
บทที่ 3

ผลการทดลองและวิจารณ

1. การคัดเลือกแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มที่ผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูง
สุดภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง

จากการเลี้ยงแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มจํ านวน 5 สายพันธุ คือ SS3, SS4, 
FS3, SH5 และ ES16 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีการเติมเกลือ 3% ซ่ึงเปนความเขมขน
ของเกลือท่ีเหมาะสมตอการเจริญของแบคทีเรียสังเคราะหแสงทางทะเล (marine 
photosynthetic bacteria) (Watanabe et al., 1998) เนื่องจากเชื้อท่ีใชในการทดลองนี้เปน
เชื้อท่ีแยกไดจากแหลงนํ้ าเค็ม เลี้ยงเชื้อภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 2 พบวา ทุก
สายพันธุมีการเจริญใกลเคียงกัน โดยสายพันธุ SS3 เจริญไดดีกวาอีก 4 สายพันธุ  แตไม
แตกตางอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) โดยมีคามวลชีวภาพเทากับ 2.08 กรัมตอลิตร สวน 4 
สายพันธุท่ีเหลือใหปริมาณมวลชีวภาพในชวง 1.98-2.05 กรัมตอลิตร สํ าหรับการเจริญของ
เชื้ออาจสังเกตไดจากการเปลี่ยนแปลงของสีโดยพบวาในระยะแรกของการเจริญ สายพันธุ 
SS3, SS4, SH5, FS3 มีสีน้ํ าตาล แตสายพันธุ ES16 มีสีน้ํ าตาลอมสม หลังจากเลี้ยง
ประมาณ 60 ช่ัวโมง สีของเชื้อทุกสายพันธุเปลี่ยนเปนสีแดงเขม ท้ังนี้ปจจัยที่เกี่ยวของกับ
การเปลี่ยนแปลงสีของเชื้อคือ อากาศ ซ่ึงในการเลี้ยงมีการเก็บตัวอยางทุก 6 ช่ัวโมง ทํ าให
ในชวงหลังมีอากาศเพิ่มมากขึ้นเนื่องจากปริมาณนํ้ าหมักลดลง จึงสงผลตอการเปลี่ยน
แปลงสีของเชื้อ เชนเดียวกับกรณีของเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสง Rhodobacter 
capsulatus ซ่ึงมีสีน้ํ าตาลอมสมจนถึงสีน้ํ าตาลเขม เมื่อเลี้ยงในสภาวะไรอากาศ-มีแสง แต
เมื่อเลี้ยงในสภาวะมีอากาศเชื้อเปลี่ยนเปนสีแดง เนื่องจากมีรงควัตถุคาโรทีนอยดชนิด 
spheroidene หรือท้ังชนิด spheroidene และ hydroxyspheroidene ท่ีสามารถเปลี่ยนเปน
ชนิด ketocarotenoids ภายใตสภาวะมีอากาศ เปนผลใหเชื้อมีสีแดง (Imhoff et al., 1984) 
ในระหวางการเจริญ แบคทีเรียสังเคราะหแสงทั้ง 5 สายพันธุมีการยอยสลายกลูตาเมต



ตารางที่ 2 เปรียบเทียบการเจริญ คาพีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจาก
แบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็ม 5 สายพันธุท่ีเลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มา
เลตที่มีเกลือ 3% ท่ีเวลา 24 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง 
(3,000 ลักซ) ท่ี 37 องศาเซลเซียส

Table 2   Comparison on growth, pH and ALA production from five isolates of 
halotolerant photosynthetic bacteria cultivated in GM medium 
containing 3% NaCl at 24 h under microaerobic-light (3,000 lux) 
condition at    37°C

Isolate no. Initial
pH

Final
pH

Highest DCW
(g/l)

Highest ALA
(µM)

SS3 7.0 8.71 2.08 26
SS4 7.0 8.75 2.05 22
FS3 7.0 8.72 2.02 20
SH5 7.0 8.78 2.00 21
ES16 7.0 8.85 1.98 19



ยีสตสกัด ทํ าใหมีการปลดปลอยแอมโมเนีย (Pfenning, 1967) สงผลใหคาพีเอชในอาหาร
เลี้ยงเชื้อเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วจากพีเอชเริ่มตนประมาณ 7.0 เปน 8.71-8.75 หลังจากการ
เลี้ยง 72 ช่ัวโมง และเมื่อพีเอชของอาหารมีการเปลี่ยนแปลงมากเกินกวาชวงพีเอชที่เหมาะ
สมตอการเจริญของเชื้อ มีผลใหเชื้อเจริญลดลง (Sasaki and Nagai, 1979)

สํ าหรับการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อท้ัง 5 สายพันธุ พบวาสายพันธุ SS3 มี
การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงสุดเทากับ 26 ไมโครโมลาร ซ่ึงมากกวาเชื้ออีก 4 สาย
พันธุท่ีผลิตไดในชวง 19-25 ไมโครโมลาร ผลท่ีไดไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ อยางไรก็
ตาม สายพันธุ SS3 มีการเจริญและผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงสุด จึงคัดเลือกสายพันธุ
น้ีสํ าหรับการศึกษาในขั้นตอนตอไป

เมื่อทํ า time course ของเชื้อท่ีคัดเลือก (รูปท่ี 4) พบวาจากพีเอช 7.0 เปน 8.4 เมื่อ
สิ้นสุดการเลี้ยง เชื้อเจริญอยางรวดเร็วมีระยะ log phase 18 ช่ัวโมง และเขาสู stationary 
phase ท่ีเวลา 30 ช่ัวโมง โดยมีการเจริญเพิ่มข้ึนเล็กนอยและมีคาสูงสุดที่ 60 ช่ัวโมง แลว
เริ่มลดลง เนื่องจากปริมาณสารอาหารตางๆ ถูกใชไปเกือบหมด พีเอชมีคาเพิ่มข้ึนตลอด
ระยะเวลาในการเลี้ยงเชื้อโดยมีคาเริ่มตนที่พีเอช 7.0 และเพิ่มเปน 8.71 เมื่อสิ้นสุดการเลี้ยง 
เมื่อวิเคราะหปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (รูปท่ี 5) พบวาปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก
เพิ่มข้ึนตามการเจริญที่เพิ่มข้ึนโดยมีคาสูงสุด 23 ไมโครโมลารท่ีเวลา 48 ช่ัวโมงและลดลง
เล็กนอย (20 ไมโครโมลาร) ท่ีเวลา 60 ช่ัวโมง กอนจะเพิ่มข้ึนที่เวลา 72 ช่ัวโมง ปริมาณกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิกภายนอกเซลลมีคาเทากับ 25 ไมโครโมลาร และกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภาย
ในเซลลเทากับ 3.05 ไมโครโมลาร จะเห็นวาปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายนอกเซลลมี
คาสูงกวาปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลถึง 8.2 เทา แสดงวาเชื้อมีการหลั่งกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิกภายนอกเซลลมากกวา หรือกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลอาจเปลี่ยน
ไปเปนสารเตตราไพโรล ทํ าใหมีปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลตํ่ ากวา ท้ังนี้เปน
ผลมาจากกิจกรรมของเอนไซม ALA synthetase และเอนไซม ALA dehydratase ท่ีเพิ่มข้ึน
ตลอดระยะเวลาที่เชื้อมีการเจริญ โดยที่เวลา 24 ช่ัวโมงเอนไซม  ALA synthetase และ
เอนไซม ALA dehydratase มีคาเทากับ 2.7 และ 20 U/mg protein และเมื่อสิ้นสุดการ
เลี้ยงเชื้อท่ีเวลา 72 ช่ัวโมง พบวาเอนไซม ALA synthetaseและเอนไซม
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รูปที่ 5  การเจรญิ และ พีเอช  ระหวางการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ SS3 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มี
เกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ    37°ซ

Fig. 5  Growth and pH during cultivation of  the isolate SS3 in GM medium containing 
3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at      37°C
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รูปที่ 6 การผลติกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก, กิจกรรมของเอนไซม ALA synthetase (ALAS) และ
เอนไซม ALA dehydratase (ALAD) ระหวางการเลี้ยงเชื้อสายพันธุ SS3 ในอาหารกลูตา
เมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ
37°ซ

Fig. 6  5-Aminolevulinic acid (ALA) production, activity of enzyme ALA synthetase 
(ALAS) and ALA dehydratase (ALAD) during cultivation of the isolate SS3 in GM 
medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 
37°C



ALA dehydratase เพิ่มข้ึนเปน 8.8 และ 160 U/mg protein ตามลํ าดับ ซ่ึงเอนไซม ALA 
synthetase เรงปฎิกิริยาในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกและเปลี่ยนเปนสารประกอบเต
ตราไพโรลอยางตอเนื่องจากการทํ างานของเอนไซม ALA dehydratase ขอสังเกตคือ กิจ
กรรมของเอนไซม ALA dehydratase ลดลงที่เวลา 60 ช่ัวโมง สอดคลองกับการลดลงของ
ปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่เวลาเดียวกัน

2. การจํ าแนกชนิดของแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่คัดเลือกได
2.1 การจํ าแนกในระดับวงศ (Family)
ผลการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงที่แยกไดใน Sulfide medium และ 

Thiosulfate medium ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง พบวาเชื้อไมเจริญเนื่องจากไม
สามารถใชซัลไฟดและไธโอซัลเฟตเปนตัวใหอิเล็กตรอนสํ าหรับการสังเคราะหแสง แสดงวา
แบคทีเรียสังเคราะหแสงที่แยกไดเปนพวก purple non-sulfur กลุม Anoxygenic อยูในวงศ 
Rhodospirillaceae (Buchanan et al., 1974; Staley et al., 1989)

2.2 การจํ าแนกในระดับสกุล (Genus) และชนิด (Species)
นํ าแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มสายพันธุ SS3 ท่ีคัดเลือกได มาจํ าแนกลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาและสรีรวิทยา (ตารางที่ 3) พบวา แบคทีเรียสายพันธุ SS3 ติดสีแกรมลบ 
มีรูปไข ขนาด 0.95×1.42 µm เคลื่อนที่ได ไมสรางเมือก ไมสามารถยอยเจลาติน จากการ
ศึกษาความตองการวิตามิน พบวา ภายใตสภาวะไรอากาศ-มีแสง เชื้อไมเจริญไดในอาหาร
ท่ีปราศจากไบโอตินและวิตามินบี 12 และเจริญไดเล็กนอยในสูตรอาหารที่ไมมีการเติมกรด
พาราอะมิโนเบนโซอิกและไทอามิน และเจริญไดดีในอาหารที่ไมมีการเติมกรดนิโคตินิค 
แสดงวาตองการวิตามินบี 12 และไบโอตินในการเจริญแตไมตองการกรดนิโคตินิค มีแบค 
เทอริโอคลอโรฟลล เอ และคาโรทีนอยด ซ่ึงดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 378, 478, 515, 
590, 805 และ 860 นาโนเมตร (รูปท่ี 7)



