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บทคัดย่อ 

การวิจัยนีม้ีวตัถุประสงค์เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ 
(ALA) โดย Rhodopseudomonas palustris LBL15 ด้วยวิธีพืน้ผิวตอบสนองเพื่อประเมินผลของกรดลีวูลินิก พีเอช ซกัซิเนต 
ไกลซีน และอะซิเตทต่อการเพิ่มผลผลิต ALA ซึ่งพบว่ากรดลีวลูินิก พีเอช และไกลซีนสง่ผลอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติต่อการ
ผลติ ALA (P < 0.05) ในขณะท่ีซกัซิเนตและอะซิเตทไมม่ีนยัส าคญัทางสถิตติอ่การผลติ ALA โดยท่ีคา่สมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจ 
(R2) ของแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์มีคา่เทา่กบั 0.9750 โดยสภาวะที่เหมาะสมในการผลติ ALA คือ กรดลวีลูนิิก 12.81 มิลลิ
โมลาร์ พีเอช 6.58 ซกัซิเนต 16.28 มิลลิโมลาร์ ไกลซีน 11.03 มิลลิโมลาร์ และอะซิเตท 1.98 กรัมต่อลิตร ให้ค่าการผลิต ALA 
สงูสดุเทา่กบั 40.32±0.43 มิลลกิรัมตอ่ลติร ซึง่มีคา่การผลติ ALA ใกล้เคียงกบัคา่ที่ได้จากการท านาย (41.28 มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
และมีค่ามากกวา่สภาวะที่ยงัไม่ได้รับการปรับปรุงถึง 4 เท่า (10.12±0.62 มิลลิกรัมต่อลิตร ALA) เมื่อเปรียบเทียบค่าที่ได้จาก
การทดลองจริงกบัคา่ที่ได้จากการท านาย พบวา่มีคา่ความผิดพลาดของการผลติ ALA เทา่กบั 2.33 เปอร์เซ็นต์    

ค าส าคัญ  :  กรด 5-อะมิโนลวีลูนิิก   แบคทเีรียสงัเคราะห์แสง   วธีิพืน้ผิวตอบสนอง 
 

Abstract 
 The objective of this research was to investigate the optimum culture conditions for enhancing the 
production of extracellular 5-aminolevulinic acid (ALA) from Rhodopseudomonas palustris LBL15 by Response 
Surface Methodology (RSM) to evaluate the effects of levulinic acid, pH, succinate, glycine, and acetate on 
enhancing the production of ALA. It was found that the levulinic acid, pH and glycine presented the most significant 
effect on ALA production (P < 0.05), while the succinate and acetate were not significant. The coefficient of 
determination (R2) of the mathematical model was 0.9750. Regression analysis indicated that the optimal values of  
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these variables were determined as: levulinic acid 12.81 mM, pH 6.58, succinate 16.28 mM, glycine 11.03 mM and  
acetate 1.98 mg/L. Under these optimal culture conditions, the maximum ALA production was 40.32±0.43 mg/L that 
showed a promising agreement with the predicted value (41.28 mg/L ALA), and pronounced 4 times higher than 
that of unoptimized experiment (10.12±0.62 mg/L ALA). Comparison of the experimental values with those of the 
predicted values was almost identical with low percentage error of ALA production of 2.33%.  
Keywords :  5-aminolevulinic acid, photosynthetic bacteria, response surface methodology 

 
บทน า 

กรด 5-อะมิโนลีวลูินิก (5-aminolevulinic acid, ALA) จดัเป็นสารตวักลางในกระบวนการชีวสงัเคราะห์เตตราไพโรล 
ได้แก่ ฮีม วิตามินบี 12 ฟอร์ไฟริน และคลอโรฟิลล์ (แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์) (Tangprasittipap et al., 2007) ในปัจจบุนัมีการ
รายงานว่า ALA ถูกน ามาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ (Grigalavicius et al., 2017) เภสัชกรรม (Bragagni et al., 2015) 
เคร่ืองส าอาง (An et al., 2011) โดยเฉพาะอย่างยิ่งทางการเกษตร พบว่ามีการใช้ ALA เป็นสารก าจดัวชัพืชและแมลงศตัรูพืช
ชนิดที่ย่อยสลายได้ตามธรรมชาติ (biodegradable herbicide and insecticide) (Chakrabory & Tripathy, 1992; Sasikala 
et al., 1994) และสารสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช (Xie et al., 2013; Feng et al., 2015; Ye et al., 2017) รวมทัง้ท าให้พืช
ปลกูทนต่อสภาวะเครียดต่าง ๆ (Akram & Ashraf, 2013) สาร ALA สามารถผลิตได้จากแบคทีเรียสงัเคราะห์แสงโดยเฉพาะ
อย่างยิ่งแบคทีเรียในกลุ่ม purple non-sulfur bacteria (PNSB) ซึ่งเป็นกลุ่มของแบคทีเรียที่หลัง่ ALA ออกภายนอกเซลล์ใน
ปริมาณทีส่งู (Sasikala et al., 1994) จากคณุประโยชน์ของ ALA ในทางการเกษตรที่มีมากขึน้ สง่ผลให้งานวิจยัตา่ง ๆ มุง่เน้น
พัฒนากระบวนการผลิต ALA โดยมีรายงานการผลิต ALA ด้วยกระบวนการทางเคมี แต่อย่างไรก็ตามวิธีการดังกล่าวนัน้         
มีขัน้ตอนการผลิตหลายขัน้ตอน กระบวนการแยกและท าให้บริสุทธ์ิมีต้นทุนสูง และได้ผลผลิตน้อย (Sasaki et al., 2002)             
จึงท าให้การผลิต ALA ด้วยกระบวนการทางชีวภาพเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่ได้รับความสนใจและมีการศึกษามากขึน้                 
อย่างตอ่เนื่อง แบคทีเรียในกลุม่ PNSB ที่เคยมีรายงานวา่สามารถผลิต ALA ได้สงู เช่น Rhodovulum sp. (Noparatnaraporn 
et al., 2000), Rhodopseudomonas palustris (Kantha et al., 2010) และ Rhodobacter sphaeroides (Kars & Alparslan, 
2013) นอกจากนีย้งัพบวา่ PNSB เป็นแบคทีเรียที่สามารถตรึงก๊าซไนโตรเจนจากอากาศได้ (Choorit et al., 2011) จึงเหมาะที่
จะน ามาผลติเป็นปุ๋ ยอินทรีย์ชีวภาพและสารสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืช  

