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บทคัดย่อ 

    คาร์บอนเป็นหนึ่งในปัจจัยที่สำคัญในการเจริญของสิ่งมีชีวิตแหล่งคาร์บอนที่ต่างชนิดกันส่งผลให้มีพฤติกรรมใน
การเจริญที่แตกต่างกัน แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงแบบไม่สะสมกำมะถัน (Purple non-sulfur bacteria; 
PNSB) เป็นหนึ่งในแบคทีเรียที่มีเมแทบอลิซึมที่หลากหลายและสามารถใช้แหล่งคาร์บอนได้หลายชนิด  PNSB
สามารถผลิตรงควัตถุแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอฟิลล์เมื่อเจริญแบบ photoheterotroph ในภาวะที่มีแสง
และไม่มีอากาศ ปัจจัยหนึ่งที่สำคัญซึ่งส่งผลให้มีการสร้างรงควัตถุที่แตกต่างกันคือแหล่งคาร์บอน ดังนั้นในงานวิจัย
นี้จึงสนใจที่จะศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆต่อการผลิตแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์และแคโรทีนอยด์ของ 
Rhodopseudomonas palustris AS85 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าอาหารที่ใช้ซัคซิเนตเป็นแหล่งขอคาร์บอน
ที่ส่งผลให้มีการเจริญของ R. palustris AS85 ที่ดีที่สุด โดยมีค่า OD660 และ cell dry-weight สูงที่สุดเท่ากับ 
7.47±0.23 และ 1.8±0.01 มก./มล. ตามลำดับ ในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ และเมื่อใช้อาหารที่มีอะซีเทตเป็น
แหล่งของคาร์บอนและผลิตแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ได้สูงที่สุด โดยมีปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 
3.101±0.136 mg/g นำหนักแห้งเซลล์ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าซัคซิเนตเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญ
และอะซีเทตเป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการสร้างรงควัตถุของ R. palustris AS85 
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Abstract 

    Carbon source is one of the most important factors in the growth of living organisms.    
Different carbon sources may result in different growth behaviors. Purple non-sulfur bacteria 
(PNSB) are bacteria with versatile metabolic mode and can use a variety of carbon sources for 
growth. PNSB can produce pigments including carotenoids and bacteriachlorophyll when 
photoheterotrophic grown under light and anaerobic conditions.  One important factor affecting 
pigment production is carbon source. Therefore, in this research, we are interested in 
investigating the effects of different carbon sources on pigment production of pigment of 
Rhodopseudomonas palustris AS85 .   The results revealed that succinate was the best carbon 
source that resulted in the optimal growth of R. palustris AS85, with the highest OD660 and cell 
dry-weight values of 7.47 ± 0.23 and 1.8 ± 0.1 mg / mL respectively on day 5 of cultivation. High 
content of carotenoids and bacteriochlorophyll were obtained when using acetate as a carbon 
source with carotenoids content of 3.101 ± 0.136 mg / g cell dry- weight.   Therefore, it can be 
concluded that succinate is a suitable carbon source for growth and acetate is a suitable carbon 
source for the pigment production of R. palustris AS85. 
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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ์ฉบับนี้สำเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดีด้วยความช่วยเหลืออย่างดี
ยิ่งจากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.กอบชัย ภัทรกุลวณิชย์ อาจารย์ที่ปรึกษาโครงการที่ให้ความรู้ คำแนะนำ คำปรึกษา
ในเรื่องต่างๆ และข้อคิดเห็นที่เป็นประโยชน์ต่องานวิจัย อีกทั้งยังคอยดูแลเอาใจใส่ และเป็นกำลังใจในหลายๆเรื่อง 
รวมทั้งยังช่วยแก้ไขตรวจทานโครงการนี้ให้สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ผู้วิจัยกราบขอบพระคุณในความเมตตาของอาจารย์
เป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ 

 กราบขอบพระคุณคณาจารย์ภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่าน ที่กรุณาให้ความรู้ และคำแนะนำต่างๆและให้
เกยีรติเป็นกรรมการในการสอบโครงการฉบับนี้ 

 ขอขอบคุณโครงการการเรียนการสอนเพ่ือเสริมประสบการณ์ งบประมาณภาคจุลชีววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ที่ปฏิบัติงานในภาควิชาจุลชีววิทยาทุกท่านที่ให้ความรู้ คำแนะนำ และให้ความ
ช่วยเหลือในเรื่องต่างๆ ที่เป็นประโยชน์ต่อโครงการฉบับนี ้

 ขอขอบคุณพ่ีๆสมาชิกห้องวิจัย 1704/13 และพ่ีๆสมาชิกชั้น 17 ทุกคน ที่ให้ความรู้ คำแนะนำ และความ
ช่วยเหลือในเรื่องต่างๆ  

 ขอขอบคุณเพ่ือน-พ่ี-น้อง ในภาคจุลชีววิทยา ที่ช่วยเหลือและเป็นกำลังใจให้ตลอดการทำโครงการฉบับนี้ 

 สุดท้ายขอกราบขอบพระคุณบิดามารดา สมาชิกในครอบครัวทุกคน ที่เป็นกำลังใจที่สำคัญ คอยให้การ
สนับสนุน คอยรับฟังปัญหาและช่วยเหลือผู้วิจัยในทุกๆด้าน  
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บทที่  1 

บทนำ 

แบคทีเรียสังเคราะห์แสง (Photosynthetic bacteria)  

    Photosynthetic bacteria (PSB) คือ สามารถใช้แสงเป็นแหล่งของพลังงานได้และเป็นแบคทีเรียที่ มีเม
แทบอลิซึมที่หลากหลาย ส่งผลให้สามารถดำรงชีวิตอยู่ได้ในหลายสภาวะแวดล้อม ทั้งในที่ที่มีแสง ไม่มีแสง มี
อากาศและไม่มีอากาศ นอกจากนี้ยังสามารถใช้แหล่งอาหารที่หลากหลายเพ่ือใช้ในการเจริญ ในการเจริญแบบใช้
แสงของแบคทีเรียชนิดนี้ จะใช้กรดอินทรีย์และแก๊สคาร์บอนมอนอกไซด์เป็นแหล่งให้อิเล็กตรอน และจะใช้รงควัตถุ
ที่เรียกว่าแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์และแคโรทีนอยด์ทำหน้าที่รับแสงช่วงคลื่นต่างๆ คล้ายกับคลอโรฟิลล์ในพืช เพ่ือ
ใช้เป็นพลังงานในการขนส่งอิเล็กตรอนเพ่ือผลิตเป็นสารพลังงานสูงหรือ ATP ที่จำเป็นต้องมีเพ่ือดำเนิน 
เมแทบอลิซึมต่างๆภายในเซลล์ แบคทีเรียสังเคราะห์แสงไม่มีความเป็นพิษทั้งยังสามารถผลิตสารชีวภาพที่สามารถ
นำไปใช้ประโยชน์ได้มากมายร่วมถึงรงคัวัตถุต่างๆที่แบคทีเรียผลิตขึ้น ทำให้ถูกนำไปใช้ประโยชน์ในอุตสาหกรรม
ต่างๆ ทั้งในด้านการแพทย์ อุตสาหกรรมการเกษตร และอุตสาหกรรมอาหาร Photosynthetic bacteria แบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามความสามารถในการผลิตออกซิเจนในกระบบวนการสังเคราะห์ด้วยแสง (Qi และคณะ, 
2018) ได้แก่ 

 Oxygenic photosynthetic bacteria 

  คือกลุ่มของแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่มีกระบวนการใช้น้ำเป็นตัวให้อิเล็กตรอนคล้ายกับสิ่งมีชีวิต
ในกลุ่มยูคาริโอตหรือในพืชชั้นสูง เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ไม่เคลื่อนที่ มีออกซิเจนเป็นหนึ่งในผลิตภัณฑ์จาก
กระบวนการสังเคราะห์แสง แบคทีเรียในกลุ่มนี้ ได้แก่ Cyanobacteria , Prochlorophytes (Idi, 2015) 

 Anoxygenic photosynthetic bacteria  

  คือแบคทีเรียสังเคราะห์แสงที่ไม่สามารถใช้น้ำเป็นตัวให้อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสง 
จึงไม่มีออกซิเจนเป็นผลิตภัณฑ์ แต่สามารถใช้สารอินทรีอ่ืนๆเป็นตัวให้อิเล็กตรอนแทนได้ แบคทีเรียในกลุ่มนี้
สามารถแบ่งออกได้อีกเป็น 2 กลุ่ม คือ Green Bacteria และ Purple Bacteria โดยอาศัยความแตกต่างกันของ
ชนิดแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ทำให้มีสีที่ต่างกัน  โดยแบคทีเรียในกลุ่ม Green Bacteria จะมีแบคเทอริโอ
คลอโรฟิลล์ชนิด c และ d และในกลุ่ม Purple Bacteria จะมีแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ชนิด a และ b แสง (Qi 
และคณะ, 2018) 
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 Photosynthetic Green Bacteria 

  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียว มีโครงสร้างพิเศษที่เรียกว่า chlorosome ทำหน้าที่ดูดกลืนแสง
ในกระบวนการสังเคราะห์แสง ภายในประกอบด้วยแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ c , d และ e เป็นจำนวนมาก 
(Thweatt และคณะ, 2019) โดยปริมาณของแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์แต่ละชนิดจะส่งผลถึงสีโคโลนีของเชื้อ ที่มี
ตั้งแต่สีเขียวจนถึงสีน้ำตาล (Thiel และคณะ, 2018) แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียวยังสามารถแบ่งกลุ่มตาม
ความสามารถในการสะสมกำมะถันได้เป็น green sulfur bacteria เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียวที่มีการ
สะสมกำมะถัน แบคทีเรียชนิดนี้เจริญภายใต้ภาวะที่ไม่มีอากาศและมีแสง มีการใช้ S-2 , H2 หรือ Fe2+ เป็นตัวให้
อิเล็กตรอนและใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งคาร์บอน มักนำไปใช้ในการบำบัดน้ำเสีย  (Takaiekhozani และ
คณะ, 2017) แบคทีเรียกลุ่มนี้ได้แก่ แฟมิลี่ Chlorobiaceae (Lu และคณะ, 2019) แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสี
เขียวอีกกลุ่มคือ green non-sulfur bacteria เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีเขียวที่ไม่มีการสะสมกำมะถัน 
แบคทีเรียชนิดนี้สามารถเจริญได้ทั้งในภาวะ photoautotroph , photoheterotroph และ mixotroph มีการใช้
สารประกอบอินทรีย์ กรดไขมันขนาดเล็ก กรดแอมโมเนีย และเอทานอล เป็นตัวให้อิเล็กตรอน แบคทีเรียกลุ่มนี้
ได้แก่ แฟมิลี่ Chloroflexaceae (Lu และคณะ, 2019) 