ตารางที่ 3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาและความตองการวิตามินของเชื้อแบคทีเรีย
สังเคราะหแสงทนเค็มสายพันธุ SS3

Table 3 Taxonomic characteristics and requirement of vitamins of the 
selected halotolerant photosynthetic bacterial isolate SS3

Gram Negative
Cell shape Ovoid
Cell size 0.9 x 1.42 µm
Cell motility     +
Slime formation      -
Hydrolyzed gelatin      -
Vitamin Requirement*

- biotin      +
- vitamin B12      +
- nicotinic acid      -
-ρ-aminobenzoic acid     ±
-thiamin     ±
Photopigment Bacteriochlorophyll a
Spectrum absorption 378, 478, 515, 590, 805 and 860 nm
Anaerobic growth in the light     + (brownish red)
Aerobic growth in the dark     + (red)
* + = no growth when no addition vitamin after incubation for 96 h
   ± = slight growth (0.1<OD<0.2)
   − = good growth (OD≥0.2)



รูปที่ 7   คาการดูดกลืนแสงสารละลายเซลลของเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็ม
   สายพันธุ SS3

Fig. 7 Absorption spectrum of whole cell suspention of the halotolerant   
photosynthetic bacterial isolate SS3

เมื่อเจริญในสภาวะไรอากาศ-มีแสง เชื้อมีสีน้ํ าตาลแดง สวนการเจริญในสภาวะมี
อากาศ-ไรแสงเชื้อมีสีแดง ซ่ึงสอดคลองกับลักษณะของ Rhodobacter sp. โดย Imhoff 
และ คณะ (1984) รายงานวา Rhodobacter sp. มีรูปรางรูปไขหรือรูปทอน ขนาด 0.5 –1.2 
µm  ผลิตหรือไมผลิตเมือก เคลื่อนที่ไดโดยใชแฟลกเจลลา ดูดกลืนแสงสูงสุดที่
ความยาวคลื่น 376-378, 450-455, 470-480, 508-513, 590-592, 802-805 และ 860-
863 นาโนเมตร

เมื่อทดสอบการใชสารอาหารของเชื้อ (ตารางที่ 4) พบวาสายพันธุ SS3 เจริญไดดี
ในสูตรอาหารที่เติมไพรูเวท อะซิเตท กลูโคส ฟรุคโทส โพรพิโอเนต แลคเทต ซัคซิเนต มาเลต 
กลูตาเมต และเอทธานอล และไมเจริญในสูตรอาหารที่เติม กลีเซอรอล ซอรบิทอล เบนโซ
เอต ซิเทรต แมนโนส แมนิทอล และทาเทรต จากการเปรียบเทียบการใชสารอาหารของ
แบคทีเรียสังเคราะหแสง พบวาสายพันธุ SS3 สามารถใชสารอาหารสอดคลองกับการใช
สารอาหารของเชื้อ Rhodobacter capsulatus (Staley et al., 1989) ดังนั้น จึงสรุปวา
แบคทีเรียสายพันธุท่ีคัดเลือกได คือ Rhodobacter capsulatus SS3



ตารางที่ 4   เปรียบเทยีบการใชสารอาหารของเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็มสายพันธุ
 SS3 ที่คัดเลือกไดกับเชื้อ Rhodobacter capsulatus

Table 4  Comparison on utilization of various compounds as carbon sources or 
electron donor of the halotolerant photosynthetic bacterial isolate SS3 
cultivated under anaerobic-light condition and Rhodobacter capsulatus

Carbon source or electron
donor

Isolate SS3 Rhodobacter capsulatus1

(Staley et al., 1989)
Pyruvate +++ +
Acetate ++ +
Glycerol - -
Glucose ++ +
Sorbitol - ±
Fructose ++ +
Propionate ++ +
Lactate ++ +
Benzoate - -
Succinate ++ +
Citrate - ±
Malate ++ +
Glutamate ++ +
Mannose - -
Methanol - -
Ethanol ++ +
Mannitol - ±
Tartrate - -

(+++)  = OD>0.2 after incubation for 24 h, (++)   = OD>0.2 after incubation for 72 h
    (-)      = no growth,   (±)     = substrate utilized by some strains



3. ปจจัยที่มีผลตอการเจริญและการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก

3.1 ผลของความเขมขนของกรดลีวูลินิก
จากการเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลต ท่ีมีเกลือ 
3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (ความเขมแสง 3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และมีการเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 มิลลิโมลาร หลังการ
เลี้ยงเชื้อ 24 ช่ัวโมงซึ่งเปนระยะที่เชื้อเริ่มเขาสูสภาวะการเจริญคอนขางคงที่ โดยมีรายงาน
ของ Sasaki และคณะ (1987) วาการเติมกรดลีวูลินิกในระยะที่เชื้อมีการเจริญจะมีประสิทธิ
ภาพในการควบคุมเมทาบอลิซึมของเชื้อในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก และสงผลใหเชื้อ
มีการเจริญชาลงและหลั่งกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกออกมาภายนอกเซลลมากขึ้น ผลการ
ทดลองโดยเปรียบเทียบกับชุดควบคุม (ไมมีการเติมกรดลีวูลินิก) (รูปท่ี 8) พบวาการเติม
กรดลีวูลินิกที่ระดับความเขมขน 5,10 และ 15 มิลลิโมลารใหมวลชีวภาพไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) กับชุดควบคุม โดยใหมวลชีวภาพสูงสุดเทากับ 1.50, 1.48, 
1.53 และ 1.51 กรัมตอลิตร การเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร มีผลใหการ
เจริญของเชื้อลดลงอยางมีนัยสํ าคัญ (มวลชีวภาพเทากับ 1.19 กรัมตอลิตร) ซ่ึงเปนผลจาก
การที่พีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อลดลงตํ่ ากวา 6 เกิดสภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ 
ปริมาณมวลชีวภาพจึงนอยกวาเชื้อท่ีเจริญในอาหารที่มีการเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน
ตํ่ ากวา (5-15 มิลลิโมลาร) ซ่ึงการเติมท่ีระดับ 10 มิลลิโมลารเริ่มมีผลทํ าใหพีเอชลดลงหลัง
การเลี้ยงเชื้อประมาณ 30 ช่ัวโมง ซ่ึงอาจเปนผลมาจากการที่เชื้อเมตาบอไลซกรดลีวูลินิกไป
เปนอะซิเตท โพรพิโอเนต (Okuyama et al., 1988) และมีรายงานวากรดลีวูลินิกเปนตัว
ยับยั้งการสังเคราะหเตตราไพโรลรวมทั้งไซโตโครมที่ใชในการถายทอดอิเล็กตรอน (Sasaki 
et al., 1987)  ซ่ึงมีผลตอการยับยั้งการสังเคราะหแสงของเชื้อ ดังนั้นการเติมกรดลีวูลินิกที่
ความเขมขน 20 มิลลิโมลาร เชื้อจึงมีการเจริญลดลงมาก



รูปที่ 8 ผลของความเขมขนกรดลีวูลินิกตอการเจริญ พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อ Rhodobacter 
capsulatus SS3 ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37°ซ

  Fig. 8 Effect of levulinic acid (LA) concentration on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus
SS3 under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C
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สํ  าหรับผลของการเติมกรดลีวูลิ นิกต อการผลิตกรด  5-อะมิโนลีวูลิ นิกของ
Rhodobacter capsulatus SS3 พบวาที่ความเขมขน 5, 10 และ 15 มิลลิโมลาร เชื้อผลิต 
ALA ไดแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) กับชุดควบคุม (ไมเติมกรดลีวูลินิก) โดยที่
ความเขมขน 15 มิลลิโมลาร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงสุดเทากับ 61 ไมโครโมลาร 
รองลงมาที่ความเขมขน 10, 5 และ 20 มิลลิโมลาร ซ่ึงใหคาเทากับ 43, 25 และ 15 ไมโคร
โมลาร ตามลํ าดับสวนชุดควบคุมมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกได 13 ไมโครโมลาร การที่
เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดนอยที่ความเขมขนของกรดลีวูลินิกตํ่ า (5 และ 10 มิลลิโม
ลาร) อาจเปนเพราะเชื้อใชกรดลีวูลินิกเปนแหลงคารบอนเพื่อการเจริญดวย จึงเหลือ
ปริมาณกรดลีวูลินิกเล็กนอยซึ่งอาจจะยับยั้งเอนไซม ALA dehydratase ไดเพียงบางสวน 
ทํ าใหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกถูกเปลี่ยนไปเปนสารเตตราไพโรลแทนการหลั่งออกมานอกเซลล 
การเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขนสูง (20 มิลลิโมลาร) ไมสามารถสงเสริมใหเชื้อผลิตกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิกไดเพิ่มข้ึน เนื่องจากอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนกรดสูง (พีเอชตํ่ า) ไมเหมาะ
สมตอการเจริญของเชื้อ ดังนั้นปริมาณเชื้อจึงลดลงสงผลใหปริมาณการผลิตกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิกลดลงดวยเชนกัน ซ่ึงสอดคลองกับผลการทดลองของ Sasaki และคณะ (1991) ท่ี
พบวา อาหารที่เติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขนสูง (30 มิลลิโมลาร) ทํ าใหการเจริญของเชื้อ
Rhodobacter sphaeroides  ลดลงและไมมีการหลั่ง ALA ออกนอกเซลล

ดังนั้นความเขมขนที่เหมาะสมของกรดลีวูลินิกที่เติม คือ 15 มิลลิโมลารซ่ึงใหมวล 
ชีวภาพและปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกสูงสุด มีคาเทากับ 1.53 กรัมตอลิตร และ 61      
ไมโครโมลาร ตามลํ าดับ

