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กรดไขมันไม่อิ่มตัวที่มีพันธะคู่หลายตำแหน่งในกลุ่มของโอเมก้า-3 เช่น ดีเอชเอ และอีพี

เอ เป็นกรดอะมิโนจำเป็นต่อร่างกาย (essential amino acid) เนื ่องจากในร่างกายมนุษย์ไม่มี

เอนไซม์ท่ีสามารถสร้างพันธะคู่ตำแหน่ง ω-3 ได้ มีรายงานว่าเส้นทางการสังเคราะห์กรดไขมันผ่าน
วิถีทางชีวภาพ (FAS pathway) พบในแบคทีเรียจากทะเลบางสายพันธุ์เท่านั้น ในงานวิจัยนี้ทำการ
คักแยกแบคทีเรียทางทะเลจากตัวอย่างกะปิซึ่งมีการตรวจสอบจากงานวิจัยก่อนหน้าว่ามีกลุ่มของ
กรดไขมันโอเมก้า-3, 6 และ 9 ผลการศึกษาสามารถคัดแยกแบคทีเรียสะสมไขมันสูง (oleaginous 
bacteria) ได้ 6 ไอโซเลต โดยเฉพาะ Bacillus amyloliquefaciens SR121 เมื่อทำการวิเคราะห์ 

whole genome พบยีน FabF (β-ketoacyl-ACP reductase), FabG (Ketoreductase), FabZ 
(Dehydratase) และ FabI (Enoyl reduction)  ซึ่งเกี ่ยวข้องกับ 4 กระบวนการสำคัญ ใน FAS 
pathway นอกจากนี้ B. amyloliquefaciens SR121 มีการผลิตกรดไขมันมากท่ีสุดร้อยละ 75.06 
± 2.05 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง และเมื่อใช้อาหารสำหรับการเพาะเล้ียงท่ีมี pH5 พบปริมาณการผลิต
ไขมันเพิ่มขึ้นถึงร้อยละ 89.46 ± 3.79 ของน้ำหนักเซลล์ สำหรับการปรับภาวะเพื่อผลิตกรดไขมัน
กลุ่มโอเมก้า-3 พบท่ี 35 องศาเซลเซียส มีการผลิตมากสุดถึง 19.73% ของปริมาณกรดไขมัน
ทั้งหมด หรือคิดเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัว 92.97 มิลลิกรัม และมีการผลิตกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 
มากท่ีสุดโดยปริมาณ 72 มิลลิกรัม ต่อน้ำหนักเซลล์ 1 กรัม 
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Polyunsaturated fatty acids (PUFA) which are in the omega-3 group such as 

DHA and EPA that was essential amino acids because there are no enzymes in the 

human body capable of forming the ω-3 position double bond. Have reported that 
the fatty acid biosynthesis pathway (FAS pathway) was found only in some strains of 
marine bacteria. This research, isolated marine bacteria from shrimp paste samples, 
which had been identified in previous studies for omega-3, 6, and 9 fatty acid groups. 
The results of the study were able to identify 6 oleaginous bacteria, especially 
Bacillus amyloliquefaciens SR121. When analyzing the whole genome of this strain 

found FabF (β-ketoacyl-ACP reductase), FabG (Ketoreductase), FabZ (Dehydratase), 
and FabI (Enoyl reduction)  which are key processes involved in the FAS pathway. In 
addition, B. amyloliquefaciens SR121 produced the highest fatty acid production of 
75.06 ± 2.05% of CDW and when the culture medium adjusts to pH5, the lipid 
production was increased to 89.46 ± 3.79% of CDW. Adjustment of the condition of 
growth for omega-3, at culture temperature 35 ºC produces PUFA up to 19.73% of 
the total fatty acid or 92.97 mg and the production of omega-3 fatty acids was the 
highest at 72 mg per 1 gram of cell weight. 
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บทท่ี 1 

บทนำ 
 

1.1 ความเป็นมาและความสำคัญของงานวิจัย 

กรดไขมันโดโคซาเฮกซาโนอิก หรือดีเอชเอ (docosahexaenoic acid, DHA) เป็นกรดไขมัน 

ประเภทไม่อิ่มตัวที่มีพันธะคู่หลายตำแหน่ง (polyunsaturated fatty acids) ในกลุ่มโอเมก้า-3 ซึ่ง

เป็นกรดไขมันท่ีจำเป็นต่อร่างกาย (essential fatty acids) เนื่องจากในร่างกายมนุษย์ไม่มีเอนไซมท่ี์

สามารถสร้างพันธะคู่ในตำแหน่ง ω-3 และ ω- 6 ได้ (ธัญญลักษ์ พิทักษ์ และคณะ, 2563) ทั้งนี้ใน

ร่างกายมนุษย์สามารถเปล่ียนกรดแอลฟ่าลิโนเลอิก หรือเอแอลเอชนิดแอลฟ่า (n-3 alpha-linolenic 

acid, ALA) ซึ่งเป็นสารต้ังต้นท่ีมีพันธะคู่ท่ีตำแหน่ง ω-3 สังเคราะฟ์ได้เป็นกรดไขมันไอโคซาเพนทาโน

อิก (Eicosapentaenoic acid, EPA) และดีเอชเอได้ แต่การเปลี ่ยนแปลงนี้ไม่เพียงพอต่อความ

ต้องการ (Siriwardhana และคณะ, 2012) เนื่องจากปริมาณจากการสังเคราะห์ได้น้อยกว่า 1% เมื่อ

เทียบกับปริมาณกรดไขมันแอลฟาลิโนเลอิกที่เป็นสารตั้งต้ังต้น ดังนั้นกลุ่มของกรดไขมันโอเมก้า-3 

และโอเมก ้า -6 (อัจฉรา น ิยมเดชา และคณะ , 2556), (Domenichiello และคณะ , 2015) จึง

จำเป็นต้องได้รับเพิ่มเติมจากแหล่งอาหารภายนอก  

ปลาทะเลบางชนิด เช่น ปลาทูน่า ปลาทะเลแมคเคอแรล และปลาแซลมอน เป็นแหล่งอาหารท่ี

พบกรดไขมันประเภทโอเมก้า-3 ปริมาณสูง หรือน้ำมันปลาท่ีได้จากปลาทะเลก็เป็นแหล่งอาหารเสริม

ที่นิยมรับประทานเพื่อให้ได้รับดีเอชเอ ในอุตสาหกรรมการผลิตดีเอชเอก็นิยมนำปลาทะเลมาใช้ใน

กระบวนการผลิตเพื่อใช้เป็นอาหารเสริม แต่การใช้น้ำมันจากปลาทะเลในขั้นตอนของการผลิตดีเอชเอ

นั้นมีต้นทุนในการผลิตที่สูง (Alagarsamy et al., 2019) ในช่วงปี 1990-2018 มีการออกกฎหมาย

ควบคุมโควต้าการจับปลา (ประกาศกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ ๑๗๑ แห่งพระราชกำหนดการ

ประมง พ.ศ.๒๕๕๘) จึงส่งผลกระทบรุนแรงต่ออุตสาหกรรมการประมง ทำให้มีการหันมาทำฟาร์ม

ปลามากขึ้นท่ีส่งผลให้การเพาะเล้ียงปลามากขึ้น ซึ่งการเพาะเล้ียงปลานี้ท่ีมีต้นทุนการผลิตท่ีสูงนั้นทำ

ให้ราคาของผลิตภัณฑ์ปลาเพิ่มสูงขึ้นในช่วงปีที่ผ่านมา ดังนั้นเพื่อส่งเสริมอุตสาหกรรมการผลิตกรด

ไขมันประเภทโอเมก้า-3 จึงจำเป็นต้องศึกษาแหล่งผลิตทางเลือกเพิ่มเติมเพื่อเพิ่มแหล่งในการผลิต 

และการหาผลิตภัณฑ์จากปลาทะเลด้วยวิธีการใหม่เพื่อตอบสนองต่อความต้องการที่เพิ่มขึ้นของ

อุตสาหกรรมอาหารและโภชนาการ  

มีงานวิจัยระบุว่า รา สาหร่าย และแบคทีเรียสามารถใช้เป็นแหล่งทางเลือกสำหรับการผลิตดี

เอชเอได้ โดยในงานวิจัยของ Yano และคณะ ในปี 1994 ระบุว่าการใช้แบคทีเรียเป็นแหล่งในการ
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ผลิตดีเอชเอนั้น ถึงแม้จะมีผลผลิตท่ีอาจจะต่ำกว่าในแหล่งอื่นแต่จะมีข้ันตอนท่ีง่าย และมีประโยชน์ใน

การศึกษามากกว่าแหล่งอื่น ๆ กล่าวคือในส่วนของการนำมาสกัดสารดีเอชเอออกจากเซลล์ หรือใน

ส่วนของการดัดแปลงสายพันธุ์แบคทีเรียจะมีขั้นตอนที่ง่ายกว่าในแหล่งผลิตอื่น นอกจากนี้การใช้

แบคทีเรียเป็นแหล่งในการผลิตนั้นยังมีขั้นตอนในการเพาะเลี้ยงที่ง่าย ไม่ซับซ้อน ใช้พื้นที่ประหยัด 

รวมทั้งใช้ทรัพยากรในการเพาะเลี้ยงที่น้อยกว่า อีกทั้งแบคทีเรียยังใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงท่ี

รวดเร็วและเป็นทางเลือกที่เหมาะสมกับกลุ่มคนที่ไม่รับประทานเนื้อสัตว์อีกด้วย (Finco และคณะ, 

2017) 

งานวิจัยส่วนหนึ่งได้ศึกษาจุลินทรีย์ในกะปิ มักมีการศึกษาโดยใช้วิธีการคัดแยกจุลินทรีย์เป็นไอ
โซเลทเด่ียว และเริ่มมีการศึกษาทางด้านเมแทจีโนมเพื่อดูชนิดกลุ่มของจุลินทรีย์ท่ีมีผลต่อการหมักใน
แต่ละขั้นตอน โดยพบว่าชนิดของจุลินทรีย์ที่มีความสัมพันธ์สอดคล้องกับปริมาณกรดอะมิโนในกะปิ
หมัก ซึ่งกรดอะมิโนเหล่านี้ส่งผลต่อกล่ินและรสชาติของกะปิ (Helmi และคณะ, 2022) อย่างไรก็ตาม 
ในเรื่องของกรดไขมัน และข้อมูลกรดไขมันสายยาวที่เป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ ยังไม่มีการศึกษาที่ให้
ข้อมูลเช่ือมโยงชัดเจนระหว่างจุลินทรีย์และปริมาณไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว ตลอดจนกลุ่มจุลินทรีย์ท่ีมี
ความเกี่ยวข้องว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างไรแน่ชัด ในงานวิจัยก่อนหน้า Wisetchonlatan และคณะ 
ปี 2022 ผู้วิจัยได้ทำการศึกษาเมแทจีโนมและชนิดของแบคทีเรียที่เกี่ยวข้องกับปริมาณดีเอชเอใน
ผลิตภัณฑ์กะปิแสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์กะปิที ่ทำการเก็บมาในแต่ละพื ้นที ่โดยเฉพาะหมู ่บ ้าน
ชาวประมงบริเวณอ่าวไทย ซึ่งมีกระบวนการผลิตที่แตกต่างกันส่งผลให้ปริมาณดีเอชแอและสัดส่วน
ของชนิดแบคทีเรียท่ีทำการตรวจสอบด้วยเมแทจีโนมในแต่ละตัวอย่างกะปิมีความแตกต่างกัน โดยพบ
แบคทีเรียที่มีความเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ ่มตัว ได้แก่ Lactobacillus spp., 
Lachnospiraceae spp. และ Bacteodidetes spp.  ขณะเดียวกันผลการศึกษาในส่วนของการคัด
แยกแบคทีเรียด้วยวิธีทางจุลชีววิทยา สามารถคัดแยกแบคทีเรียสกุล Bacillus  โดยมีการตรวจสอบ
ความสามารถในการสร้างกรดไขมันเบื้องต้นด้วยการทดสอบด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2 
plate assay) ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีศึกษาข้อมูลเชื ่อมโยงระหว่างชนิดของจุลินทรีย์และ
ปริมาณไขมันสายยาว ตลอดจนกลุ่มจุลินทรีย์ที่มีความเกี่ยวข้องว่ามีความสัมพันธ์กัน โดยเฉพาะใน
แบคทีเรียท่ีมีบทบาทอย่างมากในกระบวนการหมักกะปิ ต่อเนื่องมาจากงานวิจัยท่ีทำมาก่อนหน้า โดย
นำกุ้งเคยและกะปิมาทำการคัดแยกแบคทีเรียที่คาดว่าจะมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่
อิ ่มตัวสายยาวในกลุ ่มโอเมก้า-3 โดยเฉพาะดีเอชเอ  แบคทีเร ียที ่คัดแยกได้ก่อนหน้าพบว่ามี
คุณลักษณะเฉพาะที่สอดคล้องกับรายงานวิจัยชนิดของแบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตกรด
ไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 โดยพบว่า ส่วนใหญ่จะเป็นแบคทีเรียในทะเลท่ีอาศัยอยู่บริเวณทะเลลึก ในภาวะ
ท่ีมีอุณหภูมิต่ำและความดันสูง ทำให้แบคทีเรียเหล่านี้สามารถสังเคราะห์กรดไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวและ

https://doi.org/10.1601/nm.5045


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 
 
เก็บสะสมไว้ที่เยื่อหุ้มเซลล์เพื่อทำให้เยื่อหุ้มเซลล์คงสมบัติความเป็นของไหล (fluidity) ได้แม้อยู่ใน
ภาวะมีอุณหภูมิต่ำและความดันสูง (Estupiñán และคณะ, 2020) โดยมีความเป็นไปได้อย่างมากท่ี
แบคทีเรียเหล่านี้จะติดมากับวัตถุดิบในการผลิตตามธรรมชาติของกะปิซึ่งก็คือกุ้งเคย มีรายงานว่ากุ้ง
เคยเป็นส่ิงมีชีวิตท่ีสามารถอาศัยอยู่ได้ต้ังแต่ระดับผิวน้ำจนถึงลึกลงไป 500-700 เมตรจากผิวน้ำทะเล 
ซึ่งกุ้งเคยมีหลายสปีชีส์ และมีถ่ินท่ีอยู่ของแต่ละสปีชีส์แตกต่างกันไปตามสภาพภูมิศาสตร์ (Roy และ
คณะ, 2019) ดังนั้นกุ้งเคยจึงเป็นแหล่งท่ีมีโอกาสนำแบคทีเรียจากบริเวณทะเลลึกขึ้นสู่ผิวน้ำได้ จึงเป็น
สาเหตุให้งานวิจัยนี้สนใจนำกุ ้งเคยและกะปิมาทำการคัดแยกแบคทีเร ียและทำการตรวจสอบ
ความสามารถในการผล ิ ต กรดไขม ัน ไม ่ อ ิ ่ ม ต ั วกล ุ ่ ม โอ เมก ้ า -3 ด ้ วย  0.1 % w/v 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC)  ย ื น ย ั น ผ ล ด ้ ว ย แ ก ๊ ส โ ค ร ม า โ ท ร ก ร า ฟ ฟี  ( gas 
chromatography, GC) และการย้อมดูการสะสมน้ำมันด้วย Sudan Black B เพ ื ่อให้ทราบถึง
ศักยภาพในการผลิตไขมันและกรดไขมันของแบคทีเรียชนิดท่ีศึกษา จากนั้นทำการตรวจสอบชนิดของ
แบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ลำดับเบสในส่วนของยีน 16s rDNA เลือกแบคทีเรียท่ีคาดว่าจะเกี่ยวข้อง
กับการผลิตกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวเชิงซ้อนในกลุ่มของโมเมก้า-3 โดยเฉพาะดีเอชเอ มา
ตรวจหายีนสามยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันใน 2 วิถีเมแทบอลิซึม ได้แก่ วิถี Fatty acid 
synthesis type II (FAS II) คือเส้นทางการต่อสายคาร์บอนให้ยาวขึ้นโดยเริ่มจากการรวมของ acetyl-
CoA เข้ากับ malonyl-CoA ซึ่งจะได้ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรดไขมันปาล์มิติก (palmitic, C16:0) 
ผ ่านการตรวจสอบการปรากฏของย ีน  pfaA (Alagarsamy และคณะ , 2019) รวมถ ึงย ีน D6 
desaturase และ D5 desaturase ที่เกี ่ยวข้องกับวิถีการสังเคราะห์ desaturation/elongation 
เนื ่องจากเอนไซม์สองชนิดนี้สามารถสังเคราะห์กรดมันอีพีเอและดีเอชเอจากกรดไขมันเอแอลเอ
ชนิดอัลฟ่าได้ (Hu และคณะ, 2011) และตรวจสอบหายีน fadD สำหรับเอนไซม์ long-chain fatty 
acyl-CoA ligase (EC 6.2.1.3) ที่เปลี่ยน exogenous long-chain fatty acids (LCFAs) เป็น acyl-
CoA ในแบคทีเรีย เพื่อหาแบคทีเรียที่มีศักยภาพในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกลุ่มโอเมก้า-3 
โดยเฉพาะดีเอชเอ และอีพีเอ จากกุ้งเคยและกะปิของไทย และเพื่อหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการ
ผลิตสำหรับแบคทีเรียท่ีสามารถคัดแยกได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

1. เพื่อหาแบคทีเรียท่ีมีศักยภาพในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกลุ่มโอเมก้า-3 โดยเฉพาะกรด

โดโคซาเฮกเซโนอิก (DHA) จากกุ้งเคยและกะปิของไทย 

2. เพื่อหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวจากแบคทีเรียท่ีสามารถคัดแยกได้

  

1.3 ขอบเขตของงานวิจัย 

งานวิจัยนี้มุ่งเน้นการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียท่ีมีความสามารถผลิตกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวท่ีมี
ประโยชน์ เช่นกลุ่มของโอเมก้า-3 อย่างอีพีเอ และดีเอชเอ และทำการทดสอบภาวะท่ีเหมาะสมในการ
เพาะไอโซเลตที่คัดแยกได้เพื ่อเพิ่มศักยภาพในการผลิต โดยทำการทดสอบอุณหภูมิ สัดส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) และการทดสอบผลของสภาพความเป็นกรดเบส (pH) ในอาหาร
สำหรับการเพาะเล้ียงต่อปริมาณการผลิตกรดไขมันจากตัวอย่างแบคทีเรียท่ีทำการคัดเลือกมา 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้สายพันธุ์แบคทีเรียที่มีความสามารถในการผลิตดีเอชเอหรือกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสาย

ยาวที่สำคัญ ท่ีคัดแยกจากเคยบริเวณอ่าวไทย และกะปิพื้นเมืองของไทยท้ังในบริเวณอ่าวไทยตอนบน