Photosynthetic Purple bacteria 

  แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงมีการผลิตรงควัตถุแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ชนิด a , b และแค
โรทีนอยด์ทำให้มีลักษณะของเชื้อมีสีเหลืองจนถึงม่วงแดงขึ้นกับปริมาณของรงควัตถุแต่ละชนิด (Thiel และคณะ, 
2018) มีการใช้สารอินทรีย์และสารประกอบซัลเฟอร์อนินทรีย์เป็นตัวให้อิเล็กตรอนในกระบวนการสังเคราะห์แสง 
แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงมีการแบ่งกลุ่มตามความสามารถในการสะสมกำมะถันเช่นเดียวกับแบคทีเรีย
สังเคราะห์แสงสีเขียว คือ purple sulfur bacteria เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงที่สะสมกำมะถัน เป็น
กลุ่มแบคทีเรียที่ต้องการสารประกอบซัลเฟอร์อนินทรีย์เป็นตัวให้อิเล็กตรอน เช่น H2S หรือ SO3

2- แบคทีเรียใน
กลุ่มนี้ได้แก่ แฟมิลี่ Chromatiaceae และ Ectothiorhodospirillaceae แบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงอีก
กลุ่มคือ purple non-sulfur bacteria เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงแดงที่ไม่สะสมกำมะถัน เป็นแบคทีเรียที่
มีการใช้สารประกอบอินทรีย์ เช่น อะซีเตด , มาเลต , ฟูมาเรต และ โพรพิโอเนต เป็นตัวให้อิเล็กตรอน แบคทีเรีย
ในกลุ่มนี้ได้แก่ แฟมิลี่ Rhodospirillaceae (Lancaster, 2018) 

Purple Non-sulfur Bacteria (PNSB)   

เป็นแบคทีเรียแกรมลบ ลักษณะเป็นรูปท่อน (rod shape) เป็น proteobacteria เช่นเดียวกัน
กับ E.coli เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม purple bacteria ที่มีจำนวนสมาชิกมากที่สุดใน Photosynthetic bacteria 
ตามธรรมชาติจะอยู่แบบ phototroph ในการเจริญภาวะนี้ PNSB จะมีการผลิตรงควัตถุ ได้แก่ แบคเทอริโอ
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คลอโรฟิลล์ชนิด a , b และแคโรทีนอยด์ (Thiel และคณะ, 2018) เพ่ือทำหน้าที่รับแสงในช่วงคลื่นต่างๆ เพ่ือใช้
เป็นพลังงานในกระบวนการเมทาบอลิซึมของเซลล์ โดยการเจริญแบบใช้แสงของ PNSB ยังแบ่งได้ตามชนิดของ
แหล่งคาร์บอนที่ใช้ในการเจริญแหล่งชนิดของตัวให้อิเล็กตรอน คือ  การเจริญแบบ photoautotroph จะใช้
คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งของคาร์บอน การเจริญแบบ photoheterotroph จะใช้สารอินทรีย์ต่างๆเป็นแหล่ง
คาร์บอน นอกจากนี้ยังมีการเจริญแบบ photolithoautotroph โดยการใช้คาร์บอนไดออกไซด์เป็นแหล่งของ
คาร์บอนและใช้สารอนินทรีย์เช่น S-2 , H2 หรือ Fe2+ เป็นตัวให้ อิเล็กตรอน เนื่องจาก PNSB มีระบบแสง 
(photosystem) เพียง 1 ชนิด อยู่ใน intracellular membrane ทำให้ไม่มีพลังงานมากพอในกระบวนการแยก
น้ำเพ่ือให้ได้อิเล็กตรอน แต่ PNSB สามารถใช้กรดอินทรีย์สายสั้นและก๊าซไฮโดรเจนซัลไฟด์เพ่ือเป็นตัวให้
อิเล็กตรอนได้  (Xu, 2007) ในภาวะที่ ไม่มีแสง PNSB ก็สามารถเจริญได้ เช่นกัน โดยจะมีการเจริญแบบ 
chemoheterotroph จะใช้สารอินทรีย์ต่างๆ เป็นแหล่งของคาร์บอนและไม่มีการสร้างรงควัตถุ จากการที่
แบคทีเรียชนิดมีความสามารถในการปรับตัวที่ดี ส่งผลให้สามารถพบแบคทีเรียชนิดนี้ได้ทั่วไป ทั้งในดินและแหล่ง
น้ำต่างๆ เช่น ดินตะกอน , แม่น้ำ , บ่อน้ำ , มหาสมุทร รวมถึงบ่อบำบัดน้ำเสีย และยังสามารถพบใน
สภาพแวดล้อมที่รุนแรง เช่น อุณหภูมิสูง กรดสูง หรือมีเกลือสูง (Madigan และคณะ, 2008)  

การใช้ประโยชน์ของแบคทีเรียในกลุ่ม PNSB  

ด้านสิ่งแวดล้อมและพลังงาน 

จากความสามารถของ PNSB ที่สามารถดำรงชีวิตได้ในหลายสภาวะแวดล้อม รวมถึงความทนทานต่อ
ความเป็นพิษของสารต่างๆ เช่น H2S และโลหะหนัก ทำให้ PNSB ถูกนำมาใช้ประโยชน์ทางด้านสิ่งแวดล้อม
มากมาย (Saleem และคณะ, 2019) ตัวอย่างการนำไปใช้ประโยชน์ทางด้านสิ่งแวดล้อม เช่น ผลิตเชื้อเพลิง 
Biohydrogen ซ่ึงเป็นเชื้อเพลิงสะอาดที่ได้รับการยอมรับกันอย่างกว้างขวางว่าสามารถใช้ทดแทนเชื้อเพลิงฟอสซิล
ได้ (Saleem และคณะ, 2018) กระบวนการนี้จะเกิดขึ้นเมื่อ PNSB อาศัยในแหล่งอาหารที่ไม่มีไนโตรเจนหรือมี
น้อย และต้องอยู่ในที่ที่ ได้รับแสง โดยเอนไซม์ไนโตรจีเนสจะรับอิเล็กตรอนที่ได้จากระบวนการ electron 
transport chain โดยมีแสงเป็นแหล่งพลังงาน เปลี่ยนโปรตอนให้เป็นก๊าซไฮโดรเจน (Xu, 2007) ด้วยประโยชน์ใน
ด้านสิ่งแวดล้อมจึงทำให้วิธีการผลิตไฮโดรเจนนี้ได้รับความสนใจและมีการศึกษามากมาย ตัวอย่างงานวิจัยในการ
ผลิตก๊าซไฮโดรเจน ในปี 2012 การศึกษาของ Han และคณะ โดยใช้ Rhodobacter sphaeroides RV พบว่ามี
การผลิตก๊าซไฮโดรเจน 794 mmol H2/mol-substare เมื่อใช้แหล่งคาร์บอนร่วมกัน 2 ชนิด คือ acetate และ 
succinate และพบว่าเมื่อใช้แหล่งคาร์บอรรวมกัน 2 ชนิด จะสิ่งเสริมการเจริญได้ดีกว่าการใช้แหล่งคาร์บอนเพียง
ชนิดเดียว ในปี 2011 การศึกษาของ Pandey และคณะ เมื่อใช้ Rhodobacter sphaeroides NMBL-01 พบว่ามี
การผลิตก๊าซไฮโดรเจนได้มากที่สุดเมื่อใช้ malate เป็นแหล่งคาร์บอนและ glutamate เป็นแหล่งของไนโตรเจน 
ประโยชน์ต่อมาคือการใช้ PNSB เพ่ือผลิต Bioplastic ซึ่งเป็นพลาสติกที่สามารถย่อยสลายได้ สังเคราะห์ได้จาก 
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PHB หรือ polyhydroxylbutarate เช่น ในปี 2021 การศึกษาของ Carlozzi และ Touloupakis ได้มีการใช้ 
Rhodovulum sulfidophilum DSM-1374 เพ่ือผลิต poly-3-hydroxybutarate (P3HB) พบว่ามีการผลิต 596 
mg/L เมื่อใช้ acetate เป็นแหล่งคาร์บอน ประโยชน์สุดท้ายที่จะกล่าวถึง คือการใช้ PNSB ในการบำบัดน้ำเสีย 
PNSB นิยมนำมาใช้ในการบำบำบัดน้ำเสียเพราะเป็นวิธีที่เป็นมิตรกับสิ่งแวดล้อมและมีราคาถูก (Idi และคณะ, 
2015) เช่นในปี 2011 Madukasi และคณะ ได้ใช้ Rhodobacter sphaeroides Z08 เพ่ือบำบัดน้ำเสียจากการ
ผลิตยาและน้ำเสียจาการผลิตถั่วเหลือง พบว่าค่า COD ลดลง 50% ในน้ำเสียจากการผลิตยาที่เจือจางลง 4 เท่า 
และ ลดลง 80% ในน้ำเสียจากการผลิตถั่วเหลือง และการศึกษาของ Negadomi และคณะ ในปี 2000 ได้มีการ
ตรึง Rhodobacter sphaeroides NR-3 และ Rhodopseudomonas palustris ในวัสดุเซรามิกที่มีรูพรุน ใส่ลง
ในน้ำเสียจากท่อน้ำทิ้ง พบว่ามีค่า COD ลดลง 89% H2S ลดลง 99.8% และปริมาณของฟอสเฟตและไนเทรต
ลดลง 77%  และ 99% ตามลำดับ 

นอกจากนี้ยังพบว่า PNSB สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าได้จากกระบวนการสะสม polyphosphate เพ่ือใช้
เป็นแหล่งคาร์บอน เมื่อแบคที เรียอยู่อาหารที่ ไม่มีแหล่งคาร์บอนจะนำ polyphosphate ออกมาใช้  ใน
กระบวนการเผาผลาญ polyphosphate จะมีการปลดปล่อยอิเล็กตรอน และเกิดเป็นประแสไฟฟ้าในระบบ 
Microbial fuel cell จากการศึกษาในปี 2017 ของ Lai และคณะ พบว่า Rhodopseudomonas palustris 
G11 สามารถผลิตกระแสไฟฟ้าได้ 0.03 V โดยประมาณ ในระบบ photo-Microbial fuel cell 