3.2 ผลของจํ านวนครั้งในการเติมกรดลีวูลินิก
ผลของการเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขมขน 15 มิลลิโมลาร 1 ครั้ง ท่ี 24 ช่ัวโมง 

เปรียบเทียบกับการเติมกรดลีวูลินิกความเขมขน 15 มิลลิโมลาร 3 ครั้ง ท่ี 24, 48 และ 72  
ช่ัวโมง และความเขมขน 5 มิลลิโมลาร 3 ครั้งที่ 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ในอาหาร กลูตาเมต-
มาเลตที่มีเกลือ 3% ในการเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ภายใตสภาวะมี



อากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 9) พบวาการเติม
กรดลีวูลินิก 3 ครั้งๆ ละ 5 มิลลิโมลารเชื้อมีการเจริญไดสูงสุดโดยใหมวลชีวภาพเทากับ 2.5
กรัมตอลิตร ซ่ึงมีคามากกวาชุดควบคุม (1.9 กรัมตอลิตร) และชุดที่มีการเติมกรดลีวูลินิก 1 
ครั้ง (15 มิลลิโมลาร) และ ชุดที่มีการเติมกรดลีวูลินิก 3 ครั้งๆ ละ 15 มิลลิโมลาร โดยให
มวลชีวภาพเทากับ 1.47 และ 1.45 กรัมตอลิตรตามลํ าดับ การเติมกรดลีวูลินิกที่ความเขม
ขนตํ่ า (5 มิลลิโมลาร) ทํ าใหพีเอชลดลงตํ่ ากวาชุดควบคุมมีคาเทากับ 8.16 และ 9.06  ตาม
ลํ าดับ ซ่ึงอาจจะมาจากการที่เชื้อสามารถเปลี่ยนกรดลีวูลินิกเปนอะซิเตท โพรพิโอเนต 
(Okuyama et al., 1988) สวนการเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 1 ครั้งที่ 24 ช่ัวโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ พบวาหลังจากนั้นอีก 12 ช่ัวโมง (36 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ) พีเอชมีคาลดลง
จาก 8.2 เปน 6.5 ท่ี 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นมีคาเพิ่มข้ึนเล็กนอย (6.8-7.0) ตลอดระยะเวลา
การเลี้ยง และเมื่อเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 3 ครั้ง ท่ี 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง มีผลให 
พีเอชลดลงมากโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อเติมในครั้งที่ 2 และ 3 ซ่ึงพีเอชมีคาเทากับ 5.3 และ 
4.8 ดังนั้นพีเอชในชวงนี้จึงมีผลใหการเจริญของเชื้อลดลง แตมีรายงานวากรดลีวูลินิกที่เติม
ในอาหารจะอยูในรูปท่ีแตกตัวและในรูปท่ีไมแตกตัว ซ่ึงจะอยูในรูปใดมากกวากันนั้นขึ้นอยู
กับพีเอชในอาหาร โดยกรดลีวูลินิกที่อยู ในรูปไมแตกตัวสามารถยับยั้งเอนไซม ALA 
dehydratase สงผลใหมีการผลิต ALA มากขึ้น หากอาหารเลี้ยงเชื้อมีพีเอชตํ่ า (4-5) โดยคา 
pKa ของกรดลีวูลินิกมีคาประมาณ 4 ดังนั้น กรดลีวูลินิกจะอยูในรูปท่ีไมแตกตัวและ
สามารถยับยั้งเอนไซม ALA dehydratase ไดดีทํ าใหมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก
ปริมาณเพิ่มข้ึน (Sasaki et al., 1997)

การเติมกรดลีวูลินิก 3 ครั้งๆ ละ 15 มิลลิโมลาร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกมาก
กวาการเติม 1 ครั้ง (15 มิลลิโมลาร) และ 3 ครั้งๆ ละ 5 มิลลิโมลาร รวมทั้งชุดควบคุมอยาง
มีนัยสํ าคัญ (p<0.05) โดยไดกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเทากับ 74, 61, 53 และ 20 ไมโครโมลาร
ตามลํ าดับ นอกจากนี้การเติมกรดลีวูลินิก 1 ครั้ง (15 มิลลิโมลาร) มีผลใหเชื้อผลิตกรด 5-
อะมิโนลีวูลินิกสูงสุดที่ 48 ช่ัวโมง หลังจากนั้นมีปริมาณลดลง อาจเนื่องจากเชื้อมีการใชกรด
ลีวูลินิกเปนแหลงคารบอนทํ าใหปริมาณกรดลีวูลินิกลดลงและกรดลีวูลินิกที่เหลือจะไป
ยับยั้งเอนไซม ALA dehydratase ไดเพียงบางสวนเทานั้น สงผลใหกิจกรรมของเอนไซม



รูปที่ 9 ผลของจํ านวนครั้งในการกรดลีวูลินิกตอการเจริญ พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อ
Rhodobacter capsulatus SS3 ทีเ่ลีย้งในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศ เล็ก
นอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37°ซ

 Fig. 9    Effect of repeated addition of levulinic acid (LA) on growth, pH and ALA production from   Rhodobacter 
capsulatus SS3 cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) 
condition at 37°C
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ALA dehydratase ไมเพียงพอที่จะเปลี่ยน ALA ไปเปนสารประกอบเตตราไพโรล ซ่ึงสอด
คลองกับผลการวิเคราะหเอนไซม (รูปท่ี 10) โดยพบวาหลังจากเติมกรดลีวูลินิก 12 ช่ัวโมง 
(ท่ี 36 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ) กิจกรรมของเอนไซม ALA dehydratase ลดลง หลังจากนั้น
กิจกรรมของเอนไซมกลับเพิ่มข้ึนที่ 48 ช่ัวโมง เปนผลใหการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเพิ่ม
ข้ึนสูงถึง 64 ไมโครโมลาร หลังจากนั้นมีคาลดลงตลอดระยะเวลาการเลี้ยงเชื้อ

สวนการเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง พบวากิจกรรมของเอนไซม ALA 
dehydratase ลดลงหลังจากเติมกรดลีวูลินิกแตละครั้ง 12 ช่ัวโมง แตเอนไซม ALA 
synthetase กลับเพิ่มข้ึน ท้ังนี้อาจเนื่องจากการควบคุมแบบยอนกลับของสารประกอบ     
เตตราไพโรลที่เกิดขึ้น และมีคากิจกรรมสูงสุด (3.6 U/mg protein) ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมง หลัง
การเลี้ยงเชื้อ และการเติมกรดลีวูลินิก ครั้งที่ 2 ท่ี 48 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ พบวากิจกรรม
ของเอนไซม ALA dehydratase และเอนไซม ALA synthetase ลดลงอยางตอเนื่อง อยาง
ไรก็ตาม ปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกยังคงเพิ่มข้ึนอีกเล็กนอย มีคาเทากับ 72 ไมโครโม
ลารและลดลงที่เวลา 72 ช่ัวโมง

จากผลการทดลองสรุปไดวาควรเลือกการเติมกรดลีวูลินิก 2 ครั้งๆ ละ 15 มิลลิ     
โมลาร ท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมงในระหวางการเลี้ยงเชื้อ เนื่องจากในการเติมครั้งที่ 3 การผลิต
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิกลดลง ซ่ึงเปนการสิ้นเปลืองตนทุนในการผลิต ดังนั้นการเติมกรดลีวู   
ลินิก 2 ครั้งจึงเหมาะสมและใหผลผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกสูงสุดและเปนวิธีการควบคุม
เอนไซม ALA dehydratase ใหอยูในระดับตํ่ าทํ าใหการเปลี่ยนกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไปเปน
สารประกอบเตตราไพโรลลดลง

3.3 ผลของการเติมสารตั้งตนในวิถี C5

3.3.1 ผลของการเติมกลูตาเมต
จากการศึกษาผลการเติมกลูตาเมตที่ความเขมขนตางๆ (10-40 mM) ในการเลี้ยง

แบคทีเรียสังเคราะหแสงทนเค็ม Rhodobacter capsulatus SS3 ในอาหารกลูตาเมต-มา
เลตที่มีเกลือ 3% และเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง ท่ีเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมงของ
การเลี้ยงเชื้อ ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) (รูปท่ี 11) พบวาการ
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รูปที่ 10 ผลของการเติมกรดลีวูลินิกตอกิจกรรมของเอนไซม ALAS และ ALAD ของเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3
ทีเ่ลีย้งในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3%  ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ
37 °ซ

Fig.10  Effect of levulinic acid supplementstion on activity of enzyme ALA synthetase (ALAS) and ALA dehydratase 
(ALAD) from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in GM +3% NaCl under microaerobic-light ( 3,000 lux) 
condition at 37°C



รูปที่ 11  ผลของกลูตาเมตตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter capsulatus
SS3 ที ่ เลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 11 Effect of glutamate on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in 
GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C
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เพิ่มกลูตาเมตมีผลตอเพิ่มการเจริญของเชื้อเพียงเล็กนอย โดยปริมาณมวลชีวภาพที่ไดไม
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) (1.8-2.2 กรัมตอลิตร) ท้ังนี้อาจเนื่องจากในอาหาร
กลูตาเมต-มาเลต มีปริมาณกลูตาเมตอยูแลว 3.8 กรัมตอลิตร (20 mM) และเมื่อเพิ่มกลูตา
เมต 10-30 มิลลิโมลารจะใหมวลชีวภาพสูงกวาชุดควบคุม และเชื้อใหมวลชีวภาพสูงสุดเทา
กับ 2.24 กรัมตอลิตร เมื่อเติมกลูตาเมตที่ 30 มิลลิโมลาร แตเมื่อเติมกลูตาเมต 40 มิลลิ   
โมลาร พบวาเชื้อมีการเจริญลดลงโดยใหมวลชีวภาพเทากับ 1.98 กรัมตอลิตร ท้ังนี้
ปริมาณกลูตาเมตที่มีในอาหารเลี้ยงเชื้อรวมกับท่ีเติมลงไปทํ าใหในอาหารเลี้ยงเชื้อมีกลูตา
เมตความเขมขนสูงเกินความตองการของเชื้อจึงทํ าใหเชื้อเจริญไดไมดี

สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ พบวาในชุดควบคุมท่ีไมมีการเติม
กลูตาเมต พีเอชมีคาตํ่ ากวาในชุดที่มีการเติมกลูตาเมต และการเพิ่มกลูตาเมต 40 มิลลิ    
โมลาร พีเอชมีคาสูงสุดเทากับ 7.27 ท่ีเวลา 48 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ จะเห็นวาปริมาณ
กลูตาเมตที่เพิ่มข้ึนมีผลใหคาพีเอชเพิ่มข้ึน ท้ังนี้เนื่องจากเชื้อมีการสลายกลูตาเมตและปลด
ปลอยสารที่เปนดางออกมา แตในการทดลองมีการเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง 
โดยเฉพาะการเติมกรดลีวูลินิกครั้งที่ 2 ท่ี 48 ช่ัวโมง ซ่ึงพบวาหลังการเติมกรด 12 ช่ัวโมง 
(60 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ) คาพีเอชลดลงมาก (พีเอช 5.3) และความเขมขนกรดเพิ่มข้ึน
จนมีผลใหเชื้อเจริญลดลง อยางไรก็ตาม การเติมกลูตาเมต 30 มิลลิโมลาร มีผลใหเชื้อผลิต
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิกแตกตางกับชุดควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) ซ่ึงไดเทากับ 99 
ไมโครโมลาร ท่ีเวลา 36 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ และมีอัตราการผลิตเทากับ 2.75 ไมโคร  
โมลารตอช่ัวโมง ในขณะที่ชุดควบคุมท่ีไมมีการเพิ่มกลูตาเมต ใหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเทา
กับ 67 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 1.86 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง สวนการเติม 
กลูตาเมต 40 มิลลิโมลาร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเทากับ 96 ไมโครโมลาร และมี
อัตราการผลิตเทากับ 2.66 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง

การเติมกลูตาเมตมีผลใหเชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเพิ่มข้ึน เนื่องจากกลูตา
เมตสามารถเปลี่ยนเปน α-ketoglutarate โดยอาศัยปฎิกิริยา transaminases และในวัฎ
จักร TCA  α-ketoglutarate ก็จะเปลี่ยนเปน succinyl CoA และเมื่อรวมกับไกลซีน เปลี่ยน



เปนกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก นอกจากนี้มีรายงานวา เชื้อบางชนิดสามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลี
วูลินิก ไดท้ัง 2 วิถี คือ ใช กลูตาเมต (วิถี C5) และไกลซีน + ซัคซิเนต (วิถี C4) เปนสารตั้งตน 
เชนเชื้อ Propionibacterium shermanii  แตจะไปทางวิถีใดขึ้นอยูกับวาเชื้อสามารถผลิต
เอนไซมชนิดใดมากกวากันระหวางเอนไซม ALA synthetase หรือเอนไซม glutamyl-tRNA 
(Iida and Kajiwara, 2000)

ดังนั้นการเติมกลูตาเมต 30 มิลลิโมลาร จึงเหมาะสมตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลี     
วูลินิกมากที่สุด โดยใชเวลาในการเลี้ยงเชื้อเพียง 36 ช่ัวโมงและมีอัตราการผลิตเทากับ 2.75 
ไมโครโมลารตอช่ัวโมง

3.3.2 ผลของการเติมกรดมาลิก
ผลของการเติมกรดมาลิกที่ 7.5, 15, 22.5 และ 30 มิลลิโมลาร (1, 2, 3 และ 4 กรัม

ตอลิตร) ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% เพิ่มกลูตาเมต 30 มิลลิโมลารและเติม
กรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง ท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง (รูปท่ี 12) พบวาการเพิ่มกรดมาลิก
ท่ีทุกความเขมขน เชื้อมีการเจริญไมแตกตางกัน แตการเติมกรดมาลิกเชื้อมีการเจริญดีกวา
ชุดควบคุม (ไมมีการเพิ่มกรดมาลิก) โดยเชื้อมีการเจริญสูงสุด 1.84 กรัมตอลิตรเมื่อเพิ่มกรด
มาลิกเขมขน 22.5 มิลลิโมลาร โดยชุดควบคุมใหมวลชีวภาพเทากับ 1.62 กรัมตอลิตร กรด
มาลิกที่เติมเชื้อสามารถนํ าไปใชเปนแหลงคารบอนในการเจริญไดอีก แมวาในอาหารชุด
ควบคุมจะมีกรดมาลิกอยูแลว 20 มิลลิโมลาร (2.7 กรัมตอลิตร) สวนการเติมกรดลีวูลินิกมี
ผลใหพีเอชลดลงโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อมีการเติมกรดลีวูลินิกในครั้งที่ 2 ทํ าใหชวงหลังของ
การเลี้ยงเชื้อ เชื้อมีการเจริญคงที่

สวนผลของกรดมาลิกตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อ พบวาไมมีความ
แตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ โดยการเพิ่มกรดมาลิก 7.5 มิลลิโมลาร เชื้อมีการผลิตกรดอะมิ
โนลีวูลินิกสูงสุด 110 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 3.05 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง 
รองลงมาคือ การเพิ่มกรดมาลิก 15 มิลลิโมลารใหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก 102 ไมโครโมลาร
และมีอัตราการผลิตเทากับ 2.12 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง สวนชุดควบคุม (ไมมีการเพิ่มกรด
มาลิก) ผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเทากับ 82 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 2.14



รูปที่ 12    ผลของกรดมาลิกตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter capsulatus
SS3 ที ่ เลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 12    Effect of malic acid on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in 
GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C
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ไมโครโมลารตอช่ัวโมง แสดงวาเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ไมตองการกรดมาลิก
เปนสารตั้งตนในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก แตใชเปนแหลงคารบอนเพื่อการเจริญเทา
น้ัน การที่เชื้อสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกโดยใชกรดมาลิกนั้นเกิดขึ้นเฉพาะแบคทีเรีย
บางชนิดเท านั้น มีรายงานว าเป นกลุ มแบคทีเรียสังเคราะหแสงสีเขียว (green 
photosynthetic bacteria) ซ่ึงเปนพวกที่ขาดเอนไซม ไรบูโลส ไดฟอสเฟตคารบอกซิเลส 
โดยใชวัฎจักรรีดักทีฟคารบอกซิลิกแอสิด ในการตรึงคารบอนไดออกไซด (Moat and 
Foster, 1988)

ดังนั้นขั้นตอนการสังเคราะหกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก คือ malate → fumarate →
succinate → ALA จากผลการทดลองขางตนซึ่งใชแบคทีเรียสังเคราะหแสงสีมวง (purple 
photosynthetic bacteria) ในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจึงเปนไปไดท่ีเชื้อไมใชวัฎจักรรี
ดักทีฟ คารบอกซิลิก แอสิดในการตรึงคารบอนไดออกไซด

จากผลการทดลองซึ่งบงชี้วาการเติมกรดมาลิกไมสามารถทํ าใหเชื้อเพิ่มการผลิตกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิก ดังนั้นในการทดลองตอไปจึงไมมีการเติมกรดมาลิกเพิ่มเติม

3.4 ผลของการเติมสารตั้งตนในวิถี C4

จากการเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มี
เกลือ 3% เติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้งที่ 24 และ 48 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อและมี
การเติมไกลซีนที่ความเขมขน 2.5-40 มิลลิโมลารและซัคซิเนตที่ความเขมขน 10-40 มิลลิโม
ลาร ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

3.4.1 ผลของการเติมไกลซีน
จากการเติมเฉพาะไกลซีน 2.5-40 มิลลิโมลาร พบวาเชื้อมีการเจริญในอาหารที่เติม

ไกลซีน 2.5, 5.0 และ 10 มิลลิโมลาร เทานั้น (รูปท่ี 13) โดยใหมวลชีวภาพเทากับ 2.13, 
1.91 และ 1.52 กรัมตอลิตร และผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเทากับ 81, 99 และ 170      
ไมโครโมลาร ซ่ึงมากกวาปริมาณมวลชีวภาพและกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่ไดจากชุดควบคุม



รูปที่ 13  ผลของไกลซีนตอการเจริญ พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3
ที่เลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 13 Effect of glycine concentration on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 
cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°
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(1.88 กรัมตอลิตร และ 75 ไมโครโมลาร) จากผลการทดลองที่ความเขมขนของไกลซีน 20-
40 มิลลิโมลาร พบวาเชื้อไมสามารถเจริญได มีรายงานวาไกลซีนสามารถยับยั้งการ
สังเคราะหพอรไพริน นอกจากนี้ไกลซีนยังเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห glutathione ซ่ึง
สามารถเกิดปฎิกิริยาออกซิเดชันกับหมูซัลไฟดริลของเอนไซม ALA synthetase หรือ
เอนไซมท่ีมีซัลไฟดเปนองคประกอบ ทํ าใหกิจกรรมของเอนไซมลดลง (Neuberger, 1961)
หรือสูญเสียกิจกรรมสงผลใหการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกลดลงหรือไมมีการผลิต ดังนั้น
ความเขมขนที่เหมาะสมของไกลซีนเพื่อเติมเปนสารตั้งตน คือ 10 มิลลิโมลาร
3.4.2  ผลของการเติมซัคซิเนต

จากการศึกษาผลของการเติมซัคซิเนตในชวงความเขมขน 10-40 มิลลิโมลารและ
เติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร (รูปท่ี 14) พบวาการเติมซัคซิเนตที่ความเขมขนตางๆ มีผลให
การเจริญของเชื้อลดลง โดยใหคามวลชีวภาพเทากับ 1.35 - 1.40 กรัมตอลิตร เทียบกับผล
จากชุดควบคุมซ่ึงมีคาเทากับ 1.6 กรัมตอลิตร อยางไรก็ตามพบวาเชื้อมีการผลิตกรด        
5-อะมิโนลีวูลินิกเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของซัคซิเนตที่เพิ่มข้ึนและมีคาสูงสุดเทากับ 348 
ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 4.83 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง ท่ีความเขมขนของซัค
ซิเนต 40 มิลลิโมลาร ท้ังนี้ไกลซีนและซัคซิเนตเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิกทางวิถี C4 (Shemin pathway) ซ่ึงเมื่อเปรียบเทียบกับการเติมสารตั้งตนในวิถี C5