ที่มีระยะใกล้เคียงกันและอ่าวไทยตอนล่างที่มีระยะทางห่างจากกันมากกว่า 500 กิโลเมตร รวมถึง

ภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกลุ่มของโอเมก้า-3 เช่น ดีเอชเอ ด้วยแบคทีเรีย

ท่ีคัดแยกได้เพื่อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิต 
 

1.5 ขั้นตอนการดำเนินงาน 

1. ศึกษาค้นคว้า และรวบรวมข้อมูลท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
2. รวบรวมตัวอย่างกะปิจากบริเวณหมู่บ้านชาวประมง ใน 3 พื้นท่ีของประเทศไทย ได้แก่ อ่าว

ไทยตอนบนฝ่ังตะวันตก อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวนัออก และอ่าวไทยตอนล่าง 
3. คัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างกะปิ และทำการตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมัน

ไม่อิ่มตัว  
4. คัดเลือกแบคทีเรีย ศึกษาและระบุชนิดในกะปิและกุ้งเคยด้วยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์และ

ชีวเคมี 
5. ทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียท่ีคัดเลือกมา เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิต

กรดไขมันท่ีศึกษา 
6. วิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล นำเสนองานวิจัยในการประชุมวิชาการ และเขียนวิทยานิพนธ์ 
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บทท่ี 2 

การทบทวนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
 

2.1 กรดไขมัน (fatty acids) 

กรดไขมัน เป็นกรดอินทรีย์ประเภทหนึ่งท่ีมีโครงสร้างเป็นสายไฮโดรคาร์บอนท่ีปลายด้านหนึ่ง
เป็นหมู่ฟังก์ชันคาร์บอกซิล (carboxyl group) มีความยาวตั้งแต่ 4 คาร์บอนจนถึง 36 คาร์บอน ถูก
จำแนกตามความยาวของสายไฮโดรคาร์บอนได้ด้ังนี้ กรดไขมันสายส้ัน (short-chain fatty acids) มี
ความยาว 2-5 คาร์บอน กรดไขมันสายกลาง (medium-chain fatty acids) มีความยาวของคาร์บอน 
6-13 ตำแหน่ง กรดไขมันสายยาว (long-chain fatty acids) มีความยาวคาร์บอนระหว่าง 14-18 
ตำแหน่ง และ กรดไขมันสายยาวมาก (very-long-chain fatty acids) มีความยาวมากกว่า 18 
คาร์บอนขึ้นไป  

กรดไขมันจัดอยู่ในกลุ่มของลิพิดสะสมซึ่งใช้เป็นพลังงานหลักของส่ิงมีชีวิตท้ังหมด อย่างเช่นใน
ยูคาริโอตจะมีการเก็บสะสมในรูปของหยดน้ำมัน (lipid droplet) โดยเกิดจากการรวมตัวของกรด
ไขมัน 3 ตัวจับกับกลีเซอรอล (glycerol) ด้วยพันธะเอสเทอร์เป็นไตรกลีเซอไรด์ (triglyceride) และ
สะสมไว้ในไซโตซอล (cytosol) ของส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ เมื่อเซลล์ต้องการพลังงาน จะต้องอาศัยเอนไซม์ไล
เปส (lipases) ในการตัดพันธะด้วยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) นอกจากใช้เป็นพลังงานแล้วยัง
มีประโยชน์ในส่วนอื่นอีก เช่น ในแบคทีเรียจะมีกรดไขมันเป็นองค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์ (cell 
membrane) ซึ่งอยู่ในโครงสร้างฟอสโฟลิปิด (phospholipid) ของเย่ือหุ้มเซลล์ 

 

 
 

ภาพที่ 1 โครงสร้างฟอสโฟลิปิด (Phospholipid) ของเย่ือหุ้มเซลล์ (อติโรจน์ ปพัฒน์เปรมสิริ, 2560 : 
ออนไลน์) 
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2.1.1 กรดไขมันอิ่มตัว (saturated fatty acids, SFAs) 

กรดไขมันอิ่มตัว คือ กรดคาร์บอกซิลิกท่ีเช่ือมต่อกับสายไฮโดรคาร์บอนโดยมีโครงสร้าง

เป็นโซ่ยาว ประกอบด้วยพันธะเดี่ยวทั้งหมดไม่มีพันธะคู่อยู่ในสาย มีสูตรทั่วไปคือ CnH2nO2 และมี

ความเสถียร เนื่องจากกรดไขมันไม่อิ่มตัวไม่มีพันธะคู่อยู่ในสายจึงไม่ทำปฏิกิริยากับออกซิเจนส่งผลให้

ไม่เกิดการเหม็นหืน (lipid oxidation) นอกจากนี้กรดไขมันอิ่มตัวจะมีจุดหลอมเหลว (melting 

point) สูงกว่า เมื่อเปรียบเทียบกับกรดไขมันชนิดไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acid) ท่ีมีความยาว

ของสายคาร์บอนเท่ากัน  

2.1.2 กรดไขมันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acids) 

กรดไขมันไม่อิ่มตัว คือกรดคาร์บอกซิลิกท่ีเช่ือมต่อกับสายไฮโดรคาร์บอน โดยมีพันธะคู่
อยู่ภายในสาย แบ่งกลุ่มได้ 2 ประเภทคือ ไขมันไม่อิ่มตัวเชิงเดี่ยว (polyunsaturated fatty acids, 
MUFAs)  คือกรดไขมันท่ีภายในโมเลกุลของสายไฮโดรคาร์บอนมีพันธะคู่อยู่ตำแหน่งเดียว และกรด
ไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) คือกรดไขมันท่ีภายในโมเลกุลของ
สายไฮโดรคาร์บอนมีพันธะคู่อยู่มากกว่าหนึ่งตำแหน่ง โดยกรดไขมันไม่อิ่มตัวกลุ่มท่ีสำคัญคือ โอเมก้า-
3  และโอเมก้า-6 เป็นกรดไขมันท่ีร่างกายไม่สามารถสร้างได้เอง 

 
ภาพที่ 2 วิถีทางชีวภาพในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน ในกลุ่มของโอเมก้า-3, 6 และ 9 
(Bishop และ คณะ, 2015) 
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2.1.2.1 โอเมก้า-3 (omega 3) 

โอเมก้า-3 คือกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนท่ีมีพันธะคู่หลายคู่ โดยตำแหน่ง
พันธะคู่แรกอยู่ระหว่างอะตอมคาร์บอนตำแหน่งท่ีสามกับส่ีจากปลายด้านเมทิล (methyl, -CH3) ของ

สายไฮโดรคาร์บอน จึงเรียกว่า โอเมก้า (ω-) เช่น กรดไขมันลิโนเลนิกอัลฟา (α-linolenic acid, 
ALA) ท่ีพบในน้ำมันพืช, กรดไขมันไอโคซาเพนทาอีโนอิก (Eicosapentaenoic Acid, EPA) และ กรด
ไขมันโดโคซาเฮกซาโนอิก (docosahexaenoic acid, DHA) 

 
 

ภาพที่ 3 โครงสร้างของกรดไขมันไม่อิ ่มตัวในกลุ่มของโอเมก้า-3 (Omega-3 unsaturated fatty 
acids) (Drenjančević และ Pitha, 2012) 
 

2.1.2.2 โอเมก้า-6 (omega 6) 

โอเมก้า-6 คือกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนท่ีมีพันธะคู่หลายคู่ โดยตำแหน่ง
พันธะคู่แรกอยู่ระหว่างอะตอมคาร์บอนตำแหน่งที่หกกับเจ็ดจากปลายด้านเมทิล เช่น กรดลิโนเลอิก 
(linoleic acid, LA) กรดอะราคิโดนิก (arachidonic acid, AA) และ กรดโดโคซาเพนดโคซาเพนตาอิ
โนอิค (docosapentaenoic acid, DPA) 
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ภาพที่ 4 โครงสร้างของกรดไขมันไม่อิ ่มตัวในกลุ่มของโอเมก้า-6 (Omega-6 unsaturated fatty 
acids) (Kashiwagi และคณะ, 2012) 
 

2.2 จุลินทรีย์ในกะปิ 

กะปเิป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมัก ท่ีอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์เพื่อช่วยในการหมัก ซึ่งจุลินทรีย์ท่ี

พบในการหมักกะปิอาจเป็นจุลินทรีย์ท่ีได้มาพร้อมกับวัตถุดิบ หรืออาจจะเกิดขึ้นใหม่จากกระบวนการ

หมักก็เป็นได้ โดยส่วนใหญ่จุลินทรีย์ที่พบในกะปิเป็นแบคทีเรียที่เจริญได้ทั้งที่มีออกซิเจน และไม่มี

อ อ ก ซ ิ เ จ น  ( facultative anaerobic bacteria) เ ช ่ น  Staphylococcus spp., Bacillus spp., 

Micrococcus spp. (จิตต์ เรขา ทองมณี, 2544) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยหลายฉบับที่รายงานว่า 

Lentibacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ในกะปิพื้นบ้านของไทย อย่างในงานวิจัยของ 

Pakdeeto และคณะ (2007) ที่ทำการคัดแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างกะปิ พบว่ามีความใกล้เคียงกับ 

Lentibacillus salaries 96.5% ซึ่งจากการตรวจสอบลักษณะพื้นฐานของจุลินทรีย์และสัดส่วนของ

โมเลกุลจึงถ ูกเสนอให้เป็นสปีช ีส์ ใหม่ คือ Lentibacillus kapialissp. nov. หร ืองานวิจัยของ 

Booncharoen และคณะ (2019) ท่ีทำการคัดแยกจุลินทรีย์จากตัวอย่างกะปิ พบว่าจุลินทรีย์ท่ีทำการ

คัดแยกได้มีความ ใกล้เคียงกับ Lentibacillus juripiscarius และ L. halophilus ที่ 98.7% และ 

97.2 % ตามลำดับ ซึ่งจากพื้นฐานลักษณะของจุลินทรีย์ และลักษณะสัดส่วนของโมเลกุล จึงถูกเสนอ

ให้เป็นสปีชีส์ใหม่ 

2.3 แบคทีเรียสายพันธุ์ที่คาดว่าจะผลิตดีเอชเอ 

แบคทีเรียจากทะเลที่มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวส่วนใหญ่จะอยู่ในกลุ่ม

แกมมาโปรทีโอแบคทีเรีย (Gammaproteobacteria) เช่น Thraustrochytrium sp., Collweria 
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psycherythraea, Moritella marina (Robles แ ละ คณะ , 2018) Shewanella spp., แ ละ 

Photobacterium sp. (Wan และคณะ , 2016) นอกจากนี ้ย ังม ีรายงานถึงแบคทีเร ียในสกุล 

Bacillus ว่ามีความสามารถในการเปล่ียนแปลงการสังเคราะห์กรดไขมันท่ีจะไปสะสมในเย่ือหุ้มเซลล์

ได้ตามภาวะแวดล้อม เช่น อาหาร อุณหภูมิ และความเป็นกรด-ด่าง (pH) ซึ่งสัดส่วนของกรดไขมันท่ี

สังเคราะห์ได้นั้นจะมีรูปแบบที่แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับสปีชีส์ จึงมีการจัดรูปแบบองค์ประกอบของ

กรดไขมันในเซลล์แบคทีเรีย และนำมาใช้เป็นเครื่องหมายช้ีวัดทางชีวภาพ (Biomarker) เพื่อระบุสปี

ชีส์ของแบคทีเรียสกุล Bacillus (Diomandé และคณะ, 2015) 
 

2.3.1 ประโยชน์ของดีเอชเอในแบคทีเรียจากทะเล 

แบคทีเรียจากทะเลที่มีความสามารถในการผลิตดีเอชเอ ส่วนใหญ่จะพบได้ในบริเวณ

ทะเลลึก เนื่องจากด้วยสภาวะที่มีอุณหภูมิต่ำ และความดันที่สูงของบริเวณทะเลลึก แบคทีเรียบาง

ชนิดจึงมีความสามารถในการปรับตัวโดยการปรับเปลี่ยนสัดส่วนในการผลิตพวกกรดไขมันไม่อิ่มตัว 

เช่น Eicosapentaenoic acid (EPA) และดีเอชเอ ให้มากขึ ้นและสะสมไว ้ที ่ เย ื ่อหุ ้มเซลล์ ซึ่ง

ความสามารถนี ้จะทำให้เซลล์แบคทีเร ียสามารถรักษาความเป็นของเหลว (fluidity) ในภาวะท่ี

อุณหภูมิต่ำ และความดันท่ีสูงได้ และส่งผลให้เซลล์สามารถขนส่งสารอาหารและเจริญเติบโตต่อไปได้ 

(Moi และคณะ, 2018) 

มีรายงานว่ากรดไขมันไม่อิ ่มตัว เช่น ดีเอชเอ อีพีเอ และ ลิโนเลอิก หรือเอแอลเอ

ชนิดอัลฟ่า ท่ีสะสมในเย่ือหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่อปัจจัยภายนอก

อย่างสารกลุ่ม reactive oxygen species (ROSs) เช่น H2O2 ได้ กล่าวคือ หากแบคทีเรียทางทะเลมี

การผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวที่กล่าวมาข้างต้น แบคทีเรียชนิดนี้จะสามารถอยู่รอดและเจริญเติบโตได้ดี 

เมื่อเซลล์อยู่ในภาวะที่มีอนุมูลอิสระ หรือสารกลุ่ม reactive oxygen species (ROSs) (Tilay and 

Annapure, 2012) ซึ่งในงานวิจัยส่วนใหญ่จึงใช้ประโยชน์จากคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระนี้เพื่อ

มาใช้ในการคัดแยกแบคทีเรียทางทะเลท่ีมีสมบัติในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 
 

2.4 ยีนและเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับการผลิตกรดไขมัน 

การสังเคราะห์กรดไขมันผ่าน 2 วิถีเมแทบอลิซึม ได้แก่ วิถี Fatty acid synthesis (FAS) คือ

เส้นทางการต่อสายคาร์บอนให้ยาวขึ้น โดยมีกระบวนการสำคัญ 4 กระบวนการ เริ่มจากการรวมของ 

acetyl-CoA เข้ากับ malonyl-CoA ในขั้นตอนของการรวมตัว (condensation) ถูกเร่งปฏิกิริยาด้วย
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เอนไซม์ ketoacyl-ACP synthase (KS) ซึ ่งถูกควบคุมด้วยยีน fatty acid biosynthetic geneF  

(FabF) หรือ fatty acid biosynthetic geneB (FabB) ขึ้นอยู่กับชนิดของส่ิงมีชีวิต โดยถอดดรหัสได้ 

3-ketoacyl-ACP  synthase  I  และ  3-ketoacyl-ACP  synthase II ตามลําดับ จากนั้นปฏิกิริยา

จะเข้าสู ่กระบวนการรีดักชั ่น (reduction) ของหมู ่คาร์บอนิล ซึ ่งถูกเร่งปฏิกิร ิยาโดยเอนไซม์ 

ketoreduction (KR) ถูกควบคุมด้วยยีน 3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] reductase (FabG) 

ถ ัดมาคือกระบวนการปลดปล่อยน้ำออก (dehydration) ซึ ่งจะถูกเร ่งปฏิก ิร ิยาโดยเอนไซม์  

hydroxyacyl-ACP dehydratase (DH) ซึ่งถูกควบคุมด้วยยีน  fabA และ fabZ และกระบวนการ

สุดท้ายในวิถีสังเคราะห์แต่ละรอบคือการเกิดปฏิกิริยารีดักชั่นของพันธะคู่ระหว่าง  α และβ ด้วย

เอนไซม ์  enoyl-ACP reductase (ER) ซ ึ ่ ง ถ ู กควบค ุมด ้ วยย ีน  enoyl-ACP reductase (fabI) 

(Meesapyodsuk และ Qiu, 2016)  

ยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการถอดรหัสเป็นเอนไซม์เหล่านี้มีการจัดเรียงตัวแตกต่างกันไปในส่ิงมีชีวิตแต่

ละชนิด โดยจะเก ี ่ยวข้องกับกล ุ ่มคล ัสเตอร์ของยีน polyunsaturated fatty acidA (pfaA), 

polyunsaturated fatty acidB (pfaB), polyunsaturated fatty acidC (pfaC), 

polyunsaturated fatty acidD (pfaD), และ polyunsaturated fatty acidE (pfaE) ดังแสดงใน

ภาพที ่  5 ในยีน pfa จะถอดรหัสและแปลรหัสได้ multifunction protein ประกอบดวย KS,  

acyltrans-ferase (AT), KR และ acyl carrier protein (ACP) ที่เปนบริเวณลําดับนิวคลีโอไทดซ้ำ

และ pfaA ถูกใช้เป็นเครื่องหมายทางโมเลกุลในการตรวจสอบหาจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตกรดไขมัน 

(Alagarsamy และคณะ , 2019) เน ื ่องจากมีรายงานว่า multiple acyl carrier protein (ACP) 

domains ซึ ่งเป็นลำดับเบสซ้ำ (tandem repeat) โดยมีความยาวของหน่วยซ้ำ (repeat unit) 

ประมาณ 2-9 ยูนิตขึ้นกับแต่ละสายพันธุ์แบคทีเรีย และจะสัมพันธ์กับความสามารถในการผลิตดีเอช

เอ (Trujillo และคณะ, 2013)  

ในกระบวนการสังเคราะห์แต่ละรอบจะทำให้มีการต่อสายคาร์บอนให้ยาวขึ้นรอบละ 2 อะตอม 

เมื่อข้ันตอนดำเนินไปจนได้กรดไขมันท่ีต้องการแล้วปฏิกิริยาท่ีเร่งด้วยเอนไซม์ในกลุ่ม FAS จะหยุดลง

และผลิตภัณฑ์จะถูกปลดปล่อยด้วยการเร่งปฏิกิร ิยาด้วยเอนไซม์ thioesterase (TE) ซึ ่งจะได้

ผลิตภัณฑ์สุดท้ายเป็นกรดไขมันปาล์มิติก (palmitic, C16:0)  โดยในพืชและแบคทีเรียจะมี FAS ชนิด

ท่ี 2 ซึ่งเป็นระบบท่ีเอนไซม์อยู่แยกจากกัน ดังนั้นในกระบวนการเร่งปฏิกิริยาให้เกิดสารตัวกลางขึ้นจึง

เกิดอย่างอิสระ สารตัวกลางจะเข้าทำปฏิกิริยาที่เร่งด้วยเอนไซม์ในระบบตัวถัดไป หรืออาจเข้าทำ

ปฏิกิริยาอื่น ทำให้ระบบวิถีทางชีวภาพในการสังเคราะห์นี้มีผลิตภัณฑ์ท่ีหลากหลาย เช่น กลุ่มของกรด
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ไขมันอิ่มตัวท่ีมีความยาวสายไฮโดรคาร์บอนที่แตกต่างกัน, กรดไขมันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty 

acids), กรดไขมันที่มีกิ ่ง (branch chain) หรือหมู่ไฮดรอกซิลที่แตกต่างกัน ซึ่งกระบวนการที่เป็น