ด้านการเกษตร 

PNSB สามารถนำไปใช้เป็นอาหารสัตว์ในรูปของ Single cell protein เพ่ือเป็นอาหารเสริมในสัตว์
ประเภท กุ้ง ปลา และไก่ เนื่องจากโปรตีนของ PNSB มีโภชนาการสูง รวมถึงมีรงควัตถุและวิตามินต่างๆ ที่สำคัญ
คือไม่มีความเป็นพิษต่อสัตว์ การผลิตโปรตีนด้วยวิธีนี้เป็นวิธีที่มีต้นทุนต่ำ (Chumpol และคณะ, 2018) และเป็น
มิตรต่อสิ่งแวดล้อม วิธีการผลิตอาจทำร่วมกับการบำบัดน้ำเสียได้อีกด้วย จากตัวอย่างการศึกษาของ Chumpol 
และคณะ ในปี 2018 พบว่าเมื่อใช้ Rhodobacter sphaeroides SS15 ในการเลี้ยงกุ้งสายพันธุ์ Litopenaeus 
vannamei กุ้งมีการเจริญเพ่ิมขึ้นและมีอัตราการอยู่รอดที่สูงขึ้น ในการศึกษาของ Alloul และคณะ ในปี 2021 ที่
มีการใช้ Rhodopseudomanas palustris และ Rhodobacter capsulatus ในการเลี้ยงกุ้งสายพันธุ์ Penaeus 
vannamei พบว่าทำให้กุ้งมีความทนต่อความเครียดจากปริมาณแอมโมเนียเพ่ิมขึ้นและยังช่วยลดการติดเชื้อของ 
Vibrio ที่ทำให้เกิดโรคตายด่วนในกุ้ง (Tanno และคณะ, 2016) 

นอกจากนี้ PNSB ยังได้รับความสนใจมากข้ึนในการใช้เพ่ือส่งเสริมการเจริญของพืชเนื่องจากสามารถผลิต
และสะสมสารที่ ให้ประโยชน์แก่พืช (plant growth-promoting substrate)  เช่น 5-aminolevulinic acid 
(ALA) ที่มีหน้าที่ ในการควบคุมการเจริญของพืช (Sakarika และคณะ , 2020) เนื่องจากเป็นสารตั้ งต้นใน
กระบวนการสังเคราะห์คลอโรฟิลล์และเหนี่ยวนำให้เกิดการผลิตเอนไซม์ที่ทำหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระเมื่ออยู่
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ในภาวะที่มีความเครียด เช่น reductase , catalase และ glutathione (Sakpirom และคณะ, 2017) และยัง
ผลิต indole-3-acetic acid (IAA) ที่ทำหน้าที่ความคุมกระบวนการต่างๆของพืช เช่น cell extension , cell 
division และ cell specialization ทั้งยังช่วยให้พืชสามารถทนต่อความเครียด เช่น ความเค็มและโลหะหนัก 
(Sakarika และคณะ, 2020) 

ด้านการแพทย์ 

แบคทีเรียกลุ่ม PNSB สามารถผลิต coenzyme Q10 (CoQ10) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
และช่วยในการเผาผลาญพลังงานของเซลล์ CoQ10 ถูกใช้เป็นส่วนประกอบใน เครื่องสำอาง , อาหารเสริมและ
ผลิตภัณฑ์ยา (Zhi และคณะ, 2019) โดยมีฤทธิ์เช่น รักษาภาวะหัวใจล้มเหลว , เสริมภูมิคุ้มกัน , รักษาเนื้องอก 
และบรรเทาความเหนื่อยล้า (Cao และคณะ, 2020) นอกจากนี้ PNSN ยังมีการผลิตแคโรทีนอยด์ในการเจริญใต้
ภาวะ phototroph แคโรทีนอยด์เป็นหนึ่งในรงควัตถุที่ PNSB สร้างขึ้น เพ่ือทำหน้าที่ดูดกลืนพลังงานจากแสงมี
คุณสมบัติ Pro-Vitamin A และเป็นสารต้านอนุมูลอิสระเช่นเดียวกับ CoQ10 แคโรทีนอยด์ถูกใช้เป็นส่วนประกอบ
ในอุตสาหกรรมความงาม เช่น ครีมบำรุง , ครีมกันแดด และเครื่องสำอาง และถูกใช้เป็นส่วนประกอบของอาหาร
เสริมกล่าวว่าจะช่วยลดโอกาสการเป็นต้อกระจก บำรุงหัวใจและหลอดเลือด จนถึงลดโอกาสการเกิดมะเร็งบาง
ชนิดได้ (Eggersdorfer และ Wyss, 2018)  

จากเนื้อความข้างต้นทำให้ทราบว่า PNSB นั้นสามารถนำไปใช้ประโยชน์ได้มากมาย ซึ่งเป็นผลประโยชน์
จากการมีเมทาบอลิซึมที่หลากหลายของ PNSB ทั้งยังสามารถพบได้ทั่วไปตามสิ่งแวดล้อม  รูปแบบการนำ PNSB 
ไปใช้ประโยชน์มีทั้งการใช้เชื้อที่ยังมีชีวิต เช่น ใช้ในการบำบัดน้ำเสีย ใช้ผลิตเชื้อเพลิงชีวภาพ และใช้ในการส่งเสริม
การเจริญของพืช และยังสามารถนำเซลล์ที่ไม่มีชีวิตไปใช้ประโยชน์ได้เช่นเดียวกัน ตัวอย่างเช่น การใช้ PNSB เป็น 
Single cell protein ในการเลี้ยงกุ้ง , ปลา และไก่ และการสกัด CoQ10 และรงควัตถุเพ่ือนำไปใช้ประโยชน์ใน
ด้านการแพทย์ ยา และเครื่องสำอาง ด้วยประโยชน์เหล่านี้ จึงทำให้ผู้วิจัยสนใจที่จะศึกษา PNSB โดยมุ่งเน้นไปที่
ความสามารคในการผลิตรงควัตถุ ที่สามารถนำไปใช้ประโยชน์ต่างๆได้อีกมากมาย 

รงควัตถุ (Pigment) 

    รงควัตถุมีบทบาทที่สำคัญอย่างยิ่งในการดำรงชีวิตแบบ photoautotrophs และ photoheterotroph ของ 
PNSB เนื่องจากเป็นสิ่งที่แบคทีเรียสร้างขึ้น เพ่ือใช้ในการรับพลังงานจากแสงช่วงคลื่นต่างๆในการเจริญ รงควัตถุที่ 
PNSB สร้าง ประกอบด้วย แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ (Bacteriochlorophyll) และ แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) 
รงควัตถุแต่ละชนิดจะมีช่วงคลื่นในการดูดซับที่จำเพาะแตกต่างกัน และในแบคทีเรียแต่ชนิดก็จะผลิตในปริมาณ
และชนิดที่แตกต่างกัน  รงควัตถุเหล่านี้นอกจากมีชนิดที่แตกต่างกันกันในแบคทีเรียต่างชนิดแล้ว แม้กระทั่งใน
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แบคทีเรียชนิดเดียวกันแต่อยู่ในสภาพแวดล้อมและสารอาหารที่ไม่เหมือนกันจะส่งผลให้ผลิตรงควัตถุในปริมาณที่
ไม่เท่ากันด้วย  

แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ (Bacteriochlorophyll) 

แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุที่ไวต่อแสง กรด และการถูกออกซิไดซ์ด้วยสารเคมี ถูกสร้างขึ้นใน
แบคทีเรียที่สังเคราะห์แสงไม่สร้างออกซิเจน (Oren, 2011)  เช่น PNSB แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์เป็นรงควัตถุหลัก
ที่มีหน้าที่ในการดูดซับแสงเพ่ือนำมาใช้เป็นพลังงานในกระบวนการสังเคราะห์แสง โดยช่ วงคลื่นที่มีการดูดซับได้ดี
นั้นจะขึ้นกับชนิดของแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ เช่น แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์-เอ จะดูดซับได้ดีที่ความยาวคลื่น 800-
870 นาโนเมตร (Oren, 2011) , แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์-จี จะดูดซับได้ดีที่ความยาวคลื่น 670-788 นาโนเมตร 
(Amit และคณะ2020) แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์สามารถใช้เป็นสารเร่งปฏิกิริยาความไวของแสง (photosentizer) 
ในการรักษาแบบ photodynamic (Wang และคณะ, 2017) 

แคโรทีนอยด์ (Carotenoid) 

แคโรทีนอยด์เป็นสารประกอบ polyisoprenoid hydrocarbons (Karin และคณะ, 2016) มีสีเหลือง ส้ม 
จนถึงแดง พบในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดที่มีการสังเคราะห์แสง หน้าที่ของแคโรทีนอยด์คือการดูดซับแสงเพ่ือนำมาใช้เป็น
พลังงานในกระบวนการสังเคราะห์แสง โดยดูดซับได้ดีที่สุดที่ช่วงคลื่นของแสงสีฟ้าที่มีความยาวคลื่น 400 -550 นา
โนเมตร (Krishnaswamy และคณะ, 2020) ด้วยโครงสร้างทางเคมีของแคโรทีนอยด์ที่มีพันธะคู่ (รูปที่ 1.1 ) ทำให้
สามารถทำหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ แคโรทีนอยด์ยังมีหน้าที่ในการรักษาความเสถียรให้กับระบบแสง 
(photosystem) ด้วย (Shuang, 2015)  แคโรทีนอยด์ยังสามารถแบ่งย่อยได้มากกว่าอีก 700 ชนิด  แต่แคโรที
นอยด์ที่ถูกพูดถึงและใช้งานมีอยู่ประมาณ 20 ชนิด เช่น แอลฟา-แคโรทีน, บีตา-แคโรทีน , ไลโคปีน , ลูทีนและซี
แซนทีน แคโรทีนอยด์ที่ถูกใช้งานในปัจจุบันนั้นมาจากธรรมชาติโดยตรง ทั้งจากพืชและผลไม้รวมถึงจากจุลินทรีย์
สังเคราะห์แสง การนำไปใช้ประโยชน์ของแคโรทีนอยด์ ในด้านการแพทย์ ที่อาศัยคุณสมบัติของการเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระ เช่น แคโรทีนอยด์ถูกใช้ในการลดอักเสบของเซลล์ที่เกิดจากอนุมูลอิสระ มีผลที่ช่วยลดความเสี่ยงต่อ
การเป็นมะเร็งไม่ว่าจะเป็นมะเร็งผิวหนังหรือมะเร็งปอด (Kiara, 2018) และยังมีการศึกษาถึงผลปริมาณแคโรที
นอยด์ที่มารดาได้รับในช่วงระหว่างตั้งครรภ์ที่หากไม่เพียงพออาจส่งผลกับพัฒนาระบบการมองเห็นของทารกใน
ครรภ์ (Addo และคณะ, 2021) ในด้านอุตสาหกรรมความงาม มีการใช้แคโรทีนอยด์เป็นส่วนผสมของครีมบำรุงผิว
และครีมกันแดด นอกจากนี้ในด้านปศุสัตว์ก็อาศัยสีของแคโรทีนอยด์เพ่ือนำมาใช้เป็นอาหารเสริมเพ่ือสีให้กับปลา
สวยงามอีกด้วย (นงลักษณ์ สำราญราษฎร, 2017) 
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รูปที่ 1.1 : โครงสร้างทางเคมีของแคโรทีนอยด์บางชนิด 

