       
ถ้าหากยังไม่ได้ท าการปรับปรุงดินเสียก่อน ในจังหวัดนครศรีธรรมราชมีเขตดินพรุพีเอชต่ าในพื้นที่ราบลุ่มน้ าขัง
หลายอ าเภอ ปัญหาดังกล่าวเป็นสาเหตุหลักที่ท าให้ผลผลิตพืชตกต่ า [24] 

 ในการศึกษานี้ได้น าเทคนิค Plackett-Burman มาใช้ตรวจสอบหาปัจจัยของสารสารตั้งต้นและสาร
ยับยั้งต่อการผลิต ALA โดยน าสารทั้งสองกลุ่มไปเติมในอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยมีการปรับค่าพีเอชของอาหารเลี้ยง
เชื้อให้เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต ALA วิธีศึกษานี้เป็นวิธีที่รวดเร็วและไม่ส้ินเปลืองทรัพยากร มีชุดการ
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ทดลองผันแปรตามระดับปัจจัยและจ านวนปัจจัยที่ศึกษา และสามารถลดรูปลงจากการทดลองแบบแฟคทอเรียล
เต็มรูปในสัดส่วนของจ านวนระดับปัจจัย ดังนั้นในปัจจุบันวิธีนี้จึงได้รับความนิยมใช้ในการคัดเลือกปัจจัย
บางส่วนออก ลดปัจจัยลงให้เหลือเฉพาะปัจจัยที่ส าคัญๆ เท่านั้น  

 จากประโยชน์ของชีวมวลและ ALA ที่สร้างขึ้นจากแบคทีเรียสังเคราะห์แสง จึงมีความเป็นไปได้อย่าง
ยิ่งที่จะน ามาใช้ในการแก้ปัญหาผลผลิตตกต่ าในเขตพื้นที่ดินเปรี้ยว โดยเริ่มจากการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์
แสงที่สามารถผลิต ALA ได้สูงสุดจากพื้นที่ดินพรุใน จ. นครศรีธรรมราช จากนั้นน าไอโซเลทที่คัดแยกได้ไปหา
สภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิต ALA แล้วน าเช้ือดังกล่าวมาเพิ่มจ านวนเพื่อน ากลับไปใช้ในที่เขต
พื้นที่ดินเปรี้ยวนั้นๆต่อไป 

2. วัสดุอุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

2.1 การแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
 แยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงทนกรดจากพื้นที่ดินเปรี้ยวในจังหวัดนครศรีธรรมราช โดยครอบคลุม

พื้นที่ 7 อ าเภอ (อ าเภอละ 4 ตัวอย่าง) คือ อ.เมือง อ.ร่อนพิบูลย์ อ.พระพรหม อ.จุฬาภรณ์ อ.เฉลิมพระเกียรติ      
อ.หัวไทร และ อ.เชียรใหญ่ โดยเก็บตัวอย่างดินที่เป็นดินร่วนปนเหนียวมีสีเทาหรือสีเทาเข้มถึงด า จ านวน       
100 กรัมต่อตัวอย่าง ที่ระดับความลึก 10-15 เซนติเมตรจากผิวดิน ใช้ช้อนตักดินมา 1 กรัมใส่ในอาหารเหลวสูตร 
GMY [25] ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ที่พีเอชเริ่มต้น 4.5, 5.0, 5.5,6.0 และ 6.5 ในหลอดทดลองฝาเกลียว บ่มหลอด
ทดลองที่ระดับความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ อุณหภูมิห้อง (323 องศาเซลเซียส) จนหลอดทดลองมีสีแดง ส้ม 
น้ าตาลส้ม หรือชมพู จากนั้นน าเช้ือมาขีดบนอาหารแข็ง GMY จนปรากฏเป็นโคโลนีเดี่ยวๆ บนจานเพาะเลี้ยง 
น าเชื้อบริสุทธิ์ที่ได้ไปเก็บรักษาในตู้เย็น 4 องศาเซลเซียส เพื่อน าไปศึกษาต่อไป 

2.2 การคัดกรองแบคทีเรียสังเคราะห์แสงไอโซเลทท่ีผลิต ALA ได้สงูสุด 
 น าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่คัดแยกได้มาทดสอบความสามารถในการผลิต ALA โดยใช้เข็มเขี่ยเช้ือ