การพฒันากระบวนการผลิต ALA ด้วยกระบวนการชีวภาพมีการศึกษาผลของปัจจัยทางเคมีและกายภาพต่าง ๆ 
ได้แก่ แหลง่คาร์บอน (Choorit et al., 2011) สารยบัยัง้เอนไซม์ ALA dehydratase (ALAD, กรดลีวลูินิก) สารตัง้ต้น (ซคัซิเนต
และไกลซีน) (Saikeur et al., 2009) โลหะอิออน (Tangprasittipap et al., 2007) ความเข้มแสงและพีเอช (Liu et al., 2015) 
โดยการทดลองจะเป็นแบบทีละปัจจยั (one factor at a time) เป็นการทดลองที่ศึกษาปัจจยัที่สนใจโดยก าหนดให้ปัจจยัอื่น ๆ 
คงที่ และเมื่อได้ค่าผลการทดลองที่ดีที่สุดแล้วจึงเปลี่ยนระดบัของปัจจัยที่ศึกษา และเมื่อได้ผลการทดลองที่ดีที่สดุแล้วจึง
เปลี่ยนไปศึกษาปัจจยัที่สอง และท าอย่างนีต้อ่ไปเร่ือย ๆ จนครบทกุปัจจยัที่ต้องการศกึษา ซึ่งวิธีการทดลองในรูปแบบนีม้ีการ
ใช้กันอย่างแพร่หลายในการพัฒนาสูตรอาหาร และการหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA (Chung et al., 2005; Qin             
et al., 2006; Sonhom et al., 2012) เนื่องจากมีข้อดี คือ ขัน้ตอนการทดลองไม่ยุ่งยาก ในขณะที่ข้อเสีย คือ ไม่สามารถทราบ
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ถึงผลของปัจจยัที่มีปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนั (interaction) รวมทัง้ใช้เวลานานถ้าหากท าการศกึษาในหลายปัจจยั และผลการทดลอง
ที่ได้จากวิธีการนีอ้าจจะไม่ใช่ผลการทดลองที่ดีที่สดุ ซึ่งแตกต่างกบัการทดลองทางสถิติเป็นการทดลองที่ศึกษาปัจจยัที่สนใจ
โดยการใช้ความรู้ทางคณิตศาสตร์มาประยกุต์ใช้เพื่อให้ได้ผลการทดลองที่ครอบคลมุ รวมทัง้ลดระยะเวลา และทรัพยากรที่ใช้
ในการทดลอง ตวัอยา่งเช่น วิธีการพืน้ผิวตอบสนอง (response surface methodology, RSM) เป็นกระบวนการทดลองเพื่อหา
สภาวะที่เหมาะสมที่สดุของผลตอบสนอง ซึ่งจะใช้ความรู้ทางคณิตศาสตร์และสถิติในการวางแผนการทดลอง ข้อดีของ RSM 
จะช่วยลดจ านวนชุดการทดลองท าให้สามารถศึกษาผลของปัจจยัหรือตวัแปรได้อย่างรวดเร็ว และทราบถึงผลของปัจจยัที่มี
ปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนั มีรายงานการวิจยัที่ประสบความส าเร็จในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการผลิต ALA โดยใช้วิธี RSM 
ตวัอย่างเช่น การศึกษาการผลิต ALA ในแบคทีเรีย R. palustris KG31 (Saikeur et al., 2009; Choorit et al., 2011) และ R. 
sphaeroides ATCC17023 (Liu et al., 2016) จากความส าคัญของ ALA และความสามารถในการผลิต ALA ของ PNSB 
รวมทัง้การตรึงไนโตรเจนจากอากาศ ดังนัน้งานวิจัยนีจ้ึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA ใน
แบคทีเรียที่คัดเลือก R. palustris LBL15 โดยใช้วิ ธี  RSM และออกแบบการทดลองแบบประกอบศูนย์กลาง (central 
composite design, CCD) ซึ่งองค์ความรู้และข้อมูลที่ได้สามารถน าไปสู่การพัฒนากระบวนการผลิต ALA ในระดับ
อตุสาหกรรมส าหรับน าไปประยกุต์ใช้ในทางการเกษตรตอ่ไป 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1. สายพันธ์ุแบคทีเรียสังเคราะห์แสง การเก็บรักษา และอาหารเลีย้งเชือ้ 
 แบคทีเรียสังเคราะห์แสง R. palustris LBL15 เป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากดินนาข้าวในบริเวณพืน้ที่จังหวัด
พระนครศรีอยุธยา สามารถผลิต ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ได้สงูสดุ เมื่อเพาะเลีย้งในอาหารเหลวสตูร glutamate-
malate-yeast extract (GMY) (Choorit et al., 2011) พีเอช 6.5 ร่วมกับการเติมกรดลีวลูินิก 10 มิลลิโมลาร์ ภายใต้สภาวะมี
อากาศเล็กน้อย-มีแสง (5,000 ลกัซ์) ที่อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ชัว่โมง โดยท าการคดักรองจากแบคทีเรียทัง้หมด 
480 ไอโซเลต และเทียบเคียงสายพนัธุ์แบคทีเรียโดยใช้ข้อมลูทางพนัธุกรรมของยีนบริเวณ 16S rDNA เก็บรักษาในอาหารแข็ง 
GMY โดยวิธีการ stab เก็บหลอดเลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ถ่ายเซลล์ทกุ ๆ 2 เดือน (Sasaki et al., 1987) หรือเก็บ
ไว้ในอาหารเหลว GMY ที่ประกอบด้วยกลเีซอรอล 25 เปอร์เซ็นต์ ที่อณุหภมูิ -80 องศาเซลเซียส 
2. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA โดยแบคทีเรีย R. palustris LBL15 ด้วยวิธี RSM 

2.1 การเตรียมกล้าเชือ้แบคทีเรีย R. palustris LBL15 
น าแบคทีเรีย R. palustris LBL15 มาเพาะเลีย้งในอาหาร glutamate-acetate-yeast extract (GAY) (เปลี่ยนแหลง่

คาร์บอนจากมาเลทเป็นอะซิเตท) (Choorit et al., 2011) พีเอช 6.5 ภายใต้สภาวะมีอากาศเล็กน้อย-มีแสง (5,000 ลักซ์)            
ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง หลงัจากนัน้เก็บน า้หมกัไปป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองหมนุเหวี่ยงควบคมุอุณหภมูิที่           
4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที นาน 10 นาที เทสารละลายส่วนใสทิง้ และล้างเซลล์ 2 ครัง้ ด้วยสารละลาย
โซเดียมคลอไรด์เข้มข้น 0.85 เปอร์เซ็นต์ หลงัจากนัน้เติมอาหารเหลวตามที่ได้ออกแบบการทดลองแสดงดงัตารางที่ 1 เขย่า           
ให้เซลล์กระจายในอาหาร จากนัน้น าไปวดัความขุ่นด้วยเคร่ืองสเปกโทรโฟโตมิเตอร์  (PerkinElmer UV/VIS spectrometer 
Lambda 25, USA) ที่ความยาวคลืน่ 660 นาโนเมตร ปรับให้เซลล์แขวนลอยให้มีคา่ความขุน่เทา่กบั 1.0 (OD660 = 1.0) ใช้เป็น
กล้าเชือ้ 
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2.2 การผลิต ALA ชนิดหลั่งออกภายนอกเซลล์ 
ถ่ายกล้าเชือ้จากข้อ 2.1 ปริมาตร 4.0 มิลลิลิตร (10 เปอร์เซ็นต์ของกล้าเชือ้) ลงในหลอดทดลองขนาด 50 มิลลิลิตร            

