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การคัดเลือกแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยวิธีอย่างง่าย 
 

ประดินันท์ เอ่ียมสะอาด1*  
 

บทคัดย่อ 
 ในปัจจุบันกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) จัดว่าเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่น่าสนใจในเป็นอย่างมาก เนื่องจากมีรายงานเกี่ยวกับบทบาทส าคัญต่อสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ระบบการท างานต่าง ๆ ในร่างกายมนุษย์ จึงเป็นที่นิยมในการพัฒนากรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวให้เป็นผลิต             
ทางยาและการแพทย์ การวิจัยในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อคัดเลือกชนิดของแบคทีเรียจากตัวอย่างธรรมชาติ           
ด้วยวิธีการที่ง่ายและรวดเร็ว โดยอาศัยคุณสมบัติในการต้านสารอนุมูลอิสระของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวที่ 
เช้ือแบคทีเรียสังเคราะห์ขึ้น โดยการทดสอบการเจริญของเช้ือแบคทีเรียบนอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารไฮโดรเจน
เปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 0.1% ผลการทดลองพบว่าสามารถคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่สังเคราะห์กรดไขมัน          
ไม่อิ่มตัวสายยาวได้จ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ SS_Sa2, SS_Sa1.1, KT_W1Y, BK_PD3 และ BK_SD4 และจาก
การจัดจ าแนกสายพันธุ์แบคทีเรียด้วยการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วน 16S rDNA ร่วมกับการศึกษา
ความสัมพันธ์ของล าดับวิวัฒนาการ พบว่าแบคทีเรียไอโซเลต SS_Sa2, SS_Sa1.1, KT_W1Y, BK_PD3 และ 
BK_SD4 มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรียสายพันธุ์ Pseudoxanthomanas sp., Bacillus subtilis, Burkholderia sp., 
Vibrio sp. และ Pseudomonas fluorescens ที่ความใกล้เคียงเท่ากับ 99, 98, 99, 97 และ 98 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดับ ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ท าให้ทราบถึงความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรียที่สามารถผลิตกรด
ไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวได้ ซึ่งจะน าไปสู่การพัฒนาเป็นแหล่งของผลิตภัณฑ์อาหารเสริมสุขภาพหรือยารักษาโรค
ต่อไปในอนาคต 
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SCREENING AND IDENTIFICATION OF POLYUNSATURATED FATTY  
ACID PRODUCING BACTERIA BY SIMPLIFIED METHOD  

 
Pradinunt  Eiamsa-ard1* 

 
Abstract 
 Nowadays, polyunsaturated fatty acid (PUFAs) has been intensively interested since 
they possess the vital roles in the human health, implicated in pharmaceutical and health 
products. The objectives of this study were isolation of the PUFAs producing bacteria through 
the simplified method within short period of time based on an application of antioxidative effect 
of PUFAs against to the oxidizing agent. Here, the screening of PUFAs producing bacteria was 
performed by direct visualization using the 0.1% H2O2 plate assay. Five bacterial isolates 
including SS_Sa2 , SS_Sa1 . 1 , KT_W1 Y, BK_PD3  and BK_SD4  were exhibited in the presence of 
H2O2 through the intracellular PUFA production. In addition, the bacterial identification was then 
confirmed by using 16S rDNA sequencing analysis followed by phylogenetic relationship 
evaluation. Five PUFAs producing bacteria were successfully classified as Pseudoxanthomanas 
sp., Bacillus subtilis, Burkholderia sp., Vibrio sp. and Pseudomonas fluorescens, respectively. 
Therefore, the results would be proposed the diverse bacterial strains toward PUFA production 
and considerably activation of PUFA production providing the further nutraceutical and 
pharmaceutical industrial.  
 