จากอาหารแข็ง GMY แล้วน ามาเพาะเลี้ยงในขวดแม่โขงแบนขนาด 300 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารเหลว GMY 
250 มิลลิลิตร บ่มที่ระดับความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ อุณหภูมิห้อง (323 องศาเซลเซียส) นาน 48 ช่ัวโมง จากนั้น
แยกเซลล์จากน้ าหมักด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิที่  4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อ
นาที นาน 15 นาที เทสารละลายส่วนใสทิ้ง ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 ปรับ
ปริมาณกล้าเช้ือเริ่มต้นให้มีค่าความขุ่นเท่ากับ 1.0 แล้วดึงมา 0.15 มิลลิลิตร เติมลงในหลอดทดลองฝาเกลียวที่
บรรจุอาหารเหลว GMY (ที่พีเอช 6.0) ปริมาตร 15 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงเซลล์ภายใต้สภาวะมีอากาศน้อย/มีแสง  
ความเข้ม 5,000 ลักซ์ โดยใช้หลอดทังสเตนขนาด 60 วัตต์ ประกบทั้งด้านหน้าและด้านหลัง ที่อุณหภูมิห้อง 
(323 องศาเซลเซียส) เก็บตัวอย่างเมื่อครบเวลา 72 ช่ัวโมง จากนั้นน าไปวัดค่าพีเอชด้วยเครื่องพีเอชมิเตอร์ 
(Concort รุ่น C8) วัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (Biochrom6 รุ่น Libra S22) ที่ความ
ยาวคลื่น 660 นาโนเมตร ส่วนน้ าหมักน าไปปั่นแยกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิ (Hettich 
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Zentrifugen รุ่น UNIVERSAL32) ที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที  
น าสารละลายส่วนใสไปวิเคราะห์ปริมาณ ALA ตามวิธีการเทียบสี [26] 

2.3 การตรวจหาปริมาณ ALA 
 น าสารละลายส่วนใส (จากข้อ 2) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติม acetate buffer (pH 4.6) ที่ความเข้มข้น         

1 โมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเติม acetyl acetone ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน น าส่วนผสมที่ได้
ไปต้มในน้ าเดือดนาน 15 นาทีและท าให้เย็นอย่างรวดเร็วในอ่างน้ าแข็ง จากนั้นเติมสารละลาย Modified 
Ehrlich’s reagent ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันและตั้งทิ้งไว้ 20 นาทีแล้วน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 553 นาโนเมตร โดยใช้น้ ากลั่นเป็น blank เปรียบเทียบปริมาณ ALA ด้วยกราฟมาตรฐาน คัดเลือก
ไอโซเลทที่สามารถผลิต ALA ได้สูงสุดเพื่อน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

2.4 การหาน้ าหนักเซลล์แห้ง 
เลี้ยงเซลล์แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris JP255 ในอาหารเหลว GMY นาน 72 ช่ัวโมง จากนั้น

น าเซลล์มาเจือจางด้วยโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 วัดความขุ่นของเซลล์ด้วยเครื่องสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร จากนั้นน าไปเหว่ียงแยกตะกอนเซลล์ด้วยเครื่องหมุนเหว่ียง
ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ล้างตะกอนเซลล์ด้วย
โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้นร้อยละ 0.85 จ านวน 2 ครั้ง น าตะกอนเซลล์ไปใส่โถอบที่ทราบน้ าหนักแน่นอน 
แล้วน าไปอบที่ 103 องศาเซลเซียส ข้ามคืนจนได้น้ าหนักแห้งคงที่ เขียนกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่า
ดูดกลืนแสงและน้ าหนักแห้ง 

2.5 การทดลองแบบ Plackett-Burman design 
ใช้แผนการทดลองแบบ Plackett-Burman design  เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ของ 7 ปัจจัย คือ ไกลซีน, 

ซัคซิเนต, กรดโพรพิโอนิก, แมกนีเซียมคลอไรด์, กรดลีวูลินิก, ค่าพีเอชเริ่มต้น และกลูโคส ต่อการผลิตชีวมวล
และ ALA ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงไอโซเลทที่คัดเลือกได้ (จากข้อ 2) โดยก าหนดรหัสแต่ละปัจจัยด้วย X1, 
X2, X3, X4, X5 , X6 และ X7  ตามล าดับ แต่ละปัจจัยมี 3 ระดับคือค่าสูง (1) ค่ากลาง (0) และค่าต่ า (-1) จ านวนทั้งสิ้น 
15 ชุดการทดลอง (ตารางที่ 1) ความสัมพันธ์หลักของแต่ละตัวแปรตรวจสอบจากสมการต่อไปนี้: 