ที่บรรจุอาหาร 36 มิลลิลิตร ตามที่ได้ออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม Design-Expert® V. 8.0.3.1 (Stat Ease Inc., MN, 
USA) โดยมีปัจจยัที่ศกึษา 5 ปัจจยั ได้แก่ กรดลีวลูินิก (5-25 มิลลิโมลาร์) พีเอช (5.5-7.5) ซกัซิเนต (5-25 มิลลิโมลาร์) ไกลซีน 
(5-15 มิลลิโมลาร์) และอะซิเตท (1-3 กรัมต่อลิตร) และแบ่งระดับของปัจจัยออกเป็น 5 ระดับ คือ -2, -1, 0, +1 และ +2            
มีจ านวนชดุการทดลองทัง้หมด 50 การทดลอง แสดงดงัตารางที่ 1  

เพาะเลีย้งแบคทีเรีย R. palustris LBL15 ในอาหารเหลวสตูรตา่ง ๆ  (ตามที่ออกแบบการทดลองในตารางที่ 1) ภายใต้
สภาวะมีอากาศเล็กน้อย-มีแสง (5,000 ลกัซ์) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง (ทดสอบ 3 ซ า้ต่อ 1 ตัวอย่าง) 
หลงัจากนัน้เก็บตวัอยา่งน า้หมกัไปวิเคราะห์ปริมาณ ALA เมื่อท าการทดลองตามที่ได้ออกแบบดงัตารางที่ 1 น าผลการทดลอง
ไปวิเคราะห์ผลโดยก าหนดระดบัความเช่ือมัน่เท่ากบัหรือสงูกวา่ 95 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งความสมัพนัธ์ดงักลา่วสามารถแสดงได้ด้วย
แบบจ าลองพหนุามก าลงัสอง (quadratic polynomial equation) แสดงดงัสมการท่ี 1 

 
Yi = β0 + β1A + β2B + β3C + β4D + β5E + β12AB + β13AC + β14AD + β15AE + β23BC + β24BD + β25BE + 

β34CD + β35CE + β45DE + β11A2 + β22B2 + β33C2 + β44D2 + β55E2                                                                             (1) 
 
โดยที่ Yi คือ ผลตอบสนอง β0 คือ คา่สมัประสทิธ์ิของตวัแปร β1, β2, β3, β4 และ β5 คือ คา่สมัประสทิธ์ิการถดถอยเชิง

เส้นตรง β11, β22, β33, β44 และ β55 คือ คา่สมัประสทิธ์ิการถดถอยเชิงเส้นโค้ง β12, β13, β14, β15, β23, β24, β25, β34, β35 และ β45 
คือ คา่สมัประสทิธ์ิการถดถอยท่ีมปีฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหวา่งตวัแปร A, B, C, D และ E คือ ปัจจยัที่ศกึษา และ 1, 2, 3, 4 และ 5 
คือ ล าดบัของตวัแปร   
3. การศึกษาความถกูต้องของการใช้สมการท านายการผลิต ALA 

น าเซลล์แบคทีเรียที่เตรียมจากข้อ 2.1 มาเพาะเลีย้งในสตูรอาหารที่เหมาะสมตามที่ท านายด้วยแบบจ าลองทาง
คณิตศาสตร์ เพาะเลีย้งภายใต้สภาวะมีอากาศเล็กน้อย-มีแสง (5,000 ลกัซ์) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 48 ชั่วโมง 
(ทดสอบ 3 ซ า้ตอ่ 1 ตวัอยา่ง) หลงัจากนัน้เก็บตวัอยา่งน า้หมกัไปวิเคราะห์ปริมาณ ALA 
4. การวิเคราะห์ความเข้มข้นของ ALA ชนิดหลั่งออกภายนอกเซลล์ 

เก็บตวัอยา่งน า้หมกัไปป่ันเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเหวี่ยงควบคมุอณุหภมูิ (Eppendorf  centrifuge 5810R, Germany) ที ่4 
องศาเซลเซียส ความเร็ว 11,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที น าสารละลายสว่นใสมาวิเคราะห์หาปริมาณ ALA โดยวิธีการวดั
ความเข้มแสงฟลอูอเรสเซนซ์ (fluorometric method) โดยดดัแปลงวิธีการของ Lee et al. (2004) โดยมีขัน้ตอนการปฏิบตัิดงันี ้
น าสารละลายส่วนใสและอาหารเลีย้งเชือ้ (blank) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร มาเติมสารละลาย acetylacetone ปริมาตร 3.5 
มิลลิลิตร และสารละลาย formaldehyde เข้มข้น 10 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.45 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยเคร่ืองเขย่า 
(vortex) น าไปต้มในอ่างน า้ควบคมุอณุหภูมิ (Memmert, Germany) ที่ 100 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลงัจากนัน้ท าให้
เย็นโดยแช่ในอ่างน า้บรรจุน า้แข็ง น าตัวอย่างไปวัดด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโรมิเตอร์  (PerkinElmer Fluorescence 
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Spectrometer LS 55, USA) โดยมีคา่ emission wavelength (Em) 463 นาโนเมตร และคา่ excitation wavelength (Ex) 370 
นาโนเมตร และเปรียบเทียบปริมาณ ALA กบักราฟมาตรฐาน 
 
ผลการวิจัยและวิจารณ์ผล 
1. การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA โดยแบคทีเรีย R. palustris LBL15 ด้วยวิธี RSM 

ผลการศกึษาความเข้มข้นของกรดลวีลูนิิก พีเอช ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทที่เหมาะสมตอ่การผลติ ALA ชนิดหลัง่
ออกภายนอกเซลล์ในแบคทีเรีย R. palustris LBL15 โดยวิธี RSM และวางแผนการทดลองแบบ CCD แสดงดังตารางที่ 1 
จ านวน 50 การทดลอง พบว่าการเพาะเลีย้ง R. palustris LBL15 ในอาหาร GAY ที่พีเอช 6.5 ร่วมกบัการเติมกรดลีวลูินิก 15 
มิลลิโมลาร์ ซกัซิเนต 15 มิลลิโมลาร์ ไกลซีน 10 มิลลิโมลาร์ และอะซิเตท 2.0 กรัมต่อลิตร เซลล์ผลิต ALA ได้สงูสดุมีคา่เทา่กบั 
43.82±0.87 มิลลิกรัมต่อลิตร (ชุดการทดลองที่ 43) (ตารางที่ 1) ในขณะที่การเพาะเลีย้งในอาหาร GAY ที่พีเอช 6.0 ร่วมกบั
การเติมกรดลีวลูินิก 20 มิลลิโมลาร์ ซกัซิเนต 20 มิลลิโมลาร์ ไกลซีน 7.5 มิลลิโมลาร์ และอะซิเตท 1.5 กรัมต่อลิตร เซลล์ผลิต 
ALA ได้เพียง 8.64±0.18 มิลลิกรัมต่อลิตร (ชุดการทดลองที่ 6) อย่างไรก็ตามการเพาะเลีย้งแบคทีเรียในอาหาร GMY ที่พีเอช 
6.5 และเติมกรดลวีลูนิิก 10 มิลลโิมลาร์เพียงอยา่งเดยีว เซลล์ผลติ ALA ได้ 10.12±0.62 มิลลกิรัมตอ่ลติร แสดงให้เห็นวา่ปัจจยั
เหลา่นีม้ีผลในการเพิ่มการผลติ ALA ใน R. palustris LBL15  
 