(https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123849472001203) 

แคโรทีนอยด์นั้นสามารถพบได้ทั่วไปในผักและผลไม้ แต่วิธีการผลิตแคโรทีนอยด์จากจุลินทรีย์สังเคราะห์
แสง ก็เป็นอีกทางเลือกในการผลิต เนื่องจากเป็นวิธีที่ทีต้นทุนต่ำและเป็นมิตรต่อสิ่งแวดล้อม เช่ นในปี 2000 จาก
การศึกษาของ Buzzini และ Martini โดยการใช้ Rhodotorula glutinis เลี้ยงในของเสียจากอุตสาหกรรม
การเกษตร พบว่ามี biomass และแคโรทีนอยด์สูงสุดเท่ากับ 630 µg/g dry-weight cell และ 5.95 mg/L 
ตามลำดับเมื่อเลี้ยงแบบ batch เป็นเวลา 120 ชั่วโมง  และการศึกษาของ Saejung และ Ampornpat ในปี 
2019 ในการเลี้ยง Rhodopseudomonas faecalis PA2 เพ่ือใช้เป็นอาหารสัตว์ โดยเลี้ยงใต้หลอดไฟความสว่าง 
4000 lux และเขย่าที่ 150 รอบต่อนาที พบว่า มี biomass และแคโรทีนอยด์สูงสุดเท่ากับ 33.9 g/L และ 40.9 
mg/L 

การสร้างรงควัตถุของแบคทีเรียกลุ่ม PNSB 

   รงควัตถุที่แบคทีเรีย PNSB ผลิต ได้แก่ แคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลด์ โดย PNSB จะมีการสร้างรงค
วัตถุเหล่านี้ในขณะที่มีการเจริญแบบ Phototroph หรือก็คือเจริญโดยการใช้แสง แสงเป็นปัจจัยส่งผลต่อการผลิ
ตรงควัตถุโดยตรง เนื่องจากรงควัตถุมีหน้าที่ในการดูดกลืนแสงมาใช้เป็นพลังงานในกระบวนการต่างๆของเซลล์เช่น
ในการศึกษาของ Zhou และคณะ ในปี 2015 พบว่า เมื่อใช้หลอดไฟเป็นแหล่งกำเนิดแสง จะมีการสร้างแคโรที
นอยด์มากกว่าแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ เนื่องจากช่วงแสงที่หลอดไฟส่งออกมานั้นมีความยาวคลื่น 400-700 นาโน
เมตร มากที่สุด ซึ่งเป็นช่วงคลื่นที่แคโรทีนอยด์ดูดกลืนได้ดี คือ 450 -550 นาโนเมตร ในขณะที่แบคเทอริโอ
คลอโรฟิลล์สามารถดูดกลืนแสงได้ดีใช้ช่วง 715-1050 นาโนเมตร นอกจากปัจจัยของแสงแล้ว แหล่งคาร์บอนก็เป็น
อีกหนึ่งปัจจัยที่สำคัญ ดังที่ได้กล่าวไว้ข้างต้นว่าแบคทีเรียในกลุ่ม PNSB นอกจากสามารถเจริญได้ในหลายสภาวะ
แล้ว ยังพบว่ามีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย ชนิดของแหล่งคาร์บอนที่  PNSB ใช้ได้ 
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เช่น malate, succinate, fumarate, acetate, ethanol, lactate, propionate (Sojka, 1978; Trüper และ 
Pfennig, 1981) บางชนิดยังสามารถใช้สารประกอบอะโรมาติก เช่น benzoate, อนุพันธ์ไฮดรอกซิลของ 
benzoate และ cyclohexane carboxylate (Gibson และ Harwood, 1995)  ซึ่งแหล่งคาร์บอนแต่ละชนิดนี้
เอง ก็ส่งผลให้มีการเจริญและการสร้างรงควัตถุที่ไม่เท่ากัน เนื่องจากความสามารถของแบคทีเรีย PNSB แต่ละสาย
พันธ ุ์ ก็จะมีกระบวนการการนำคาร์บอนไปใช้ที่แตกต่างกัน ซึ่งส่งผลทำให้แหล่งคาร์บอนบางชนิดอาจส่งเสริมการ
เจริญและการผลิตรงควัตถุที่ดีในสายพันธุ์หนึ่ง แต่กลับยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียอีกสายพันธ์หนึ่ง เพราะ
แบคทีเรียแต่ละสายพันธุ์มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนที่ ไม่ เหมือนกัน เช่นใน Rhodobacter 
sphaeroides พบว่าในอาหารที่มี succinate เป็นแหล่งคาร์บอนจะผลิตรงควัตถุได้มากกว่าอาหารที่มี  acetate 
เป็นแหล่งคาร์บอนในระยะเวลาที่เท่ากัน (Huia และคณะ, 2015) หรือการใช้แหล่งคาร์บอนเพียงชนิดใดชนิดหนึ่ง
อาจไม่สามารถทำให้มีการเจริญได้ เช่น PNSB เองที่พบว่า lactate ที่ไม่สามารถใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงชนิด
เดียวได้ (Govindaraju และคณะ, 2019) หรือใน Rs. rubrum ที่พบว่าไม่มี glucose transporter ทำให้ไม่
สามารถใช้ glucose ในการเจริญได้ (Hädicke และคณะ, 2011) นอกจากนี้ยังมีการนำ PNSB ไปบำบัดน้ำเสีย
หรือของเสียไม่มีมูลค่าจากอุตสาหกรรม ของเสียเหล่านั้นเป็นแหล่งคาร์บอนที่มีความซับซ้อนและยังมีองค์ประกอบ
ของสารชนิดอ่ืนๆที่หลากหลาย เช่น น้ำเสียจากโรงงานผลิตอาหารที่มีส่วนประกอบของ volatile fatty acids 
(VFAs) สูง ในการเลี้ยง Rhodopseudomonas palustris ACCC10649 พบว่ามีน้ำหนักเซลล์แห้งและปริมาณ
รงควัตถุแคโรทีนอยด์เท่ากับ  2719.3 mg/L และ 3.91 mg/g-biomass ตามลำดับ (Liu และคณะ, 2016) 
นอกจากปัจจัยของชนิดแหล่งคาร์บอนที่ส่งผลแล้ว ความเข้มข้นเริ่มต้นของแหล่งคาร์บอนก็มีผลเช่นเดียวกัน เช่น 
การเลี้ยงเชื้อผสม PNSB ด้วยน้ำเสียจากการผลิตไวน์ พบว่าเมื่อนำน้ำเสียไปเจือจางลง 1 เท่า ทำให้มีการเจริญที่
ดีกว่าเมื่อเทียบกับการใช้น้ำเสียโดยที่ไม่ได้เจือจาง (Policastro และคณะ, 2020) 

    ทั้งหมดนี้แสดงให้เห็นถึงความสำคัญของแหล่งคาร์บอนที่มีต่อการเจริญและการสร้างรงควัตถุของแบคทีเรีย 
PNSB ในแง่ของการผลิตรงควัตถุที่สามารถนำไปใช้ประโยชน์ต่อได้มากมาย และการนำ PNSB ไปบำบัดนำเสีย
ชนิดต่างๆจากโรงงานอุตสาหกรรมเพ่ือลดปัญหาสิ่งแวดล้อม งานวิจัยนี้จึงสนใจศึกษาเพ่ือยืนยันผลของแหล่ง
คาร์บอนที่มีต่อการเจริญของเชื้อ และชนิดของแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการสร้างรงควัตถุ และจากที่กล่าวใน
ข้างต้นว่า PNSB มีความสามารถในการใช้แหล่งคาร์บอนได้อย่างหลากหลาย ตั้งแต่คาร์บอนที่มีโครงสร้างซับซ้อน
จนถึงคาร์บอนที่มีโครงสร้างที่ไม่ซับซ้อน จึงได้เลือกแหล่งคาร์บอนพ้ืนฐาน 7 ชนิด ได้แก่ acetic acid , succinic 
acid , fumaric acid , malic acid , propionic acid , sucrose และ glucose และแหล่งคาร์บอนที่มีความ
ซับซ้อน 2 ชนิด ได้แก่ corn steep liquor (CSL) และ โมลาส (molasses) ซึ่งแหล่งคาร์บอนพ้ืนฐานทั้ง 7 ชนิดนี้ 
ล้วนแล้วแต่เกี่ยวข้องกับ TCA cycle ซึ่งเป็นวัฏจักรเพ่ือการสร้างพลังงานในรูป ATP ของสิ่งมีชีวิต ในขณะที่ corn 
steep liquor (CSL) และ โมลาส (molasses) ที่เป็นแหล่งคาร์บอนที่ซับซ้อนนั้นเป็นของเสียจากอุตสาหกรรมการ
ผลิตแป้งข้าวโพดและการผลิตน้ำตาล โดยมีรายละเอียดและส่วนประกอบดังนี้ 
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Corn steep liquor  