    xi = (Mi+ - Mi-) /   

เมื่อก าหนดให้ xi คือ ปัจจัยหลักที่เป็นตัวแปรในการทดลอง, Mi+ และ Mi- คือร้อยละการตอบสนอง
ในแต่ละชุดการทดลอง โดยตัวแปรอิสระ (Xi) จะแสดงในรูปแบบของค่าสูงและค่าต่ าตามล าดับ และค่า  คือ
จ านวนครึ่งหนึ่งของชุดการทดลอง คัดเลือกปัจจัยที่มีผล (significant) ที่ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 จากนั้นน า
ค่าตอบสนองที่ได้ไปประมวลผลทางสถิติด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป design expert (trial version) เวอร์ช่ัน 8.0.1 
(Stat-Ease, Minneapolis, USA) ท าการทดลอง 3 ซ้ า ซ้ าละ 2 รอบ ในการศึกษาจะเตรียมกล้าเช้ือเริ่มต้น (เหมือน
ข้อ 2) แล้วเติมกล้าเช้ือ 30 มิลลิลิตร ลงในขวดแม่โขงแบนขนาด 300 มิลลิลิตร ที่บรรจุอาหารแต่ละสูตร 270 
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มิลลิลิตร จากนั้นน าไปบ่มที่ระดับความเข้มแสง 5,000 ลักซ์ อุณหภูมิห้อง (323 องศาเซลเซียส) นาน 72 
ช่ัวโมง เก็บน้ าหมักมา 15 มิลลิลิตร ตรวจวัดการเจริญโดยวัดจากค่าความขุ่นด้วยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์   
ที่ระดับ 660 นาโนเมตรแล้วน าไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อเปลี่ยนเป็นน้ าหนักเซลล์แห้ง ค่าพีเอชวัด
ด้วยเครื่องพีเอชมิเตอร์ ส่วนน้ าหมักน าไปตกตะกอนด้วยเครื่องหมุนเหว่ียงควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส 
ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที แล้วน าส่วนใสไปตรวจหา ALA ภายนอกเซลล์ที่เช้ือสร้างขึ้น 

ตารางท่ี 1  ชุดการทดลองที่ออกแบบด้วย Plackett-Burman เพื่อศึกษาผลของ 7 ปัจจัยที่ส่งเสริมการผลิต ชีวมวล
และ ALA ที่เวลา 72 ช่ัวโมง 

ชุดทดลอง 
ปัจจัยทีศ่ึกษา  

X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 
1 15 30 1 20 20 6.5 0 
2 15 10 1 10 20 5.5 10 
3 5 30 1 20 20 5.5 10 
4 15 30 1 10 10 6.5 0 
5 10 20 2 15 15 6.0 5 
6 10 20 2 15 15 6.0 5 
7 5 10 3 10 20 6.5 0 
8 5 10 1 10 10 5.5 0 
9 15 10 3 20 20 5.5 0 
10 15 30 3 10 10 5.5 10 
11 5 30 3 10 20 6.5 10 
12 5 30 3 20 10 5.5 0 
13 15 10 3 20 10 6.5 10 
14 5 10 1 20 10 6.5 10 
15 10 20 2 15 15 6.0 5 

 

หมายเหตุ: X1: ไกลซีน (มิลลิโมลาร์), X2: ซัคซิเนต (มิลลิโมลาร์), X3: กรดโพรพิโอนิก (มิลลิโมลาร์), X4: 
แมกนีเซียมคลอไรด์ (มิลลิโมลาร์), X5: กรดลีวูลินิก (มิลลิโมลาร์), X6: พีเอช และ X7: กลูโคส (มิลลิ
โมลาร์) โดยทุกปัจจัยจะเติมลงในอาหารที่เวลา 0 ช่ัวโมง ยกเว้นกรดลีวูลินิกที่เติมลงในอาหารระยะ
กลางของการเจริญ (ที่ 24 ช่ัวโมง) 
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3. ผลการวิจัยและวิจารณ์ผลการวิจัย 

3.1 การแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 
จากการเก็บตัวอย่างดินในป่าพรุเขตพื้นที่ดินเปรี้ยว จ.นครศรีธรรมราช สามารถคัดแยกแบคทีเรีย