คือกลูตาเมต พบวาการเติมสารตั้งตนในวิถี C4 สงเสริมใหเชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกได
มากกวา 3 เทา ดังนั้นหากมีการเติมสารตั้งตนในวิถี C4 อยางเพียงพอ เชื้อจะสามารถผลิต
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดในปริมาณมาก แตปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ
Rhodobacter capsulatus SS3 ท่ีไดมีปริมาณตํ่ ากวาคาที่ไดจากเชื้อ Rhodobacter 
sphaeroides ท่ีเลี้ยงในอาหารที่เติมไกลซีน 30 มิลลิโมลตอลิตรและซัคซิเนต 30 มิลลิโมล
ตอลิตร ซ่ึงผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงถึง 2 มิลลิโมลตอลิตร (Sasaki et al., 1987) ท้ัง
น้ีอาจเนื่องจากความแตกตางของสายพันธุแบคทีเรียและสภาวะแวดลอมในการเลี้ยง

ดังนั้นจากผลการทดลองขางตนสรุปไดวาเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 
สามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดดี เมื่อเติมสารตั้งตนของวิถี C4 และความเขมขนที่
เหมาะสมคือ การเติมไกลซีน 10 มิลลิโมลารและซัคซิเนต 40 มิลลิโมลาร ซ่ึงจะนํ าสารตั้งตน



รูปที่ 14  ผลของซัคซิเนตตอการเจริญ พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter capsulatus
SS3 ทีเ่ลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 14     Effect of succinate on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in 
GM medium containing 3% under microaerobic-light (3,000 lux) condition at  37°C
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ท่ีความเขมขนดังกลาวไปเติมในอาหารเลี้ยงเชื้อเพื่อศึกษาปจจัยในการเพิ่มการผลิตกรด   
5-อะมิโนลีวูลินิกตอไป

3.5 ผลของชนิดและความเขมขนของกรดไขมันระเหย
จากการเลี้ยงเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ในอาหารกลูตาเมต-มาเลต ท่ีมี

เกลือ 3% เติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร, ซัคซิเนต 40 มิลลิโมลาร, กรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 
2 ครั้ง ท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง และเติมกรดไขมันระเหยแตละชนิด (กรดอะซิติก, กรดโพรพิ   
โอนิก และกรดบิวทิริก) ท่ีความเขมขน 0.5-3 กรัมตอลิตรในสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง 
(3,000 ลักซ) (รูปท่ี 15) พบวาผลของกรดอะซิติกที่ความเขมขน 0.5-3 กรัมตอลิตร เชื้อให
มวลชีวภาพไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) 1.2-1.3 กรัมตอลิตร แตมีคานอยกวา
ชุดควบคุม (1.4 กรัมตอลิตร) สวนการเติมกรดโพรพิโอนิกที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 กรัม
ตอลิตร เชื้อใหมวลชีวภาพเทากับ 1.21 และ 1.27 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ โดยไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสํ าคัญกับชุดควบคุม (1.3 กรัมตอลิตร) แตเมื่อเพิ่มความเขมขนเปน 2-3 กรัม
ตอลิตร เชื้อมีการเจริญเพียงเล็กนอยเทานั้นโดยใหมวลชีวภาพเพียง 0.1-0.2 กรัมตอลิตร 
เชนเดียวกับกรดบิวทิริกโดยพบวาที่ความเขมขน 0.5 และ 1.0 กรัมตอลิตรเชื้อใหมวลชีว
ภาพไมแตกตางกับชุดควบคุมโดยมีคาเทากับ 1.17, 1.16 และ 1.3 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ 
และเมื่อเพิ่มความเขมขนของกรดบิวทิริก 2 และ 3 กรัมตอลิตร พบวาเชื้อมีการเจริญเพียง
เล็กนอยเทานั้นโดยใหมวลชีวภาพเทากับ 0.15 และ 0.22 กรัมตอลิตร ท้ังนี้เนื่องจากเชื้อ
สามารถใชกรดบิวทิริกเปนแหลงคารบอนเพียงเล็กนอย แตเมื่อความเขมขนสูงจะมีผลตอ
การยับยั้งการเจริญของเชื้อ สํ าหรับกรดโพรพิโอนิกที่ความเขมขนสูงมีผลตอการเจริญของ
เชื้อโดยไปรบกวนการแลกเปลี่ยนประจุท่ีเยื่อหุมเซลล ซ่ึงจะมีผลตอการนํ าสารอาหารเขาสู
เซลลและการเมตาบอลิซึมภายในและภายนอกเซลล การเติมกรดโพรพิโอนิกในอาหารเลี้ยง
เชื้อ กรดโพรพิโอนิกจะอยูในรูปแตกตัวและไมแตกตัว โดยในรูปท่ีไมแตกตัวสามารถซึมเขาสู
เยื่อหุมเซลลและเขาไปในไซโตพลาสซึมของเชื้อ สวนในรูปท่ีแตกตัวจะใหโปรตอนทํ าใหเกิด
ความไมสมดุลของประจุภายในเซลลและภายนอกเซลลดังนั้นจึงเกิดการแลกเปลี่ยนประจุ
เพื่อรักษาความสมดุลของเซลล ซ่ึงจํ าเปนตองใชพลังงานสูงโดยใช



รปูที ่ 15 ผลของกรดอะซิติก (A) กรดโพรพิโอนิก (B) และกรดบิวทิริก (C) ตอการเจริญของเชื้อ Rhodobacter 
capsulatus SS3 ทีเ่ลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง 
(3,000 ลกัซ) อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 15 Effect of acetic acid (A) propionic acid (B) and butyric acid (C) on growth of Rhodobacter capsulatus SS3 
cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C
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H+ - ATPase เพื่อเคลื่อนยายประจุออกไปนอกเซลล ดังนั้นพลังงานในรูป ATP ท่ีใชใน
กระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลลจึงเหลือนอย (Gu et al., 1998) มีผลใหเชื้อมีการเจริญ
ลดลง

สํ าหรับการเปลี่ยนแปลงพีเอชในระหวางการเลี้ยงเชื้อ (รูปท่ี 16) เมื่อเติมกรดอะซิติกที่
ความเขมขน 0.5-3 กรัมตอลิตร พบวาพีเอชของอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีเติมกรดอะซิติกทุกความ
เขมขนมีคาสูงกวาชุดควบคุม โดยพีเอชมีคาเพิ่มข้ึนตามความเขมขนของกรดอะซิติกที่เพิ่ม
ข้ึนแสดงวาเชื้อสามารถใชกรดอะซิติกเปนแหลงคารบอนในการเจริญ แตท้ังนี้เนื่องจากใน
อาหารเลี้ยงเชื้อมีการเติมกรดลีวูลินิก 2 ครั้ง โดยพบวาเมื่อเติมครั้งที่ 2 พีเอชมีคาลดลง 
(จาก 7.5 เปน 6.5) ซ่ึงพีเอชในชวงนี้มีรายงานวาเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงสามารถเจริญ
ได ดังนั้นจากผลการทดลองจึงพบวาเชื้อมีการเจริญไดทุกความเขมขนของกรดอะซิติก แต
ในการเติมกรดโพรพิโอนิกและบิวทิริกที่ความเขมขน 0.5-3 กรัมตอลิตร พบวาพีเอชมีคาตํ่ า
กวาชุดควบคุม

ผลของการเติมกรดไขมันระเหย 0.5, 1, 2 และ 3 กรัมตอลิตร ตอการผลิตกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิก (รูปท่ี 17) พบวาการเติมกรดโพรพิโอนิก 0.5 กรัมตอลิตร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวู
ลินิก ไดสูงกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ (p<0.05) โดยผลิตไดเทากับ 514 ไมโครโมลาร 
และมีอัตราการผลิตเทากับ 7.14 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง โดยชุดควบคุมมีการผลิตกรด 5-อะ
มิโนลีวูลินิกเทากับ 348 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 4.83 ไมโครโมลารตอช่ัว
โมง สวนความเขมขน 1-3 กรัมตอลิตรเชื้อมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไมตางกันอยางมี
นัยสํ าคัญ (p<0.05) โดยผลิตไดเทากับ 254, 74 และ 46 ไมโครโมลาร ตามลํ าดับ ซ่ึงผล
การทดลองสอดคลองกับรายงานของ Sasaki และคณะ (1993) วาเชื้อ Rhodobacter 
sphaeroides สามารถใชกรดโพรพิโอนิกเปนแหลงคารบอนและเพิ่มการผลิตกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิกโดยผานทางวิถี methylmalonyl-CoA ดังนี้ propionic acid → propionyl-CoA 
→ methylmalonyl-CoA → succinyl-CoA → ALA (Maruyama, 1979) นอกจากนี้ยัง
มีรายงานของ Tanaka และคณะ 1995 วา กรดโพรพิโอนิกสามารถยับยั้งเอนไซม ALA 
dehydrataseจากเชื้อ Rhodobacter sphaeroides สงผลใหมีการสะสมของกรด 5-อะมิโน



รปูที ่16 ผลของกรดอะซิติก (A) กรดโพรพิโอนิก (B) และกรดบิวทิริก (C) ตอการเปลี่ยนแปลงพีเอชของอาหารกลูตา
เมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% จากเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 
ลักซ) อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 16 Effect of acetic acid (A) propionic acid (B) and butyric acid (C) on pH of Rhodobacter capsulatus SS3 
cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C