Keywords : PUFA producing bacteria, H2O2-plate assay, Simplified screening method, Bacterial   
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บทน า 
 กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว (polyunsaturated fatty acids, PUFAs) เป็นกรดไขมันชนิดที่มีความยาว
ของไฮโดรคาร์บอนตั้งแต่ 18 คาร์บอนอะตอม และภายในโครงสร้างประกอบด้วยพันธะคู่มากกว่า 2 ต าแหน่ง 
(Russell and Nichols, 1999) ซึ่งกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวนี้จัดเป็นสารประกอบที่มีความส าคัญต่อสุขภาพ
ของมนุษย์เป็นอย่างมาก เช่น อีพีเอ (eicosapentaenoic acid, EPA) และดีเอชเอ (docosahexaenoic acid, 
DHA) (ภาพที่ 1) เป็นส่วนประกอบหลักในฟอสโฟลิปิดที่อยู่ภายในโครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์ มีบทบาทส าคัญต่อ
กระบวนการเมทาบอลิซึมต่างๆ ภายในเซลล์และเนื้อเยื่อ เช่น การปรับอุณหภูมิในร่างกาย การป้องกันและ
บรรเทาโรคเรื้อรังต่างๆ (Dyall and Michael-Titus, 2008; สิรีวรรณ แก้วสุวรรณ, 2561)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 1 โครงสร้างทางเคมีของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวชนิด อีพีเอ (eicosapentaenoic acid, EPA) และ      

ดีเอชเอ (docosahexaenoic acid, DHA) (ปรับปรุงจาก Russell and Nichols, 1999) 
 
 

 นอกจากนี้ยังพบว่ากรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวที่มีจ านวนคาร์บอนตั้งแต่ 20 อะตอม ได้แก่ กรดได-      
โฮโม-แกมมา-ไลโนเลนิก (di-homo--linolenic acid, DHGLA) กรดอะแรคคิโดนิก (arachidonic acid, ARA) 
และอีพีเอ เป็นกรดไขมันที่เป็นสารตั้งต้นของสารชีวโมเลกุลชนิดอีโคซานอยด์ (eicosanoids) ซึ่งประกอบด้วย
สารกลุ่มโพรสตาแกลนดิน (PG) ทรอมบอกเซน (TX) และลิวโคไตรอีน (LT) มีบทบาทในการต้านการอักเสบ 
ระบบภูมิคุ้มกัน การท างานของหลอดเลือด และสารสื่อประสาทต่างๆ รวมทั้งมีความส าคัญต่อต่อพัฒนาการของ
ทารก และการป้องกันโรคอัลไซเมอร์ในผู้สูงอายุอีกด้วย (Horrobin and Manku, 1983; Pereira et al., 2003; 
Swanson et al., 2012; Zárate et al., 2017) จากท่ีได้กล่าวมาข้างต้นจะเห็นได้ว่ากรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว
เป็นกลุ่มสารชีวโมเลกุลที่มีความส าคัญในทางเภสัชกรรม ทั้งในการน ามาใช้เป็นยารักษาโรคและการพัฒนาให้
เป็นผลิตภัณฑ์ด้านอาหารเสริมสุขภาพ โดยทั่วไปกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวสามารถพบได้ในสิ่งมีชีวิตหลายชนิด 
ทั้งในกลุ่มพืชน้ ามัน เช่น ถั่วเหลืองและข้าวโพด พบกรดไขมันชนิดที่มีความยาว 18 คาร์บอนอะตอมเป็น
องค์ประกอบ ได้แก่ กรดไลโนเลอิก (linoleic acid, LA) และกรดแอลฟา-ไลโนเลนิก (α-linolenic acid, ALA) 
(Selvaraju et al., 2012; Peiretti et al., 2018) นอกจากนี้กลุ่มสิ่งมีชีวิตในทะเลไม่ว่าจะเป็นสาหร่ายหรือ      
ปลาทะเลจัดเป็นแหล่งส าคัญของกรดไขมันไม่อิ่มตัวที่มีความยาวของสายไฮโดรคาร์บอนมากกว่า 18 อะตอม 
โดยเฉพาะอีพีเอและดีเอชเอ (Albert et al., 2013)  
 การศึกษาในครั้งนี้เป็นการศึกษาการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวจากแบคทีเรียซึ่งสามารถพัฒนา
ให้เป็นทางเลือกหนึ่งส าหรับการผลิตน้ ามันท่ีมีส่วนประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวในระดับอุตสาหกรรม 
เนื่องจากแบคทีเรียมีอัตราการเจริญที่รวดเร็ว รวมทั้งอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้และวิธีการเพาะเลี้ยงสามารถ
ด าเนินการได้โดยง่าย (Elrazak et al., 2013) ทั้งนี้วิธีการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดไขมัน          
ไม่อิ่มตัวสายยาวจากตัวอย่างธรรมชาติสามารถด าเนินการได้ในหลายวิธี แต่อย่างไรก็ตามการคัดเลือกด้วยวิธี 
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H2O2 plate assay โดยอาศัยหลักการของการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidative effect) ของกรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวสายยาวที่มีต่อสารออกซิไดส์ (reactive oxygen species, ROS) เป็นเทคนิคที่น่าสนใจในการคัดเลือก
เช้ือแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวได้  (Tilay and Annapure, 2012; Yoshida et al., 
2016) ซึ่งช่วยให้ทราบผลการทดลองในระยะเวลาอันสั้นและวิธีการด าเนินงานวิจัยไม่ยุ่งยาก เป็นพื้นฐานส าคัญ
ในการวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันและศึกษาแนวทางการเพิ่มปริมาณการผลิตในระดับสูงต่อไป  
   