สังเคราะห์แสงที่เจริญในอาหาร GMY จากพีเอชเริ่มต้น 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 6.5 ได้ทั้งส้ิน 18 ไอโซเลท โดย
แยกได้จาก อ. หัวไทร 7 ไอโซเลท คือรหัส BT155, BT460, BT565, KC250, KC460, KC565 และ BL160 จาก 
อ. เชียรใหญ่ 2 ไอโซเลท คือรหัส KR145 และ KR255 จาก อ. เฉลิมพระเกียรติ 3 ไอโซเลท คือรหัส TP155, 
TP260 และ DT155 จาก อ. ร่อนพิบูลย์ 1 ไอโซเลท คือรหัส RB255 จาก อ. จุฬาภรณ์ 2 ไอโซเลท คือ รหัส 
JP255 และ JP455 และจาก อ. เมือง 2 ไอโซเลท คือรหัส PP355 และ PP455 อาหารเลี้ยงเช้ือพีเอช 5.5 สามารถ
แยกเชื้อได้มากที่สุดถึง 9 ไอโซเลท รองลงมาคือที่พีเอช 6.0 แยกได้ 5 ไอโซเลท ที่พีเอช 6.5 แยกได้ 2 ไอโซเลท 
ส่วนที่พีเอชต่ า (คือที่พีเอช 4.5 และ 5.0) สามารถ แยกไดเ้พียงพีเอชละ 1 ไอโซเลท เท่านั้น (ข้อมูลไม่ได้แสดง)  

 

รูปที่ 1 ปริมาณ ALA (ก) และค่าการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร (ข) โดยเชื้อแบคทีเรียสังเคราะห์แสง 18 ไอ
โซเลท (KR = บ้านการะเกด, BT = บ้านทรายขาว, KC = ควนชะลิก, TP = ทางพูน, RB = ร่อนพิบูลย,์ 
PP = พระพรหม และ JP = จุฬาภรณ์ ส่วนรหัส 3 ตัวหลังคือล าดับโคโลนีทีค่ัดแยกและพีเอชที่คดัแยก
เชื้อได้) 
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แบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่คัดแยกได้จัดเป็นกลุ่ม extremophilic phototrohs เนื่องจากคัดแยกได้จาก
อาหารเลี้ยงเช้ือที่พีเอชต่ ากว่า 6.0 คุณสมบัตินี้สัมพันธ์กับแหล่งเก็บตัวอย่าง นั่นคือดินที่เก็บนั้นมีพีเอชที่
ค่อนข้างต่ าจึงท าให้ได้เช้ือที่มีลักษณะและคุณสมบัติตามที่ต้องการ เมื่อน าแบคทีเรียที่แยกได้ทั้งหมดมาทดสอบ
การเจริญเติบโตในอาหารที่มีค่าพีเอชมากกว่า 6.0 พบว่าทุกไอโซเลทเจริญเติบโตได้สูงกว่าเดิม เนื่องจากค่าพี
เอชดังกล่าวเป็นค่า optimal ที่เหมาะสมต่อการเจริญในขณะที่ช่วงพีเอชที่คัดแยกได้เป็นสภาวะที่แบคที เรีย
สามารถจะทนได้ (tolerate) เพื่อการเจริญเติบโตและเพื่อให้สามารถเกิดกิจกรรมเมตาบอลิซึมได้เท่านั้น [27] 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kantachote และคณะ [28] ที่ได้แยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodobacter blastica 
DK6 จากบ่อบ าบัดน้ าเสียในโรงงานน้ ายางข้นในภาคใต้ของประเทศไทยพบว่าสามารถเจริญได้ที่พีเอช 5.0-9.0 
แต่มีพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญในช่วง 6.5-7.5 นอกจากนี้มีรายงานการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่ม 
extreme anoxygenic ชนิดทนกรด (เจริญได้ที่พีเอชต่ ากว่า 6.0) 2 สายพันธ์ุ คือ Rhodoblastus acidophilus และ 
Rhodopila globiformis ซ่ึงคัดแยกโดย Norbert Pfennig นักจุลชีววิทยาชาวเยอรมันที่มีความเช่ียวชาญในการคัด
แยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงกลุ่ม anoxygenic จากทะเลสาบและน้ าพุร้อนที่มีค่าพีเอชต่ ากว่า 6.0 [29, 30, 31]  

ค่าพีเอชของดินเป็นดัชนีช้ีวัดคุณภาพทางเคมีของดิน ส่งผลกระทบต่อพืชในการน าสารอาหารกลับไป
ใช้เพื่อการเจริญเติบโต ค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญเตบิโตของพืชส่วนใหญ่จะอยู่ในช่วง 5.0 ถึง 6.0 ถ้าพีเอช
ต่ ากว่า 4.0 แสดงว่าสารละลายมีฤทธิ์เป็นกรดจัด ท าให้ดินมีแคลเซียม แมกนีเซียม และโพแทสเซียม ค่อนข้างต่ า 