A

B

C



รปูที ่ 17 ผลของกรดอะซิติก (A) กรดโพรพิโอนิก (B) และกรดบิวทิริก (C) ตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อ 
Rhodobacter capsulatus SS3 ทีเ่ลีย้งในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็ก
นอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 17  Effect of acetic acid (A) propionic acid (B) and butyric acid (C) on ALA production of Rhodobacter 
capsulatus SS3 cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) 
condition at 37°C
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ลีวูลินิกภายนอกเซลลมากขึ้น เชนเดียวกับการยับยั้งแบบแขงขันของกรดลีวูลินิก แตคา Ki 
ของกรดโพรพิโอนิก (1.85 mM) มีคาสูงกวากรดลีวูลินิก (0.48 mM) สวนกรดอะซิติกและบิว
ทิริกไมมีผลตอการยับยั้งเอนไซม ALA dehydratase นอกจากนี้ในการเติมกรดโพรพิโอนิก
รวมกับกรดลีวูลินิกสามารถยับยั้งกิจกรรมของเอนไซม ALA dehydratase ลดลง 50-60% 
เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมกรดลีวูลินิกอยางเดียว สวนการเติมกรดอะซิติก 0.5-2 กรัมตอ
ลิตร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ (p>0.05) โดยผลิตได
เทากับ 298, 290, 246 ไมโครโมลาร ตามลํ าดับ แตการเติมกรดอะซิติกที่ความเขมขน        
3 กรัมตอลิตรเชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเทากับ 114 ไมโครโมลาร สํ าหรับผลของการ
เติมกรดบิวทิริก เชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดนอยกวาชุดควบคุมอยางมีนัยสํ าคัญ      
(p<0.05) โดยไดเทากับ 200, 150, 140 และ 70 ไมโครโมลาร และเมื่อเปรียบเทียบการ
ผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกสูงสุดของกรดไขมันระเหยทั้ง 3 ชนิด พบวาการเติมกรดโพรพิโอ
นิก 0.5 กรัมตอลิตรเชื้อผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกสูงกวาการใชกรดไขมันระเหยอื่นๆ อยาง
มีนัยสํ าคัญ (P<0.05) โดยมีคาเทากับ 514 ไมโครโมลาร ดังนั้นการทดลองตอไปจึงเลือก
เติมกรดโพรพิโอนิกที่ 0.5 กรัมตอลิตร ซ่ึงตํ่ ากวาคาที่ไดจากการผลิตของเชื้อ Rhodobacter 
sphaeroides ท่ีเลี้ยงในนํ้ าเสียที่หมัก 7 วันภายใตสภาวะไรอากาศ-มีแสง (5,000 ลักซ) โดย
มีอะซิเตท 1.5 กรัมตอลิตร โพรพิโอเนต 1.6 กรัมตอลิตร และบิวทิเรต 0.85 กรัมตอลิตร และ
มีการเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 3 ครั้ง รวมกับไกลซีน 60 มิลลิโมลาร ซ่ึงสามารถผลิต
กรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงถึง 9.2 มิลลิโมลาร  (Tanaka et al., 1994)

3.6  ผลของการเติมแมกนีเซียมคลอไรด
จากการศึกษาผลของการเติมแมกนีเซียมคลอไรด 5, 10, 15 และ 20 มิลลิโมลาร

ในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ท่ีเติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร ซัคซิเนต 40 มิลลิ    
โมลาร กรดโพรพิโอนิก 0.5 กรัมตอลิตร และกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้งในการเลี้ยง
เชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) 
(รูปท่ี 18) พบวาเชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพเทากับ 1.50, 1.55, 1.58 และ 1.37 กรัมตอลิตร 
ตามลํ าดับ การเติมแมกนีเซียมคลอไรดท่ีความเขมขน 15 มิลลิโมลาร เชื้อใหปริมาณมวล



ชีวภาพสูงสุด (1.58 กรัมตอลิตร) สอดคลองกับผลการทดลองของ Hirayama และ Katsuta 
(1988) ท่ีพบวาความเขมขนของแมกนีเซียมคลอไรด 5.0-20.0 มิลลิโมลาร ทํ าใหไดปริมาณ
มวล   ชีวภาพของ Rhodospirillum rubrum G-9 BM สูงขึ้น ท้ังนี้เนื่องจากแมกนีเซียมเปน
ธาตุอาหารหลักที่จํ าเปนตอปฎิกิริยาฟอสโฟรีเลชันทุกชนิด และเปนตัวกระตุนการทํ างาน
ของเอนไซมท่ีสํ าคัญหลายชนิด (Lascelles, 1956) รวมทั้งมีผลตอการรักษาความสมดุล
ของเยื่อหุมเซลลภายนอกในการผานเขาออกของสารตางๆ (Osman and Ingram, 1985) 
นอกจากนี้แมกนีเซียมคลอไรดยังมีผลตอการสรางรงควัตถุท้ังนี้หากมีปริมาณสูงจะมีผลให
ปริมาณรงควัตถุลดลง ซ่ึงอาจเปนเพราะแมกนีเซียมคลอไรดท่ีเติมลงในอาหารเกิดการรวม
ตัวกับอิออนของสารอื่นกลายเปนสารประกอบที่อยู ในรูปท่ีเชื้อไมสามารถนํ าไปใชหรือ 
ยับยั้งการผลิตรงควัตถุ โดยสังเกตุเปนผลึกเกลือสีขาวตกตะกอนอยูภายในนอกจากนี้
กระบวนการสังเคราะหรงควัตถุของเชื้อยังขึ้นอยูกับปจจัยอื่นๆ เชน สารตั้งตน สารตัวกลาง 
(ไกลซีน โปรโตพอรไพริโนเจน) ซ่ึงอาจมีปริมาณไมสมดุลกับปริมาณของแมกนีเซียม สํ าหรับ
การเปลี่ยนแปลงของพีเอชระหวางการเลี้ยงเชื้อ จะเห็นวาพีเอชลดลงตามลํ าดับ เนื่องจากมี
การเติมกรดลีวูลินิก และลดลงจนมีคาประมาณ 5 หลังจากการเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 60 ช่ัวโมง

ผลของแมกนีเซียมคลอไรดตอการเพิ่มการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อโดยที่
ความเขมขน 15 มิลลิโมลาร เชื้อมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกสูงกวาชุดควบคุมอยางมี
นัยสํ าคัญ (p>0.05) โดยผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเทากับ 615 ไมโครโมลาร และมีอัตรา
การผลิตเทากับ 10.25 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง (รูปท่ี 18) สวนชุดควบคุมผลิตกรด    5-อะมิ
โนลีวูลินิกไดเทากับ 514 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 7.14 ไมโครโมลารตอช่ัว
โมง ท้ังนี้เนื่องจากแมกนีเซียมคลอไรดมีหนาที่เปนโคแฟคเตอรของเอนไซม ALA 
synthetase เพื่อเรงปฎิกริยาในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก หนาที่ของโคแฟคเตอรจะทํ า
หนาที่เปนตัวเรงประเภทกรดเลวิส (Lewis acid catalyst) คือเปนตัวที่สามารถรับ
อิเล็กตรอนคูจากโมเลกุลอื่นมาแลว ทํ าใหมีจํ านวนอิเล็กตรอนภายใน shell ครบ ทํ าใหมี
ความเสถียร นอกจากนี้อาจจะทํ าใหเกิดโครงรูปหรือโครงสรางที่เหมาะสมที่จะเกิดปฎิกิริยา
ไดโดยโลหะจะไปจับกับเอนไซมและสับสเตรต เชนในกรณีของเอนไซมครีเอทีนไคเนส



รูปที่ 18 ผลของแมกนีเซียมคลอไรดตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter
capsulatus SS3 ทีเ่ลี้ยงในอาหาร กลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง
(3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37°ซ

Fig. 18  Effect of MgCl2 on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in GM 
medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C



(creatine kinase) สับสเตรตของเอนไซมจะไมใช ATP แตเปน Mg2+-ATP ในกรณีน้ี Mg2+

ไมไดทํ าปฎิกิริยาโดยตรงกับเอนไซมครีเอทีนไคเนส แตทํ าใหประจุลบบน ATP เปนกลางทํ า
ให ATP น้ันสามารถจับกับเอนไซมไดงายเกิดเปน ternary complex ซ่ึงเรียกวา substrate 
bridge complex โดย Mg2+ จะ coordinate กับ ATP เกิดเปนสับสเตรตที่แทจริง คือ Mg2+-
ATP และการจับของ Mg2+ กับ ATP น้ีอาจทํ าใหพันธะ P-O สวนปลาย (terminal P-O 
bond) ของ ATP แตกออกไดงาย ทํ าใหการสงหมูฟอสเฟตนี้ไปใหสับสเตรตอีกตัวของ
เอนไซมเกิดไดงายขึ้น (พัชรา วีระกะลัส, 2541)

1.0 ผลของไพริดอกซัลฟอสเฟต
ผลของการเติมไพริดอกซัลฟอสเฟตต อการเจริญของเชื้อ  Rhodobacter 

capsulatus SS3 ในอาหาร กลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% และเติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร 
ซัคซิเนต 40 มิลลิโมลาร กรดโพรพิโอนิก 0.5 กรัมตอลิตร แมกนีเซียมคลอไรด 15 มิลลิโม
ลาร กรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้งที่ 24 และ 48 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะมีอากาศเล็ก
นอย-มีแสง (3,000 ลักซ) (รูปท่ี 19) พบวาเมื่อเติมไพริดอกซัลฟอสเฟตที่ความเขมขน 2.5, 
5, 10, 20, 30 และ 40 ไมโครโมลาร พบวาเชื้อมีการเจริญไดไมแตกตางกันอยางมีนัยสํ าคัญ 
โดยใหมวลชีวภาพเทากับ 1.24, 1.29, 1.31, 1.36, 1.43 และ 1.52 กรัมตอลิตร สํ าหรับใน
ชุดควบคุมท่ีไมมีการเติมไพริดอกซัลฟอสเฟตใหมวลชีวภาพเทากับ 1.50 กรัมตอลิตร

ความเขมขนของไพริดอกซัลฟอสเฟตมีผลตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ
Rhodobacter capsulatus SS3 โดยที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร เชื้อผลิตกรด 5-อะมิ
โนลีวูลินิกไดสูงกวาอยางมีนัยสํ าคัญ  (p>0.05) โดยผลิตไดสูงสุดเทากับ 692 ไมโครโมลาร
และมีอัตราการผลิตเทากับ 9.61 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง สวนชุดควบคุมมีการผลิตกรด     
5-อะมิโนลีวูลินิกเทากับ 556 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 7.72 ไมโครโมลาร
ตอช่ัวโมง การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกมีปริมาณลดลงเมื่อความเขมขนของไพริดอกซัล
ฟอสเฟตเพิ่มข้ึนเพิ่มข้ึนทั้งนี้เนื่องจากไพริดอกซัลฟอสเฟตมีหนาที่เปนโคแฟคเตอรของ
เอนไซม ALA synthetase ซ่ึงเอนไซมอาจจะตองการโคเอนไซมเพียงเล็กนอย และหากมี
ปริมาณมากเกินความตองการอาจมีผลในการยับยั้งการทํ างานของเอนไซม สงผลใหการ



รปูที ่19  ผลของไพริดอกซัลฟอสเฟตตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter
capsulatus SS3 ทีเ่ลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง
(3,000 ลกัซ) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส

Fig. 19   Effect of pyridoxal phosphate (PLP) on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 
cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition at 37°C
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ผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกลดลง สํ าหรับหนาที่ของไพริดอกซัลฟอสเฟตจะไปกระตุนไกลซีน
แลวทํ าใหเกิด Schiff-base ท่ีทํ าให α-carbon ของไกลซีนไปรวมกับ carbonyl carbonของ
ซัคซิเนตไดภายหลังการรวมกันของไกลซีนและซัคซิเนตแลวจะไดกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก ซ่ึง
จะนํ าไปสังเคราะหเปนสารเตตราไพโรลตอไป นอกจากนี้ ไพริดอกซัลฟอสเฟตอาจมีการ
แตกสลายของโมเลกุลหรือเกิดการเปลี่ยนแปลงเปนสารใหมข้ึน เชน pyridoxal และ 
pyridoxamine โดยจะไปรวมกับหมู –NH2 หรือ –SH ท่ีอยูในโปรตีนทํ าใหเกิดสารพวก 
aldimine หรือ ketomine เชน pyridoxyl-ε-aminolysine และ cysteine-bound pyridoxal
ซ่ึงสามารถไปจับกับโลหะบางชนิดที่มีอยู ทํ าใหเสียคุณสมบัติของการเปนวิตามินไป (สม
ทรง เลขะกุล, 2543) ซ่ึงจากการทดลองพบวาในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการเติมโลหะอิออน เชน 
แมกนีเซียม แมงกานีส เปนตน ดังนั้นอาจเปนไปไดท่ีไพริดอกซัลฟอสเฟตที่มีการเปลี่ยนรูป
จะไปจับกับโลหะเหลานี้ทํ าใหไพริดอกซัลฟอสเฟตไมสามารถทํ าหนาที่เปนโคแฟคเตอรของ
เอนไซม ALA synthetase ทํ าใหการทํ างานของเอนไซมลดลงและมีผลตอการผลิตกรด     
5-อะมิโนลีวูลินิกลดลงเชนกัน

3.8  ผลของพีเอชเริ่มตน
ผลของพีเอชเริ่มตน 4.5-8.0 ตอการเจริญและการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของ

เชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ท่ีเลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลต ท่ีมีเกลือ 3% และ
มีการเติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร, ซัคซิเนต 40 มิลลิโมลาร, กรดโพรพิโอนิก 0.5 กรัมตอลิตร, 
แมกนีเซียมคลอไรด 15 มิลลิโมลาร, ไพริดอกซัลฟอสเฟต 10 ไมโครโมลาร และเติมกรดลีวู
ลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้ง ท่ี 24 และ 48 ช่ัวโมง ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง 
(3,000 ลักซ) (รูปท่ี 20) พบวาเชื้อสามารถเจริญไดในพีเอชเริ่มตน 6.5, 7.0 และ 7.5 โดย
เชื้อใหปริมาณมวลชีวภาพสูงสุดเทากับ 1.66, 1.32 และ 1.04 กรัมตอลิตร ตามลํ าดับ แตไม
สามารถเจริญไดในอาหารที่ปรับพีเอชเริ่มตนเทากับ 4.5, 5.0, 5.5, 6.0 และ 8.0 เนื่องจาก 
พีเอชที่สูงหรือตํ่ าไมเหมาะสมตอการเจริญของเชื้อ โดยมีรายงานของ Pfennig (1967) วา
เชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงสีมวงที่ไมใชซัลเฟอร สามารถเจริญไดดีท่ีพีเอชของอาหารเริ่ม
ตน 7.0-7.5 สวน Sasaki และ Nagai (1979) รายงานวาเชื้อ Rhodopseudomonas
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รูปที่ 20  ผลของพีเอชเริ่มตนตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ที่
เลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37°ซ

Fig. 20 Effect of initial pH on growth, pH and ALA production from Rhodobacter capsulatus SS3 
cultivated in GM medium containing 3% NaCl under microaerobic-light (3,000 lux) condition 
at 37°C

LA



gelatinosa เจริญไดดีท่ีสุดที่พีเอชเริ่มตนของอาหารเทากับ 7.0 และสามารถเจริญ
ไดดีท่ี    พีเอชเริ่มตนในชวง 6.5-7.5 สํ าหรับอาหารเลี้ยงเชื้อท่ีมีการปรับพีเอชเริ่มตนเปนดาง
(พีเอช 8.0) จะมีการเติมโซเดียมไฮดรอกไซดเปนจํ านวนมากทั้งนี้ในอาหารเลี้ยงเชื้อมีการ
เติมสารตางๆ ท่ีมีความเปนกรดหลายชนิดทํ าใหพีเอชเริ่มตนของอาหารมีความเปนกรดสูง 
(พีเอชประมาณ 4) และมีการเติมโซเดียมคลอไรด 3% ดังนั้นในอาหารจึงมีความเขมขนของ
เกลือคอนขางสูงทํ าใหเกิดการตกตะกอนซึ่งสังเกตไดจากการทดลอง ดังนั้นเกลือท่ีเกิดขึ้น
บางสวนอาจรวมตัวกับสารอาหาร และตกตะกอนอยูท่ีกนขวดทดลองที่ใชในการเลี้ยงเชื้อ
ดังนั้นเชื้อจึงนํ าสารอาหารไปใชไมได สงผลใหเชื้อไมสามารถเจริญได

นอกจากนี้มีรายงานวาพีเอชเริ่มตนของอาหารเลี้ยงเชื้อมีผลตอการแตกตัวของสาร
ประกอบที่เปนกรดหรือดาง และอาจมีผลยับยั้งหรือเปนพิษตอเชื้อ เชน กรดอะซิติกซึ่งเปน
กรดออน เมื่อแตกตัว พบวาสวนที่เปนกรดอิสระสามารถละลายไขมันมากกวาสวนที่อยูใน
รูปอิออน ดังนั้นพีเอชที่มีความเปนกรดจะทํ าใหกรดอะซิติกสามารถซึมเขาไปในเซลลไดดีสง
ผลใหเชื้อมีการเจริญลดลง ซ่ึงจากการทดลองไดมีการเติมกรดหลายชนิด เชน โพรพิโอนิก
และกรดลีวูลินิก ดังนั้นพีเอชจึงมีผลตอการแตกตัวของกรดเหลานี้ซ่ึงกรดที่อยูในรูปท่ีไมแตก
ตัวสามารถซึมเขาไปในเซลลทํ าใหภายในเซลลเปนกรด ซ่ึงอาจจะไปยับยั้งการเมตาบอลิซึม
ตางๆ สงผลใหเชื้อมีการเจริญลดลง และพีเอชเริ่มตนในอาหารเลี้ยงเชื้อยังมีผลตอองค
ประกอบของอาหารเนื่องจากสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อมีท้ังโปรตีน วิตามิน แรธาตุ 
ซ่ึงหากในอาหารเลี้ยงเชื้อมีความเปนกรดหรือดางสูงจะทํ าใหสารอาหารตางๆ เสียสภาพได
เชนกัน ดังนั้นเชื้อจึงไมสามารถนํ าไปใชในการเจริญไดและยังมีรายงานวาพีเอชมีผลตอคุณ
สมบัติการยึดเกาะของเชื้อ เชน การยึดเกาะที่ผิวแกวหรือโลหะ และการรวมตัว 
(flucculation) ของเชื้อ นอกจากนี้พีเอชยังมีผลตอระดับการเกิดสารประกอบเชิงซอนของ
โลหะอิออน

สํ าหรับผลของพีเอชเริ่มตนตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก พบวาเชื้อมีการผลิตได
เทากับ 976.5, 692 และ 267.3 ไมโครโมลาร และมีอัตราการผลิตเทากับ 16.27, 13.36 
และ 6.12 ไมโครโมลารตอลิตร ท่ีพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.5, 7.0 และ 7.5 ตามลํ าดับ มีราย
งานของ Sasaki และคณะ (1997) พบวาความเขมขนของกรดลีวูลิกที่เติมไปเพื่อยับยั้ง



เอนไซม ALA dehydratase (ALAD) ข้ึนอยูกับพีเอชของอาหารดวยโดยที่พีเอช 7.5 การ
ทํ างานของเอนไซม ALAD ลดลง รอยละ 20 เมื่อเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร แตเมื่อเพิ่ม
ความเขมขนของกรดลีวูลินิกเปน 100 มิลลิโมลาร การทํ างานของเอนไซมลดลงรอยละ 45 
สวนที่พีเอช 6.5 การทํ างานของเอนไซม ALAD จะลดลงรอยละ 60 เมื่อเติมกรดลีวูลินิก 15 
มิลลิโมลาร และที่พีเอช 5.5 สามารถยับยั้งการทํ างานของเอนไซมไดถึงรอยละ 85 เมื่อเติม
กรดลีวูลินิกที่ 5 มิลลิโมลาร นอกจากนี้อาหารที่เปนดางจะมีผลตอการสลายตัวของกรด 5-
อะมิโนลีวูลินิกเพิ่มข้ึน   ปราณี อานเปรื่อง (2543) รายงานวาผลของพีเอชตอกิจกรรมของ
เอนไซมโดยสวนใหญ พบวามีผลตอการแตกอิออน (ionization) ของ prototrophic group 
ท่ีอยูในบริเวณเรง (active site) ของเอนไซม มีผลใหเกิดการเปลี่ยนโครงรูปสามมิติซ่ึงจะมี
ผลไปสูการเบี่ยงเบนในดานการจับกับสับสเตรต หรือการเรงปฎิกริยา นอกจากนี้พีเอชยังไป
มีผลตอการเกิด ES (Enzyme-Substrate) การแตกตัวของอิออนของสับสเตรต โคแฟคเตอร 
ซ่ึงจะนํ าไปสูการจับกับเอนไซมท่ีเปลี่ยนไปดวย

เมื่อวิเคราะหปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลพบวาเชื้อมีการสะสมเทา
กับ 285.47 ไมโครโมลาร และเมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในและ
ภายนอกเซลล (976.5 ไมโครโมลาร) พบวาปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลนอย
กวาภายนอกเซลล 3.4 เทา การผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเพิ่มข้ึนหรือลดลงมีผลมาจากพี
เอชของอาหารเลี้ยงเชื้อ โดยเกี่ยวของกับกรดลีวูลินิกที่มีการเติมในระหวางการเลี้ยงเชื้อ ท้ัง
น้ีกรดลีวูลินิกที่เติมจะอยูในรูปท่ีแตกตัวและไมแตกตัว ซ่ึงกรดลีวูลินิกที่สามารถยับยั้ง
เอนไซม ALA dehydratase จะอยูในรูปท่ีไมแตกตัวและจะพบมากในอาหารที่พีเอชตํ่ าแต
อาหารที่มีพีเอชตํ่ ามีผลตอการเจริญของเชื้อ เพราะฉะนั้นในการเลี้ยงเชื้อจํ าเปนตองมีการ
ควบคุมพีเอชใหเหมาะสมตอการเจริญและกิจกรรมของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการผลิตกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิก คือ เอนไซม ALA synthetase และเอนไซม ALA dehydratase