ตารางที่ 1 ผลของกรดลวีลูนิิก พีเอช ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทที่เหมาะสมในการผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์
โดยแบคทีเรีย R. palustris LBL15 

ชดุการ
ทดลอง 

กรดลวีลูนิิก 
(มิลลโิมลาร์)  

(A) 

พีเอช 
(B) 

ซกัซเินต 
(มิลลโิมลาร์)  

(C) 

ไกลซีน 
(มิลลโิมลาร์)  

(D) 

อะซิเตท 
(กรัมตอ่ลติร)  

(E) 

ปริมาณ ALA ชนิดหลัง่ออก
ภายนอกเซลล์ 

(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
คา่จริง คา่ท านาย 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 

6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 

10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
20.0 
20.0 
20.0 
20.0 
10.0 
10.0 

7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
12.5 
12.5 

1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 

15.95±0.30 
12.74±0.42 
21.95±0.32 
18.55±0.45 
10.74±0.38 
8.64±0.18 

27.94±0.36 
21.33±0.10 
27.83±0.30 
16.54±0.29 

13.98 
13.31 
21.82 
19.78 
13.18 
8.07 
26.79 
20.32 
26.92 
16.70 
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ตารางที่ 1 ผลของกรดลวีลูนิิก พีเอช ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทที่เหมาะสมในการผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์
โดยแบคทีเรีย R. palustris LBL15 (ตอ่) 

ชดุการ
ทดลอง 

กรดลวีลูนิิก 
(มิลลโิมลาร์)  

(A) 

พีเอช 
(B) 

ซกัซเินต 
(มิลลโิมลาร์)  

(C) 

ไกลซีน 
(มิลลโิมลาร์)  

(D) 

อะซิเตท 
(กรัมตอ่ลติร)  

(E) 

ปริมาณ ALA ชนิดหลัง่ออก
ภายนอกเซลล์  

(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
คา่จริง คา่ท านาย 

11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 

10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
10.0 
20.0 
5.0 
25.0 
15.0 
15.0 

7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.0 
6.0 
7.0 
7.0 
6.5 
6.5 
5.5 
7.5 

10.0 
10.0 
20.0 
20.0 
20.0 
20.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
20.0 
20.0 
20.0 
20.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
20.0 
20.0 
20.0 
20.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 

12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
7.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
12.5 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 

1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
1.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.5 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 

27.53±0.60 
17.95±0.45 
26.53±0.20 
10.44±0.25 
33.84±0.25 
15.93±0.26 
18.53±0.28 
14.83±0.71 
20.36±0.68 
17.83±0.39 
20.22±0.70 
12.92±0.36 
26.53±0.45 
18.55±0.90 
27.64±0.45 
17.75±0.60 
25.53±0.47 
11.82±0.50 
30.74±0.44 
14.73±0.35 
32.75±0.75 
13.96±0.55 
18.94±0.27 
4.42±0.51 

10.84±0.44 
17.83±0.62 

28.34 
16.75 
26.14 
11.48 
33.33 
17.31 
16.98 
15.09 
19.11 
15.86 
18.64 
12.32 
26.55 
18.86 
28.22 
16.78 
23.93 
11.12 
29.90 
14.03 
31.39 
14.15 
22.13 
4.22 
11.85 
19.81 
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ตารางที่ 1 ผลของกรดลวีลูนิิก พีเอช ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทที่เหมาะสมในการผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์
โดยแบคทีเรีย R. palustris LBL15 (ตอ่) 

ชดุการ
ทดลอง 

กรดลวีลูนิิก 
(มิลลโิมลาร์)  

(A) 

พีเอช 
(B) 

ซกัซเินต 
(มิลลโิมลาร์)  

(C) 

ไกลซีน 
(มิลลโิมลาร์)  

(D) 

อะซิเตท 
(กรัมตอ่ลติร)  

(E) 

ปริมาณ ALA ชนิดหลัง่ออก
ภายนอกเซลล์  

(มิลลกิรัมตอ่ลติร) 
คา่จริง คา่ท านาย 

37 
38 
39 
40 
41 

15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 

6.5 
6.5 
6.5 
6.5 
6.5 

5.0 
25.0 
15.0 
15.0 
15.0 

10.0 
10.0 
5.0                         
15.0 
10.0 

2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
1.0 

25.95±0.71 
30.84±0.24 
19.64±0.63 
28.84±0.63 
34.87±0.30 

28.78 
31.00 
21.62 
29.85 
33.48 

42 15.0 6.5 15.0 10.0 3.0 28.94±0.26 33.32 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 
50 

15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 

6.5 
6.5 
6.5 
6.5 
6.5 
6.5 
6.5 
6.5 

15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 
15.0 

10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 
10.0 

2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 
2.0 

43.82±0.87 
40.63±0.43 
38.95±0.43 
39.65±0.48 
37.73±0.33 
42.06±0.50 
40.05±0.60 
37.22±0.42 

39.64 
39.64 
39.64 
39.64 
39.64 
39.64 
39.64 
39.64 

 
จากนัน้น าผลการทดลองในตารางที่ 1 มาวิเคราะห์ผลทางสถิติ ซึ่งแสดงในตารางที่ 2 และ 3 และสามารถเขียน

แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์เป็นสมการถดถอยเพื่อแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งตวัแปรตา่ง ๆ ได้แก่ กรดลวีลูนิิก พีเอช ซกัซิเนต 
ไกลซีน และอะซิเตทกบัคา่การผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ใน R. palustris LBL15 แสดงดงัสมการท่ี 2 
  

ALA (mg/L) = 39.64 - 4.48A + 1.99B + 0.56C + 2.06D - 0.04E - 0.34AB - 1.11AC - 2.39AD - 0.30AE + 1.44BC 

- 1.61BD - 1.43BE + 0.00625CD + 0.62CE - 0.43DE - 6.62A2 - 5.95B2 - 2.44C2 - 3.48D2 - 1.56E2          (2) 
 
เมื่อ ALA (mg/L) คือ คา่การผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ (มิลลกิรัมตอ่ลติร)  A คือ ความเข้มข้นของกรดลีวลูิ

นิก (มิลลโิมลาร์) B คือ พีเอชของอาหาร C คือ ความเข้มข้นของซกัซิเนต (มิลลโิมลาร์) D คือ ความเข้มข้นของไกลซีน (มิลลโิม
ลาร์) และ E คือ ความเข้มข้นของอะซิเตท (กรัมตอ่ลติร) 
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การวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (analysis of variance, ANOVA) เพื่อตรวจสอบความเหมาะสม และคณุภาพของ
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์จะใช้คา่โมเดล (model) และคา่ความสมรูป (lack of fit) ตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลอง
ตามสมการท่ี 2 สว่นคณุภาพของแบบจ าลองจะตรวจสอบโดยใช้คา่สมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจ (R2) และสมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจ
ที่มีการปรับแก้ (adjusted R2) แสดงดงัตารางที่ 2 การตรวจสอบความเหมาะสมของแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ตามสมการที่ 
2 พบว่าค่าโมเดลของแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ส าหรับการผลิต ALA มีค่านยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) มีค่า P < 0.0001 
ซึ่งท าให้ทราบว่ากรดลีวูลินิก พีเอช ซักซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทมีผลต่อการผลิต ALA ใน R. palustris LBL15 ถ้ามีการ
เปลี่ยนแปลงความสมัพนัธ์ของปัจจยัทัง้ 5 จะส่งผลต่อการผลิต ALA รวมทัง้ยงัแสดงว่ามีส่วนโค้งเกิดขึน้ที่พืน้ผิวตอบสนอง 
ส่วนการตรวจสอบความสมรูป พบว่าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์มีความสมรูปกับข้อมูลอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติมีค่า P 
เท่ากับ 0.6425 (P > 0.05) แสดงว่าแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่ได้จากการทดลองเหมาะสมส าหรับใช้ท านายค่าการผลิต 
ALA ในแบคทีเรีย R. palustris LBL15 ได้อยา่งถกูต้อง 
  