เนื่องจากธาตุทั้ง 3 ถูกชะล้างออกจากดินได้ง่าย  ความเป็นกรดเป็นด่างของดินไม่มีผลโดยตรงต่อการ
เจริญเติบโตของพืช แต่จะมีผลทางอ้อมต่อการเจริญเติบโตของพืช คือเป็นตัวควบคุมปริมาณธาตุอาหารพืชที่
ละลายออกมาในดิน ถ้าละลายออกมามากเกินไปก็อาจเป็นอันตรายต่อพืชได้ ถ้าละลายออกมาน้อยเกินไปก็ท า
ให้พืชขาดธาตุอาหารที่จ าเป็นได้ พืชแต่ละชนิดจะมีช่วงของพีเอชของดินที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต
แตกต่างกันไป ขึ้นอยู่กับชนิด ของพืชและพันธุ์ของพืช นอกจากค่าพีเอชจะควบคุมการละลายของธาตุอาหารพชื
แล้ว พีเอชยังมีอิทธิพลตอ่การเจริญเติบโตและการท างานของจุลินทรีย์ในดิน [32] โดยเฉพาะแบคทีเรียและเช้ือ
ราที่มักพบบริเวณปลายรากพืช สามารถย่อยสลายอินทรีย์สาร (ซากพืช ซากสัตว์ ซากจุลินทรีย์ รวมถึงของเสีย
จากมนุษย์) ให้เปลี่ยนเป็นเซลลูโลส, เฮมิเซลลูโลส, น้ าตาล, แว๊กซ์, กรดนิวคลีอิก, โปรตีน และกรดอะมิโน ที่
รากพืชสามารถดูดซึมในรูปไอออน เช่น ไนโตรเจน, ฟอสฟอรัส, ซัลเฟอร์ และไฮโดรเจน เพื่อใช้ในการ
เจริญเติบโต [33] ส าหรับพื้นที่พรุเป็นบริเวณที่มีการสะสมอินทรีย์สารที่ยังย่อยสลายไม่สมบูรณ์ ดินพรุมี
คุณสมบัติเฉพาะ เช่น มีค่าพีเอชต่ า (3) มีอินทรีย์สารสูง มีความสามารถในการแลกเปลี่ยนประจุบวก มีค่า
ความอิ่มตัวด้วยด่างของดินต่ า คุณสมบัติเหล่านี้ท าให้ปริมาณ โพแทสเซียม, แคลเซียม และแมกนีเซียมในดินต่ า 
ส่งผลให้พืชน าสารอาหารเหล่านี้ไปใช้ได้ยาก [34] ดังนั้นการคัดแยกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงจากดินพรุที่มีค่าพี
เอชต่ า เพื่อน ามาเพาะเลี้ยงให้ได้ปริมาณสูงแล้วน ากลับไปใช้ในพื้นที่นั้นๆ จึงอาจเป็นแนวทางช่วยเพิ่มปริมาณ
จุลินทรีย์ที่ดีให้กับดิน โดยไปมีผลโดยตรงต่อผลผลิตของพืช โดยเฉพาะนาข้าวใน จ.นครศรีธรรมราช  

จากการคัดกรองแบคทีเรียสังเคราะห์แสง (แสดงดังรูปที่ 1) พบว่าแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่ผลิต 
ALA ได้สูงสุดคือรหัส JP255 สามารถผลิต ALA ได้ถึง 20.42 ไมโครโมลาร์ และมีค่าการเจริญเติบโตโดยวัด
เป็นค่าการดูดกลืนแสงเป็น 1.26 แบคทีเรียไอโซเลท JP255 ที่คัดแยกได้นี้คือ R. palustris และจากคุณสมบัติทน
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กรดที่พีเอช 5.5 ดังนั้นผู้วิจัยจึงคัดเลือกแบคทีเรียสังเคราะห์แสงดังกล่าว ไปศึกษาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อเพิ่ม
จ านวน ชีวมวล และ ALA ต่อไป 

3.2 ผลของปัจจัยท่ีมีผลต่อการผลิตชีวมวลและ ALA ของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่คัดแยกได้ 
ผลการวิเคราะห์การผลิตชีวมวลและ ALA โดยแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่คัดแยกได้โดยออกแบบการ