3.9  ผลของการควบคุมพีเอช
จากการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสังเคราะหแสงสายพันธุ Rhodobacter capsulatus

SS3 ในถังหมักที่มีการเติมไกลซีน 10 มิลลิโมลาร ซัคซินิค 40 มิลลิโมลาร โพรพิโอนิก 0.5 



กรัมตอลิตร แมกนีเซียมคลอไรด 15 มิลลิโมลาร ไพริดอกซัลฟอสเฟต 10 ไมโครโมลาร และ
เติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร 2 ครั้งที่ 24 และ 48 ช่ัวโมงในระหวางการเลี้ยงเชื้อ โดยมี
การควบคุมพีเอชเปน 6.5 ซ่ึงเปนพีเอชเริ่มตนที่เหมาะสมตอการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก
ในขวดทดลองเปรียบเทียบกับไมควบคุมพีเอช (รูปท่ี 21) พบวาการเลี้ยงแบบควบคุมพีเอช
และการเลี้ยงแบบไมควบคุมพีเอชใหมวลชีวภาพเทากับ 1.20 กรัมตอลิตร และ 1.36 กรัม
ตอลิตร ตามลํ าดับ ซ่ึงในการเลี้ยงเชื้อในถังหมักแบบไมควบคุมพีเอชใหมวลชีวภาพ ( 1.36 
กรัมตอลิตร) นอยกวาในการเลี้ยงในขวดทดลอง (1.66 กรัมตอลิตร) และเมื่อเลี้ยงเชื้อในถัง
หมักแบบควบคุมพีเอชพบวาเชื้อใหมวลชีวภาพลดลง (1.20 กรัมตอลิตร) ท้ังนี้เนื่องจากการ
เติมกรดลีวูลินิกในระหวางการเลี้ยงเชื้อทํ าใหพีเอชมีคาลดลงมาก (พีเอช 5.7) ดังนั้นในการ
ควบคุมพีเอชตองใชโซเดียมไฮดรอกไซดในการปรับพีเอช มีผลตอการเพิ่มความเขมขนของ
เกลือในอาหารเลี้ยงเชื้อ ทํ าใหเชื้อมีการเจริญลดลง

นอกจากนี้การเลี้ยงเชื้อในถังหมักที่มีการควบคุมและไมควบคุมพีเอช สีของเชื้อเปน
สีแดงซึ่งตางจากการเลี้ยงในขวดทดลองซึ่งเชื้อมีสีน้ํ าตาลสมและมีการจับตัวเปนกอน ท้ังนี้
เนื่องจากการเลี้ยงในถังหมักมีการกวนเล็กนอย (100 รอบตอนาที) ทํ าใหเชื้อไมจับตัวเปน
กอน ไมมีการใหอากาศ และมีการใหแสง 3,000 ลักซ แตเชื้อท่ีเจริญในถังหมักอาจจะไดรับ
แสงไมเทากัน เชื้อบางสวนที่ไดรับแสงนอยจํ าเปนตองสรางรงควัตถุมากขึ้นเพื่อกักเก็บแสง
และอาจจะมีการผลิตเอนไซม ALA synthetase และเอนไซม ALA dehydratase เพิ่มข้ึน
เพื่อเร งการผลิตรงควัตถุทํ าใหการเติมกรดลีวูลินิกมีผลในการยับยั้งเอนไซม ALA 
dehydratase ลดลง ดังนั้นกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจึงนอยกวาการเลี้ยงในขวดทดลองซึ่งได
รับแสงสมํ่ าเสมอ สวนเชื้อท่ีไดรับแสงมากการสรางรงควัตถุจึงลดนอยลงดังนั้นการผลิตกรด 
5-อะมิโนลีวูลินิกจึงลดลงดวย

สํ าหรับการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกของเชื้อ Rhodobacter capsulatus SS3 ท่ี
เลี้ยงในถังหมักที่มีการควบคุมและไมควบคุมพีเอช พบวากอนการเติมกรดลีวูลินิกเชื้อมีการ
ผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเพียงเล็กนอยเทากับ 25 ไมโครโมลาร หลังจากการเติมกรดลีวูลิ
นิก 12 ช่ัวโมง (36 ช่ัวโมงของการเลี้ยงเชื้อ) เชื้อสามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดเพิ่ม
ข้ึนทั้งในชุดควบคุมและไมควบคุมพีเอช โดยผลิตไดเทากับ 185.8 และ 287.6 ไมโคร
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รูปที่ 21  ผลของการควบคุมพีเอชและไมควบคุมพีเอชตอการเจริญ, พีเอช และการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกจากเชื้อ
  Rhodobacter capsulatus SS3 ทีเ่ลีย้งในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ในถังหมักขนาด 2 ลิตรภายใต
สภาวะมอีากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000 ลักซ) อุณหภูมิ 37 °ซ

Fig. 21 Effect of control pH and uncontrol pH on growth, pH and ALA production from Rhodobactercapsulatus
SS3 cultivated in GM medium containing 3% NaCl of a 2 L fermentor under microaerobic-light (3,000 lux) 
condition at 37°C
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โมลารตามลํ าดับ ซ่ึงเพิ่มข้ึน 7.4 และ 11.5 เทาตามลํ าดับ นอกจากนี้การเลี้ยงเชื้อในสภาวะ
ท่ีมีการควบคุมพีเอช เชื้อมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกได 608.31 ไมโครโมลาร  และมี
อัตราการผลิตเทากับ 8.45 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง สวนการเลี้ยงในสภาวะที่ไมมีการควบคุม
พีเอช พบวาเชื้อมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเทากับ 632.25 ไมโครโมลาร และมีอัตรา
การผลิตเทากับ 8.78 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง

เมื่อเปรียบเทียบการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกและอัตราการผลิตของเชื้อท่ีเลี้ยงใน
ถัหมักที่ไมมีการควบคุมพีเอชกับในขวดทดลอง พบวาการเลี้ยงในถังหมักเชื้อผลิตกรด 5-อะ
มิโนลีวูลินิก (608.31 ไมโครโมลาร) และมีอัตราการผลิต เทากับ 8.45 ไมโครโมลารตอช่ัว
โมง โดยมีการผลิตนอยกวาในขวดทดลอง (976.48 ไมโครโมลาร) และมีอัตราการผลิต เทา
กับ 16.27 ไมโครโมลารตอช่ัวโมง ซ่ึงในการเลี้ยงในถังหมักเชื้อมีการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลิ
นิกลดลง 0.62 เทาและมีอัตราการผลิตลดลง 1.9 เทา เมื่อเทียบกับการเลี้ยงในขวดทดลอง

ท้ังนี้อาจเนื่องจากปจจัยดานสิ่งแวดลอม เชน การไดรับแสง โดยจะมีผลตอการสราง
รงควัตถุหากเชื้อไดรับแสงมาก การผลิตรงควัตถุจะลดลง และหากไดรับแสงนอย การ      
ผลิตรงควัตถุจะเพิ่มข้ึนซึ่งจะมีแนวโนมในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเชนเดียวกัน ท้ังนี้
เนื่องจากกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกเปนสารตั้งตนในการผลิตรงควัตถุเพื่อการสังเคราะหแสง

 จากผลการทดลองพบวาปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่ไดจากเชื้อท่ีเลี้ยงใน      
ถังหมักที่มีการควบคุมและไมควบคุมพีเอชมีการผลิตใกลเคียงกับปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวู    
ลินิกที่ไดจากรายงานของ Naparatnaraporn และคณะ (2000) โดยเชื้อ Rhodovulum sp. 
PS88 (700 ไมโครโมลาร) ท่ีเลี้ยงในอาหารกลูตาเมต-มาเลตที่มีเกลือ 3% ภายใตสภาวะ  
ไรอากาศ-มีแสง (5,000 ลักซ) อัตราการกวน 100 รอบตอนาที มีการควบคุมพีเอชที่ 6.5 
เติมสารตั้งตนไกลซีน 30 มิลลิโมลารและซัคซิเนต 30 มิลลิโมลาร และกรดลีวูลินิก 3 ครั้ง 
ครั้งละ 15 มิลลิโมลาร นอกจากนี้ปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่ไดจากการทดลองนี้มี
ปริมาณสูงกวาถึง 2.7 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิก (260 ไมโครโม
ลาร) จากเชื้อ Rhodobacter sphaeroides เมื่อมีการเติมกรดลีวูลินิก 15 มิลลิโมลาร และ
ใหแสง 3,000 ลักซ แตเมื่อมีการเติมสารตั้งตนไกลซีน 30 มิลลิโมลตอลิตรและซัคซิเนต 30 
มลิลิโมลตอลิตร เชื้อ R. sphaeroides สามารถผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกไดสูงถึง 2 มิลลิ



โมลตอลิตร (Sasaki  et al.,1987)  ซ่ึงในการผลิตกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่ไดในปริมาณแตก
ตางกันนี้อาจเปนผลมาจากสายพันธุแบคทีเรียสังเคราะหแสง และสภาวะแวดลอมในการ
เลี้ยง

และเมื่อวิเคราะหปริมาณกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกที่อยู ภายในเซลลของเชื้อ 
Rhodobacter capsulatus SS3 พบวาไดกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลเทากับ 19.20 
ไมโครโมลาร และกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายนอกเซลล 630 ไมโครโมลาร โดยกรด 5-อะมิโน
ลีวูลินิกที่อยูภายนอกเซลลมีคามากกวากรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลล ประมาณ 32.81 
เทา แสดงวาเชื้อไมตองการสะสมกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกภายในเซลลในปริมาณสูง ท้ังนี้อาจ
เนื่องจากกรด 5-อะมิโนลีวูลินิกมีความเปนพิษตอเซลลซ่ึงอาจเปนผลจากความเปนกรด เชื้อ
จึงมีการหลั่งออกนอกเซลลเพื่อใหเซลลไมไดรับความเสียหาย