ตารางที่ 2 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ของแบบจ าลองสมการถดถอยของการผลิต ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอก
เซลล์ในแบคทีเรีย R. palustris LBL15 

Source Degree of 
fredom 

Sum of 
squares 

Mean 
Square 

F-value P-value 

Model 
Residual 
Lack of fit 
Pure error 
Corrected total 

20 
29 
22 
7 
49 

4792.00 
122.68 
89.34 
33.34 

4914.68 

239.60 
4.23 
4.06 
4.76 

56.64 
 

0.85 

< 0.0001 
 

0.6425 

R2 = 0.9750, adjusted R2 = 0.9578 
R2 คือ คา่สมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจ และ adjusted R2 คือ สมัประสทิธ์ิการตดัสนิใจท่ีมีการปรับแก้ 
 

ส่วนคุณภาพของแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของการผลิต ALA สามารถประเมินได้จากค่า R2 และ adjusted R2 
แสดงดงัตารางที่ 2 พบว่าแบบจ าลองมีคา่ R2 เท่ากบั 0.9750 แสดงว่าข้อมลูที่ได้จากการทดลองสามารถเข้ากนัได้กบัข้อมลูที่
ได้จากการท านายด้วยแบบจ าลองมีค่าเท่ากับ 97.50 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งได้รับอิทธิพลจากปัจจัยทัง้ 5 ปัจจัย เท่ากับ 97.50 
เปอร์เซ็นต์ สว่นที่เหลืออีก 2.50 เปอร์เซ็นต์ เป็นผลจากปัจจยัอื่นที่ไม่สามารถควบคมุได้ ในท านองเดียวกนั adjusted R2 มีคา่
เท่ากับ 0.9578 ซึ่งเป็นค่าที่แสดงว่าแบบจ าลองที่ได้มีความถูกต้องและเหมาะสมที่จะน าไปใช้ท านายการผลิต ALA ใน R. 
palustris LBL15 ดงันัน้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ที่มีคา่ R2 และ adjusted R2 เข้าใกล้ 1 จะมีความแมน่ย าในการท านายคา่
การผลติ ALA  

สว่นการวิเคราะห์สมัประสิทธ์ิการถดถอยของตวัแปรอิสระทัง้ 5 นัน้ เป็นการทดสอบวา่ตวัแปรแตล่ะตวั ได้แก่ กรดลวีู
ลินิก (A) พีเอช (B) ซกัซิเนต (C) ไกลซีน (D) และอะซิเตท (E) ในแบบจ าลองตามสมการที่ 2 มีอิทธิพลต่อค่าการผลิต ALA 
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หรือไม่ โดยพิจารณาในส่วนของพจน์เชิงเส้น ( linear terms) พจน์ปฏิสมัพันธ์ร่วม (interaction terms) และพจน์ก าลงัสอง
(square terms) แสดงดงัตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 คา่สมัประสทิธ์ิการถดถอยและคา่สถิติของการผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์  

Variable Coefficient  
estimate 

Standard  
error 

F-value P-value 

Intercept 
A-levulinic acid 
B-pH 
C-succinate 
D-glycine 
E-acetate 
AB 
AC 
AD 
AE 
BC 
BD 
BE 
CD 
CE 
DE 
A2 
B2 
C2 
D2 
E2 

39.64 
-4.48 
1.99 
0.56 
2.06 

-0.040 
-0.34 
-1.11 
-2.39 
-0.30 
1.44 
-1.61 
-1.43 

6.25 x 10-3 
0.62 
-0.43 
-6.62 
-5.95 
-2.44 
-3.48 
-1.56 

0.71 
0.33 
0.33 
0.33 
0.33 
0.33 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 
0.36 

56.64 
189.64 
37.41 
2.92 
40.03 
0.015 
0.88 
9.30 
43.16 
0.70 
15.74 
19.49 
15.39 

2.95 x 10-3 
2.88 
1.37 

331.10 
267.99 
44.93 
91.39 
18.40 

< 0.0001 
< 0.0001 
< 0.0001 
0.0980 

< 0.0001 
0.9030 
0.3557 
0.0049 

< 0.0001 
0.4103 
0.0004 
0.0001 
0.0005 
0.9864 
0.1002 
0.2520 

< 0.0001 
< 0.0001 
< 0.0001 
< 0.0001 
0.0002 

 
เมื่อพิจารณาสว่นของพจน์เชิงเส้น พบวา่พจน์ A, B และ D เป็นตวัแปรอิสระท่ีมีผลตอ่การผลติ ALA อยา่งมีนยัส าคญั

ทางสถิติ (P < 0.05) มีคา่ P-value < 0.0001 ในทกุตวัแปรอิสระ เมื่อพิจารณาในสว่นของพจน์ปฏิสมัพนัธ์ร่วม พบวา่พจน์ AC, 
AD, BC, BD และ BE มีผลตอ่การผลติ ALA อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) มีคา่ P เทา่กบั 0.0049, < 0.0001, 0.0004, 
0.0001 และ 0.0005 ตามล าดบั สดุท้ายเป็นการพิจารณาในสว่นของพจน์ก าลงัสอง จะเห็นได้วา่คา่ P-value ของพจน์ A2, B2, 



บทความวิจยั 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  22  (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม – สิงหาคม  พ.ศ. 2560 309 

 
 

C2, D2 และ E2 มีค่าอยู่ในช่วง < 0.0001-0.0002 (ตารางที่ 3) แสดงว่าตวัแปรอิสระในพจน์ก าลงัสองมีผลต่อการผลิต ALA 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) ในขณะที่ตวัแปรอิสระในพจน์อื่น ๆ มีค่า P > 0.05 สง่ผลให้ตวัแปรอิสระในพจน์ดงักลา่ว
ไมม่ีอิทธิพลตอ่แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ส าหรับใช้ท านายการผลติ ALA ใน R. palustris LBL15 

จากแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ตามสมการที่ 2 สามารถน ามาพล็อตกราฟโครงร่าง 2 มิติ (2-dimensional contour 
plots) เพื่ออธิบายความสมัพนัธ์ระหว่างตวัแปรอิสระต่าง ๆ กับการผลิต ALA ใน R. palustris LBL15 แสดงดงัภาพที่ 1a-e 
พบวา่กราฟทกุกราฟมีลกัษณะเป็นโครงร่าง 2 มิติแบบรูปวงรี (elliptical contour plots) การผลติ ALA สงูสดุจะอยูภ่ายในพืน้ที่
วงรีขนาดเล็กที่สดุ โดยลกัษณะของกราฟที่ได้แสดงถึงการมีอิทธิพลร่วมกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ระหว่างตวั
แปรอิสระต่าง ๆ ภาพที่ 1a แสดงปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหว่างกรดลีวลูินิกและซักซิเนต (AC) และภาพที่ 1b แสดงปฏิสมัพนัธ์
ร่วมกนัระหวา่งกรดลวีลูนิิกและไกลซีน (AD) โดยที่ตวัแปรอิสระตวัอื่นอยูใ่นระดบักลาง พบวา่การเพิ่มความเข้มข้นของกรดลวีลูิ
นิกจาก 5 เป็น 13 มิลลิโมลาร์ (ภาพที่1a-b) ร่วมกบัการเพิ่มความเข้มข้นของซกัซิเนตและไกลซีนจาก 5 มิลลิโมลาร์ เป็น 15 
มิลลิโมลาร์ (ภาพที่ 1a) และ 11 มิลลิโมลาร์ (ภาพที่ 1b) ตามล าดบั มีผลท าให้การผลิต ALA ใน R. palustris LBL15 เพิ่มขึน้
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) และมีค่าสงูสดุเท่ากบั 40.78 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งกรดลีวลูินิก ซกัซิเนต และไกลซีนเป็น
ปัจจัยหลักที่มีผลในการเพิ่มการผลิต ALA ในแบคทีเรียและสาหร่าย (Liu et al., 2014) กรดลีวูลินิกในรูปที่ไม่แตกตัว 
(undissociated form) เป็นรูปแบบที่มีสมบตัิในการยบัยัง้เอนไซม์ ALAD ในวิถี C4 มีผลท าให้การผลิต ALA เพิ่มขึน้ (Sasaki     
et al., 1987; Sasaki et al., 1997) ในขณะที่ซกัซิเนตและไกลซีนจดัเป็นสารตัง้ต้นของการสงัเคราะห์ ALA ในวิถี C4 โดยการ
ท างานร่วมกันของเอนไซม์ succinyl-CoA synthase และ ALA synthase (ALAS) (Sasaki et al., 2002) ซึ่งสอดคล้องกับ
งานวิจัยของ  Sasaki et al. (1991); Chung et al. (2005); Tangprasittipap et al. (2007); Saikeur et al. (2009); Choorit           
et al. (2011); Sattayasamitsathit & Prasertsan (2013) และ Liu et al. (2016) ที่รายงานว่าความเข้มข้นของกรดลีวูลินิก             
ซกัซิเนต และไกลซีนที่เหมาะสมตอ่การผลติ ALA มีคา่อยูใ่นช่วง 10-30, 8.56-30 และ 3-15 มิลลโิมลาร์ ตามล าดบั แตอ่ยา่งไร
ก็ตามการเพิ่มความเข้มข้นของกรดลีวลูินิกถึง 25 มิลลิโมลาร์ ซกัซิเนต 25 มิลลิโมลาร์ และไกลซีน 15 มิลลิโมลาร์ จะสง่ผลให้ 
R. palustris LBL15 ผลติ ALA ลดลง (ภาพที่ 1a-b) เนื่องจาก (1) การเติมกรดลวีลูนิิกในปริมาณสงูมีผลท าให้อาหารเพาะเลีย้ง
แบคทีเรียมีพีเอชลดต ่าลง (พีเอชเป็นกรด) ส่งผลต่อการเจริญและการผลิต ALA ซึ่งสอดคล้องกับรายงานการวิจัยของ 
Sattayasamitsathit & Prasertsan (2013) พบว่าการเติมกรดลีวลูินิก 12.5 มิลลิโมลาร์ จะสง่ผลให้พีเอชของอาหารลดต ่าลง 
(pH 5.3 ) ท าให้เกิดการยบัยัง้การเจริญของเซลล์และการสร้างคลอโรฟิลล์ใน R. benzoatilyticus รวมทัง้การยบัยัง้การท างาน
ของเอนไซม์ ALAS ท าให้การผลิต ALA ในวิถี C4 ลดลง (Noparatnaraporn et al., 2000) (2) การเติมซกัซิเนตในปริมาณสงู 
(25 มิลลิโมลาร์) จะเกิดการยบัยัง้โดยสารตัง้ต้น (substrate inhibition) ท าให้การผลิต ALA ลดลง และ (3) การเพิ่มความ
เข้มข้นของไกลซีนถึง 15 มิลลิโมลาร์ จะสง่ผลให้เกิดการสะสมแอมโมเนียภายในเซลล์เพิ่มขึน้จากกระบวนการเมทาบอลิซึม
ของไกลซีน (Sasaki et al., 2002) และยับยัง้กระบวนการสังเคราะห์ฟอร์ไฟริน รวมทัง้ไกลซีนจัดเป็นสารตัง้ต้นของการ
สงัเคราะห์ glutathione ซึ่งสามารถเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัหมู่ซลัไฟดริลของเอนไซม์ ALAS ท าให้การท างานของเอนไซม์ 
ALAS ลดลง (Neuberger, 1961) ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Chung et al. (2005) ได้ศึกษาผลของการเติมกรดลีวูลินิก             
ซกัซิเนต และไกลซีน พบว่าการผลิต ALA ใน recombinant Escherichia coli ที่ได้รับยีน hemA (ยีนน ารหสัการสงัเคราะห์
เอนไซม์ ALAS) จาก Bradyrhizobium japonicum จะลดลง เมื่อเติมกรดลีวลูินิกที่ความเข้มข้น 40-60 มิลลิโมลาร์ ซกัซิเนต 
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45-90 มิลลิโมลาร์ และไกลซีน 20-30 มิลลิโมลาร์ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าสายพนัธุ์แบคทีเรีย องค์ประกอบของ
อาหาร และสภาวะที่ใช้ในการเพาะเลีย้งมีผลตอ่การผลติ ALA 
 

 
ภาพที่ 1  กราฟโครงร่างการผลติ ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ในแบคทีเรีย R. palustris LBL15 เมื่อเพาะเลีย้งใน 