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 การด าเนินงานวิจัยในครั้งนี้ได้จัดท าขึ้นเพื่อคัดเลือกเช้ือแบคทีเรียจากตัวอย่างธรรมชาติที่มี
คุณสมบัติในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยเทคนิค H2O2 plate assay และจัดจ าแนกสายพันธุ์
แบคทีเรียที่คัดแยกได้ด้วยการศึกษาความสัมพันธ์ระดับวิวัฒนาการด้วยวิธีการทางพันธุศาสตร์โมเลกุล 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียจากตัวอย่างธรรมชาติ 
 เก็บตัวอย่างน้ า ตะกอนดิน เศษใบไม้ กิ่งไม้ จากแหล่งน้ าจืดในพื้นที่จังหวัดพระนครศรีอยุธยา

จ านวน 2 แหล่ง ได้แก่ คลองในสวนสมเด็จพระศรีนครินทร์และคลองท่อ และตัวอย่างจากน้ าทะเลในบ่อเลี้ยงกุ้ง 
บ่อเลี้ยงหอยแครง เขตพื้นท่ีบางขุนเทียน ส าหรับการคัดแยกเช้ือแบคทีเรียโดยใช้อาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient agar 
(NA) ส าหรับตัวอย่างจากแหล่งน้ าจืด และอาหารเลี้ยงเช้ือ Luria Bertani (LB) (0.5% Yeast extract, 1% 
Tryptone, 1% NaCl, 1.5% agar) ที่เพิ่มปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0.5% ส าหรับตัวอย่างจากน้ าทะเล (ปรับปรุง
จาก Tilay and Andapure, 2012) เมื่อเจือจางตัวอย่างแบบเป็นล าดับขั้นเพื่อให้ได้ปริมาณเช้ือที่เหมาะสมแล้ว 
จึงเพาะเลี้ยงเช้ือลงบนผิวหน้าอาหารแข็ง NA และ LB  ส าหรับตัวอย่างจากน้ าจืดและน้ าทะเล ตามล าดับ         
บ่มจานเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง จากนั้นจึงคัดเลือกไอโซเลตของ
แบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่น่าสนใจ เช่น โคลีนีที่มีสีส้ม สีเหลือง ผิวหน้ามันวาว เป็นต้น แล้วเพาะเลี้ยงจนได้
เชื้อบริสุทธ์ิก่อนน าไปทดสอบในขั้นต่อไป 