ขั้นตอนในการกำหนดอัตราเร็วของปฏิกิริยา (rate-limiting step) นี้คือ การสร้าง malonyl-CoA 

โดยเอนไซม์ acetyl CoA carboxylase (ACC) 

 
 

ภาพที่  5 ว ิถ ีทางชีวภาพ fatty acid synthase (FAS) pathway ในการสังเคราะห ์กรดไขมัน

(Jovanovic และคณะ, 2021) 
 

อีกหนึ ่งวิถีเมแทบอลิซึมสำหรับการสังเคราะห์กรดไขมันให้ยาวขึ ้น  (elongation) และ

กระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัว (desaturation)  โดยกระบวนการสังเคราะห์จะอาศัย

กลุ่มของเอนไซม์ desaturase และ elongase ในการเร่งปฏิกิริยา มีเอนไซม์ที่สำคัญหลายชนิด เช่น 

Δ6  desaturase, Δ5  desaturase, Δ4  desaturase, Δ9  elongase, Δ8  desaturase แ ละ  Δ5 

elongase ซึ่งจะทำงานโดยการเปลี่ยนโครงสร้างเพื่อให้สามารถผลิตกรดไขมันกลุ่ม VLCPUFAs ได้
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สำเร็จ (Wan และคณะ., 2016)  โดยเอนไซม์สำคัญในการสังเคราะห์ดีเอชเอผ่านกระบวนการเปล่ียน

โครงสร้างในเส้นทางการสังเคราะห์กลุ ่มกรดไขมันโอเมก้า -3 และโอเมก้า-6 หลัก ๆ คือ Δ6 

desaturase และ Δ5 desaturase (Hu และคณะ., 2011) ดังนั้นจึงมีงานวิจัยส่วนหนึ ่งที ่ใช้การ

ตรวจสอบยีนที่ผลิต Δ6 desaturase และ Δ5 desaturase เพื่อใช้ในการยืนยันผลถึงกระบวนการใน

การผลิตกรดไขมันในส่ิงมีชีวิตนั้น ๆ ผ่านเส้นทางการผลิตด้วยวิถีสังเคราะห์ desaturase/elongase  
 

 
 

ภาพที่ 6 วิถีการสังเคราะห์กรดไขมันผ่านทาง fatty acid synthase (FAS) pathway เชื่อมต่อกับ

วิถีทางชีวภาพในการสังเคราะห์กรดไขมันผ่านเอนไซม์ desaturase และ elongase (a) และวิถีการ

สังเคราะห์กรดไขมันผ่านทาง polyketide synthase II (b) (Hu และคณะ, 2020) 
 

งานวิจัยของ Wan และคณะ (2016) ได้ทำการพิสูจน์ถึงความสำคัญของกลุ่มคลัสเตอร์ยีน pfa 

ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตดีเอชเอ ประกอบด้วย pfaA, pfaB, pfaC, pfaD และ pfaE โดยทำการโคลน
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ยีนในส่วนของ pfaA, pfaB, pfaC, pfaD และ pfaE เข้าสู่ Escherichia coli ผลการทดลองพบว่า

ทำให้ E. coli มีความสามารถในการสังเคราะห์ดีเอชเอข้ึนมาได้  

 จากข้อมูลในปัจจุบันมีรายงานว่าเส้นทางการสังเคราะห์ดีเอชเอ ผ่าน fatty acid synthase 

(FAS) pathway นี ้พบในแบคทีเรียจากทะเลบางสายพันธุ์เท่านั้น เช่น Shewanella, Moritella, 

Vibrio, Photobacterium, Aureispira และ Colwellia ผ่าน 4 กระบวนการสำคัญในวิถีสังเคราะห์

ทางชีวภาพ FAS ซึ่งในกระบวนการสังเคราะห์แต่ละรอบจะทำให้มีการต่อสายคาร์บอนให้ยาวขึ้น โดย

อาศัยการทำงานของกลุ่มยีน polyunsaturated fatty acid (pfa gene cluster) ในการควบคุม

การสังเคราะห์ดีเอชเอ แบบ de novo (Wan และคณะ, 2016)  
 

2.5 การทดสอบท่ีเกี่ยวข้องกับปริมาณการผลิตกรดไขมัน 

2.5.1 triphenyltetrazolium chloride (TTC) 

2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) เป็นรีเอเจนต์ที่ส่วนใหญ่ใช้สำหรับการ

วิเคราะห์เฉพาะเพื่อบ่งช้ีถึงการหายใจของเซลล์ แต่มีรายงานการวิจัยจำนวนหนึ่งที่นำมาใช้ในการ

คัดเลือกเบื้องต้นสำหรับการคัดแยกจุลินทรีย์ที่มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกลุ่ม 

PUFAs ร่วมกับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography, GC) ซึ่งการ

ทดสอบด้วย TTC นั้นยังไม่เป็นที่แน่ชัดว่าสัมพันธ์กับการผลิตดีเอชเอ แต่สามารถใช้เป็นขั้นตอนแรก

สำหรับการคัดเลือกเพื่อลดจำนวนตัวอย่างได้ โดยในงานวิจัยของ Ryan และคณะ (2010) ระบุว่า

เอนไซม์ Δ5 desaturase สามารถรีดิวซ์ TTC จากที่ไม่มีสีให้เปลี่ยนโครงสร้างเป็น triphenyl red 

formazan (TF) ที ่ม ีส ีแดงในจุล ินทร ีย ์พวกสาหร่ายขนาดเล็กไ ด้ และเน ื ่องจากเอนไซม์ Δ5 

desaturase เป็นเอนไซม์สำคัญในการผลิตกรดไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน ดังนั้นจึงเป็นที่น่าสนใจ

สำหรับการใช้ TTC เป็นการทดสอบแบบปฐมภูมิเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตดี

เอชเอเบ้ืองต้น 

2.5.2 การย้อมไขมันด้วย Sudan Black B 

Sudan Black B เป็นสีย้อมที่ละลายในไขมันได้ ในระหว่างขั้นตอนการย้อมสี สีย้อมจะ

ออกจากตัวทำละลายท่ีเป็นเอทานอลและออกมาละลายในไขมันแทน เนื่องจากความสามารถในการ

ละลายในไขมันสูงกว่าตัวทำละลายที่เป็นเอทานอล ดังนั้น ผลจากการทำปฏิกิริยาในการย้อมดูการ

สะสมไขมันของเซลล์ เมื่อทำการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ บริเวณท่ีมีการสะสมของหยดน้ำมันจะถูก

เปล่ียนเป็นสีน้ำเงินเข้มถึงสีดำในระดับต่าง ๆ กันขึ้นอยู่กับความสามารถในการสะสมไขมันของเซลล์ 
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2.6 ปัจจัยท่ีมีผลต่อปริมาณการผลิตดีเอชเอในแบคทีเรีย 

2.6.1 อุณหภูมิ 

แบคทีเรียจากทะเลกลุ่มท่ีทนต่ออุณหภูมิต่ำ (Psychrophilic bacteria) มีความสามารถ

ในการปรับตัวเพื่อให้ทนและอยู่รอดได้ในภาวะที่อุณหภูมิต่ำอย่างสุดโต่ง โดยแบคทีเรียเหล่านี้จะมี

ความสามารถในการปรับเปลี่ยนสัดส่วนการผลิตพวกกรดไขมันไม่อิ่มตัวอย่างอีพีเอ และดีเอชเอ ให้

มากขึ้นและสะสมไว้ที่เยื่อหุ้มเซลล์ได้ ซึ่งความสามารถนี้จะทำให้เซลล์แบคทีเรียสามารถรักษาความ

เป็นของเหลว (fluidity) ในภาวะที่อุณหภูมิต่ำและความดันที่สูง จึงเป็นเหตุผลให้แบคทีเรียที ่มี

ความสามารถนี้ยังคงสามารถเจริญเติบโตได้ดีแม้ในภาวะสุดโต่ง (Moi และคณะ, 2018) ท่ีสำคัญคือ ดี

เอชเอ และ อีพีเอ เป็นกรดไขมันท่ีจำเป็นสำหรับสิ่งมีชีวิต และเป็นกรดไขมันเบื้องต้นสำหรับการ

เจริญเติบโตสำหรับแบคทีเรียจากทะเลในกลุ่ม Psychrophilic ด้วยเหตุนี้อุณหภูมิในการเพาะเลี้ยง

แบคทีเรียจึงส่งผลโดยตรงต่อปริมาณการผลิตดีเอชเอ   
 

2.6.2 ไนโตรเจนในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง 

ไนโตรเจนเป็นส่วนสำคัญของการสังเคราะห์โปรตีน และ กรดนิวคลีอิก มีรายงาน

กล่าวถึงการจำกัดปริมาณอาหารในส่วนของไนโตรเจน (Nitrogen starvation) สำหรับจุลินทรีย์ท่ี

ผลิตไขมันในปริมาณสูง (Oleaginous microorganisms) โดยเฉพาะในกลุ่มของยีสต์ และสิ่งมีชีวิตยู

แคริโอตขนาดเล็กจำพวกสาหร่ายขนาดเล็กและไดอะตอม จะช่วยให้มีการเปล่ียนแปลงเมแทบอลิซึม

อย่างรวดเร็ว (Patel และคณะ, 2020)  โดยการจำกัดปริมาณไนโตรเจนนี้ ส่งผลให้มีการเปล่ียนแปลง

ในวิถีเมแทบอลิซึม โดยพบว่าสารตัวกลางสำคัญจะมีการเปลี่ยนเส้นทางการผลิตสู่การผลิตไขมัน

เพิ่มขึ้นอย่างชัดเจน ดังนั้น การจำกัดไนโตรเจนในสิ่งมีชีวิตจำพวกนี้ จึงทำให้เกิดการสังเคราะห์กรด

ไขมันท่ีเพิ่มขึ้นได้ แต่ในส่วนของแบคทีเรียท่ีผลิตไขมันได้นั้น มีรายงานผลการวิจัยของ Kautharapu 

และคณะ (2013) ที่ทำการทดลองเพื่อหาสัดส่วนของไนโตรเจนที่เหมาะสมต่อการผลิตดีเอชเอใน

แบคทีเรียจากทะเลสายพันธุ์ Moritella marina MP-1 พบว่าการเสริมด้วยไนโตรเจนอย่างยีสต์สกัด

และทริปโทน ในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียงนี้เป็นไปในทางตรงกันข้ามกับปริมาณการผลิตกรดไขมัน

ท้ังหมดท่ีจะเพิ่มขึ้นต่อเมื่อใช้สัดส่วนของไนโตรเจนท่ีน้อยกว่า กล่าวคือการเพิ่มไนโตรเจนจะส่งผลให้

ปริมาณการผลิตดีเอชเอซึงเป็นกลุ่มของกรดไขมันไม่อิ่มตัวโดยรวมสูงขึ้น ดังนั้น ปริมาณไนโตรเจนจึง

น่าจะเป็นหนึ่งในกลไกหลักท่ีควบคุมการผลิตกลุ่มกรดไขมันไม่อิ่มตัว รวมถึง ดีเอชเอในส่ิงมีชีวิต 

นอกจากนี้ชนิดของแหล่งไนโตรเจนที่ใช้ในอาหารสำหรับการเพาะเลี้ยงเซลล์ก็มีผลต่อ

การผลิตไขมันด้วย ดังเช่นในงานวิจัยของ Chaocheng Zheng (2019) ได้ทำการทดสอบปัจจัยต่าง ๆ 
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ที่มีผลต่อปริมารการผลิตกรดไขมันรวมถึงชนิดของแหล่งไนโตรเจนในอาหารสำหรับการเพาะเลี้ยง 

พบว่าแหล่งไนโตรเจนท่ีแตกต่างกันก็ส่งผลต่อปริมาณการผลิตกรดไขมันท้ังหมดต่างต่างกันด้วย 
 

2.6.3 สัดส่วนคาร์บอนและไนโตรเจน (C/N ratio) ต่อการผลิดตรดไขมัน 

อัตราส่วน C/N มีผลต่อการผลิตไขมัน ดังนั ้นเพื ่อการผลิตไขมันจึงนิยมเลี ้ยงใน 

อัตราส่วน C/N ท่ีสูงในขั้นตอนการผลิตน้ำมันเพื ่อสะสมไขมันให้มากขึ้น  ซึ ่งการจำกัดปริมาณ

ไนโตรเจนและเสริมคาร์บอนจะส่งผลต่อท้ังชีวมวลของเช้ือ ปริมาณการผลิตไขมัน รวมถึงองค์ประกอบ

ของกรดไขมันชนิดต่าง ๆ ด้วย ในงานวิจัยของ Yongmanitchai และ Limtong ในปี 2007 ได้ทำการ

ทดลองภาวะต่าง ๆ รวมถึงอัตราส่วนของ C/N ที ่ส่งผลต่อปริมาณการผลิตดีเอชเอ พบว่าใน 

Schizochytrium limacinum เมื่อทำการเพิ่มอัตราส่วนของ C/N ปริมาณดีเอชเอที่ผลิตได้และชีว

มวลก็เพิ่มมากขึ้นด้วย งานวิจัยของ Chaocheng Zheng และคณะ (2019) แนะนำว่าสำหรับการ

เพาะเลี้ยงแบคทีเร ียจำเป็นต้องมีอัตราส่วน C/N ต่ำในการเพาะเลี้ยงช่วง prophase และเพิ่ม

อัตราส่วน C/N ใหสู้งในขั้นตอนการผลิตน้ำมันเพื่อให้มีการสะสมไขมันมากขึ้น โดยการเติมสารละลาย

น้ำตาลกลูโคสที ่มีความเข้มข้นเหมาะสมก่อนการเก ็บเก ี ่ยวในระยะหลัง  log phase ของการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย การเพิ่มความเข้มข้นของคาร์บอนในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย

นั้นสามารถช่วยเพิ่มการผลิตชีวมวลได้ แต่จะส่งผลไปในทางลบสำหรับการผลิตกลุ่มของกรดไขมันไม่

อิ่มตัว เช่น ดีเอชเอ และ อีพีเอในเซลล์แบคทีเรีย กล่าวคือ ปริมาณการผลิตดีเอชเอนั้นจะลดลงเมื่อมี

การเพิ่มความเข้มข้นของคาร์บอนเป็นเท่าตัว ดังนั้นจากผลการศึกษาจึงแนะนำว่าการใช้ความเข้มข้น

ต่ำของคาร์บอนในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียงจะช่วยเสริมการผลิตกรดไขมันกลุ่ม PUFAs เช่น ดีเอช

เอ และ อีพีเอ ได้เป็นอย่างดี  (Kautharapu และคณะ, 2013) 

2.6.4 ACP domain 

Multiple acyl carrier protein (ACP) domains เป็นกลุ ่มของยีนที ่มีลำดับเบสซ้ำ 

ประมาณ 2-9 ยูนิตขึ้นกับแต่ละสายพันธุ์แบคทีเรีย และมีความสัมพันธ์โดยตรงกับความสามารถใน

การผลิตเอชเอ (Trujillo และคณะ., 2013) โดยคาดว่าสายพันธุ ์แบคทีเร ียที ่มีจำนวนหน่วยซ้ำ 

(repeat unit) ของ ACP domains มาก จะส่งผลให้แบคทีเรียชนิดนั้น ๆ มีความสามารถในการผลิต

และสะสมกรดไขมันโดยเฉพาะกลุ่มกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนได้มากขึ้น (Wan และคณะ, 2016) 
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ภาพที่ 7 การจัดเรียงกลุ่มยีนท่ีเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันอีพีเอและดีเอชเอ แสดงความ

เหมือนและความแตกต่างระหว่างแบคทีเรียจากทะเล (Moi และคณะ, 2018) 
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บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

กระดาษกรองเบอร์ 1 (Whatman No. 1)           (Whatman, England) 

กล้องจุลทรรศน์ (Microscope; CH30RF200)                                (Olympus, Japan) 

เครื่องแก๊สโครมาโทกราฟี (Gas Chromatography: GC-2010A)         (Shimadzu, Japan) 

เครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิ (Shaking incubator)      (Vision Scientific, Korea) 

เครื่องเขย่าผสมสาร (Vortex mixer)        (Vision Scientific, Korea) 

เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ (Refrigerated centrifuges)          (Z36HK, Hermle) 

เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (thermal cycler)             (Bio-Active, Thailand) 

เครื่องแยกสารพันธุกรรมด้วยไฟฟ้า (gel electrophoresis)            (Bio-Active, Thailand) 

เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)           (Satorious, Germany) 

เครื่องวัดอุณหภูมิ (Thermometer)        (CT chemical, Thailand) 

เครื่องช่ัง 2 ตำแหน่ง               (Hettich, Germany) 

เครื่องช่ัง 4 ตำแหน่ง            (OHAUS, United States of America) 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิน้ำ (Water bath)           (Memmert, Germany) 

เครื่องวัดค่าการดูดกลืนแสง (Spectrophotometer)           (ANTHOS Zenyth 200, USA) 

ตู้ดูดควัน (Fume hood)                                                              (Biobase, USA) 

ตู้บ่มเช้ือ (incubator)              (Memmert, Germany) 

ตู้ปลอดเช้ือ (laminar flow cabinet)        (Biobase, China) 

ตู้อบฆ่าเช้ือ (hot air oven)                (Memmert, Germany) 

หม้ออัดความดันไอน้ำแรงสูง (autoclave)                           (Daihan Scientific, Korea) 
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Microplate reader                                                                    (BioTek, USA) 

Microtubes                                                                             (Axygen, USA) 

Plastic petri dishes                                                    (Thermo Scientific, USA) 

Pipette tips                                                                             (Axygen, USA) 

96-well plates                                                          (Thermo Scientific, USA) 

 

3.2 เคมีภัณฑ์ 

กลีเซอรอล (C3H8O3)          (CT chemical, Thailand) 

กลูโคส (C6H12O6)       (Kemaus, Australia) 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)              (Lobachemie, India) 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH)        (Univar, Australia) 

ทริปโตน (tryptone)        (CT chemical, Thailand) 

ผงวุ้น (agar)          (CT chemical, Thailand) 

สารละลายคริสตัลไวโอเลต (Crystal Violet)      (Merck, Germany) 

สารละลายซาฟานินโอ (safanin O)        (Suvchem, India) 

สารละลายไอโอดีน (iodine solution)      (Merck, Germany) 

สารสกัดจากยีสต์ (yeast extract)        (Hi media, India) 

สีย้อมซาฟานินโอ (Safranin O dye)                                       (Sigma-Aldrich, USA) 

สีย้อมซูดาน แบล็ก บี (Sudan Black B)           (Sigma-Aldrich, USA) 