 อาหารเหลว GAY ภายใต้สภาวะมีอากาศเลก็น้อย-มีแสง (5,000 ลกัซ์) ที่อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซยีส นาน  
 48 ชัว่โมง โดยที่ (a) ปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหวา่งกรดลวีลูนิิกและซกัซิเนต (b) กรดลวีลูนิิกและไกลซนี  
 (c) พีเอชและซกัซเินต (d) พีเอชและไกลซีน และ (e) พีเอชและอะซิเตท สว่นปัจจยัอื่น ๆ อยูใ่นระดบักลาง 
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ภาพที่ 1c แสดงปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหวา่งพีเอชและซกัซิเนต (BC) ภาพที่ 1d แสดงปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหวา่งพีเอช
และไกลซีน (BD) และภาพที่ 1e ปฏิสมัพนัธ์ร่วมกนัระหวา่งพีเอชและอะซิเตท (BE) โดยที่ตวัแปรอิสระตวัอื่นอยูใ่นระดบักลาง 
พบว่าแบคทีเรีย R. palustris LBL15 ผลิต ALA เพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เมื่อพีเอช ซกัซิเนต ไกลซีน และ        
อะซิเตทมีคา่เพิ่มขึน้ และมีค่าสงูสดุเทา่กบั 39.71 มิลลิกรัมตอ่ลิตร เมื่อมีพีเอช 6.6 (รูปที่ 1c-e) ซกัซิเนต 15 มิลลิโมลาร์ (ภาพ
ที่ 1c) ไกลซีน 11 มิลลิโมลาร์ (ภาพที่ 1d) และอะซิเตท 2 กรัมต่อลิตร (ภาพที่ 1e) ซึ่งพีเอชของอาหารเป็นปัจจยัที่มีผลตอ่การ
เพิ่มการผลิต ALA เนื่องจาก (1) พีเอชมีผลต่อการท างานของเอนไซม์ ALAS และ ALAD ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการ
สงัเคราะห์ ALA ในวิถี C4 (Liu et al., 2005; Heinemann et al., 2008) โดยพบว่าเอนไซม์ ALAS และ ALAD จะถกูยบัยัง้เมื่อ
พีเอชมีค่า 6.0-6.5 ในขณะที่พีเอช 6.8-7.0 จะมีผลกระตุ้นการท างานของเอนไซม์ ALAS ให้สงูขึน้ แต่การท างานของเอนไซม์ 
ALAD จะถูกยับยัง้ ส่วนที่พีเอช 8.0 พบว่ามีผลส่งเสริมการท างานของเอนไซม์ ALAD แต่อย่างไรก็ตามการเพาะเลีย้ง              
R. palustris LBL15 มีการผลติ ALA สงูสดุที่พีเอช 6.6 และจะลดลงเมื่อพีเอช 7.5 ซึง่แตกตา่งกบังานวิจยัของ Liu et al. (2015) 
และ Sattayasamitsathit & Prasertsan (2014) ที่รายงานว่าค่าพีเอชที่เหมาะสมในการผลิต ALA ของ R. sphaeroides และ 
R. benzoatilyticus มีค่าเท่ากบั 7.0 และการผลิต ALA จะลดลงเมื่อพีเอชมีค่า 5.0-6.0 (2) พีเอชมีผลต่อการแตกตวัของกรด
ลีวลูินิก โดยกรดลีวลูนิิกในรูปที่ไมแ่ตกตวัจะยบัยัง้เอนไซม์ ALAD ได้ดีที่สดุ (Noparatnaraporn et al., 2000) ทัง้นีก้ารแตกตวั
จะขึน้อยู่กบัพีเอชของอาหาร การเติมกรดลีวลูินิก 15 มิลลิโมลาร์ที่พีเอช 7.5 จะยบัยัง้เอนไซม์ ALAD ได้เพียง 20 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะที่พีเอช 6.5 สามารถยบัยัง้เอนไซม์ ALAD ได้ 60 เปอร์เซ็นต์ และจะยบัยัง้เอนไซม์ ALAD ได้มากที่สดุ (80 เปอร์เซ็นต์) 
เมื่อเพาะเลีย้งที่พีเอช 5.5 ร่วมกบัการเติมกรดลีวลูินิก 5 มิลลิโมลาร์ (Sasaki et al., 1997) และ (3) พีเอชมีผลต่อการแตกตวั
และการใช้สารอินทรีย์ต่าง ๆ เช่น ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตท โดยที่ซคัซิเนตและไกลซีนเป็นสารตัง้ต้นของการสงัเคราะห์ 
ALA โดยตรงผ่านวิถี C4 ในขณะที่อะซิเตทจะถูกใช้เป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการเจริญและการผลิต ALA (Choorit et al., 
2011) ดังนัน้การใช้สารอินทรีย์เหล่านีจ้ึงมีผลต่อการผลิต ALA ทัง้นีข้ึน้อยู่กับพีเอชของอาหาร จากรายงานการวิจัยของ 
Sattayasamitsathit & Prasertsan (2014) พบว่าที่พีเอช 7.0 แบคทีเรีย R. benzoatilyticus ใช้กรดลีวูลินิกและอะซิเตทมาก
ที่สดุ 45.40 และ 17.81 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั ในขณะที่พีเอช 6.5 ซกัซิเนตถกูใช้สงูสดุ 31.71 เปอร์เซ็นต์ ท าให้การผลิต ALA 
เพิ่มขึน้อยูใ่นช่วง 212-286 ไมโครโมลาร์ ซึ่งแตกต่างจากการเพาะเลีย้ง R. palustris LBL15 ในอาหาร GAY ที่พีเอช 6.6 เซลล์
ผลิต ALA ได้สงูสดุ (ภาพที่ 1c-e) แต่อย่างไรก็ตามเมื่อเพาะเลีย้งที่พีเอช 5.5 หรือ 7.5 ร่วมกบัการเติมซกัซิเนต 25 มิลลิโมลาร์ 
ไกลซีน 15 มิลลโิมลาร์ และอะซิเตท 3 กรัมตอ่ลติร การผลติ ALA ใน R. palustris LBL15 จะลดลง (ภาพที่ 1c-e) เนื่องจากทีพี่
เอชเป็นด่าง (pH 7.5) หรือพีเอชเป็นกรด (pH 5.5) ซกัซิเนต ไกลซีน และอะซิเตทจะอยู่ในรูปที่แตกตวัและไม่แตกตวั โดยรูปท่ี
ไม่แตกตัวจะถูกน าเข้าสู่เซลล์ ท าให้ภายในเซลล์มีพีเอชเป็นกรด (Luli & Strohl, 1990) ส่งผลให้เซลล์ต้องใช้พลังงาน 
(adenosine triphosphate, ATP) ในการปรับสมดุลของพีเอชภายในเซลล์ให้อยู่ในระดับพีเอชปกติ (pH 7.5) แทนที่จะใช้
พลงังานในการเจริญและกระบวนการสงัเคราะห์สาร (Zeng et al., 1990) รวมทัง้การเปลี่ยนแปลงพีเอชภายในเซลล์จะสง่ผล
ให้เซลล์ไม่สามารถออกซิไดซ์แหลง่คาร์บอนต่าง ๆ ได้ สว่นในรูปที่แตกตวัจะมีการปลดปลอ่ย H+ ออกมา ท าให้เกิดความไม่
สมดลุกนัระหวา่งประจภุายในและภายนอกเซลล์ เซลล์ต้องใช้พลงังาน ATP ในการแลกเปลีย่นประจเุพื่อรักษาความสมดลุของ
เซลล์ อาจจะสง่ผลให้การผลติ ALA ใน R. palustris LBL15 ลดลง (ภาพที่ 1c-e)  
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2. ผลการศึกษาความถกูต้องของการใช้แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ท านายการผลิต ALA 
จากผลการทดลองหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA ชนิดหลั่งออกภายนอกเซลล์ใน R. palustris LBL15 