2. การศึกษาการผลิตกรดไขมันกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยเทคนิค H2O2 plate assay  
 เช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างทั้งหมดน ามาทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมัน      

ไม่อิ่มตัวสายยาว โดยศึกษาความสามารถในการต้านสารกลุ่มออกซิไดส์ซึ่งเป็นอนุมูลอิสระ (reactive oxygen 
species, ROS) ในงานวิจัยนี้ได้เลือกใช้สารไฮโดรเจนเปอรอ์อกไซด์เป็นตัวแทนของสารกลุม่ ROS โดย         การ
เพาะเลี้ยงเช้ือแบคทีเรียที่คัดแยกได้ในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) และ LB broth (ที่มีการเติม
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ 0.5%) ส าหรับเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างน้ าจืดและน้ าทะเล ตามล าดับ        
บ่มที่อุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 – 48 ช่ัวโมง หรือจนกระทั่ง
สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายเซลล์ได้เท่ากับ 1.0 ที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร แล้วจึงขีดเชื้อ
ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือที่เกลี่ยสารละลายโซเดียมเอไซด์ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 ไมโครลิตร           
ลงบนผิวหน้าอาหารเลี้ยงเช้ือที่เหมาะสม วางกระดาษกรองขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 6 มิลลิเมตร (paper disc) 
ที่ผ่านการฆ่าเช้ือแล้วตรงกลางรอยเขี่ยเช้ือ แล้วจึงหยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ระดับความเข้มข้น 
0.01, 0.1, 0.5 และ 1% ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงบนแผ่นกระดาษกรอง จากนั้นบ่มจานเพาะเช้ือที่อุณหภูมิ 
28 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 - 48 ช่ัวโมง สังเกตการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ซึ่งไอโซเลตที่สามารถเจริญได้
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บริเวณที่หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ แสดงถึงความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว 
(ปรับปรุงจาก Nishida et al., 2006; Tilay and Andapure, 2012) 

3. การจัดจ าแนกสายพันธ์ุแบคทีเรียด้วยการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ 16S rDNA  
 เพาะเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลว Nutrient broth (NB) และ LB broth (ที่มีการเติมสารละลาย

โซเดียมคลอไรด์ 0.5%) ส าหรับเชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างน้ าจืดและน้ าทะเล ตามล าดับ ที่อุณหภูมิ 28 
องศาเซลเซียส ความเร็วรอบ 180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 24 – 48 ช่ัวโมง แล้วจึงเก็บเซลล์แบคทีเรียเพื่อน ามาสกัด 
ดีเอ็นเอด้วยชุดสกัดทางการค้า (GF-1 extraction kit, Vivantis) จากนั้นเพิ่มปริมาณช้ินส่วนยีนบริเวณ 16S rDNA 
ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ที่ใช้ไพรเมอร์ 27F: 5' AGAGTTTGATCMTGGCT CAG 3' และ 
1389R: 5' ACGGGCGGTGTGTACAAG 3' (Lane, 1991) ร่ วมกั บการ ใ ช้ เอนไซม์  Taq DNA polymerase 
(Invitrogen, USA) แล้วจึงส่งตัวอย่างดีเอ็นเอวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Macrogen Inc. Korea) 

4. การศึกษาเปรียบเทียบสายพันธ์ุและความสัมพันธ์ของล าดับวิวัฒนาการ 
 ศึกษาเปรียบเทียบข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนบริเวณ 16S rDNA ของตัวอย่างแบคทีเรีย

จากฐานข้อมูล  GenBank ใน National Center for Biotechnology Information server (NCBI) โดยใ ช้
โปรแกรม BLASTn algorithm จากนั้นศึกษาความสัมพันธ์ของล าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่คัดแยกได้โดย
การสร้างแผนภูมิล าดับวิวัฒนาการ (phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม PHYLIP (version 3.695) และ
โปรแกรมการสร้างแผนภูมิล าดับวิวัฒนาการ TREEVIEW (version 0.5.0) 