อะกาโรส  (agarose)             (Sigma-Aldrich, USA) 

เอทานอล (ethanol)         (CT chemical, Thailand) 
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ไฮโดคลอริก (HCl)               (Lobachemie, India) 

Marine Broth 2216 (Zobell Marine Broth)                (Himedia, India) 

triphenyl tetrazolium chloride (C19H15ClN4)          (Sigma-Aldrich, USA) 

 

3.3 วิธีดำเนินงานวิจัย 

1. ศึกษาค้นคว้าและรวบรวมข้อมูลท่ีเกี่ยวกับงานวิจัย 
 

2. รวบรวมตัวอย่างเคย และกะปิ 
 ทำการเก็บตัวอย่างเคยที่ใช้ทำกะปิ และกะปิพื้นเมืองทั้งหมดอย่างละ 8 ตัวอย่าง ได้แก่ 

ตัวอย่างจากจังหวัดสมุทรสงครามอย่างละ 2 ตัวอย่าง จังหวัดสมุทรสาครอย่างละ 1 ตัวอย่าง จังหวัด

ชลบุรีอย่างละ 3 ตัวอย่าง จังหวัดระยองอย่างละ 1 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากจังหวัดสงขลาอย่างละ 

1 ตัวอย่าง  

3. คัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างเคย และกะปิ 
คัดแยกแบคทีเรียจากกุ้งเคย และกะปิโดยการนำตัวอย่าง 1 มิลลิกรัมลงในอาหารเลี้ยงเช้ือ 

marine broth-2216 (Himedia, India) นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 

ช่ัวโมง นำมาเจือจางโดยการทำเทคนิคการทำให้เจือจาง (serial dilution) ท่ี 10-3 ถึง 10-4 และนำมา

แยกจุลินทรีย์ให้บริสุทธิ์ด้วยเทคนิคทาบนอาหารเลี้ยง (spread-plate) บนอาหารชนิดแข็ง marine 

agar-2216 จากนั้นนำไปทำการคัดแยกแบคทีเรียเพื่อให้ได้ไอโซเลตเดี่ยวด้วยเทคนิค streak-plate 

และนำไปเล้ียงเพื่อเพิ่มจำนวนด้วย marine broth-2216 บ่มในเครื่องเขย่าสาร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ด้วยรอบการเขย่า 170 rpm เพื่อทำการเพิ่มจำนวนไอโซเลตเด่ียวใน

แต่ละตัวอย่าง 

 

4. ตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในแบคทีเรีย และยืนยันผลด้วยเทคนิคแก๊ส
โครมาโทรกราฟี (gas chromatography) 

4.1 ทดสอบด้วย 0.1 % w/v 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC)  
นำแบคทีเรียไอโซเลตเด่ียวท่ีคัดแยกได้ มาทำการทดสอบความสามารถในการผลิตกรด

ไ ข ม ั น ไ ม ่ อ ิ ่ ม ต ั ว เ ช ิ ง ซ ้ อ น  (Polyunsaturated fatty acid) โ ด ย ใ ช ้  0.1 % w/v 2,3,5-
triphenyltetrazolium chloride (TTC) เติมลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ จากนั้นนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 
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องศาเซลเซียสเป็นเวลาหนึ่งชั่วโมง หากพบมีการเปลี่ยนสีเป็นสีแดงแสดงว่า จุลินทรีย์ชนิดนั้นมี
ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (Razak และคณะ., 2014) 

 

4.2 ตรวจสอบชนิดกรดไขมันด้วยการวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี  
เก็บเกี่ยวเซลล์ในช่วงระยะคงจำนวนเซลล์ (stationary phase) ของแบคทีเรียแต่ละ

ชนิด นำเซลล์ที ่ ได ้จากการเก ็บเก ี ่ยวไปตรวจสอบดีเอชเอซึ ่งเป็นสารทุต ิยภูม ิ (secondary 
metabolites) ในกลุ่มของกรดไขมัน โดยนำอาหารที่ทำการเพาะเลี้ยงเซลล์มา 25 mL ทำการปั่น
เหวี่ยงท่ี 8300 rpm เป็นเวลา 5 นาทีเพื่อทำการเก็บเกี่ยวเซลล์ และทำการสกัดไขมันด้วยวิธี modify 
Bligh and dyer (1959) โดยนำเซลล์ที ่ทำการเก็บเกี ่ยวแล้วมาล้างสองรอบด้วยน้ำกลั ่น 25 mL 
จากนั้นนำเฉพาะตัวเซลล์มาเติมกรดไฮโดรคลอริก 5 mL ทำการบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) ที่ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชั่วโมงสำหรับเพื่อให้เซลล์มีการแตกพันธะของเยื่อหุ้มเซลล์
และปลดปล่อยสารอย่างกรดไขมันออกมา จากนั้นเติมสารละลาย methanol: chloroform ใน
อัตราส่วน 1:1 แล้วนำไปบ่มในเครื่องเขย่าสารควบคุมอุณหภูมิ (shaker) ที่ 30 องศาเซลเซียส 170 
rpm เป็นเวลา 3 ชั่วโมง และนำมาปั่นเหวี่ยงที่ 6000 rpm เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้สารเกิดการแยก
ส่วนกันโดยกรดไขมันละลายอยู่ในส่วนของ chloroform ซึ่งอยู่ชั้นล่าง จากนั้นทำการดูดในส่วนช้ัน
สารข้างล่างมาทำการระเหยตัวทำละลายที่ตู้ดูดควันจนได้น้ำมันสกัดมา และนำไขมันที่สกัดได้มาทำ
ปฏิก ิร ิยาเพ ื ่อเปลี ่ยนกรดไขมันให้เป็น fatty acid methyl esters (FAME) ตามวิธ ีของ MIDI-
Microbial identification (Sasser, 1990) ทำการวิเคราะห์กรดไขมันด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี โดย
ใช้ Flame ionization detection (FID) เป็นอุปกรณ์วัดสัญญาณและแปลงค่าเป็นพื้นท่ีใต้กราฟ และ
ใช้ฮีเลียม (Helium) เป็น carrier gas (Estupiñán และคณะ, 2020) 

 

4.3 ตรวจสอบการสะสมน้ำมันด้วยการย้อม Sudan Black B 
นำแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบมาเพาะเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีเพิ่มความเข้มข้นของ 

NaCl เป็น 1.5% ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 170 rpm เป็นระยะเวลา 36 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาทำ
การย้อมเพื ่อดูการสะสมไขมันด้วย Sudan Black B ที ่ละลายใน 70% เอทานอล โดยเกลี ่ยตัว
แบคทีเรียที่จะทำการย้อมบนสไลด์และรอให้สไลด์แห้งจากนั้นทำการยึดเซลล์ไว้กับสไลด์ (fix cell) 
ด้วยการผ่านความร้อน (นำสไลด์ผ่านไฟสองถึงสามครั้ง) จากนั้นหยดสารละลาย Sudan Black B ให้
ท่วมบริเวณเซลล์ที ่เกลี่ยและทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที และล้างออกด้วย 95% เอทานอลผ่านอย่าง
รวดเร็ว แล้วจึงล้างออกด้วยการผ่านน้ำกล่ัน จากนั้นย้อมด้วยสีย้อมวาฟานินโอ (Safanin O) เป็นเวลา 
5-10 วินาที และล้างออกด้วยน้ำกล่ัน รอสไลด์แห้งส่องดูภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

5. ระบุชนิดแบคทีเรียด้วยยีน 16S rDNA และวิเคราะห์ไฟโลเจนี 
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ทำการสกัดดีเอ็นเอด้วย E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-tek, USA) และเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรสในลำดับเบส  16S rDNA ด้วยการใช้ universal primer 

ได ้แก่  27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' และ  1492R: 5 '-GGTTACCTTGTTACGACTT-3 ' 

(Turner และคณะ, 1999) โดยใช้ KOD-Plus-Neo (Pacific science, Thailand) เป็น Taq DNA 

polymerase ในขั ้นตอนของ initial denature ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ

ปฏิกิริยา denature ใช้อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส 10 วินาทีต่อ 1 รอบ annealing ใช้อุณหภูมิ 55 

องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 รอบ และ extension ใช้อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 

รอบ ซึ่งกระบวนการ denature annealing และ extension 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที จะดำเนิน

ปฏิกิริยาไปท้ังหมด 30 รอบปฏิกิริยา จากนั้นในขั้นตอน final extension ท่ี 68 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาทีจากนั้นเป็นอันเสร็จสิ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส  ทำ

การตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส และวัดค่าดูดกลืนแสงของดี

เอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรและค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโน

เมตร ด้วยเครื่อง Epoch micro plate spectrophotometer (BioTek, USA) ค่าที่ได้จะต้องมีค่า 

A260/A280 อยู่ระหว่าง 0.8-1.0 และมีค่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่าง 20-200 ng/µl 

จึงจะยอมรับว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธิ์ และสามารถส่งตรวจได้แล้วจึงนำไปวิเคราะห์หาลำดับ

นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ที่บริษัท Pacific Science จากนั้นนำลำดับนิวคลีโอไทด์ที ่ได้มา

เปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับลำดับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิตต่าง ๆ ในฐานข้อมูล Genbank โดยใช้

โปรแกรม BLASTn (NCBI) (Altschul และคณะ., 1990) จากนั้นทำการเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอ

ไทด์ของยีน 16S rDNA ในแต่ละตัวอย่างของแบคทีเรียด้วยโปรแกรม ClustalW (Thompson และ

ค ณ ะ ., 1994) แ ล ะ ท ำ ก า ร ว ิ เ ค ร า ะ ห ์ ไ ฟ โ ล เ จ น ี ด ้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  ClustalOmega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) 
 

6. ตรวจวิเคราะห์หายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตโอเมก้า-3 
ทำการสกัดดีเอ็นเอของจุลินทรีย์จากแต่ละไอโซเลตท่ีมีผลการทดสอบว่ามีการผลิตกรดไขมันไม่

อิ ่มตัวกลุ่มโอเมก้า-3 ด้วยชุดสกัดดีเอ็นเอ E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-tek, USA) 
แล้วทำการตรวจสอบยีนที่มีความเกี่ยวข้องในการผลิตโอเมก้า -3 และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วย
ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรสหรือพีซีอาร์ (polymerase chain reaction, PCR) ในส่วนของยีนสามยีน
ได้แก่ ยีน Δ6 desaturase และ Δ5 desaturase (Hu และคณะ, 2011) โดยการใช้ไพรเมอร์ที ่ทำ
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การออกแบบจากข้อมูลของลำดับเบสในแบคทีเรียแต่ละชนิด และยีน pfaA ketosynthase ซึ่งเป็น
เครื่องหมายทางโมเลกุลในการตรวจสอบหาจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตกรดไขมัน (Alagarsamy และ
คณะ, 2019) จากนั ้นทำการตรวจสอบคุณภาพของผลิตภัณฑ์ที ่ได ้จากการทำพีซ ีอาร์ด้วยว ิธี
เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (gel electrophoresis)  

 
6.1 Δ6 desaturase  

จากการตรวจสอบสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ 16s rDNA ทำให้สามาร
ออกแบบไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ D6 desaturase จาก
การอาศัยฐานข้อมูลใน The National Center for Biotechnology (NCBI) สหรัฐอเมริกาได้ เพื่อ
การเพิ่มจำนวนในส่วนของ D6 desaturase ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้
ลำดับไพรเมอร์ส่วนหน้า (forward primer) คือ D6-F: 5’-GGTATGCAGCACGTGTATC-3’ และ ไพร
เมอร์ส่วนหลัง (reverse primer) คือ D6-R: 5’-GTTCCGGCCACATTTCTTT-3’ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด ้วยปฏ ิก ิร ิยาพอลิ เมอเรสในลำด ับเบส  Δ6 desaturase โดยใช ้  i-Taq™ DNA Polymerase 
(INtRON, Jakarta)  ขั ้นตอนของ initial denature ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ
ปฏิกิริยา denature ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 20 วินาทีต่อ 1 รอบ annealing ใช้อุณหภูมิ 54 
องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 รอบ ในขั้นตอน extension ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที
ต่อ 1 รอบ ในขั้นตอน denature, annealing และ extension 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที จะ
ดำเนินปฏิกิริยาไปทั้งหมด 30 รอบปฏิกิริยา และเข้าสู่ final extension ท่ี 68 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นเป็นอันเสร็จสิ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส  ทำ
การตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (860 คู่เบส) ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้ 1% 
agarose gel 
 

6.2 Δ5 desaturase  
เพิ่มจำนวนในส่วนของยีน fadD  ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้

ลำดับไพรเมอร์ส ่วนหน้า (forward primer) คือ D5-F: 5’-GCAGGAGGTCGCCAAGCACAAC-3’ 
และ ไพรเมอร์ส่วนหลัง (reverse primer) คือ D5-R: 5’-GACGTTCGTGTAGATGTGGTGG-3’ (Hu 
และคณะ, 2011) เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรสโดยใช้  i-Taq™ DNA Polymerase 
(INtRON, Jakarta)  ขั ้นตอนของ initial denature ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 2 นาที 1 รอบ
ปฏิกิริยา denature ใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 20 วินาทีต่อ 1 รอบ annealing ใช้อุณหภูมิ 61 
องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 รอบ ในขั้นตอน extension ใช้อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 20 วินาที
ต่อ 1 รอบ โดยในขั้นตอน denature, annealing และ extension 68 องศาเซลเซียส 30 วินาที จะ
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ดำเนินปฏิกิริยาไปทั้งหมด 30 รอบปฏิกิริยา และเข้าสู่ final extension ท่ี 68 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นเป็นอันเสร็จสิ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส  ทำ
การตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (620 คู่เบส) ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้ 1% 
agarose gel 

 
6.3 pfaA  

ทำการเพิ่มจำนวนเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในลำดับเบสของยีน pfaA ด้วยวิธี polymerase 
chain reaction (PCR) โดยใช้ลำดับไพรเมอร์ คือ F: 5’- TGGGAAGARAAYTCWTTCCC-3’และ R: 
5’- GTRCCNGTRCCRTGNGCTTC -3’ (Alagarsamy และคณะ., 2019) ด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส
โดยใช้  WizPure™ Taq DNA Polymerase (WIZBIO, Korea)  ขั้นตอนของ initial denature ใช้
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 5 นาที 1 รอบปฏิกิริยา denature ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 20 
วินาทีต่อ 1 รอบ annealing ใช้อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 รอบ และ extension ใช้
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 15 วินาทีต่อ 1 รอบ ซึ ่งกระบวนการ denature, annealing และ 
extension จะดำเนินปฏิกิริยาไปทั้งหมด 30 รอบปฏิกิริยา และเข้าสู่ final extension 72 องศา
เซลเซียส 5 นาที จากนั้นเป็นอันเสร็จสิ้นปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส  
ทำการตรวจสอบขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (520 คู่เบส) ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้ 1% 
agarose gel  

 
6.4 fadD  

จากการตรวจสอบสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ 16s rDNA ทำให้สามาร
ออกแบบไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนที่เกี ่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ long-chain fatty 
acyl-CoA ligase (EC 6.2.1.3) จ า ก ก า ร อ าศ ั ย ฐ า น ข ้ อ ม ู ล ใ น  The National Center for 
Biotechnology (NCBI) สหรัฐอเมร ิกาได้ เพ ื ่อการเพิ ่มจำนวนในส่วนของยีน fadD  ด้วยว ิธี  
polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ลำดับไพรเมอร์ส่วนหน้า (forward primer) คือ F: 5’-
AATCCATCCTGACAGACT-3’ แ ล ะ  ไ พ ร เ ม อ ร ์ ส ่ ว น ห ล ั ง  ( reverse primer) ค ื อ  R: 5’-
TTCCTGGATAACTTCATGTT-3’ เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรสโดยใช้  WizPure™ 
Taq DNA Polymerase (WIZBIO, Korea)  ขั ้นตอนของ initial denature ใช้อุณหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส 5 นาที 1 รอบปฏิกิริยา denature ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 20 วินาทีต่อ 1 รอบ 
annealing ใช้อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส 30 วินาทีต่อ 1 รอบ และ extension ใช้อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส 45 วินาทีต่อ 1 รอบ ซึ่งกระบวนการ denature, annealing และ extension จะ
ดำเนินปฏิกิริยาไปทั้งหมด 30 รอบปฏิกิริยา จากนั้นจะเข้าสู่ final extension 72 องศาเซลเซียส 5 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

28 

นาทีและเป็นอันเสร็จส้ินปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส  ทำการตรวจสอบ
ขนาดของผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (1350 คู่เบส) ด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยใช้ 1% agarose gel 

 
7. การวิเคราะห์ whole genome 

ทำการคัดเลือกไอโซเลตที่มีผลการทดสอบเป็นบวกในทั้งการทดสอบทางไบโอเคม และยีนท่ี
เกี่ยวข้อง มาทำการวิเคราะห์ whole genome sequencing  เพิ่มเติมท่ีศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์
และชีวสารสนเทศ (คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย, กรุงเทพฯ, ประเทศไทย) เตรียม 
Genomic DNA (gDNA) โดยทำการสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์หลังเพาะเล้ียงในอาหาร LB ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส 170 rpm เป็นเวลา 24 ชั่วโมง โดยใช้ bacterial DNA kit (OMEGA Bio-Tek, USA) 
ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอหลังสกัดด้วยการวัดค่าดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260 
นาโนเมตรและค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Epoch 
micro plate spectrophotometer (BioTek, USA) ค่าที่ได้จะต้องมีค่า A260/A280 อยู่ระหว่าง 
0.8-1.0 และมีค่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่าง 20-200 ng/µl ในขั้นตอนการวิเคราะห์ 
gDNA 100 กรัม จะถูกนำมาทำ library preparation ด้วย QIASEQ FX kit (Qiagen, USA) และ
gDNA จะถูกแยกส่วนเพื่อให้เป็นชิ้นส่วนของดีเอ็นเอเล็ก ๆ (fragmented DNA) โดยใช้ปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ และทำความสะอาดด้วย magnetic beads จากนั้นจะเกิดการเชื่อม adapter index และ 
fragmented DNA ซ ึ ่ ง ส า ม า ร ถ ต รว จ ว ั ด ด ้ ว ย  Agilent 2100 Bioanalyzer แ ละ  Denovix 
fluorometer โดยประบวนการท้ังหมดวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Illumina HiSeq sequencer 

การวิเคราะห์ผลและข้อมูลจากการทำ whole genome sequencing จะนำข้อมูลดิบที่ไดม้า
ตรวจสอบคุณภาพด้วย  FASTQC software สำหรับ adaptors และข้อมูลท่ีไม่ได้คุณภาพจะถูกกำจัด
โดยใช้  Fastp ในส่วนของข้อมูลที่ได้คุณภาพและผ่านการตรวจสอบคัดกรองแล้วนำทำ genome 
assembly ด้วยโปรแกรม Unicycler สำหรับค่า ANI ถูกคำนวณและเปรียบเทียบโดยใช้โปรแกรม 
JSpeciesWS  