ประกอบด้วยกรดลวีลูนิิก 12.81 มิลลโิมลาร์ พีเอช 6.58 ซกัซิเนต 16.28 มิลลโิมลาร์ ไกลซีน 11.03 มิลลโิมลาร์ และอะซิเตท 
1.98 กรัมต่อลิตร โดยเปรียบเทียบค่าที่ได้จากการทดลองจริงและคา่ที่ได้จากการท านาย แสดงดงัภาพที่ 2a-b พบว่าสภาวะ
การเพาะเลีย้งที่ได้รับการปรับปรุงแล้ว (optimized) มีความเข้มของการเปลง่แสงฟลอูอเรสเซนต์สงูกวา่ในสภาวะที่ยงัไมไ่ด้รับ
การปรับปรุง (unoptimized) (ภาพที่ 2a) จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สภาวะที่ได้การปรับปรุงเซลล์ R. palustris LBL15 
ผลติ ALA ได้สงูกวา่สภาวะที่ยงัไมไ่ด้รับการปรับปรุง และเมื่อสแกนคา่ Em ด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลอูอโรมิเตอร์ (โดยก าหนดคา่ 
Ex เท่ากบั 370 นาโนเมตร) มีค่าเท่ากบั 463 นาโนเมตร ซึ่งสามารถยืนยนัได้ว่า R. palustris LBL15 สามารถผลิต ALA ชนิด
หลัง่ออกภายนอกเซลล์ได้จริง เนื่องจากเทคนิคทางฟลอูอเรสเซนต์มีความจ าเพาะสงู ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัของ Lee et al. 
(2004) และ Oishi et al. (1996) ที่รายงานวา่สารประกอบฟลอูอเรสเซนซ์ของอนพุนัธ์ ALA คือ 2,6-diacetyl-1,5-dimethyl-7-
(2-carboxyethyl)-3H-pyrrolizing มีค่า Em และ Ex เท่ากบั 463 และ 370 นาโนเมตร ตามล าดบั และเมื่อน าค่าความเข้มข้น
ของการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์เปรียบเทียบกับกราฟ ALA มาตรฐาน พบว่า R. palustris LBL15 ผลิต ALA ได้เท่ากับ 
40.32±0.43 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกบัค่าได้จากการท านายด้วยแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ตามสมการที่ 2 คือ 
41.28 มิลลกิรัมตอ่ลติร เมื่อเปรียบเทียบการผลติ ALA ก่อนและหลงัการปรับปรุงสภาวะของการเพาะเลีย้ง พบวา่ผลติ ALA ได้
เพิ่มขึน้ 4 เท่า (ภาพที่ 2b) และเมื่อพิจารณาที่ค่าเปอร์เซ็นต์ความผิดพลาด (% error) พบว่ามีคา่เท่ากบั 2.33 ซึ่งค่าเปอร์เซ็นต์
ความผิดพลาดที่ยอมรับได้ไมค่วรเกิน 5 เปอร์เซ็นต์ จากผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่สภาวะที่เหมาะสมที่ได้จากแบบจ าลองมี
ความนา่เช่ือถือ และสามารถน าไปใช้ท านายคา่การผลิต ALA ชนิดหลัง่ออกภายนอกเซลล์ได้อย่างถกูต้อง และพบว่ามีคา่การ
ผลิต ALA (40.32±0.43 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 240.59±2.57 ไมโครโมลาร์) สูงกว่างานวิจัยของ Saikeur et al. (2009) ได้
เพาะเลีย้ง R. palustris KG31 ในอาหารเหลวสตูร VFA ร่วมกบัการเติมไกลซีน 30 มิลลโิมลาร์ และกรดลวีลูนิิก 10 มิลลโิมลาร์ 
ภายใต้สภาวะนิ่ง-มีแสง (static-light condition) (5,500 ลกัซ์) ที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 54 ชั่วโมง ผลิต ALA ได้
เท่ากบั 182.91 ไมโครโมลาร์ และผลิต ALA ได้ 190.74 ไมโครโมลาร์ เมื่อเพาะเลีย้งแบคทีเรีย R. benzoatilyticus ในอาหาร 
glutamate-malate (GM) ร่วมกับการเติมไกลซีน 7.5 มิลลิโมลาร์ ซักซิเนต 10 มิลลิโมลาร์ และกรดลีวูลินิก 10 มิลลิโมลาร์ 
ภายใต้สภาวะมีอากาศเลก็น้อย-มีแสง (3,000 ลกัซ์) ท่ีอณุหภมูิ 32 องศาเซลเซียส (Sattayasamitsathit & Prasertsan, 2013)  
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ภาพที่ 2  การเปรียบเทยีบความเข้มของการเปลง่แสงฟลอูอเรสเซนต์ของอนพุนัธ์ ALA (a) และการผลติ ALA ชนิดหลัง่ 

ออกภายนอกเซลล์โดยแบคทเีรีย R. palustris LBL15 (b) เมื่อเพาะเลีย้งภายใต้สภาวะมีอากาศเลก็น้อย-มีแสง(5,000 ลกัซ์)  
ที่อณุหภมูิ 35 องศาเซลเซยีส นาน 48 ชัว่โมง โดยที่ unoptimized เป็นการเพาะเลีย้งในอาหาร GMY ร่วมกบัการเติมกรด 
ลวีลูนิิก 10 มิลลโิมลาร์ และ optimized คือ การเพาะเลีย้งในอาหาร GAY ที่ประประกอบด้วยกรดลวีลูนิิก 12.81 มิลลโิมลาร์ 
พีเอช 6.58 ซกัซเินต 16.28 มิลลโิมลาร์ ไกลซีน 11.03 มิลลโิมลาร์ และอะซิเตท 1.98 กรัมตอ่ลติร 
 
สรุปผลการวิจัย  

จากการประยกุต์ใช้วิธี RSM และออกแบบการทดลองแบบ CCD เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิต ALA ชนิด
หลัง่ออกภายนอกเซลล์ พบวา่กรดลวีลูนิิก พีเอช และไกลซีนเป็นปัจจยัที่มีผลตอ่การผลติ ALA ใน R. palustris LBL15 อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) ในขณะที่ซกัซเนตและอะซิเตทไม่มีผลต่อการเพิ่มการผลิต ALA โดยพบว่าสภาวะที่เหมาะสม
ที่สดุในการผลติ ALA คือ การเติมกรดลวีลูนิิก 12.81 มิลลโิมลาร์ พีเอช 6.58 ซกัซิเนต 16.28 มิลลโิมลาร์ ไกลซีน 11.03 มิลลโิม
ลาร์ และอะซิเตท 1.98 กรัมตอ่ลติร ผลติ ALA ได้เทา่กบั 40.32±0.43 มิลลกิรัมตอ่ลติร ซึง่มีคา่ใกล้เคียงกบัคา่การผลติ ALA ที่
ได้จากการท านายด้วยแบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ตามสมการที่ 2 คือ 41.28 มิลลิกรัมต่อลิตร หลงัจากการปรับปรุงสภาวะที่
ใช้เพาะเลีย้งแล้วสามารถเพิ่มการผลติ ALA ได้ถึง 4 เทา่ เมื่อเปรียบเทียบคา่ที่ได้จากการทดลองจริงกบัคา่ที่ได้จากการท านาย 
พบวา่มีคา่ความผิดพลาดของการผลติ ALA เทา่กบั 2.33 เปอร์เซ็นต์ ซึง่ความเข้มข้นของ ALA ที่ผลติโดย R. palustris LBL15 
สามารถน าไปประยกุต์ใช้เป็นสารสง่เสริมการเจริญเติบโตของพืชได้ 
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