 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

1. การคัดเลือกเชื้อแบคทีเรยีจากตัวอย่างธรรมชาต ิ
 เช้ือแบคทีเรียที่มีลักษณะโคโลนีที่น่าสนใจ เช่น มีสีส้ม สีเหลือง ผิวหน้ามีความมันวาว แยกได้

จากตัวอย่างน้ า ตะกอนดิน เศษใบไม้ กิ่งไม้ จากแหล่งน้ าจืดในจังหวัดพระนครศรีอยุธยา สามารถแยกเป็นเช้ือ
บริสุทธิ์ได้จ านวน 13 ไอโซเลต ในขณะที่เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างจากแหล่งน้ าทะเล เขตบางขุนเทียน 
สามารถคัดแยกได้จ านวน 14 ไอโซเลต และเมื่อแยกจนได้เช้ือแบคทีเรียที่บริสุทธิ์แล้วจึงน าเช้ือแบคทีเรียทุก       
ไอโซเลตที่แยกได้ไปทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวเป็นล าดับต่อไป 

2. การศึกษาการผลติกรดไขมันกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยเทคนิค H2O2 plate assay  
 การทดสอบความสามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียที่แยกได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี                  

สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2 plate assay) สามารถน ามาใช้ในการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่สามารถ
ผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตวัสายยาวได้และยังนับว่าเป็นเทคนิคที่ง่ายและรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการของความสามารถ
ในการคงตัวหรือต้านต่อสภาวะที่มีสารอนุมูลอิสระของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว (Yoshida et al., 2016)         
จากการทดสอบความสามารถในการเจริญของเช้ือแบคทีเรียทั้งหมด 27 ไอโซเลต ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มี
สารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ระดับความเข้มข้น 0.01, 0.1, 0.5 และ 1% พบว่าแบคทีเรียทุกไอโซเลต
สามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือท่ีมีสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่ความเข้มข้น 0.01% อาจเนื่องมาจาก
ความเข้มข้นของสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่น้อยเกินไป และเมื่อทดสอบท่ีระดับความเข้มข้น 0.1, 0.5 
และ 1% พบว่าเช้ือแบคทีเรียไม่สามารถเจริญได้ที่ระดับความเข้มข้น 0.5 และ 1% สังเกตจากการเกิดโซนยับยั้ง 
(inhibition zone) รอบกระดาษกรอง ในขณะที่การทดสอบที่ระดับความเข้มข้น 0.1% มีแบคทีเรียที่สามารถ
เจริญได้จ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต SS_Sa2, SS_Sa1.1, KT_W1Y, BK_PD3 และ BK_SD4 (ตารางที่ 1) 
ตัวอย่างการเจริญของเชื้อแบคทีเรียและการเกิดโซนยับยั้งแสดงในภาพที่ 2 
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ตารางที่ 1  เชื้อแบคทีเรียผลิตผลติกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวที่แยกได้จากแหล่งตัวอย่างธรรมชาต ิ
 

ล าดับที ่ ไอโซเลต บริเวณที่เก็บตัวอย่าง 
1 SS_Sa2 เศษใบไม้ สวนสมเด็จพระศรีนครนิทร์ จ.พระนครศรีอยุธยา 
2 SS_S1.1 ดิน สวนสมเด็จพระศรีนครินทร์ จ.พระนครศรีอยุธยา 
3 KT_W1Y น้ า คลองท่อ จ.พระนครศรีอยุธยา 
4 BK_PD3 น้ าในบ่อเลี้ยงหอยแครง เขตบางขุนเทียน 
5 BK_SD4 ตะกอนดินในบ่อเลีย้งกุ้ง เขตบางขุนเทียน 

 
เช้ือแบคทีเรียทั้ง 5 ไอโซเลตสามารถเจริญได้ในอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์          