 

8. ทดสอบหาภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการผลิตดีเอชเอจากแบคทีเรียท่ีสามารถคัดแยกได้ 
8.1 ทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตดีเอชเอ 

นำแบคทีเรียท่ีต้องการทดสอบมาเพาะเล้ียงในอาหาร LB broth ท่ีเพิ่มความเข้มข้นของ
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เป็น 1.5% ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสโดยไม่มีการเสริมคาร์บอน โดยให้
การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสเป็นภาวะควบคุมสำหรับการทดสอบอุณหภูมิท่ีเหมาะสม
สำหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย ทำการทดสอบโดยเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิจากชุดควบคุมที่ 30 องศา
เซลเซียส เป็นท่ี 15, 20, 25 และ35 องศาเซลเซียส เพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ช่ัวโมงด้วยการเขย่า 170 
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rpm จากนั ้นนำเซลล์ไปทำการเก ็บเก ี ่ยวและว ัดปร ิมาณดีเอชเอด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี  
(Kautharapu และคณะ, 2013) 

 

8.2 ทดสอบผลของระดับคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) สำหรับการเล้ียงแบคทีเรีย 
ทำการทดสอบการปรับสารอาหารที่เป็นแหล่งไนโตรเจนจากเดิมชุดควบคุมเป็น LB ท่ี

เพิ่มความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) เป็น 1.5% โดยเพิ่มสัดส่วนกลูโคสเข้าเป็นเป็นแหล่ง
คาร์บอนเสริม และเนื่องจากองค์ประกอบของอาหารใน 1 กรัมของทริปโตน (Tryptone) และ ยีสต์
สกัด (Yeast extract) ซึ ่งมีส่วนประกอบที ่เป็นแหล่งไนโตรเจนอยู ่ 0.12 กรัม และ 0.105 กรัม 
ตามลำดับ ดังนั้นสำหรับ C:N ที่จะใช้ในการทดสอบทั้งหมด 6 ความเข้มข้นได้แก่ 1:1, 8:1, 25:1, 
50:1, 75:1 และ 100:1 จะทำการการเติมแหล่งคาร์บอนคือ กลูโคส เข้าไป 0.1125 กรัม, 0.9 กรัม, 
2.8125 กรัม, 5.625 กรัม, 8.4375 กรัม และ 11.25 กรัม ตามลำดับ นำไปเลี้ยงท่ีอุณหภูมิที่ทำการ
คัดเลือกมาจากขั้นตอนก่อนหน้านี้ ด้วยการเขย่า 170 rpm เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง จากนั้นนำเซลล์ไปทำ
การเก็บเกี่ยว และวัดองค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิดด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี 

 

8.3  ทดสอบผลของการเปล่ียนค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) สำหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย 
นำแบคทีเรียที่ต้องการทดสอบมาเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยทำการเปลี่ยนภาวะ

ของการทดสอบจากชุดควบคุมท่ีใช้ค่าอุณหภูมิที่ดีที่สุด รวมถึงสัดส่วน C:N ratio ที่ดีที่สุดที่ทำการ
ทดสอบแล้วในส่วนของ 8.1 และ 8.2 มาทำการทดสอบการเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปรับค่าความเป็น
กรด-ด่าง (pH) ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium hydroxide, NaOH) และกรดไฮโดรคลอริก 
(hydrochloric acid, HCl) เพื่อหาภาวะเหมาะสมสำหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโดยทดสอบที่ pH 
5, 6, 7 และ 8 ทำการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 36 ชั่วโมง ด้วยการเขย่า 170 rpm จากนั้นนำเซลล์ไปทำ
การเก็บเกี่ยวและวัดปริมาณดีเอชเอด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี 

 
9. วิเคราะห์ผลทางสถิติ  

ทำการวิเคราะห์ข้อมูลของปริมาณการผลิตกรดไขมันทั้งหมดที่ได้จากการทดสอบโดย
รายงานผลเป็นค่า mean±SD และวิเคราะห์ค่านัยสำคัญทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS 

 
10. ทำการวิเคราะห์ข้อมูล สรุปผล เขียนบทความเผยแพร่ และเขียนวิทยานิพนธ์ 
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บทท่ี 4 

ผลการดำเนินงาน 
 

4.1 การคัดแยกแบคทีเรียจากตัวอย่างเคย และกะปิ 

ในงานวิจัยก่อนหน้านี้ (Wisetchonlathan และคณะ, 2022) ได้ทำการรวบรวมตัวอย่างเคย 

และกะปิพื้นเมืองทั้งหมดอย่างละ 7 ตัวอย่าง ได้แก่ ตัวอย่างจากจังหวัดสมุทรสงครามอย่างละ 2 

ตัวอย่าง จังหวัดสมุทรสาครอย่างละ 1 ตัวอย่าง จังหวัดชลบุรีอย่างละ 3 ตัวอย่าง จังหวัดระยองอย่าง

ละ 1 ตัวอย่าง และตัวอย่างจากจังหวัดสงขลาอย่างละ 1 ตัวอย่าง นำตัวอย่างกะปิมาทำการวิเคราะห์ 

ปริมาณไขมันกลุ่มต่าง ๆ ในตัวอย่างท้ังหมด โดยปริมารไขมันในแต่ละตัวอย่างทำการวิเคราะห์ด้วยวิธี 

in-house method (AOAC (2016) 2003.05) และปริมาณของกรดไขมันไม่อิ่มตัวแต่ละชนิด เช่น โอ

เมก ้า-3, 6 และ  9 ว ัดด ้วยว ิธ ี  in-house method (the Compendium of methods for food 

analysis, Thailand, 1st Edition. 2003) ซึ่งแสดงให้เห็นถึงสัดส่วนของดีเอชเอ และกรดไขมันอื่น ๆ 

ในกะปิแต่ละตัวอย่าง (ตารางท่ี 1) รวมถึงการวิเคราะห์สัดส่วนของแบคทีเรียต่อคุณค่าทางโภชนาการ

ในกะปิผ่านการศึกษาเมแทจีโนม โดยจากผลการวิเคราะห์เมแทจีโนมพบว่า แบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุด

คือกลุ ่มของแบคทีเร ียในสกุล Bacillus และ Lactobacillus ซึ ่งเป็นแบคทีเร ียที ่น ิยมนำมาใช้

ประโยชน์เป็นโปรไบโอติก (probiotics) ในอุตสาหกรรมอาหารไม่ว่าจะเป็นท้ังของมนุษย์และสัตว์ อีก

ทั้งแบคทีเรียในสกุล Bacillus มีความสามารถในการเปลี่ยนแปลงการสังเคราะห์กรดไขมันได้ตั้งแต่

กรดไขมันสายส้ันจนถึงกรดไขมันสายยาวตามภาวะแวดล้อม (Diomandé และคณะ, 2015) ผู้วิจัยจึง

จะทำการวิจัยเพื ่อต่อยอดผลการศึกษานี้  โดยนำตัวอย่างมาเพื ่อคัดแยกแบคทีเร ียที ่คาดว่ามี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมันท่ีสำคัญได้ โดยงานวิจัยนี้ได้เพิ่มจำนวนตัวอย่างจากจังหวัดระยอง

เพิ่มอีก 1 ตัวอย่าง 
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ตารางที่ 1 ผลวิเคราะห์กรดไขมันชนิดต่าง ๆ ในตัวอย่างกะปิ 

 
ตัวอย่างกะปิแต่ละชนิดมีปริมาณกรดไขมันที่สำคัญในกลุ่มโอเมก้า 3, 6 และ 9 ในทุก ๆ 

ตัวอย่าง จึงคาดว่าตัวอย่างจะมีศักยภาพในการนำมาคัดแยกแบคทีเรียท่ีอาจเกี่ยวข้องกับการผลิตกรด

ไขมันเหล่านี้ได้ โดยทำการคัดแยกแบคทีเรียจากกะปิ และกุ้งเคย ด้วยอาหาร marine broth-2216 

ซึ่งเป็น selective media ท่ีมีการใช้องค์ประกอบของแร่ธาตุต่าง ๆ เลียนแบบแร่ธาตุจากน้ำทะเล ซึ่ง

สามารถคัดแยกแบคทีเรียจากกะปิและเคย ที่มีสัณฐานวิทยาแตกต่างกันในแต่ละตัวอย่างได้รวม

ท้ังหมด 192 ไอโซเลต 
 

 
 

ภาพที่ 8 ตัวอย่างจุลินทรีย์ท่ีทำการคัดแยกออกมาได้จากตัวอย่างกะปิท้ัง 8 ชนิด 
 

Shrimp 
paste 

samples 

Fat 
content 
(g/100g) 

Saturated 
fatty acid 

(g/100g) 

Unsaturated 
fatty acid 
(g/100g) 

Omega 3 
(g/100g) 

Omega 6 
(g/100g) 

Omega 9 
(g/100g) 

ALA EPA DHA LA AA OA 
KK1 1.74 0.24 1.50 - 0.06 0.03 0.04 - 0.06 
KK2 1.35 0.44 0.91 - 0.10 0.10 0.06 - 0.10 
KK3 3.17 0.65 2.52 - 0.25 0.16 0.06 - 0.25 
SR1 1.76 0.46 1.30 - 0.12 0.13 0.04 - 0.12 
SR2 1.60 0.46 1.14 - 0.12 0.13 0.03 - 0.12 
SR3 1.40 0.30 1.10 - 0.08 0.05 0.03 - 0.08 
TP1 1.88 0.29 1.59 0.01 0.02 0.01 0.03 0.01 0.02 
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4.2 การคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่มผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวเชิงซ้อน (PUFAs) โดยใช้การ

ทดสอบทางชีวเคมี 

4.2.1 การทดสอบด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2 plate assay) 

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์เป็นสารกลุ่ม ROSs ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระที่สารมารถทำปฏิกิริยา

กับกรดไขมันไม่อิ่มตัวได้ ดังนั้นแบคทีเรียที่มีรายงานว่าผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว เช่น ดีเอชเอ อีพีเอ  

และเอแอลเอที่สะสมในเยื่อหุ้มเซลล์ของแบคทีเรีย สามารถออกฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่อปั จจัย

ภายนอกนี้ได้ทำให้แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้เมื่อเทียบกับแบคทีเรียท่ีไม่ผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 

ดังภาพที่ 9 (J) ไอโซเลต CH12 จะเห็นว่าไม่มีการเจริญเติบโตเลยเมื่อทำการทดสอบด้วยไฮโดรเจน

เปอร์ ออกไซด์ทั ้ง 4 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.01%, 0.05%, 0.1% และ 0.5 % จึงนำมาใช้เป็นชุด

ควบคุมลบ (negative control) สำหรับการทดสอบในลำดับถัดไป และผลการทดสอบการเจริญบน

อาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ที่มีไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ด้วยวิธีการ disc diffusion test ทั้ง 4 ความเข้มข้น 

พบว่ามีจำนวน 35 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญท่ีความเข้มข้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.1% ขึ้นไป และมี 

9 ไอโซเลตท่ีสามารถเจริญท่ีความเข้มข้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % แสดงผลการทดสอบดังภาพ

ท่ี 9 

 

 
ภาพที่ 9 ผลการทดสอบที่เป็นบวกสำหรับความเข้มข้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % โดย (A) 

CH13, (B) KK11, (C) KK13, (D)KK32, (E) KK34, (F) SR121, (G) SR14, (H) TP11 และ (I) CH12  
 

4.2.2 การทดสอบด้วย 0.1 % w/v 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) 

2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) สามารถใช้เป็นสารในการทดสอบเพื่อ

คัดกรองเบ้ืองต้นสำหรับแบคทีเรียท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันอีพีเอ ซึ่งอยู่ในกลุ่มของกรด

ไขมันโอเมก้า-3 เมื่อนำแบคทีเรียท่ีคัดแยกมาท้ังหมด 192 ไอโซเลต หลังจากทำการเพาะเล้ียงเป็นวลา 
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36 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบ 19 ไอโซเลตเมื่อทำการทดสอบด้วย 0.1 % w/v TTC 

ผลการทดสอบพบว่าจากตัวอย่างท้ังหมด มีผลการทดสอบเป็นบวก หรือมีการเปล่ียนสีจากไม่มีสีเป็นสี

แดง และทั้ง 9 ไอโซเลตที่มีผลการทดสอบเป็นบวกในไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % พบว่ามีการ

เปลี่ยนสีเมื่อทดสอบด้วย 0.1 % w/v TTC เช่นกัน (ภาพท่ี 10) ได้แก่ CH12, CH13, KK11, KK13, 

KK32, KK34, SR121, SR14, SR22, และ TP11 ซึ่งมีการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 485 นาโนเมตร

สำหรับการวัดการเปล่ียนโครงสร้างเป็น triphenyl red formazan (TF)   รายงานผลดังตารางท่ี 2 
 

 
ภาพที่ 10 ผลการทดสอบด้วย 0.1 % w/v TTC ในไอโซเลตท่ีมีผลการทดสอบเป็นบวกในไฮโดรเจน

เปอร์ออกไซด์ 0.5 % (A) CH13, (B) KK11, (C) KK13, (D)KK32, (E) KK34, (F) SR121, (G) SR14, 

(H) SR22, (I) TP11 และ (J) CH12 (negative control) 
 

ตารางที่ 2 ผลการทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % และ 0.1 % w/v TTC ในไอโซเลตท่ีทำการ

คัดเลือกมาก โดยมีการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ช่ัวโมง 

ไอโซเลต 
H2O2 (%) 

OD600 
0.1% TTC 

(OD485) 0.01 0.05 0.1 0.5 

CH12 (negative control) - - - - 1.392 0.015 

CH13 + + + + 0.826 0.475 

KK11 + + + + 1.478 0.146 

KK13 + + + + 0.997 0.297 

KK32 + + + + 1.116 0.329 

KK34 + + + + 1.035 0.303 

SR121 + + + + 1.656 0.481 

SR14 + + + + 0.874 0.412 

SR22 + + + + 1.246 0.257 

TP11 + + + + 1.469 0.518 
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4.2.3 การย้อมดูการสะสมน้ำมันด้วย Sudan Black B 

จากผลการทดสอบไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % และ 0.1 % w/v TTC มีเพียง 9 ไอ

โซเลต ท่ีมีผลการทดสอบเป็นบวกในท้ังสองการทดสอบ จึงนำท้ัง 9 ไอโซเลตมาย้อมดูการสะสมน้ำมัน

ด้วย Sudan Black B หลังเพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ช่ัวโมง และนำแบคทีเรียไอโซเลตท่ีมีผลการทดสอบ

เป็นลบ (negative control) คือ CH12 มาทำการทดสอบร่วมด้วยเพื่อเปรียบเทียบผล พบว่าท้ัง 9 ไอ

โซเลต ได้แก่ CH13, KK11, KK13, KK32, KK34, SR121, SR14, และ TP11 มีการย้อมติดสีน้ำเงิน 

ซึ่งแสดงให้เห็นว่ามีการสะสมหยดน้ำมัน และบริเวณที่ไม่มีน้ำมันจะติดสีแดงซึ่งเป็นโครงสร้างของ

เซลล์ ดังแสดงในภาพท่ี 11  และในไอโซเลต CH12 ท่ีไม่แสดงการย้อมติดสีน้ำเงินเลยจึงแสดงให้เห็น

ว่า วิธีการทั้งสอง ได้แก่การทดสอบด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 0.5 % และ 0.1 % w/v TTC 

สามารถนำมาใช้ในการทดสอบเบื้องต้นในการคัดเลือกตัวอย่างที่มีความสามารถในการผลิตน้ำมนัสูง

เพื่อนำมาทำการวิเคราะห์ต่อในลำดับถัดไป 
 

 
ภาพที่ 11 การสะสมไขมันในแบคทีเรียทั้ง 10 ไอโซเลตที่ทำการคัดเลือกมา ด้วย Sudan Black B 
ไ ด ้ แ ก ่  (A) CH13, (B) KK11, (C) KK13, (D)KK32, (E) KK34, (F) SR121, (G) SR22, (H)  SR14, 
(I)TP11 และ (J) CH12 (negative control) 

  
4.3 ระบุชนิดแบคทีเรียด้วย 16S rDNA และตรวจวิเคราะห์ยีนที่เก่ียวข้องกับการผลิตโอเมก้า-3 

ทำการตรวจสอบแบคทีเรียท้ัง 9 ไอโซเลตท่ีมีผลการทดสอบเป็นบวก และอีก 1 ไอโซเลตนำมา
เป็นชุดควบคุมเปรียบเทียบ พบว่าแบคทีเรียที่ทำการคัดแยกมาเป็นแบคทีเรียในสกุล Bacillus ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์เมแทจีโนมิกในการวิจัยก่อนหน้านี้ แสดงผลการวิเคราะห์10 ไอโซเลต 
พบว่ามีความแตกต่างท่ีวิเคราะห์ได้ท้ังหมด 6 สายพันธุ์ แสดงในตารางท่ี 3 คือ Bacillus tropicus ใน
ตัวอย่างไอโซเลต CH13 และ SR22 โดยมี % Identity เท่ากับ 99.49% และ 99.52% ตามลำดับ 
ลำดับถัดมาคือ B. amyloliquefaciens ในตัวอย่างไอโซเลต SR121 โดยมี % Identity เท่ากับ 
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97.37% สำหรับ B. cereus จาก SR14 โดยมี % Identity เท่ากับ 86.47% ถัดมาคือไอโซเลต KK11, 
KK14, KK32 และ KK34 ซึ่งเป็นไอโซเลตท่ีคัดแยกมาจากพื้นท่ีจังหวัดเดียวกัน และมีจุดเก็บใกล้เคียง
กันไม่เกิน 100 กิโลเมตร ผลการวิเคราะห์ พบว่ามีความใกล้เคียงกับสายพันธุ์ B. paramycoides 
โดยมี % Identity เท่ากับ 99.65%, 98.74%, 96.35%, และ 99.93% ตามลำดับ ซึ่งพบว่ามีความ
ใกล้เคียงกันสูง จึงทำการวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการด้วยการทำ phylogenetics tree 
วิเคราะห์ยีน 16S rDNA โดย UPGMA method สำหรับท้ัง 10 ไอโซเลต แสดงในภาพท่ี 12  

 
ตารางที่ 3 ผลการวิเคราะห์ชนิดแบคทีเรียด้วยยีน 16S rDNA จากแบคทีเรียท่ีทำการคัดแยกมา  

 

strain Species identification % Identity Accession no. 
CH13 B. tropicus 99.49% NR_157736.1 
KK11 B. paramycoides 99.65% NR_157734.1 