ทดลองแบบ Plackett-Burman ด้วยโปรแกรม Design expert ให้ผลการทดลองเป็นค่าจริงและค่าการท านาย
แสดงดังตารางที่ 2 ซ่ึงวิธีการนี้มีชุดการทดลอง 15 ชุด ซ่ึงถ้าหากใช้วิธีการการทดลองแบบดั้งเดิมนั้นเป็นการ
ทดลองแฟคทอเรียลเต็มรูป จะต้องใช้ถึง 27 ชุดการทดลอง ท าให้ส้ินเปลืองทรัพยากรและเสียเวลาโดยไม่จ าเป็น 
ทั้งยังช่วยก าหนดผลของตัวแปรที่มีจ านวนขัน้ต่ าของการทดลอง แต่ไม่สามารถบอกถึงผลกระทบร่วมของแต่ละ
ตัวแปรได้ [35] แต่ภายในขอบเขตของข้อจ ากัดเหล่านี้ พบว่าการคัดกรองจากในขั้นการออกแบบการทดลองจะ
มีประสิทธิภาพสูง ให้ผลการวิเคราะห์ที่น่าเช่ือถือทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญอีกด้วย ดังนั้นวิธีดังกล่าวนี้จึงมีความ
เหมาะสมเป็นอย่างยิ่งต่อการน ามาคัดกรองเพื่อน าไปสู่การศึกษาหาองค์ประกอบที่เหมาะสมต่อไป ในการ
ทดลองนี้มี 7 ปัจจัยที่ศึกษา โดยประกอบด้วยสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ ALA โดยวิถี C4 (คือซัคซิเนตและ
ไกลซีน) และสารยับยั้งการท างานของเอนไซม์ ALA dehydratase (คือกรดลีวูลินิก) ส่วนกรดโพรพิโอนิกและ
กลูโคสมีรายงานการน ามาใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพื่อส่งเสริมการเจริญของเซลล์เพื่อให้สามารถผลิต ALA ได้ 
[36, 37] ส่วนแมกนีเซียมมีบทบาทส าคัญในการเปลี่ยน ProtoporphyrinogenIX ให้เป็นคลอโรฟีลล์  [38] และ
ปัจจัยที่ 7 คือค่าพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ โดยพบว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของเช้ือและส่งผลให้มีปริมาณ ALA ที่เช้ือสร้างเพิ่มสูงขึ้นอีกด้วย [39] 
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ตารางท่ี 2 ชีวมวลและ ALA จากการทดลองและค่าที่ได้จากการท านายภายหลังเพาะเลี้ยง 72 ช่ัวโมง 

ชุดการทดลอง 
ชีวมวล (กรัมต่อลิตร) ALA (ไมโครโมลาร)์ 

ค่าจริง ค่าการท านาย ค่าจริง ค่าการท านาย 

1 0.780 0.779 7.35 2.83 
2 1.250 1.249 9.70 5.18 
3 1.038 1.037 8.35 3.83 
4 0.667 0.666 7.75 3.23 
5 1.104 1.083 10.15 27.78 
6 1.185 1.083 10.25 27.78 
7 1.017 1.016 5.40 0.88 
8 1.466 1.465 71.05 66.53 
9 0.293 0.292 5.65 1.13 
10 0.318 0.317 10.65 6.13 
11 0.915 0.914 16.75 12.23 
12 0.535 0.534 6.00 1.48 
13 0.573 0.572 15.70 11.18 
14 4.157 4.156 223.30 218.78 
15 0.950 1.083 8.70 27.78 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่คัดแยกได้สามารถทนต่อสภาพดินกรด ที่สภาวะพีเอชต่ าๆ จะส่งเสริมให้
ปริมาณ ALA ในอาหารเลี้ยงเช้ือสามารถคงตัวอยู่ได้ โดยพบว่าเมื่อ ALA อยู่ในอาหารเพาะเลี้ยงที่พีเอชเป็นกลาง 
(พีเอช 7.5) นาน 48 ช่ัวโมง ปริมาณ ALA จะไม่คงตัวและสูญหายไปถึงร้อยละ 60 แต่เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่พี
เอชน้อยกว่า 6.5 ปริมาณ ALA จะสูญหายไปเพียงร้อยละ 20 เท่านั้น [40] ในวิธีการศึกษานี้มีการก าหนดให้ทุก
ปัจจัยมีระดับค่าสูง ค่ากลาง และค่าต่ า จากตารางที่ 2 จะเห็นว่าชุดการทดลองที่ 14 ทั้งชีวมวลและ ALA สามารถ
ผลิตได้สูงสุดโดยสภาวะดังกล่าวมีการเติมไกลซีน 5 มิลลิโมลาร์, ซัคซิเนต 10 มิลลิโมลาร์, กรดโพรพิโอนิก 1    
มิลลิโมลาร์, แมกนีเซียมคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์, กรดลีวูลินิก 10 มิลลิโมลาร์, กลูโคส  10 มิลลิโมลาร์ ลงใน
อาหาร GMY และปรับพีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือเป็น 6.5 ท าให้สามารถผลิตชีวมวลได้ถึง 4.16 กรัมต่อ
ลิตร และผลิต ALA ได้ถึง 223.30 ไมโครโมลาร์ และพบว่าสามารถผลิต ALA ได้มากกว่าสภาวะเดิม (ที่ไม่ได้
เติมสารข้างต้นที่กล่าวมา) ถึง 11 เท่า ส าหรับวิธีการเพิ่มปริมาณ ALA ท าได้หลายวิธี เช่น การก่อกลายพันธ์ุทั้ง
แบบใช้แสงยูวี และใช้สารเคมี [38] การเติมสารตั้งต้นและสารยับยั้งกระบวนการผลิต ALA [41, 42, 43] การตัด
ต่อยีน hemA ซ่ึงเป็นยีนที่สร้าง ALA จากแบคทีเรียสังเคราะห์แสงใส่ลงไปในแบคทีเรีย E. coli [44, 45, 46, 47] 
ส าหรับวิธีที่ใช้นี้เป็นการปรับปรุงอาหารเลี้ยงเช้ือ ซ่ึงใช้การออกแบบการทดลองแบบ Plackett-Burman ที่ท าให้
ทราบถึงผลของปัจจัยที่น ามาศึกษา โดยสามารถเพิ่มปริมาณการผลิต ALA ให้สูงขึ้นได้ 
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ตารางท่ี 3 ผลของปัจจัยหลักและผลทางสถิติ (P-values) ที่ส่งผลอย่างมีนัยส าคัญในชุดการทดลอง 