Corn steep liquor (CSL) หรือน้ำแช่ข้าวโพด มีลักษณะเป็นของเหลวสีน้ำตาลหนืดเล็กน้อย เป็นของเสีย
จากกระบวนการผลิตแป้งข้าวโพดด้วยวิธีการโม่แบบเปียกในขั้นตอนการแช่ข้าวโพดเพ่ือให้เมล็ดนิ่มลงและเพ่ือให้
เกิดการสร้างกรดแลคติกและแก๊สซัลเฟอร์ไดออกไซด์ CSL จะประกอบด้วยน้ำ 40-60 % ส่วนที่เหลือเป็นส่วนของ
ของแข็งที่อุดมไปด้วยแหล่งไนโตรเจนอินทรีย์ที่เป็นกรดอะมิโนและเปปไทน์สายสั้นๆ เช่น อะลานีน , อาร์จินีน , 
ซิสเตอีน , ฮีสทิดีน และ ไอโซลิวซีน นอกจากนี้ยังมีกรดแลคติก , วิตามิน เช่น ไรโบฟลาวิน , ไนอาซิน และ ไพโร
ดอกซีน , โลหะหนักในปริมาณน้อย เช่น แมงกานีส , ตะกั่ว , อะลูมิเนียม และ คอปเปอร ์

โมลาส (molasses) 

โมลาส (molasses) หรือ กากน้ำตาล เป็นผลพลอยได้จากการผลิตน้ำตาลทรายซึ่งมาจากส่วนของ
ของเหลวในการต้มน้ำอ้อยหรือน้ำหัวบีทเพ่ือแยกผลึกน้ำตาล มีลักษณะเป็นของเหลวหนืดสีน้ำตาลเข้ม มีปริมาณ
น้ำตาลได้มากถึง 85° Brix และมีองค์ประกอบอ่ืนๆ คือ แมงกานีส , แมกนีเซียม , คอปเปอร์ , วิตามินบี-6 , เซเล
เนียม , โพแทสเซียม , เหล็ก และ แคลเซียม โดยโมลาสที่ใช้จะเป็นโมลาสชนิด Blackstrap Molasses เป็นโมลาส
ที่นำออกมาในช่วงท้ายของกระบวนการต้ม มีสีเข้มที่สุด ความหวานน้อยมากและมีรสขม มีวิตามินและเกลือแร่สูง 
และมีสารต้านอนุมูลอิสระ  

Rhodopseudomonas palustris AS85 

Rhodopseudomonas palustris สายพันธุ์ AS85 เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสงสีม่วงชนิดไม่สะสม
กำมะถัน ที่คัดแยกได้จากแอคทิเวเทดสลัดจ์ มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ติดสีแก
รมลบรูปร่างเป็นแท่งสั้นและสามารถเคลื่อนที่ได้ ลักษณะสัณฐานวิทยาของโคโลนีในภาวะ photoheterotroph 
บนอาหารแข็ง RCVB คือ กลมนูน ขอบเรียบ สีแดงเข้ม และภาวะ chemoheterotroph บนอาหารแข็ง RCVB มี
ลักษณะโคโลนี กลมนูน ขอบเรียบ สีขาว ตรงกลางมีสีออกส้ม ซึ่งสายพันธุ์ AS85 เป็นแบคทีเรียสังเคราะห์แสง
ชนิดแรกที่มีรายงานการย่อยสลาย 1% ดีเซลได้และให้ผลการบำบัดดีเซลในน้ำจืดได้มากถึง 80% ในเวลา 14 วัน 
จึงสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการบำบัดน้ำที่มีการปนเปื้อนดีเซลได้ (ชื่นสุมน บุญเจริญ, 2559) 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
        เพ่ือศึกษาผลของแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆต่อการผลิตแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์และแคโรทีนอยด์ของ
แบคทีเรียสังเคราะห์แสง Rhodopseudomonas palustris AS85 
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บทที่ 2 

อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1. กระบอกตวง (Cylinder) ของบริษัท PYREX, USA 
2. ขวดลูกชมพู่ ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (Erlenmeyer flask) ของบริษัท PYREX, USA 
3. เข็มฉีดยาพลาสติกขนาด 20 มิลลิลิตร ของบริษัท Nissho Nipro, Japan 
4. คิวเวตต์ควอตซ์ (Quartz cuvette) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Fisher Scientific, USA 
5. เครื่องชั่งหยาบ (Laboratory balance) รุ่น PG6002-S ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
6. เครื่องชั่งละเอียด (Analytical balance) รุ่น AG285 ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 
7. เครื่องวัดความเข้มแสง (Digital lux meter) รุ่น LX 801 ของบริษัท Nicety, china 
8. เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) รุ่น S20 SevenEasy ของบริษัท Mattler Toledo, 

Switzerland 
9. เครื่องเครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Visible Spectrophotometer) รุ่น Genesys 30 ของบริษัท 

Thermo Scientific Industries, USA 
10. เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบตั้งโต๊ะ (Superspeed table-top centrifuge) 
11. เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) รุ่น G-560E ของบริษัท Scientific Industries, USA 
12. เครื่องเขย่าชนิดหมุนรอบ (Orbital shaker) รุ่น innova2300 ของบริษัท New Brunswick Scientific, 

USA 
13. จานเพาะเลี้ยงเชื้อ (petri dish) ของบริษัท Greiner Bio-One, Thailand 
14. ชุดกรองสำเร็จรูปชนิดเซลลูโลสอะซีเทตขนาดช่อง 0.2 ไมโครเมตร ของบริษัท Sartorious Biolab 

Product, Germany 
15. ตู้บ่มเชื้อ (Incubator) ของบริษัท Memmert, Germany 
16. ตู้ปลอดเชื้อ (Laminar flow cabinet) รุ่น LV1250 ของบริษัท Official Equipment Manufacturing, 

Thailand 
17. ตู้อบแห้ง (Oven) ของบริษัท Contherm Scientific, New Zealand 
18. ตู้แช่เยือกแข็ง (Deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ของบริษัท Sanyo Electric, Japan 
19. ตู้อบฆ่าเชื้อด้วยไอน้ำ (Autoclave) รุ่น ES-315 ของบริษัท Tomy Kogyo Co., Ltd., Japan และรุ่น 

HV-25 ของบริษัท HIRAYAMA, Japan 
20. ถุงมือยาง (Examination gloves) ของบริษัท Sri Trang Gloves, Thailand 
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21. ทิปไมโครปิเปต (Pipette Tips) ขนาด 200, 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Hycon plastic 
22. เทอร์โมมิเตอร์ (Thermometer) ของบริษัท New Brunswick Scientific, USA 
23. บีกเกอร์ (Beaker) ของบริษัท PYREX, USA 
24. หลอดแก้วฝาเกลียว ขนาด 20 มิลลิลิตร ของบริษัท BioMerieux, France 
25. ไมโครปิเปต (Micropipette) ขนาด 100 200 1000 และ 5000 ไมโครลิตร ของบริษัท Gilson, France 
26. หลอดทดลอง (test tube) ขนาด 16x150 มิลลิลิตร ของบริษัท PYREX, USA 
27. หลอดเอพเพนดอร์ฟ (Eppendorf tube) ปริมาตร 1.5 มิลลิตร ของบริษัท AXYGEN, USA 
28. หลอดไฟชนิดไส้ร้อน (Incandescent light bulb) 60 วัตต์ ของบริษัท Sighify Philippines, 

Philippines 

เคมีภัณฑ์ 

1. กรดมาลิก (DL-Malic acid) ของบริษัท Loba chemie, India 
2. กรดอะซีติก (Acetic acid) ของบริษัท Scharlau, Spain 
3. โซเดียมโพรพิโอเนต (Sodium propionate) ของบริษัท Sigma-aldrich, Germany 
4. กรดซักซินิก ( Succinic acid) ของบริษัท May and Baker, England 
5. กรดฟูมาริก (Fumaric acid) ของบริษัท British Drug Houses, England 
6. โมลาส (Molasses) ของบริษัท Matahari, Paraguay 
7. โมลาส (Molasses) ของบริษัท Mitr Phol, Thailand 
8. คอร์นสทีปลิเคอร์ (Corn steep liquor) ของบริษัท Spectrum Chemical, USA 
9. กลูโคส (D(+)-Glucose) ของบริษัท Merck, Germany 
10. ซูโครส (Sucrose) ของบริษัท Mitr Phol, Thailand 
11. แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
12. ไดโปแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) ของบริษัท Merck, Germany 
13. โปแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
14. แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl) ของบริษัท Merck, Germany 
15. สารสกัดจากยีสต์ ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
16. กรดบอริก (H3BO3) ของบริษัท AJEX Chemicals, Australia 
17. ไดโซเดียมโมลิบเดทไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O) ของบริษัท Sigma, USA 
18. ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) ของบริษัท Sigma, USA 
19. แมงกานีส (II) ซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4.4H2O) ของบริษัท M.B. Laboratories, England 
20. คอปเปอร์ (II) ไนเตรตไตรไฮเดรต (Cu(NO3)2.3H2O)  ของบริษัท Sigma, USA 
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21. กรดเอทิลีนไดเอมีนเตตระอะซีติก (Ethylene diamine tetraacetic acid;EDTA) ของบริษัท Sigma, 
USA 

22. เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O) ของบริษัท Sigma, USA 
23. แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O) ของบริษัท Merck, Germany 
24. โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ของบริษัท Merck, Germany 
25. ผงวุ้น (agar) ของบริษัท Difco Laboratories, USA 
26. เมทานอล (CH3OH) ของบริษัท Merck, Germany 
27. เอทานอลสัมบูรณ์ (absolute ethanol) ของบริษัท Merck, Germany 
28. อะซีโทน (acetone) ของบริษัท Merck, Germany 
29. อาหารเลี้ยงเชื้อ NB (Nutrient Broth) ของบริษัท Merck, Germany 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

3.1 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการทดลอง   

    แบคทีเรียที่ใช้ในงานวิจัยนี้คือ Rhodopseudomonas palustris AS85 จากคลังแบคทีเรียของภาควิชาจุล
ชีววิทยา จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย คัดแยกได้จากแอกทิเวเทดสลัดจ์ (ชื่นสุมน บุญเจริญ, 2559) 

3.2 เตรียมหัวเชื้อ Rhodopseudomonas palustris AS85 

 3.2.1 การกระตุ้นเชื้อ 

นำ R. palustris AS85 ที่เก็บในอุณหภูมิ -80°C มาขีดบนอาหารเลี้ยงเชื้อแข็ง NA บ่มในภาวะ 
chemoheterotroph ที่อุณหภูมิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) จากนั้นนำโคโลนีเดี่ยวใส่ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
เหลวทีละชนิดแบบเรียงตามลำดับ ได้แก่  Nutrient broth  (NB), 1:1 Nutrient broth: RCVB และ 
RCVB (Tao และคณะ, 2008) โดยจะใส่เชื้อและบ่มให้เจริญตามวิธีในข้อ 3.2.2 เมื่อเชื้อเจริญครั้งที่ 1 นำ
เชื้อจากครั้งที่ 1 ใส่ในอาหารที่ใช้เลี้ยงในครั้งที่ 2 บ่มให้เชื้อเจริญอีกครั้งและใส่ลงในอาหารที่ใช้เลี้ยงใน
ครั้งที่ 3 ทำเช่นนี้จนครบในอาหารทั้ง 3 ชนิดข้างต้น ในอาหาร 1 ชนิด จะเลี้ยงทั้งหมด 3 ครั้ง โดยในแต่
ละครั้งของการเลี้ยง จะเลี้ยงครั้งละ 3-7 วันเพ่ือกระตุ้นเมทาบอลิซึมของเซลล์ และเพ่ือให้คุ้นเคยกับ
สารอาหารของ RCVB 