KK13 B. paramycoides 98.74% NR_157734.1 

KK32 B. paramycoides 96.35% NR_157734.1 

KK34 B. paramycoides 99.93% NR_157734.1 

SR121 B. amyloliquefaciens 97.37% NR_041455.1 

SR14 B. cereus 86.47% NR_115526.1 

SR22 B. tropicus 99.52% NR_157736.1 

TP11 B. proteolyticus 99.79% NR_157735.1 

CH12 (negative control) Sporosarcina koreensis 97.98% NR_043526.1 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157736.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2D7E2XXW013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157734.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3X05JTUT013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157734.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3X08N858013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157734.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2D7FH6NE013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157734.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2D7GYE93016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_041455.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2D7J01J7016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_115526.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=3X0CC83E013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_157735.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=3X0S94ZK016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_043526.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=2D7AP6EA013
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ภาพที่ 12 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการแสดงโดย phylogenetics tree วิเคราะห์ยีน 
16S rDNA โดย UPGMA method สำหรับท้ัง 10 ไอโซเลต 
 

จากการตรวจสอบสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ 16s rDNA ทำให้สามารออกแบบ
ไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ D6 desaturase จากการอาศัย
ฐานข้อมูลใน The National Center for Biotechnology (NCBI) สหรัฐอเมริกาได้ เพื ่อการเพิ่ม
จำนวนในส่วนของ D6 desaturase ด้วยวิธี polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้ลำดับไพร
เมอร์ส่วนหน้า (forward primer) คือ D6-F: 5’-GGTATGCAGCACGTGTATC-3’ และ ไพรเมอร์ส่วน
หลัง (reverse primer) คือ D6-R: 5’-GTTCCGGCCACATTTCTTT-3’  

ผลของการเพิ่มจำนวน D6 desaturase ด้วยไพรเมอร์ที่กล่าวมาข้างต้นนี้มีขนาด 860 คู่เบส 
ดังภาพท่ี 13 และพบว่าสายพันธุ ์ S. koreensis CH12 ที ่มีผลทดสอบเป็นลบในทุกขั ้นตอนการ
ทดสอบ (negative control) เพื่อการคัดกรองแบคทีเรียท่ีมีความสามารถท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตกรด
ไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวก่อนหน้านี้ ในขณะท่ีสายพันธุ์อื่น ๆ ท่ีมีผลการทดสอบเป็นบวก ให้ผลการเพิ่ม
จำนวน D6 desaturase มีขนาดที่ใกล้เคียงกับขนาดของดีเอ็นเอที่ได้จากกระบวนการพีซีอาร์ (PCR 
product) ท่ีออกแบบไว้ 
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ภาพที่ 13 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน D6 desaturase, (M) 1KB ladder, (A) Bacillus 
tropicus CH13, (B) B. paramycoides KK11, (C) B. paramycoides KK13, (D) B. 
paramycoides KK32, (E) B. paramycoides KK34, (F) B. amyloliquefaciens SR121, (G) B. 
cereus SR14, (H) B. tropicus SR22, (I) B. proteolyticus TP11 แ ละ  (J) S. koreensis CH12 
(negative control)  

 

สำหรับการเพิ่มจำนวนในลำดับเบสของยีน D5 desaturase ด้วยวิธี PCR ไม่สามารถออกแบบ
ไพรเมอร์จากฐานข้อมูลได้เนื่องจากมีข้อมูลไม่เพียงพอ จึงทำการประยุกต์ใช้ไพรเมอร์จากงานวิจัยของ 
Hu  และคณะ (2011) โดยใช้ลำดับไพรเมอร์ส่วนหน้าคือ และลำดับไพรเมอร์ส่วนหลัง คือ  D5-F: 5’-
GCAGGAGGTCGCCAAGCACAAC-3’ แ ล ะ  D5-R: 5’-GACGTTCGTGTAGATGTGGTGG-3’ 
ตามลำดับ โดยขนาดของ pcr product คือ 620 bp ผลจากการวิเคราะห์พบว่า มีเพียงสายพันธุ์ B. 
amyloliquefaciens SR121 ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอ และมีขนาดใกล้เคียงกับขนาดของช้ินดีเอ็นเอท่ีได้
จากกระบวนการพ ีซ ี อาร ์  (PCR product) เม ื ่ อทำการตรวจสอบด ้ วย  1%  agarose gel 
electrophoresis ดังแสดงในภาพท่ี 14 
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ภาพที่ 14 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน D5 desaturase, (M) 1KB ladder, (A) Bacillus 
tropicus CH13, (B) B. paramycoides KK11, (C) B. paramycoides KK13, (D) B. 
paramycoides KK32, (E) B. paramycoides KK34, (F) B. amyloliquefaciens SR121, (G) B. 
cereus SR14, (H) B. tropicus SR22, (I) B. proteolyticus TP11 แ ล ะ  (J) Sporosarcina 
koreensis CH12 (negative control)  

 

สำหรับการเพิ ่มจำนวนในส่วนของยีน pfaA ใช้ลำดับไพรเมอร ์ส ่วนหน ้า คือ  F: 5’- 
AATCCATCCTGACAGACT-3’และ ไพรเมอร์ส่วนหลัง คือ R: 5’- TTCCTGGATAACTTCATGTT -3’ 
ไม่สามารถนำมาใช้ในการเพิ่มจำนวนในทั้ง 10 ไอโซเลตที่คัดเลือกมาสำหรับงานวิจัยนี้ได้ ทั้งนี้ใน
งานวิจัยของ Alagarsamy และคณะ (2019) ได้ออกแบบไพรเมอร์คู ่ที ่กล่าวมา และสามารถเพิ่ม
ปริมาณดีเอ็นเอในลำดับของยีน pfaA ใน B. firmis ได้ เนื่องจากเป็นการคัดแยกแบคทีเรียมาจากอ่าว
เปอร์เซียในช่วงฤดูหนาว ซึ ่งจะมีปัจจัยที ่แตกต่างกันอย่างมากกับบริเวณอ่าวไทยที ่ผู ้ว ิจัยได้
ทำการศึกษา ท้ังความแตกต่างทางด้านอุณหภูมิ ความเค็มของน้ำทะเล ความดันและความลึกของอ่าว 
ปัจจัยเหล่านี้อาจส่งผลต่อยีนและการทำงานของยีน ท่ีถึงแม้จะเป็นแบคทีเรียสกุลเดียวกันแต่มีความ
แตกต่างของยีน pfaA จนไม่สามารถใช้ไพรเมอร์เดียวกันในการตรวจสอบได้ ผู้วิจัยจึงทำการวิเคราะห์
หายีนเพิ่มเติมสำหรับการตรวจสอบโดย Fatty acyl-CoA synthetase (fadD) ซึ่งถอดรหัสและแปล
รหัสได้เอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการเปล่ียนกรดไขมันสายยาวให้เข้าสู่กระบวนการ beta-oxidation ได้ 

ในส่วนของยีนออกแบบไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ 
Fatty acyl-CoA synthetase (fadD) จากการตรวจสอบสายพันธุ์ของแบคทีเรียด้วยการวิเคราะห์ 
16s rDNA ทำให้สามารออกแบบไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตเอนไซม์ 
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D6 desaturase จากการอาศัยฐานข้อมูลใน The National Center for Biotechnology (NCBI) 
สหรัฐอเมริกาได้ สามารถออกแบบไพรเมอร์สำหรับการตรวจสอบหายีนได้ดังนี้ ไพรเมอร์ส่วนหน้า คือ 
F: 5 ’ -  AATCCATCCTGACAGACT-3 ’ แ ล ะ  ไ พ ร เ ม อ ร ์ ส ่ ว น ห ล ั ง  ค ื อ  R: 5 ’ - 
TTCCTGGATAACTTCATGTT -3’ ผลการศึกษาพบ B. tropicus CH13, B. amyloliquefaciens 
SR121 และ B. cereus SR14 ท่ีแสดงแถบดีเอ็นเอด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (gel electrophoresis) 
ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกับท่ีทำการออกแบบไว้ คือ 1350 คู่เบส ดังแสดงในภาพท่ี 15 

 

 
 

ภาพที่ 15 ผลการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน fadD, (M) 1KB ladder, (A) Bacillus tropicus 
CH13, (B) B. paramycoides KK11, (C) B. paramycoides KK13, (D) B. paramycoides KK32, 
(E) B. paramycoides KK34, (F) B. amyloliquefaciens SR121, (G) B. cereus SR14, (H) B. 
tropicus SR22, (I) B. proteolyticus TP11 แ ละ  (J) Sporosarcina koreensis CH12 (negative 
control)  
 

4.4 ผลการวิเคราะห์กรดไขมันชนิดต่าง ๆ ด้วยแก๊สโครมาโทรกราฟี  

สายพันธุ์แบคทีเรียทั้งหมด 9 ชนิดได้แก่ B. tropicus CH13, B. paramycoides KK11, B. 
paramycoides KK13, B. paramycoides KK2, B. paramycoides KK4, B. amyloliquefaciens 
SR121, B. tropicus SR22, B. cereus SR14, และ B. proteolyticus TP11แสดงผลการทดสอบ
ด้วยวิธี H2O2 assay และ TTC assay มีผลการทดสอบทางชีวเคมีเป็นบวก จึงสันนิษฐานว่าแบคทีเรีย
อาจมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันสายยาวได้ ผู้วิจัยจึงได้นำมาทำการวิเคราะห์สัดส่วนของกรด
ไขมันที่แต่ละตัวผลิตได้ โดยทำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียทั้ง 9 สายพันธุ์เป็นเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้น
นำมาสกัดน้ำมันและวัดปริมารน้ำมันท่ีสกัดได้ และนำไปวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันด้วยแก๊ส
โครมาโทรกราฟี จากผลการสกัดน้ำมันพบว่า จากทั้งหมด 9 สายพันธุ์ที ่ทำการคัดเลือกมานั้น มี
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แบคทีเรียที่มีการผลิตไขมันสูงซึ ่งสามารถผลิตและสะสมไขมันในเซลล์ได้มากกว่าร้อยละ 20 ของ
น้ำหนักเซลล์แห้งอยู ่ 6 สายพันธุ ์ได้แก ่ B. paramycoides KK11 (44.85 ± 0.84% (w/w)), B. 
paramycoides KK13 (27.31 ± 1.53% (w/w)), B. paramycoides KK32 (55.47 ± 6.53% 
(w/w)), B. paramycoides KK34 (39.98 ± 5.08% (w/w)), B. proteolyticus TP11 (48.75 ± 
1.47% (w/w)) และสายพันธุ์ที่มีการผลิตสูงสุดคือ B. amyloliquefaciens SR121 ซึ่งสามารถผลิต
ได้ร้อยละ 75.06 ± 2.05 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง ดังแสดงในตารางท่ี 4 

 

ตารางที่ 4 ชีวมวลและปริมาณการผลิตไขมันในแบคทีเรียที่มีการทดสอบทางชีวเคมีและคาดว่าจะมี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมันประเภทไม่อิ่มตัวสูง 

Species identification Cell dry 

weight (CDW) 

(g/L) 

Lipid 

concentration 

(g/L) 

Lipid content of 

CDW  

(% (w/w)) 

B. tropicus CH13 1.87 ± 0.29 0.30 ± 0.02 16.09 ± 2.33 

B. paramycoides KK11 1.48 ± 0.25 0.66 ± 0.03 44.85 ± 0.84 

B. paramycoides KK13 0.82 ± 0.05 0.22 ± 0.02 27.31 ± 1.53 

B. paramycoides KK32 0.99 ± 0.29 0.49 ± 0.02 55.47 ± 6.53 

B. paramycoides KK34 1.17 ± 0.18 0.46 ± 0.02 39.98 ± 5.08 

B. amyloliquefaciens SR121 1.60 ± 0.08 1.20 ±0.07 75.06 ± 2.05 

B. tropicus SR22 6 ± 1.46 1.15 ± 0.19 19.01 ± 1.26 

B. cereus SR14 5.71 ± 3.34 0.07 ± 0.01 15.94 ± 1.55 

B. proteolyticus TP11 0.84 ± 0.36 0.41 ± 0.15 48.75 ± 1.47 

 
ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิด แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของกรด

ไขมันแต่ละชนิดที่แบคทีเรียแต่ละชนิดสามารถสังเคราะห์ได้ ทั้งนี้เมื่อวิเคราะห์ถึงสัดส่วนของกรด
ไขมันไม่อิ่มตัว (unsaturated fatty acids; UFA) ซึ่งประกอบไปด้วย C16:1n7 กรดปาล์มมิโตเลอิก 
(palmitoleic acid), C18:1n-9 กรดโอเลอิก (oleic acid), C18:2n-6 กรดไขมันลิโนเลอิก (linoleic 
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acid) และ C18:3n-3 กรดไขมันแอลฟ่าลิโนเลนิก (alpha-linolenic acid) พบว่า B. proteolyticus 
TP11 มีปริมาณกรดไขมันไม่อิ่มตัวรวมมากท่ีสุด 42.04% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด รองลงมาคือ   
36.64% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด นอกจากนี้ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียท่ีคัดเลือก
มามีการสังเคราะห์กรดไขมันในกลุ่มโอเมก้า-3 (C18:3n-3, กรดไขมันแอลฟ่าลิโนเลนิก), โอเมก้า-6 
(C18:2n-6, กรดไขมันลิโนเลอิก) และ โอเมก้า-9 (C18:1n-9, กรดโอเลอิก) ด้วยดังแสดงในกราฟท่ี 1 
 

 
กราฟที่ 1 องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิดในแบคทีเรียที่ทำการคัดเลือกมา ผ่านการวิเคราะห์
ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี 

 

 สืบเนื่องจากผลวิเคราะห์ทางชีวเคมีและผลวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางอณูพันธุศาสตร์ ทำให้
ทางผู้วิจัยสนใจศึกษาต่อในแบคทีเรียสายพันธุ์ B. amyloliquefaciens SR121 ท้ังนี้ยังเป็นสายพันธุ์
ท่ีสามารถผลิตไขมันได้มากท่ีสุดถึงร้อยละ 75.06 ± 2.05 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง และยังมีการผลิตกรด
ไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 และ 6 ทั้ง C18:3n-3 และ C18:2 n-6 ตามลำดับ ซึ่งสามารถใช้เป็นเป็นสารต้ัง
ต้นในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวชนิดอื่น เช่น  การเปลี่ยนเป็นกรดไขมันอีพีเอ และดี
เอชเอ โดยอาศัยการ Elongation และ เอนไซม์ Desaturase เพื่อให้มีการต่อสายที่ยาวขึ้น อีกทั้งใน
ส่วนของการวิเคราะห์ยีนที ่เกี ่ยวข้องกับการผลิต ใน  B. amyloliquefaciens SR121 ยังเป็นท่ี
น่าสนใจเนื่องจากมีการเพิ่มจำนวนในส่วนของทั้งสามยีนที่ตรวจสอบ ดังนั้นสำหรับงานวิจัยนี้จึงมี
เป้าหมายท่ีจะทดสอบสายพันธุ์ B. amyloliquefaciens SR121 ในภาวะต่าง ๆ ดังนี้ ผลของอุณหภูมิ
ต่อการสังเคราะห์กรดไขมัน ผลของสัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) ในอาหารสำหรับการ
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เพาะเลี้ยงต่อผลของการผลิตไขมันและองค์ประกอบของไขมัน สุดท้ายคือการทดสอบผลของความ
เป็นกรดและด่าง (pH) ต่อการสังเคราะห์กรดไขมันในลำดับถัดไป 

 

4.4 ผลวิเคราะห์ whole genome ในสายพันธุ์ B. amyloliquefaciens SR121 

ทำการตรวจสอบสายพันธุ์ B. amyloliquefaciens SR121 โดยการส่งวิเคราะห์ whole 

genome sequencing (WGS) ผลการวิเคราะห์พบ 77 contigs โดยมีความยาวรวม 5,188,100 คู่

เบส และมีค่าเฉล่ีย G+C content 35.23% (ตารางท่ี 5) 
 

ตารางที่ 5 ผลทางสถิติของ B. amyloliquefaciens SR121 จากการวิเคราะห์ transcriptome 

assembly 

Assembly details 
Contigs  77 
GC Content 35.23 
Plasmids 0 
Contig L50 8 
Genome Length  5,188,100 bp 
Contig N50  231,254 
Chromosomes  0 
CDS  5,414 
tRNA  72 
rRNA 5 
Hypothetical proteins  1,239 
Proteins with functional assignments  4,175 
Proteins with EC number assignments  1,072 
Proteins with GO assignments  903 
Proteins with Pathway assignments  791 
Hypothetical proteins  1,239 

 
 

เมื ่อทำการวิเคราะห์รูปแบบของแผนที่จีโนมใน  B. amyloliquefaciens SR121 ภาพที่ 16 
ประกอบด้วยการประกอบเรียงชิ้นลำดับเบสด้วย contigs, complete coding sequence (CDS) 
บนสาย forward strand, CDS บนสาย reverse strand, RNA genes, CDS ที่เป็น homology กับ
ยีนที่เกี่ยวกับการดื้อยาของเชื้อโรค (antimicrobial resistance), CDS ที่เป็น homology กับยีนท่ี
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เกี่ยวข้องกับการก่อโรค (virulence factors), GC content และ GC skew. โดยเรียงจากข้างนอกวง
เข้าสู่ข้างในวง 

 

 
ภาพที่ 16 แผนท่ีจีโนมของสายพันธุ์ B. amyloliquefaciens SR121 

 
ทำการตรวจสอบสายพันธุ ์ B. amyloliquefaciens SR121 โดยการส่งวิเคราะห์ whole 

genome พบว่ามียีนหลายยีนที่เกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ ่มตัว โดยเฉพาะยีนท่ี
เกี่ยวข้องกับวิถีเมแทบอลิซึมสำหรับการสังเคราะห์โพลีคีไทด์ (polyketide pathway; PKS) ซึ่งพบท้ัง 
4 ย ีน ท ี ่ เก ี ่ยวข ้องได ้แก ่ FabF (3-oxoacyl- [acyl-carrier-protein] synthase, EC 2.3.1.179), 
FabG (3-oxoacyl- [acyl-carrier protein] reductase, EC 1.1.1.100), FabZ (3-hydroxyacyl- 
[acyl-carrier-protein] dehydratase, EC 4.2.1.59) แ ละ  FabI (Enoyl-[acyl-carrier-protein] 
reductase [NADH], EC 1.3.1.9)  ซึ ่งเป็นเอนไซม์ท่ีเกี ่ยวข้องกับ 4 กระบวนการสำคัญในการ
สังเคราะห์กรดไขมัน ได้แก่ ketoacyl-ACP synthase (KS), ketoreduction (KR), dehydration 
(DH), และ enoylreduction (ER) ตามลำดับ ดังแสดงวิถีการสังเคราะห์และยีนที่เกี่ยวข้องในภาพท่ี 
17 
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ภาพที่ 17 การสังเคราะห์กรดไขมันสายยาวของ Bacillus subtilis subsp. subtilis 168 