ปัจจัยท่ีศึกษา 

ชีวมวล  
(กรัมตอ่ลิตร) 

ALA 
(ไมโครโมลาร)์ 

coefficient F-value P-value coefficient F-value P-value 

ไกลซีน (X1) -0.44 241.80 0.0006 -22.84 15.29 0.0297 
ซัคซิเนต (X2) -0.38 178.12 0.0009 -22.83 15.28 0.0297 
กรดโพรพิโอนิก(X3) -0.48 286.18 0.0004 -22.28 14.55 0.0317 
แมกนีเซียม (X4) 0.15 26.70 0.0141 12.09 4.28 0.1303 
กรดลีวูลินิก (X5) -0.20 51.59 0.0056 -23.44 16.11 0.0278 
พีเอช (X6) 0.29 90.44 0.0025 13.74 5.53 0.1001 
กลูโคส (X7) 0.27 107.06 0.0019 15.10 6.69 0.0813 
R2   0.9976   0.9725 
Adjusted-R2   0.9887   0.8716 
Lack of Fit  0.0028 0.9620  1629.60 0.0006 
Model  112.06 0.0012  5243.58 0.0002 

ในการศึกษานี้พบว่าในระดับความเข้มข้นของสารที่ใช้ทุกปัจจัยมีผลต่อการผลิตชีวมวล และ ALA 
(แสดงผลการวิเคราะห์ในตารางที่ 3) มี 4 ปัจจัยที่มีค่าสัมประสิทธิ์ (coefficient) เป็นค่าลบ คือ ไกลซีน, ซัคซิเนต
, กรดโพรพิโอนิก และกรดลีวูลินิก หมายความว่าควรลดค่าของปัจจัยเหล่านี้ให้อยู่ในระดับต่ า (low level) จึงจะ
ให้ผลดีต่อการผลิตชีวมวลและ ALA ในขณะที่ปัจจัยที่เหลือคือ แมกนีเซียมคลอไรด์ กลูโคสและค่าพีเอช มีค่า
สัมประสิทธ์ิเป็นบวก หมายถึงควรใช้ปัจจัยนั้นในระดับสูง (high level) จึงจะให้ผลดี และพบว่าจากแผนการ
ทดลองให้ค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (R2) ในการผลิตชีวมวลและ ALA เป็นร้อยละ 99.76 และร้อยละ 97.25 
ตามล าดับ ค่าดังกล่าวอธิบายได้ว่าการผลิตชีวมวลที่ได้เป็นผลจากตัวแปรที่ศึกษาร้อยละ 99.76 ส่วนอีกร้อยละ 
0.24  เป็นผลจากปัจจัยอื่นที่ไม่ทราบได้ ส่วนการผลิต ALA นั้นเป็นผลจากตัวแปรที่ศึกษาร้อยละ 97.25 ส่วนอีก
ร้อยละ 2.75 เป็นผลจากปัจจัยอื่นที่ไม่ทราบได้เช่นกัน ส่วนความแม่นย าของค่าการท านายของการผลิตชีวมวล
และ ALA ดูจากค่า Adjusted-R2 โดยค่าดังกล่าวอธิบายได้ว่าการท านายการผลิตชีวมวลมีความแม่นย าถึงร้อยละ 
98.87 และการผลิต ALA การท านายมีความแม่นย าถึงร้อยละ 87.16 ค่าเหล่านี้แสดงถึงความถูกต้องของค่าการ
ทดลองในแต่ละชุดการทดลองและสามารถน ามาใช้ได้จริงต่อไป ในการผลิตชีวมวลและ ALA ช้ีให้เห็นว่าสาร
ตั้งต้นต่อการผลิต ALA (ไกลซีน ซัคซิเนต และกรดโพรพิโอนิก) และสารยับยั้ง (กรดลีวูลินิก) ต่างก็เป็นปัจจัย
จ ากัดและควรควบคุมให้อยู่ในระดับที่เหมาะสม ส่วนแมกนีเซียมเป็นองค์ประกอบส าคัญของคลอโรฟีลล์ โดย
แมกนีเซียมจะจับกับ protoporphyrin IX และเปลี่ยนเป็นแบคเทอริโอคลอโรฟีลล์ในที่สุด จากการวิเคราะห์ผล
ทางสถิตินอกจากจะท าให้ทราบว่าปัจจัยใดมีผลต่อการผลิตชีวมวลและ ALA แล้วโปรแกรมยังสามารถท านาย
สมการส าหรับการผลิตชวีมวล (ให้ผลการท านายดังสมการที่ 1) 
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Y (กรัมต่อลิตร) = 0.32969-(0.087442*X1) - (0.037525*X2) - (0.47565*X3) + (0.029059*X4) - (0.040391*X5) + 
(0.53479*X6) + (0.058184*X7)                                                .................................(สมการที่ 1) 