 3.2.2 การเพาะเลี้ยงในภาวะ chemoheterotroph 

การเลี้ยงเชื้อแบบ chemoheterotroph ทำได้โดยใส่อาหารเหลว 50 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพู่
ขนาด 250 มิลลิลิตรใส่หัวเชื้อ 5 มิลลิลิตร บ่มที่อุณหภูมิห้อง (28-32 องศาเซลเซียส) บนเครื่องเขย่า
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ไม่มีแสง  

3.2.3 การเพาะเลี้ยงในภาวะ Photoheterotroph 

การเลี้ยงเชื้อแบบ photoheterotroph ทำได้โดยใส่อาหารเหลว RCVB 18 มิลลิลิตรในหลอดฝา
เกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร และใส่หัวเชื้อที่เพาะเลี้ยงตามข้อ 3.2.2 จนมีปริมาณรวมเกือบเต็มหลอด 
(ประมาณ 2 มิลลิลิตร) จากนั้นเลี้ยงใต้แสงโดยใช้หลอดไฟทังสเตนกำลังไฟ 60 วัตต์ ที่ความสว่าง
ประมาณ 3000 lux หรือที่ความห่างจากหลอดไฟประมาณ 30 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิประมาณ 28-32 
องศาเซลเซียส ในระหว่างการบ่มกลับหลอดเชื้อวันละอย่างน้อย 1 ครั้ง เพ่ือให้เซลล์ของเชื้อไม่ตกตะกอน
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ที่ก้นหลอด บ่มเป็นเวลา 3-7 วัน จึงถ่ายลงอาหารหลอดใหม่ เลี้ยงในสภาวะนี้อย่างน้อย 3 ครั้ง จึงนำไป
ทำการทดสอบต่อไป 

3.3 แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญและการสร้างรงควัตถุ 

3.3.1 การแปรผันแหล่งคาร์บอน 

เพาะเลี้ยง AS85 แบบ photoheterotroph ตามวิธีในข้อ 3.2.2 ในอาหารเลี้ยงเชื้อ RCVB ที่มี 
malate เป็นแหล่งคาร์บอนเป็นเวลา 3-4 วัน หรือจนมีสีแดงทั้งหลอด ปรับ OD660=1 เพ่ือใช้เป็นหัวเชื้อ
ในการทดลอง   เพาะเลี้ยง R. palustris AS85 ใน RCVB ที่แปรผันแหล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ ได้แก่  
acetate, malate, succinate, propionate, fumarate, sucrose, glucose, corn steep liquor และ 
molasses โดยใช้ปริมาณเดียวกันกับ malate คือ 4 กรัม เพาะเลี้ยงเชื้อตามข้อ 3.2.2 สุ่มเก็บตัวอย่าง 
นำมาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 660 nm และทำ cell-dry weight ตามวิธีในข้อ 3.3.3 นำข้อมูลที่ได้ไปวาด
กราฟแสดงการเจริญเติบโตของเชื้อในอาหารชนิดต่างๆ เพ่ือหาระยะในช่วง late log phase ของอาหาร
แต่ละชนิด จากนั้นเก็บตัวอย่างในช่วง late log phase เพ่ือนำมาสกัดรงควัตถุ ตามวิธีในข้อ 3.3.2 

3.3.2 การสกัดรงควัตถุ 

นำตัวอย่างอาหารเลี้ยงเชื้อปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเอพเพนดอร์ฟปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนน้ำใส 
(supernatant) และเติมน้ำปลอดเชื้อ (sterile water) ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วย 
vertex mixer จากนั้น เติมอะซีโตนและเมทิลแอลกอฮอล์ ในอัตราส่วน 7:2 ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixer เป็นเวลา 10 วินาที และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที นำส่วนน้ำใส (supernatant) ที่มีรงควัตถุอยู่มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 480 นาโนเมตร (Kang และคณะ, 2016) และที่ความยาวคลื่น 770 นาโนเมตร (Pollich และ
คณะ,  1995) ด้วยเครื่อง spectrophotometer โดยมีวิธีการคำนวณปริมาณรงควัตถุตามสมการต่อไปนี้ 

• ปริมาณแคโรทีนอยด์ทั้งหมด (มิลลิกรัม/ลิตร) = 
𝐴𝐷(𝑉1)

0.16(𝑉2)
 

เมื่อ A คือ ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 480 นาโนเมตร 
D คือ dilution factor ของตัวอย่าง 
V1 คือ ปริมาณของ acetone : methanol ที่เติมลงไป (มิลลิลิตร) 
V2 คือ ปริมาณของตัวอย่างที่ใช้ (มิลลิลิตร) 
0.16  คือ ค่าสัมประสิทธิ์ของแคโรทีนอยด์ (Kang และคณะ, 2016) 
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• ความสัมพันธ์ของปริมาณแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ทั้งหมดต่อเซลล์ = ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คลื่น 770 นาโนเมตร (OD770)/ค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร (OD660) (Pollich 
และคณะ,  1995) 

3.3.3 การหา cell-dry weight 

นำตัวอย่างการเพาะเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดเอพเพนดอร์ฟ ปริมาตร 1.5 
มิลลิลิตร จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ทิ้งส่วนน้ำใส 
(supernatant) ล้างตะกอนเซลล์สองครั้งด้วยการใช้น้ำปลอดเชื้อปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน 
ด้วย vertex mixer และนำไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และทิ้งส่วนน้ำ
ใส (supernatant) นำส่วนที่เป็นตะกอนเซลล์ที่ได้หลังจากการล้างตะกอนไปอบในตู้อบ อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส อย่างน้อย 3 วัน นำมาชั่งน้ำหนักแบบทศนิยม 4 ตำแหน่งทุกวันจนน้ำหนักท่ีได้คงท่ีแล้วจะ
ไดน้้ำหนักเซลล์แห้งในหน่วยกรัมต่อมิลลิลิตร (Soon และคณะ, 2014) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

ลักษณะการเจริญและสณัฐานวิทยาของ R. palustris AS85 

การเจริญแบบภาวะ chemoheterotroph  
    เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว RCVB โดยการบ่มบนเครื่องเขย่า 200 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง (28-32 องศา
เซลเซียส) พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อเป็นสีเหลืองอ่อน ความขุ่นมากขึ้นตามระยะเวลาในการเลี้ยง (รูปที่ 4.1) ในอาหาร
แข็ง RCVB โคโลนีของเชื้อมีสีชมพูอ่อน ขนาดเล็ก ลักษณะโคโลนี กลม นูน ขอบเรียบ มันวาว (รูปที่ 4.3 ก ) 

ในการเจริญแบบภาวะ photoheterotroph  

    เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเหลว RCVB แบบ photoheterotroph พบว่าอาหารเลี้ยงเชื้อจะมีสีแดงอมม่วงและสี
เข้มขึ้นตามระยะเวลาในการเลี้ยง ในวันที่ 3 เป็นต้นไปจะสังเกตเห็นตะกอนสีแดงอยู่ที่ก้นหลอด และเพ่ิมปริมาณ
มากขึ้นตามระยะเวลาที่เลี้ยง (รูปที่ 4.2) ในอาหารแข็ง RCVB โคโลนีของเชื้อมีสีแดงเข้ม ขนาดใหญ่ ลักษณะ
โคโลนี กลม นูน ขอบเรียบ มันวาว (รูปที่ 4.3 ข) 

 

 

รูปที่ 4.1 : ลักษณะของ liquid culture เมื่อเลี้ยง R. palustris AS85 ในอาหารเหลว RCVB ที่ภาวะ 
chemoheterotroph 

 

 

 

วนัท่ี1 วนัท่ี2 วนัท่ี3 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.2 : การเจริญในภาวะ photoheterotroph ของ R. palustris AS85 ในอาหารเหลว RCVB 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 4.3 : ลักษณะโคโลนีของ R. palustris AS85 บนอาหารแข็ง RCVB เมื่อเลี้ยงในภาวะ chemoheterotroph 
(ก) และภาวะ photoheterotroph (ข) 

 

 

 

วนัท่ี2 วนัท่ี4 วนัท่ี6 

ก ข 
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ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ R. palustris AS85 

    จากการเลี้ยง R. palustris AS85 ในภาวะ photoheterotroph ในหลอดแก้วฝาเกลียวขนาด 20 มิลลิลิตร ใต้
หลอดไส้ขนาด 60 วัตต์ ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนแตกต่างกัน 9 ชนิด ได้แก่ acetate , succinate, malate , 
fumarate, propionate , sucrose , glucose , corn steep liquor และ molasses ในระหว่างที่ เลี้ยงเก็บ
ตัวอย่างมาเพ่ือสร้าง growth curve และหาระยะ late log phases ของ R. palustris AS85 ในอาหารแต่ละ
ชนิด พบว่าในอาหารที่มีการใช้ acetate มีเวลาที่อยู่ในช่วง late log phases ที่ 108 ชั่วโมง อาหารที่ใช้ malate , 
succinate , fumarate , sucrose และ glucose มีเวลาที่อยู่ในช่วง late log phases ที่เวลา 120 ชั่วโมง และ
อาหารที่ใช้  propionate มีเวลาที่อยู่ในช่วง late log phases ที่เวลา 312 ชั่วโมงส่วนใน corn steep liquor 
และ molasses  ยังไม่ปรากฏช่วง late log phases เมื่อพิจารณาค่า OD660 และ cell dry-weight ในช่วง late 
log phase ของอาหารแต่ละชนิด พบว่าอาหารที่มีการใช้ succinate มีค่า OD660 และ cell dry-weight สูงที่สุด
เท่ากับ 7.47±0.23 และ 1.8±0.1 mg/mL ในชั่วโมงท่ี 120 และมีค่า OD660 และ cell dry-weight ที่น้อยที่สุดใน
อาหารที่มีการใช้ glucose เป็นแหล่งคาร์บอน  