 

นอกจากนี้ยังมีเอนไซม์อื่น ๆ ท่ีสำคัญด้วย ดังแสดงในตารางท่ี 6 เช่น Fatty acid desaturase 

(EC 1.14.19.) ซึ่งเป็นกลุ่มของเอนไซม์ท่ีสามารทำให้เกิดพันธะคู่ในสายไฮโดรคาร์บอนของกรดไขมัน

ได้ แต่ข้อมูลของเอนไซม์ระบุถึงแค่กลุ่มย่อยของเอนไซม์ลำดับที่ 3  (sub- sub-class) ทั้งนี ้ยังมี

รายงานถึงเอนไซม์สองตัวที ่พบและอยู ่ในกลุ ่ม sub- sub-class  นี ้ด้วย ได้แก่ Linoleoyl-CoA 

desaturase (EC 1.14.19.3) หรือ Delta6-desaturase ซึ่งสอดคล้องกับผลการคัดเลือกทางอณูพันธุ

ศาสตร ์ในการทดลองก่อนหน้าที ่สามารถเพิ ่มจำนวนในส่วนของยีน D6-desaturase  ใน B. 

amyloliquefaciens SR121 ได้และ carotene hydroxylase/sterol desaturase (EC 1.14.19.20) 

ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่สามารถสังเคราะห์พันธะคู่ที่ตำแหน่งระหว่างคาร์บอนตำแหน่งท่ี  5 และคาร์บอน

ตำแหน่งท่ี 6 บริเวณวงแหวนของ Delta7-sterols ได้เป็น Delta5,7-sterols 
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ตารางที่ 6 ข้อมูลเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตกรดไขมันใน B. amyloliquefaciens SR121 ท่ีได้
จากการวิเคราะห์ WGS 

 

EC CODE ENZYME NUMBER ENCODED 
IN GENOME 

2.3.1.39 Malonyl CoA-acyl carrier protein trans acylase  1 
2.3.1.179 3-oxoacyl- [acyl-carrier-protein] synthase, KASII  1 
2.3.1.180 3-oxoacyl- [acyl-carrier-protein] synthase, KASIII  2 
1.1.1.100 3-oxoacyl- [acyl-carrier protein] reductase 2 
4.2.1.59 3-hydroxyacyl- [acyl-carrier-protein] dehydratase 2 
1.3.1.9 Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase [NADH]  1 
6.2.1.3 Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 6 
1.14.19. Fatty acid desaturase 2 
1.14.19.3 Linoleoyl-CoA desaturase 1 
1.14.19.20 carotene hydroxylase/sterol desaturase 1 
1.2.1.3 Aldehyde dehydrogenase  2  

Acyl-coenzyme A synthetases/AMP-(fatty) acid ligases 1  
Short-chain fatty acids transporter  1  
Fatty acid metabolism regulator protein family 1 

2.1.1.79 Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid synthase  1 
 

4.6 ทดสอบหาภาวะที่เหมาะสมสำหรับการผลิตดีเอชเอจากแบคทีเรียที่สามารถคัดแยกได้ 

4.6.1 ทดสอบอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อปริมาณการผลิตกรดไขมันและองค์ประกอบของกรด

ไขมันใน B. amyloliquefaciens SR121                    

นำหัวเชื ้อ B. amyloliquefaciens SR121 ลงอาหารสำหรับการเพาะเลี ้ยงโดยใช้

อาหารเลี ้ยงเชื ้อ Luria-Bertani (LB) broth ที ่ใช้ปริมาณ NaCl เป็น 1.5% เพื ่อให้เหมาะสมกับ

แบคทีเรียที่สกัดมาจากภาวะที่มีความเค็มสูง โดยทำการปรับให้มีความเข้มข้นเริ่มต้นเท่ากันในทุก ๆ 

การทดลอง นำมาเพาะเลี้ยงท่ี 170 rpm อุณหภูมิแตกต่างกันดังนี้ 15, 20, 25, 30, และ 35 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 36 ชั่วโมง จากนั้นนำมาทำการวัดพารามิเตอร์ต่าง ๆ โดยที่อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้ดีและมีชีวมวลสูงที่สุด 1.71 ± 0.07 กรัมต่อลิตร แต่
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สำหรับปริมาณการผลิตและสะสมไขมันในเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสจะมีการผลิตสูงท่ีสุดโดย

ผลิตได้ร้อยละ 75.06 ± 2.05 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง (ตารางท่ี 7) 
 

ตารางที่ 7 ชีวมวลและปริมาณการผลิตไขมันใน B. amyloliquefaciens SR121 ที่อุณหภูมิสำหรับ

การเพาะเล้ียงต่าง ๆ 

 
Temperature (ºC) 

Cell dry weight 
(CDW)  
(g/L) 

Lipid  
concentration  

(g/L) 

Lipid content of 

CDW 

(% (w/w)) 
15 1.23 ± 0.06 0.73 ± 0.05 58.84 ± 2.55 
20 1.24 ± 0.13 0.69 ± 0.01 55.69 ± 6.42 
25 1.71 ± 0.07 0.53 ± 0.04 30.81 ± 1.72 
30 1.60 ± 0.08 1.20 ±0.07 75.06 ± 2.05 
35 1.52 ± 0.04 0.72 ± 0.02 47.12 ± 1.02 

 

ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิด แสดงให้เห็นถึงโปรไฟล์ของกรด

ไขมันท่ีมีความแตกต่างกันในแต่ละอุณหภูม ิจากกราฟท่ี 2 แสดงให้เห็นว่าเมื่อทำการลดอุณหภูมิลงจะ

มีการผลิตกรดไขมันสายยาวเช่นใน C20:1n-9 และ C20:0 ได้มากขึ้น ทั้งนี้เมื่อคำนวณผลรวมของ

กรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (PUFAs) ซึ่งประกอบไปด้วย C18:2n-6 กรดโอเลอิก และ C18:3n-3 กรด

โอเลอิก พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส มีปริมาณกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนรวม

มากที่สุด 19.73% ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมด หรือคิดเป็นกรดไขมันไม่อิ ่มตัว 0.09 กรัม จาก

ปริมาณกรดไขมันทั้งหมดที่ผลิตได้ 0.47 กรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม และยังมีปริมาณของกรด

ไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 มากท่ีสุด 15.28% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด หรือคิดเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัว 

0.07 กรัม จากปริมาณกรดไขมันท้ังหมดท่ีผลิตได้ 0.47 กรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม 
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กราฟที่ 2 องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิดใน B. amyloliquefaciens SR121 ที่อุณหภูมิตา่ง 
ๆ สำหรับการเพาะเล้ียงผ่านการวิเคราะห์ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี 

 

4.6.2 ทดสอบในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีการปรับอัตราส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน (C:N ratio) ต่อ

ปริมาณการผลิตกรดไขมันและองค์ประกอบของกรดไขมันใน B. amyloliquefaciens SR121 

เพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ด้วยอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ท่ีใช้ปริมาณ 
NaCl เป็น 1.5% ท่ี 170 rpm อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 36 ช่ัวโมง เนื่องจากองค์ประกอบ
ของอาหารใน 1 กรัมทริปโตน (Tryptone) และ ยีสต์สกัด (Yeast extract) มีส่วนประกอบที่เป็น
แหล่งไนโตรเจนอยู่ 0.12 กรัม และ 0.105 กรัมตามลำดับ ดังนั้นสำหรับขั้นตอนการศึกษานี้จะเสริม 
กลูโคสเพื่อให้เป็นแหล่งคาร์บอนเพิ่มเติมเข้าไปในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง โดยสัดส่วนของ C:N ท่ี
จะใช้ในการทดสอบมีทั้งหมด 6 ความเข้มข้นได้แก่ 1:1, 8:1, 25:1, 50:1, 75:1 และ 100:1 จากนั้น
นำมาทำการวัดพารามิเตอร์ต่าง ๆ ผลการศึกษาพบว่าท่ีสัดส่วนความเข้มข้น C:N ท่ีมากกว่า 25:1 B. 
amyloliquefaciens SR121 ไม่สามารถเจริญเติบโตได้ แต่ในอัตราส่วน 8:1 มีการเจริญเติบโตได้ดี
โดยสามารถวัดน้ำหนักเซลล์แห้งได้สูงที่สุดคือ 3.90 ± 0.68 กรัมต่อลิตรของอาหารเลี้ยงเชื ้อ ซึ่ง
เพิ่มขึ้นมากกว่าสองเท่าเมื่อเปรียบเทียบกับสูตรอาหาร LB ดั้งเดิมที่ไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอนเพิ่ม 
(ตารางท่ี 8) ท้ังนี้ท่ีสัดส่วน C:N สำหรับการผลิตและสะสมไขมันในเซลล์ท่ี 1:1 มีการผลิตสูงท่ีสุดโดย
ผลิตได้ร้อยละ 64.76 ± 1.70 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง ซึ่งเพิ่มขึ้นจากเดิมเม่ือเปรียบเทียบกับสูตรอาหาร 
LB ด้ังเดิมท่ีไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอน  
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ตารางที่ 8 ชีวมวลและปริมาณการผลิตไขมันใน B. amyloliquefaciens เพาะเล้ียงด้วยสัดส่วนของ
คาร์บอนต่อไนโตรเจน 

C:N ratio 

Cell dry 

weight (CDW) 

(g/L) 

Lipid  

concentration  

(g/L) 

Lipid content of 

CDW  

(% (w/w)) 

unsupplemented 1.53 ± 0.04 0.72 ± 0.05 47.12 ± 2.55 

1:1 1.56 ± 0.26 1.00 ± 0.05 64.76 ± 1.70 

8:1 3.90 ± 0.68 0.95 ± 0.11 24.58 ± 1.40 

25:1 2.31 ± 0.10 1.04 ± 0.04 45.18 ± 2.82 

 

ทั้งนี้เมื่อทำการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันประเภทต่าง ๆ แล้วพบว่า สูตร
อาหาร LB ท่ีไม่ได้เสริมแหล่งคาร์บอนเข้าไปมีการผลิตกรดไขมันในกลุ่มโอเมก้า-3 ท่ีต้องการมากกว่า 
โดยมี C18:3n-3 กรดไขมันอัลฟ่าลิโนเลอิกมากที่สุดถึง 15.28% ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมด หรือ
คิดเป็น 0.10 กรัม จากปริมาณกรดไขมันท้ังหมดท่ีผลิตได้ 0.65 กรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม และ
ปริมาณจะลดลงไปตามสัดส่วนคาร์บอนที่เสริมเพิ่มขึ้นดังกราฟท่ี 3 ทั้งนี้เมื่อคำนวณถึงสัดส่วนกรด
ไขมันไม่อิ่มตัวอันประกอบด้วย C16:1n-7 ปาล์มมิโตลิอิก (2.01% ของปริมาณกรดไขมันทั้งหมด), 
C18:2n-6 ลิโนเลอิก (4.45% ของปริมาณกรดไขมันทั ้งหมด ) และ C18:3n-3 อัลฟ่าลิโนเลอิก 
(15.28% ของปร ิ มาณกรดไขม ันท ั ้ ง หมด ) เปร ี ยบ เท ี ยบก ับ เม ื ่ อทำการ เพาะ เล ี ้ ย ง  B. 
amyloliquefaciens SR121 ในอาหารท่ีไม่มีการเสริมด้วยคาร์บอนถึงแม้จะมีการผลิตไขมันน้อยกว่า
แต่มีการผลิตกรดไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัว และกลุ่มโอเมก้า-3 มากกว่า 
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กราฟที่ 3 องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิดใน B. amyloliquefaciens SR121 ท่ีเพาะเล้ียง
ด้วยสัดส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจนต่าง ๆ ผ่านการวิเคราะห์ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี 
 

4.6.3 ทดสอบ pH ท่ีเหมาะสมสำหรับการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ต่อ

ปริมาณการผลิตกรดไขมันและองค์ประกอบของกรดไขมัน 

เพาะเลี้ยง B. amyloliquefaciens SR121 ด้วยอาหารเลี้ยง LB broth ที่ใช้ปริมาณ 

NaCl เป็น 1.5% นำมาเพาะเลี้ยงท่ี 170 rpm อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส ไม่มีการเสริมด้วยแหล่ง

คาร์บอนเพิ ่มเติม แต่มีการปรับค่าความเป็นกรด -ด่าง โดยใช้โซเดียม ไฮดรอกไซด์ (Sodium 

hydroxide, NaOH) และ กรดไฮโดรคลอริก (hydrochloric acid, HCl) ให้มีค่า pH เป็น 5, 6, 7 

และ 8 ในแต่ละการทดลองทำการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 36 ช่ัวโมง จากนั้นนำมาทำการวัดพารามิเตอร์

ต่าง ๆ แบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตที่ pH8 โดยมีชีวมวลสูงที่สุด 1.52 ± 0.03 กรัมต่อลิตร และ

ลดลงแปรผันตรงกับค่า pH ท่ีลดลงด้วย แต่สำหรับการผลิตและสะสมไขมันในเซลล์ท่ี pH5 มีการผลิต

สูงท่ีสุดโดยผลิตได้ร้อยละ 89.46 ± 3.79 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง (ตารางท่ี 9) และลดลงแปรผกผันกับ

ค่า pH โดยปริมาณไขมันที่ผลิตได้เมื ่อปรับค่าความเป็นกรด -ด่างเป็น pH5 คิดเป็น 0.77 กรัมต่อ

น้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม มากกว่า B. amyloliquefaciens SR121 ท่ีเพาะเล้ียงท่ี 35 องศาเซลเซียส

และไม่มีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างซึ่งผลิตไขมันได้คิดเป็น 0.34 กรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม 

ซึ่งมีปริมาณการผลิตเพิ่มขึ้นถึงสองเท่า 
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ตารางที่ 9 ชีวมวลและปริมาณการผลิตไขมันใน B. amyloliquefaciens SR121 ท่ีปรับค่าความเป็น

กรด-ด่างของอาหารสำหรับการเพาะเล้ียงต่าง ๆ 
 

pH Cell dry weight (CDW) 

 (g/L) 

Lipid concentration  

(g/L) 

Lipid content of CDW 

(% (w/w)) 

5 0.96 ± 0.04 0.86 ± 0.01 89.46 ± 3.79 

6 1.03 ± 0.09 0.82 ± 0.06 79.27 ± 1.55 

7 1.14 ± 0.04 0.58 ± 0.51 76.97 ± 5.22 

8 1.52 ± 0.03 0.86 ± 0.07 56.61 ± 0.19 
 

เมื่อทำการวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันชนิดต่าง ๆ ท่ี B. amyloliquefaciens SR121 

ผลิตได้เมื่อทำการเพาะเล้ียงโดยปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ผลการวิเคราะห์แสดงในกราฟท่ี 4 ไม่พบ

กรดไขมันประเภทโอเมก้า-3 หรือ C18:3n-3 กรดไขมันอัลฟ่าลิโนเลอิก ที่เคยตรวจสอบพบในการ

ทดสอบก่อนหน้านี้ ท้ังนี้พบว่าในการปรับค่าความเป็นกรดและด่างด้วย NaOH และ HCl นั้นทำให้พบ

ปริมาณกรดไขมันไม่อิ่มตัวลดลงเมื่อเทียบกับการทดสอบก่อนหน้าซึ่งไม่พบเลยในอาหารท่ีมี pH6 และ 

pH7 แต่พบเฉพาะในอาหารที่มี pH5 และ pH8 โดยพบมากที่สุดคืออาหารที่ปรับเป็น pH5 ซึ่งมี 

C16:1n-7 ปาล์มมิโตลิอิก อยู่ 18.96% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด หรือ 0.14 กรัม และ C18:2n-

6 ลิโนเลอิก 2.89% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด หรือ 0.02 กรัม 
 

 
กราฟที่ 4 องค์ประกอบของกรดไขมันแต่ละชนิดใน B. amyloliquefaciens SR121 ที่เพาะเลี้ยง
ด้วยอาหารท่ีมีการปรับความเป็นกรด-ด่าง ผ่านการวิเคราะห์ด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี 
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บทท่ี 5 

วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

จากผลการคัดเลือกแบคทีเรียกลุ่มท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวสายยาว
เชิงซ้อน โดยใช้การทดสอบท้ังทางชีวเคมี อย่างการใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และ 0.1% (w/v) TTC 
พบว่ากระบวนการทดสอบนี้สามารถใช้เพื่อการทดสอบอย่างง่ายในการตัดจำนวนตัวอย่างจาก 192 
ตัวอย่างให้เหลือเพียง 9 ตัวอย่างได้ ทั้งนี ้ตัวอย่างทั้งหมด 9 ตัวอย่างเมื ่อทำการย้อมด้วย Sudan 
Black B เพื่อตรวจสอบการสะสมไขมันในรูปแบบหยดนี้มันภายในเซลล์ยังพบว่า ทุกตัวอย่างให้ผล
การย้อมเป็นบวกเช่นเดียวกัน และสืบเนื่องจากผลการทดสอบทางชีวเคมี และ อณูพันธุศาสตร์ในท้ัง
สามยีนของสายพันธุ์ S. koreensis CH12 เป็นลบ ทางผู้วิจัยจึงเลือกที่จะนำมาทำการทดสอบรวม
ด้วยเพื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบการสะสมไขมันในรูปแบบหยดนี้มันภายในเซลล์ ท้ังนี้เมื่อทำการ
สกัดปริมาณน้ำมันหลังเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแต่ละชนิดเป็นเวลา 36 ชั่วโมงพบว่า มี 6 ตัวอย่างจาก 9 
ตัวอย่างที่ทำการคัดเลือกมาด้วยวิธีการเหล่านี้ สามารถผลิตไขมันได้มากกว่าร้อยละ 20 ของน้ำหนัก
เซลล์แห้ง กล่าวคือเป็น oleaginous bacteria ดังนั้นการทดสอบด้วยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และ 
0.1% (w/v) TTC มีประสิทธิภาพท่ีจะใช้ในการคัดเลือกตัวอย่างเบ้ืองตันสำหรับแบคทีเรียท่ีผลิตน้ำมัน
ได้ เพื่อประหยัดเวลา และขั้นตอน รวมถึงลดจำนวนตัวอย่างที่จะนำไปวิเคราะห์ด้วยวิธีการ Gas 
chromatography ในส่วนถัดไปได้ 

B. amyloliquefaciens SR121 เป็นตัวอย่างที่มีการผลิตน้ำมันได้มากที่สุดร้อยละ 75.06 ± 

2.05 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง และยังมีการผลิตกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 และโอเมก้า- 6 เช่น C18:2 n-6 

และ C18:3n-3 ตามลำดับ ซึ่งสามารถใช้เป็นเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัวสาย

ยาวชนิดอื่น เช่นการเปล่ียนเป็นกรดไขมันอีพีเอ และดีเอชเอ โดยอาศัยการ Elongation และ เอนไซม์ 

Desaturase เพื่อให้มีการต่อสายที่ยาวขึ้น (ธัญลักษณ์ และคณะ, 2563)  ทั้งนี้จากผลการตรวจสอบ

ไม่พบการผลิตดีเอชเอในตัวอย่างแบคทีเรียใดเลย ดังนั้นงานวิจัยจะเน้นไปในกลุ่มของกรดไขมันไม่

อิ ่มตัวสายยาวเชิงซ้อน โดยเฉพาะกลุ่มของโอเมก้า -3 เนื ่องจากการที่แบคทีเรียเหล่านี้สามารถ

สังเคราะห์กลุ่มของโอเมก้า-3 ได้แสดงว่ามีเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสร้างพันธะคู่ในตำแหน่ง ω-3 ด้ัง

นั้นจึงมีโอกาสที่จะพัฒนาสายพันธุ์ต่อไปได้อีกในอนาคต ทั้งนี้การที่พบว่าแบคทีเรียเหล่านี้สามารถ

ผลิตกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 และโอเมก้า- 6 ได้ในปริมาณท่ีสูงก็ถือว่ามีประโยชน์ เนื่องจากกรดไขมัน

เหล่านี้ยังเป็นกรดไขมันท่ีจำเป็นต่อร่างกาย และนิยมนำมาทำเป็นอาหารเสรมิ โดยเฉพาะน้ำมันปลาก็

มีส่วนผสมของ C18:2 n-6 และ C18:3n-3 รวมอยู่ด้วย 
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ในส่วนของการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและองค์ประกอบของกรดไขมันกลุ่มโอ

เมก้า-3 พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิที่ต่ำจะมีการผลิตไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวมากขึ้น รวมถึงจะมีการ

ผลิตกรดไขมันสายท่ียาวขึ้นด้วยเช่นกัน สังเกตได้จากกราฟท่ี 2 พบการผลิตกรดไขมัน C20:1n-9 และ 

C20:0 มากขึ้นตามอุณหภูมิที ่ลดลง แต่ทั ้งนี้ที ่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียสไม่พบกรดไขมันเหล่านี้

สืบเนื่องจาก เมื่อทำการลดอุณหภูมิก็จะสงผลต่ออัตราการเจริญเติบโตของแบคทีเรียชนิดนั้น ๆ ด้วย 

การเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ทำให ้B. amyloliquefaciens SR121 มีอัตราการเจริญ

ได้ช้ากว่าการเจริญท่ีอุณหภูมิอื่น การผลิตกรดไขมันเหล่านี้จึงอาจจะต้องใช้เวลาท่ีมากกว่าเช่นเดียวกัน 

ซึ่งก็เป็นไปตามทฤษฎีท่ีว่า อุณหภูมิท่ีต่ำจะมีการผลิตไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวและผลิตกรดไขมันสายท่ียาว

ได้มากกว่าอุณหภูมิท่ีสูง (Hu และคณะ, 2020)  

เป็นที่น่าสนใจเมื่อทำการเพาะเล้ียงท่ีท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส พบมีการผลิตกรดไขมันท้ัง

โอเมก้า-3, 6 และ 9 ได้แก่ C18:3n-3  Alpha linolenic acid (60.59 มิลลิกรัม/กรัม), C18:2n-6  

Linoleic acid (40.60 มิลลิกรัม/กรัม) และ C20:1n-9  Eicosenoic acid (21.00 มิลลิกรัม/กรัม)

ตามลำดับ ท้ังนี้เมื่อทำการเปรียบเทียบเฉพาะกรดไขมันกลุ่มไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนท่ีสนใจคือกลุ่มโอเมก้า-3 

สำหรับ B. amyloliquefaciens SR121 ทีคัดแยกมานี้พบว่า ที่ 35 องศาเซลเซียสซึ่งเป็นอุณหภูมิท่ี

ทางผู้วิจัยทำการคัดเลือก เนื่องจากมีการผลิตมากสุดถึง 19.73% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด หรือ

คิดเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัว 92.97 มิลลิกรัม (กราฟที่ 5) และมีการผลิตกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 มาก

ท่ีสุดโดยปริมาณ 72 มิลลิกรัม ต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม (ตารางท่ี 10)  

 

 
กราฟที่ 5 สัดส่วนของกรดไขมันแต่ระประเภทจากการวิเคราะห์แก๊สโครมาโทกราฟีในไขมันท่ีสกัดได้

จาก B. amyloliquefaciens SR121 ท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ 
 

สำหรับการเสริมด้วยกลูโคสในอาหารสำหรับการเพาะเลี้ยง ถึงแม้ว่ากลูโคสจะเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เหมาะสมสำหรับการเจริญเติบโต และผลิตกรดไขมันในแบคทีเรียหลายชนิด จากผลการ
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ทดลองพบว่า การเสริมด้วยกลูโคสส่งผลให้ชีวมวลกับปริมาณการผลิตไขมันเพิ่มขึ้น แต่จะให้ผลตรง
ข้ามในส่วนของการเพิ่มปริมาณของกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 หรือกรดไขมันไม่อิ ่มตัว โดยพบว่า
ปริมาณการผลิตลดลง และมีการสังเคราะห์กรดไขมันกลุ่มอิ่มตัวสายส้ันเพิ่มขึ้น ซึ่งการจำกัดปริมาณ
ไนโตรเจนในอาหารสำหรับการเพาะเลี้ยงเมื่อมีสัดส่วนของไนโตรเจนที่น้อยจะส่งผลให้เมื่อเซลล์ใช้
แหล่งไนโตรเจนจากภายนอกจนหมด เซลล์จะนำ adenosine monophosphate (AMP) มาใช้เพื่อ
ผลิต inosine monophosphate (IMP) และแอมโมเนียมไอออน (NH3

+) (Papanikolaou, 2011) 
ซึ่งจะถูกนำไปใช้เป็นแหล่งไนโตรเจนสำรองสำหรับสร้างเซลล์ และเมื่อ AMP ต่ำ จะเกิดการยับยั้งการ
ทำงานของเอนไซม์ isocitrate dehydrogenacose ทำให้ isocitrate เก ิดการสะสมในรูปของ 
citrate มากขึ้นทำเกิดให้กระบวนการสังเคราะห์ acetyl-CoA เพิ่มขึ้นด้วย (Lulu และคณะ, 2019)  
ซึ่ง acetyl-CoA เป็นสารต้ังต้นในกระบวนการผลิตกรดไขมัน ดังนั้นการจำกัดไนโตรเจนจึงส่งผลให้มี
การผลิตกรดไขมันเพิ่มขึ้นได้  

 
ภาพที่ 18 แบบจำลองวิถีการสังเคราะห์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสะสมไขมันภายใต้การเพาะเล้ียงแบบจำกัด

ไนโตรเจน (Lulu และคณะ, 2019)   
 

ท้ังนี้การปรับค่าความเป็นกรด-ด่างก็เช่นเดียวกัน เมื่อใช้อาหารสำหรับการเพาะเล้ียงท่ีมี pH5 
พบปริมาณการผลิตไขมันเพิ่มขึ ้นถึงร้อยละ 89.46 ± 3.79 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง คิดเป็น 770 
มิลลิกรัมกรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม แต่ปริมาณของกรดไขมันไม่อิ่มตัวทั้งเชิงเดี่ยวและเชิงซ้อน
กลับลดลง  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5
4

 
 

 
 ตา

รา
งท

ี่ 1
0 

ปร
ิมา

ณข
อง

กร
ดไ

ขมั
นแ

ต่ล
ะช

นิด
ใน

แต่
ละ

พา
รา

มิเ
ตอ

ร์ท่ี
ทำ

กา
รท

ดส
อบ

 (ม
ิลลิ

กร
ัม/

กร
ัม)

 

*เพ
าะ

เล
ี้ยง

ใน
อา

หา
ร L

B 
ที่เ

ติม
 1

.5%
 N

aC
l ท

ี ่3
5º

C 
17

0 
rp

m
 เป

็นเ
วล

า 3
6 

ชั่ว
โม

ง 

**
เพ

าะ
เล

ี้ยง
ใน

อา
หา

ร L
B 

ที่เ
ติม

 1
.5%

 N
aC

l ไ
ม่ม

ีกา
รเส

ริม
ด้ว

ยก
ลูโ

คส
เพ่ิ

มเ
ติม

 ท
ี ่3

5º
C 

17
0 

rp
m

 เป
็นเ

วล
า 3

6 
ชั่ว

โม
ง 

  
 

SF
As

 
MU

FA
s 

PU
FA

s 

 
 

C1
2:0

 
C1

4:0
 

C1
6:0

 
C1

8:0
 

C2
0:0

 
C1

6:1
n-

7 
C2

0:1
n-

9 
C1

8:2
n-

6 
C1

8:3
n-

3 

Ad
jus

t t
em

pe
ra

tu
re

  
15

ºC
 

7.2
4 

6.0
6 

32
.72

 
43

3.2
4 

- 
52

.13
 

- 
57

.66
 

- 

20
ºC

 
- 

- 
56

.92
 

29
2.8

2 
44

.22
 

40
.71

 
21

.00
 

40
.60

 
60

.59
 

25
ºC

 
14

.76
 

- 
15

9.2
6 

31
.49

 
11

.12
 

71
.88

 
7.3

0 
12

.32
 

- 

30
ºC

 
- 

- 
36

1.1
9 

28
4.9

3 
- 

47
.14

 
- 

25
.45

 
31

.98
 

35
ºC

 
10

.65
 

48
.06

 
28

7.4
8 

22
.62

 
- 

9.4
7 

- 
20

.97
 

72
.00

 
Gl

uc
os

e 
su

pp
le

m
en

te
d.

 
(C

:N
 ra

tio
)  

* 

1:1
 

66
.45

 
28

.24
 

36
8.6

3 
14

8.5
0 

- 
30

.70
 

- 
1.3

6 
3.7

6 

8:1
 

8.4
6 

14
.73

 
14

8.8
5 

27
.80

 
- 

41
.47

 
- 

3.8
8 

0.6
4 

25
:1 

21
.46

 
5.7

8 
26

0.6
2 

12
6.8

8 
- 

26
.66

 
- 

8.7
7 

1.6
7 

Ad
jus

t p
H 

wi
th

 N
aO

H 
an

d 
HC

l 
**

 

pH
5 

75
.21

 
49

.96
 

44
5.7

1 
12

8.3
2 

- 
16

9.5
7 

- 
25

.85
 

- 

pH
6 

11
7.8

3 
26

.79
 

44
4.9

2 
20

3.1
7 

- 
- 

- 
- 

- 

pH
7 

63
.44

 
28

1.9
4 

30
5.9

9 
11

8.2
8 

- 
- 

- 
- 

- 

pH
8 

60
.26

 
34

.95
 

30
9.4

0 
14

8.7
3 

- 
- 

- 
12

.79
 

- 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

55 
 

 
 

บทท่ี 6 

สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 
 

สามารถคัดแยกแบคทีเรียได้หลายชนิดที่มีความสัมพันธ์กับการผลิตกรดไขมันที่จำเป็นหรอืมี
มูลค่าในทางอุตสาหกรรมจากกะปิหมักชุมชนท่ีซึ่งนิยมสำหรับประเทศไทย และเป็นผลิตภัณฑ์พื้นบ้าน
ของไทย สำหรับอุตสาหกรรมชุมชนแสดงให้เห็นว่าสามารถนำมาใช้เป็นเครื่องปรุงและพัฒนาคุณค่า
ทางโภชนาการได้อีกในอนาคต และสามารถคัดแยกแบคทีเรีย B. amyloliquefaciens SR121 ซึ่ง
สามารถปรับให้มีการการผลิตไขมันเพิ่มข้ึนได้ถึงร้อยละ 89.46 ± 3.79 ของน้ำหนักเซลล์แห้ง คิดเป็น 
770 มิลลิกรัมกรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม โดยทำการเพาะเลี้ยงใช้เวลาเพียง 36 ชั่วโมงที่ 35 
องศาเซลเซียสในอาหาร LB ที่เติม 1.5% NaCl และมีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่างเป็น pH5 ไม่มี
การเสริมด้วยกลูโคสเพิ่มเติม ท่ี 35ºC 170 rpm แต่หากจะเน้นไปท่ีการผลิตกรดไขมันกลุ่มโอเมก้า-3 
พบว่า การเพาะเลี้ยงที่ 35 องศาเซลเซียสในอาหาร LB ที่เติม 1.5% NaCl ไม่มีการเสริมด้วยกลูโคส
เพิ่มเติมและไม่มีการปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เล้ียงท่ี 35ºC 170 rpm พบว่าจะมีการผลิตกรดไขมัน
กลุ่มโอเมก้า-3 สูงที่สุดที่ 72 มิลลิกรัมกรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม ซึ่งการที่ไม่ต้องเสริมอาหาร
เพาะเลี้ยงด้วยกลูโคสเพิ่มเติมก็จะเป็นประโยชน์มากขึ้นในทางอุตสาหกรรม ทั้งนี ้แบคทีเรียสกุล 
Bacillus ยังเป็นที่นิยมในการนำมาทำเป็นโปรไบโอติกส์ (Probiotics) อย่างแพร่หลาย นิยมใช้เพื่อ
เป็นอาหารเสริมสำหรับสัตว์เพื ่อปรับปรุงการเจริญหรือทำให้สัตว์มีภูมิต้านทางที่ดีขึ ้น รวมถึงมี
คุณลักษณะที่ดีขึ้นอีกด้วย เช่น ในงานวิจัยของ Bao และคณะ (2016) ใช้ในอาหารเพื่อปรับปรุงการ
เจริญเติบโตของไก่เนื้อโดยเพิ่มปริมาณการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในเนื้อไก่ได้อย่างมีนัยสำคัญส่งผลให้
เนื้อไก่มีคุณภาพท่ีดีขึ้น 

ท้ังนี้แบคทีเรียท่ีทำการคัดแยกมาเป็นแบคทีเรียท่ีมีความทนเค็มสูง (Halophillic bacteria) ซึ่ง
ได้ใช้อาหารเพาะเลี้ยง Marine broth ที่มีองค์ประกอบของแร่ธาตุหลักเหมือนแร่ธาตุจากทะเล ทาง
ผู้วิจัยได้ทำการทดลองเพิ่มเติม พบว่า B. amyloliquefaciens SR121 สามารถเจริญเติบโตบน
อาหารเพาะเลี้ยง Marine broth ได้ และมีการผลิตชีวมวล 1.46 กรัมต่อลิตรของอาหารเพาะเลี้ยง 
และผลิตน้ำมันได้ถึง 623.4 มิลลิกรัมต่อน้ำหนักเซลล์แห้ง 1 กรัม ซึ่งเป็นท่ีน่าสนใจในอนาคตเพื่อลด
ต้นทุนการผลิตสำหรับการใช้น้ำทะเลเป็นตัวเลือกในการเพาะเล้ียงแทนอาหารเพาะเล้ียงอื่น ๆ  
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเช้ือ 
 

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ Luria-Bertani (LB) Broth (1 ลิตร) 

ทริปโตน (tryptone)    10 กรัม 

ยีสต์สกัด (yeast extract)   5  กรัม 

โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)  15 กรัม 

 

1.1 การปรับสัดส่วนของ C:N ratio (1 ลิตร) 
สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 1:1    เติมกลูโคส (glucose)         1.125  กรัม 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 8:1    เติมกลูโคส    9     กรัม 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 25:1    เติมกลูโคส          28.125  กรัม 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 50:1    เติมกลูโคส           56.25  กรัม 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 75:1    เติมกลูโคส          84.375  กรัม 

สัดส่วนคาร์บอนต่อไนโตรเจน 100:1      เติมกลูโคส          112.25  กรัม 

 

1.2 การปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) 

ปรับค่าความเป็นกรดโดยใช้  ไฮโดรคลอริก (HCl) 

ปรับค่าความเป็นด่างโดยใช้  โซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) 

 

2. อาหารเลี้ยงเชื้อ Marine Broth 2216 (Zobell Marine Broth) (1 ลิตร) 
Marine Broth 2216 40.25 กรัม 
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ภาคผนวก ข 

 การวิเคราะห์กรดไขมันด้วยวิธีแก๊สโครมาโทกราฟี

 
ภาพที่ ผ1 การทดสอบอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 15 องศา

เซลเซียส 
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ภาพที่ ผ2 การทดสอบอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 20 องศา

เซลเซียส 
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ภาพที่ ผ3 การทดสอบอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 25 องศา

เซลเซียส 
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ภาพที่ ผ4 การทดสอบอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 30 
องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ ผ5 การทดสอบอุณหภูมิในการเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 
องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ ผ6 การทดสอบสัดส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน 1:1 ในการเพาะเล้ียง   

 B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ ผ7 การทดสอบสัดส่วนของคาร์บอนต่อไนโตรเจน 25:1 ในการเพาะเล้ียง 

   B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส 
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ภาพที่ ผ8 การทดสอบค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH8 ในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง 
               B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส และไม่เสริมแหล่งคาร์บอน 
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ภาพที่ ผ9 การทดสอบค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH7 ในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง 
     B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส และไม่เสริมแหล่งคาร์บอน 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

72 

ภาพที่ ผ10 การทดสอบค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH6 ในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง 
               B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส และไม่เสริมแหล่งคาร์บอน 
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ภาพที่ ผ11 การทดสอบค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี pH5 ในอาหารสำหรับการเพาะเล้ียง 
              B. amyloliquefaciens SR121 ท่ี 35 องศาเซลเซียส และไม่เสริมแหล่งคาร์บอน 
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ประวัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล ณิชาภัทร วิเศษชลธาร 
วัน เดือน ปี เกิด 15 กันยายน 2539 
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วุฒิการศึกษา ปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ที่อยู่ปัจจุบัน 195/1-2 หมู ่11 ต.ขามใหญ่ อ.เมือง จ.อุบลราชธานี 
ผลงานตีพิมพ์ The 2nd International Conference in Integrative Medicine 2022 

on Integrative Medicine (20 – 21 July 2022): Wisetchonlathan, N., 
Pitaktrairat, M. and Glinwong, C. 2022. C21. Metadata and the 
Fatty Acids Content in Thai Shrimp Paste. Journal of Health 
Science and Alternative Medicine. (Jul. 2022), 179–183.   
 
Wisetchonlathan, N., Glinwong, C. 2022. Gene and Biosynthesis 
of Docosahexaenoic Acid in Moritella marina. Thai Science and 
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Wisetchonlathan, N, Pitaktrairat, M. and Glinwong, C. 2022. C21. 
Metadata and the Fatty Acids Content in Thai Shrimp Paste. 
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