 เมื่อก าหนดให้ตัวแปรที่ศึกษาเป็นค่าจริงของปัจจัย โดยให้ผลเป็นค่าการผลิตชีวมวล (Y) ซ่ึงค่าที่ได้
เกิดจากผลของ ไกลซีน (X1) ซัคซิเนต (X2) กรดโพรพิโอนิก (X3) แมกนีเซียมคลอไรด์ (X4) กรดลีวูลินิก (X5) ค่า
พีเอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ (X6) และกลูโคส (X7) ตามล าดับ จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) 
ของชีวมวลสามารถท านายผลได้ (ดังตารางที่ 2) ส่วนการผลิต ALA ให้ผลการวิเคราะห์ดังสมการที่ 2 (และ
สามารถท านายผลได้ดังตารางที่ 2) เช่นเดียวกัน 

Z (ไมโครโมลาร์) = 17.77083 – (4.5675*X1) - (2.28292*X2) - (22.27917*X3) + (2.41750*X4) - (4.6875*X5) + 
(27.475* X6) + (3.02083* X7)                                           ................................(สมการที่ 2) 

เมื่อก าหนดให้ตัวแปรที่ศึกษาเป็นค่าจริงของปัจจัย โดยให้ผลเป็นค่าการผลิต ALA (Z) ซ่ึงค่าที่ได้เกิด
จากผลของ ไกลซีน (X1) ซัคซิเนต (X2) กรดโพรพิโอนิก (X3) แมกนีเซียมคลอไรด์ (X4) กรดลีวูลินิก (X5) ค่าพี
เอชเริ่มต้นของอาหารเลี้ยงเช้ือ (X6) และกลูโคส (X7) ตามล าดับ 

 จากสมการข้างต้นสามารถให้ค่าการท านายการผลิตชีวมวลและ ALA ได้เป็น 4.156 กรัมต่อลิตร และ 
218.78 ไมโครโมลาร์ ตามล าดับ เมื่อมีการเติมไกลซีน 5 มิลลิโมลาร์ ซัคซิเนต 10 มิลลิโมลาร ์กรดโพรพิโอนิก 1 
มิลลิโมลาร์ แมกนีเซียมคลอไรด์ 20 มิลลิโมลาร์ กรดลีวูลินิก 10 มิลลิโมลาร์ และกลูโคส 10 มิลลิโมลาร์ ลงใน
อาหาร GMY และปรับพีเอชของอาหารเลี้ยงเช้ือเป็น 6.5 โดยพบว่าค่าดังกล่าวนั้นตรงกันกับชุดการทดลองที่ 14 
ที่มีค่าจริงจากการทดลองของการผลิตชีวมวล เป็น 4.157 กรัมต่อลิตร และผลิต ALA เป็น 223.30 ไมโครโมลาร์ 
ซ่ึงพบว่ามีความใกล้เคียงกับค่าที่ได้จากการท านายเป็นอย่างสูง 

4. กิตติกรรมประกาศ 

งานวิจัยนี้ได้รับงบประมาณสนับสนุนจากทุนอุดหนุนโครงการวิจัย ประเภทอุดหนุนทั่วไป ประจ าปี
งบประมาณ 2555 จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชัย 
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