 

 

รูปที่ 4.4 : การเจริญของ R. palustris AS85 เมื่อเพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะ photoheterotroph เมื่อใช้แหล่ง
คาร์บอน  malate , acetate , succinate และ fumarate 
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รูปที่ 4.5 : การเจริญของ R. palustris AS85 เมื่อเพาะเลี้ยงภายใต้ภาวะ photoheterotroph เมื่อใช้แหล่ง
คาร์บอน propionate , molasses , sucrose , glucose และ corn steep liquor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.6 : น้ำหนักของเซลล์แห้ง (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อใช้แหล่งคาร์บอน malate , acetate , succinate 
และ fumarate 
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รูปที่ 4.7 : น้ำหนักของเซลล์แห้ง (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) เมื่อใช้แหล่งคาร์บอน propionate , molasses , 
sucrose , glucose และ corn steep liquor 
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ผลของชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตรงควัตถุของ R. palustris AS85 

    จากผลการทดลองการวัด Growth curve ทำให้ทราบว่า R. palustris AS85 จะเข้าช่วง late log phase ใน
อาหารที่ใช้ acetate และ succinate ที่เวลา 108 ชั่วโมง และ 120 ชั่วโมง ตามลำดับเมื่อนำตัวอย่างของ  
R. palustris AS85 ในช่วงเวลาดังกล่าวของอาหารแต่ละชนิดมาสกัดรงควัตถุ พบว่าในอาหารที่ใช้ acetate มี
ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 1.904±0.182 มิลลิกรัมต่อลิตร และมีปริมาณแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ทั้งหมดต่อเซลล์
เท่ากับ 0.776±0.020 และอาหารที่ใช้ succinate ปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 1.472±0.264 มิลลิกรัมต่อลิตร 
และมีปริมาณแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ทั้งหมดต่อเซลล์เท่ากับ 0.580±0.019 ซึ่งเมื่อเทียบกันแล้วพบว่า อาหารที่ใช้ 
actate ส่งผลให้มีการผลิตแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์มากกว่าอาหารที่ใช้ succinate 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.8 : กราฟปริมาณแคโรทีนอยด์ (มิลลิกรัมต่อลิตร) ของ R. palustris AS85 ในอาหารเหลวของแหล่ง
คาร์บอน acetate และ succinate 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4.9 : กราฟปริมาณแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ทั้งหมดต่อเซลล์ (OD770/OD660) ของ R. palustris AS85 ใน
อาหารเหลวของแหล่งคาร์บอน acetate และ succinate 
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    เนื่องจากสถานการณ์ COVID-19 การทดลองไม่ยังครบถ้วนสมบูรณ์ ดังนั้นสิ่งที่ผู้วิจัยจะทำต่อไปมีดังนี้ 

1. วัดการเจริญของอาหารอีก 2 ชนิด ได้แก่ corn steep liquor และ molasses จนถึงช่วง late log 
phase ในการเจริญของเชื้อ  

2. สกัดรงควัตถุในช่วง late log phase ของอาหาร 8 ชนิด ได้แก่ malate , fumarate , propionate , 
sucrose , glucose , corn steep liquor และ molasses 

   ผลการทดลอง ในด้านการเจริญของเชื้อ คาดว่าจากแหล่งคาร์บอนที่เหลือ 2 ชนิด (corn steep liquor 
และ molasses) อาจไม่ส่งเสริมการเจริญได้ดีเทียบเท่า แหล่งคาร์บอนอีก 6 ชนิดที่เหลือ (succinate , 
acetate , malate , fumarate , propionate , sucrose และ glucose) เนื่องจาก corn steep liquor , 
และ molasses เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีโครงสร้างซับซ้อนซึ่งยากแก่การนำไปใช้ในการเจริญของแบคทีเรีย เมื่อ
อ้างอิงจากผลการเจริญในเบื้องต้นของ corn steep liquor เอง ก็สังเกตได้ว่ามีการเจริญที่น้อยมากใน 96 
ชั่วโมงแรก เช่นเดียวกันกับผลของปริมาณรงควัตถุ คาดว่า succinate , acetate , malate , fumarate และ 
propionate อาจส่งผลให้มีผลิตรงควัตถุในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน เนื่องจากมีโครงสร้างเป็นกรดไขมันสายสั้น
และยังเป็นสารมัธยันตร์ใน TCA cycle ที่เป็นวัฏจักรในการสร้างพลังงานของเซลล์ ทำให้ง่ายต่อการนำไปใช้ 
รองลงมาเป็น sucrose และ glucose ที่มีโครงสร้างทางเคมีที่ซับซ้อนขึ้น และสุดท้ายคือ corn steep liquor 
และ molasses ที่มีความซับซ้อนของโครงสร้างทางเคมีมากท่ีสุด 
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

5.1 การเจริญและลักษณะสัณฐานวิทยาของ R. palustris AS85 

    จ ากผลก าร เลี้ ย ง  R. palustris AS85 เ พ่ื อศึ กษ าก าร เจ ริญ และลั กษ ณ ะสัณ ฐาน วิท ย า ใน ภ าวะ 
chemoheterotroph และ photoheterotroph ทั้งในอาหารแข็ง NA และในอาหารเหลว RCVB พบว่า เมื่อ  
R. palustris AS85 เจริญในภาวะ chemoheterotroph ในอาหารเหลว จะไม่มีการผลิตรงควัตถุ สังเกตจาก
อาหารที่มีลักษณะขุ่นเป็นสีเหลืองอ่อน ในขณะที่ในอาหารแข็งเชื้อยังมีการผลิตรงควัตถุอยู่เล็กน้อย ทำให้เห็นเป็นสี
ชมพูอ่อนของโคโลนี ในขณะที่การเจริญในภาวะ photoheterotroph ของ R. palustris AS85 พบว่า มีการผลิต
รงควัตถุสีแดงเข้ม ในอาหารเหลว โดยจะเริ่มเห็นได้ชัดในวันที่ 3 เป็นต้นไป ในทำนองเดีย วกัน ในอาหารแข็ง 
โคโลนีของเชื้อมีสีแดงเข้มที่แตกต่างจากโคโลนีในการเลี้ยงแบบ chemoheterotroph อย่างเห็นได้ชัด ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าที่กล่าวไว้ว่า กระบวนการสร้างรงควัตถุของ PNSB นั้นจะถูกกดการแสดงออกเมื่อ
มีออกซิเจน (Cohen-Bazire และคณะ, 1957) ทั้งนี้ ในกรณีของ R. palustris AS85 ที่เลี้ยงในอาหารแข็งในภาวะ 
chemoheterotroph แต่สังเกตว่ายังมีการผลิตรงควัตถุในปริมาณน้อยอยู่นั้น อาจเป็นเพราะปริมาณของ
ออกซิเจนในเพลตอาจไม่มากพอที่จะยับยั้งกระบวนการสร้างรงควัตถุทั้งหมดเหมือนกับการเลี้ยงและเขย่าใน
อาหาร เหลว  หรื ออาจ เป็ น เพ ราะต้น เชื้ อจากคลั งจุ ลิ นทรีย์ ที่ มี ก ารเก็บ เชื้ อจากการเลี้ ย งในภ าวะ 
photoheterotroph ทำให้ยังมีรงควัตถุหลงเหลืออยู่ภายใน ทำให้เป็นเป็นลักษณะโคโลนีสีชมพูอ่อนดังกล่าว 

5.2 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการเจริญของ R. palustris AS85 

    เมื่อเลี้ยง R. palustris AS85 ในอาหารที่มีแหล่งคาร์บอนต่างกัน 9 ชนิด คือ acetate , succinate, malate , 
fumarate , propionate , sucrose , glucose , corn steep liquor และ molasses และวัดการเจริญ พบว่า
ในอาหารที่ใช้ succinate ส่งผลให้มีการเจริญของเชื้อมากที่สุด โดยมีค่า OD660 และ cell dry-weight สูงที่สุดซึ่ง
เท่ากับ 7.47±0.23 และ 1.8±0.1 mg/mL รองลงมาคือ fumarate , malate และ acetate ตามลำดับ มีการ
เจริญสูงที่สุดเมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 120 ชั่วโมง ยกเว้น acetate ที่มีการเจริญสูงที่สุดในเมื่อเลี้ยงเป็นเวลา 108 ชั่วโมง 
ดังในรูปที่ 4.4 จึงสามารถสรุปได้ว่า แม้ acetate จะทำให้เชื้อเจริญเข้าสู่ช่วง late log phase ได้เร็ว แต่เมื่อเทียบ
ในด้านของปริมาณของ cell dry-weight แล้ว การเลือกใช้  succinate , fumarate และ malate จะเป็น
ทางเลือกที่ดีกว่าสำหรับการใช้เป็นแหล่งคาร์บอนเพ่ือการเจริญของ R. palustris AS85 ในการทดลองของ 
Govindaraju และคณ ะ ในปี  2019 มี การใช้  Rhodopseudomonas palustris Nx (CGA4005) พบว่ า 
succinate ทำให้มีการเจริญของเชื้อมากกว่า acetate เช่นกัน นอกจากนี้ยังพบว่าอาหารที่ใช้ propionate มี
ช่วงเวลาในช่วง late log phase ได้ช้ามากๆ ในการศึกษาของ Hädicke และคณะ ในปี 2011 พบว่า เมื่อใช้การ
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ผลิตแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์เป็นอินดิเคเตอร์ในการวัดการเจริญ เปรียบเทียบระหว่างการใช้ malate และ 
propionate เป็นแหล่งคาร์บอน malate ทำให้มีการผลิตแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์มากกว่า propionate ซึ่งยังพบ
อีกว่าการใช้ propionate เป็นแหล่งคาร์บอนจำเป็นต้องมี bicarbonate อยู่ในอาหารด้วยเพ่ือส่งเสริมการเจริญ
ของเชื้อ อาหารที่ใช้ glucose และ sucrose มีกราฟการเจริญที่ใกล้เคียงกันจึงสรุปว่า R. palustris AS85 มี
ความสามารถในการใช้ glucose และ sucrose เป็นแหล่งคาร์บอนได้มากพอกัน sucrose เป็นน้ำตาลโมเลกุลคู่ที่
ประกอบด้วย glucose 1 โมเลกุล และ fructose 1 โมเลกุล ด้วยองค์ประกอบทางเคมีของ glucose และ 
sucrose ที่มีส่วนที่คล้ายคลึงกัน จึงส่งผลให้มีรูปแบบการเจริญที่ใกล้เคียงกัน เช่นเดียวกันกับใน molasses 
เนื่องจาก molasses ที่ใช้มาจากสองแหล่ง จึงทำให้กราฟการเจริญของ R. palustris AS85 ที่แม้จะมีรูปแบบการ
เจริญที่ต่างกันแต่ก็มีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย ดังในรูปที่ 4.5 เนื่องมาจาก องค์ประกอบใน  molasses ที่
แตกต่างกัน ดังที่ทราบกันว่า molasses นั้นเป็นของเหลือจากกรรมวิธีการผลิตน้ำตาลทราย วัตถุดิบที่นำมาทำ
ส่วนใหญ่เป็นอ้อยหรือหัวบีทน้ำตาลซึ่งเป็นวัตถุดิบจากธรรมชาติโดยตรง ทำให้มีคุณภาพรวมถึงองค์ประกอบของ
วัตถุดิบควบคุมไม่ได้โดยสมบูรณ์ จึงส่งผลถึงผลิตภัณฑ์ซึ่งในที่นี้คือ molasses นั้นมีคุณภาพและองค์ประกอบที่ไม่
เหมือนกันในแต่ละครั้งของการผลิตด้วย   

    ในอาหารที่ใช้ corn steep liquor เป็นแหล่งคาร์บอน เบื้องต้นพบว่ามีการเจริญของเชื้อที่น้อยมากเมื่อเทียบ
กับแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน เมื่อพิจารณาส่วนประกอบของ corn steep liquor พบว่าองค์ประกอบกว่า 50% นั้น
เป็นแหล่งของไนโตรเจนและมี lactic acid (ประมาณ 13%) เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีปริมาณมากที่สุด จากข้อมูล
ของ Govindaraju และคณะ ในปี 2019 ที่กล่าวว่า PNSB ไม่สามารถใช้ lactate เป็นแหล่งคาร์บอนเพียงแหล่ง
เดียวเพ่ือการเจริญ ประกอบกับในการศึกษาก็พบว่า เมื่อมีการให้ lactate เพียงอย่างเดียวเชื้อจะมีการเจริญของ 
Rhodopseudomonas palustris Nx (CGA4005) ในภาวะ photoheterotroph ที่น้อยมากเมื่อเทียบกับอาหาร
ที่มีการใส่ lactate ร่วมกับ succinate และ lactate ร่วมกับ acetate  

5.3 ผลของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตรงควัตถุของ R. palustris AS85 

    เนื่องจากสถานการณ์การระบาดของ COVID-19 ทำให้สามารถทำการทดลองวิเคราะห์แคโรทีนอยด์และแบ
คเทอริโอคลอโรฟิลล์ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี acetate และ succinate เท่านั้น จากผลการทดลองการ
สกัดรงควัตถุและนำมาคำนวณหาปริมาณของแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ของอาหารที่ใช้ acetate 
และ succinate พบว่า อาหารที่ใช้ acetate มีปริมาณแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์สูงกว่าอาหารที่ใช้ 
succinate ในเบื้องต้นจึงสรุปได้ว่า acetate เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมในการผลิตแคโรทีนอยด์และแบคเทอริ
โอคลอโรฟิลล์มากกว่าการใช้ succinate เป็นแหล่งของคาร์บอน แบคทีเรียสังเคราะห์แสงจะใช้ mevalonate 
pathway (MEP) (ดังรูปที่ 5.1) เป็นกระบวนการในการสังเคราะห์ isoprenoid ที่เป็นโมโนเมอร์ของแคโรทีนอยด์ 
(Krishnaswamy และคณะ, 2020) ซึ่งสารตั้งต้นของกระบวนการสังเคราะห์ คือ Acetyl-CoA  (Markus และ
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คณะ, 2000) ดังนั้นจึงอาจเป็นเหตุผลที่ acetate ส่งเสริมการผลิตแคโรทีนอยด์ได้ดีกว่าsuccinate  แคโรทีนอยด์
ที่มีหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระและช่วยรักษาความเสถียรของระบบแสง (Shuang, 2015) อาจช่วยส่งเสริมการ
สะสมของแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ 

 

รูปที่ 5.1 : MEP pathway 

(https://www.microbiologyresearch.org/docserver/fulltext/micro/158/6/1389_mic051599.pdf?expi
res=1621262710&id=id&accname=guest&checksum=DF228951B812562017717425C4A94853) 

    เมื่อเทียบปริมาณของแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ในเชื้อที่เลี้ยงในอาหารชนิดเดียวกัน พบว่า 
แบคเทอริโอคลอฟิลล์มีปริมาณน้อยกว่าแคโรทีนอยด์ อาจเป็นเพราะช่วงแสงที่หลอดไส้ที่ใช้ในการบ่มเชื้อ มีการ
ปล่อยช่วงแสงที่ความยาวคลื่น 400-700 นาโนเมตร (MacIsaac และคณะ, 1999) ซึ่งมีช่วงคลื่นที่แคโรทีนอยด์ดูด
ซับได้มาก (400-550 นาโนเมตร) ในขณะที่แบคเทอริโอคลอโรฟิลล์จะดูดซับแสงได้ดีที่ช่วงคลื่น 715-1050 นาโน
เมตร (Zhou และคณะ, 2015) จึงส่งผลให้มีการสร้างและสะสมแคโรทีนอยด์มากกว่าแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ 
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การทดลองที่ผู้วิจัยจะทำต่อไป มีดังนี้ 

1. หาแหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืนๆเพ่ือนำมาเลี้ยงวัดการเจริญ การสร้างแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ 
โดยเน้นที่น้ำเสียจากโรงงานอุตสาหกรรม  

2. แปรผันความเข้มข้นของแหล่งคาร์บอน เพ่ือความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญของ R. palustris AS85 
โดยเลือกใช้แหล่งคาร์บอนชนิดที่ส่งเสริมการเจริญได้ดีที่สุด 3 ชนิด มาทำการทดลอง 

สรุปผลการทดลอง 

    จากการศึ กษ าผลของแหล่ งคาร์บอนต่ อการเจริญ และการสร้ างรงควัตถุของแบคที เรีย  PNSB  
Rhodopseudomonas palustris AS85 ในการเจริญแบบ photoheterotroph โดยใช้แหล่งคาร์บอนที่แตกต่าง
กัน 9 ชนิด ได้แก่  succinate , acetate , malate , fumarate , propionate , sucrose , glucose , corn 
steep liquor และ molasses พบว่า อาหารที่ใช้ succinate เป็นแหล่งคาร์บอน มีการเจริญของเชื้อที่ดีที่สุด โดย
มีค่า OD660 และ cell dry-weight สูงที่สุดเท่ากับ 7.47±0.23 และ 1.8±0.1 mg/mL ในวันที่ 5 ของการเลี้ยงเชื้อ 
และเมื่อเทียบปริมาณของแคโรทีนอยด์และแบคเทอริโอคลอโรฟิลล์ของอาหารที่ใช้ succinate และ acetate 
พบว่าเชื้อที่ใช้อาหารที่มี acetate เป็นแหล่งของคาร์บอนมีปริมาณแคโรทีนอยด์และแบคเทอริ โอคลอโรฟิลล์
มากกว่าโดยมีปริมาณแคโรทีนอยด์เท่ากับ 1.904±0.182 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า succinate เป็น
แหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการเจริญ และ acetate เป็นแหล่งคาร์บอนที่เหมาะสมต่อการสร้างรงควัตถุของ 
Rhodopseudomonas palustris AS85 
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ภาคผนวก ก 

สูตรและวิธีเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ 

อาหารเหลว RCVB (Tao และคณะ, 2008) 

องค์ประกอบต่อปริมาตรอาหาร 1 ลิตร 

• ส่วนที ่1 : สารอาหารหลัก 
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4.7H2O)  0.20 กรัม 
ไดโบตัสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)   0.75 กรัม 
โปแตสเซียมไดไอโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)  0.85 กรัม 
กรดมาลิก      8.00 กรัม 
แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)    1.00 กรัม 
สารสกัดจากยีสต์      4.00 กรัม 

• ส่วนที่ 2 : Trace element 
กรดบอริก (H3BO3)     2.80 มิลลิกรัม 
โซเดียมโมลิบเดทไดไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O)  0.75 มิลลิกรัม 
ซิงค์ซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)   0.24 มิลลิกรัม 
แมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4.4H2O)  2.10 มิลลิกรัม 
คอปเปอร์ (ll) ไนเตรตไตรไฮเดรต (Cu(NO3)2.3H2O) 0.04 มิลลิกรัม 
กรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก (EDTA)   2.00 มิลลิกรัม 
เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต (FeSO4.7H2O)  11.8 มิลลิกรัม 
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต (CaCl2.2H2O)   0.75 มิลลิกรัม 

    ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 7.0±0.2 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 
(NaOH) ความเข้มข้น 1 N ก่อนทำให้ปลอดเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน 12 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา15 นาท ี 
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2.  อาหารเลี้ยงเชื้อเหลว Nutrient Broth (NB) 

น้ำตาลกลูโคส (D-glucose)      1.0  กรัม 

เปปโทน (peptone)        15.0     กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)           6.0      กรัม 

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)       3.0      กรัม 

      ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 7.5±0.2 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 N ก่อนทำให้ปลอดเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน 12 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา15 นาที  

3.  อาหารแข็ง Nutrient agar (NA) 

 เปปโทน (peptone)        5.0     กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)          5.0     กรัม 

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)      1.5    กรัม 

Agar         15.0   กรัม 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในน้ำกลั่นปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เป็น 7.4±0.2 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 N ก่อนทำให้ปลอดเชื้อด้วยการนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดัน 12 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

วิธีการเตรียมสารเคมี 

1. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 N 

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 40 มิลลิกรัม ละลายในน้ำกลั่น 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรด้วย 

น้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร 

2. สารไฮโดรคลอริก (HCl) ความเข้มข้น 1 N 

ตวงกรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 12 N ละลายในน้ำกลั่น 800 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตร 

ด้วยน้ำกลั่น 1000 มิลลิลิตร (ทำในตู้ดูดควัน) 

3. เอทานอลเข้มข้น 70 % 

ละลายเอทานอลความเข้มข้น 99 % ปริมาตร 700 มิลลิลิตร ในน้ำกลั่นปลอดปะจุปริมาตร 300  

มิลลิลิตร  
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