ที่ความเข้มข้น 0.1% ซึ่งอาจเป็นผลมาจากความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวและสะสมที่ผนังเซลล์
ของแบคทีเรียซึ่งเมื่อสัมผัสกับสารอนุมูลอิสระภายนอกเซลล์ จึงส่งผลให้เซลล์แบคทีเรียมีความสามารถในการต้าน
อนุมูลอิสระและเจริญได้ในสภาวะดังกล่าว (Nishida et al., 2006) และยังพบว่าความเข้มข้นของสารไฮโดรเจน 
เปอร์ออกไซด์ที่ใช้ในการการทดลองสอดคล้องกับวิธีการทดลองแยกเช้ือแบคทเีรียจากทะเลที่สามารถผลิตกรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยเทคนิค H2O2 plate assay ของ Tilay และ Andapure (2012)    

 
 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
ภาพที่ 2  การเจริญของเชื้อแบคทีเรียไอโซเลต SS_Sa2 และลักษณะการยับยั้งการเจริญของแบคทีเรียไอโซเลต 

SS_W2 เมื่อทดสอบการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวด้วยเทคนิค H2O2 plate assay (ลูกศรแสดง 
การเกิดโซนยับยั้ง) 

 
 

 นอกจากน้ียังพบว่าในการทดลองครั้งนี้ได้มีการใช้สารละลายโซเดียมเอไซด์ในการยับยั้งกิจกรรมของ
เอนไซม์คะตะเลส (catalase enzyme) ซึ่งเป็นเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งที่สามารถพบได้ในเซลล์
แบคทีเรีย จึงเป็นการยืนยันได้ว่าการที่เช้ือแบคทีเรียสามารถเจริญได้ในสภาวะที่มีอนุมูลอิสระ เป็นผลมาจาก    
กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวทีเ่ชื้อแบคทีเรียผลิตได้ (Teixeira and Mota, 1992)  
 
 



18 | ปีที่ 13 ฉบับที ่2 (พฤษภาคม–สิงหาคม พ.ศ. 2561)                                                          ประดินันท์  เอี่ยมสะอาด 

3. การจัดจ าแนกสายพันธ์ุแบคทีเรียด้วยวิธีการทางพันธุศาสตร์โมเลกุล  
 การศึกษาข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของช้ินส่วนยีนบริเวณ 16s rDNA ของแบคทีเรียที่สามารถ

ผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวจ านวน 5 ไอโซเลต ได้แก่ ไอโซเลต SS_Sa2, SS_Sa1.1, KT_W1Y, BK_PD3 
และ BK_SD4 ผลการเปรียบเทียบสายพันธ์ุแบคทีเรียพบว่าทั้ง 5 ไอโซเลตมีความแตกต่างและสามารถจัดจ าแนก
ได้เป็น 5 สกุล เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ของล าดับวิวัฒนาการโดยการสร้างแผนภูมิล าดับวิวัฒนาการ 
(phylogenetic tree) (ภาพที่ 3) ที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่างสายพันธุ์แบคทีเรียกับไอโซเลตที่คัดแยกได้ และ
เปอร์เซ็นต์ความใกล้เคียงของแต่ละไอโซเลต จะเห็นได้ว่าแบคทีเรียที่แยกได้จากตัวอย่างธรรมชาติทั้งแหล่งน้ าจืด
และน้ าทะเลมีความหลากหลายในสายพันธ์ุ ซึ่งพิจารณาจากความห่างของล าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียในสกุล
ต่างๆ ทั้งนี้การเปรียบเทียบสายพันธ์ุแบคทีเรียพบว่าส่วนใหญ่จัดอยู่ในสกุลที่เคยมีรายงานเกี่ยวกับการสังเคราะห์    
กรดไขมันไม่อิ่มตัวมาก่อนหน้านี้ เช่น แบคทีเรียไอโซเลต KT_W1Y, BK_SD4 และ BK_PD3 ซึ่งจัดอยู่ในสกุล 
Burkholderia (Inglis et al., 2003), Pseudomonas (Nichols et al., 1993) และ Vibrio (Elrazak et al., 
2013) ตามล าดับ ในขณะที่ไอโซเลต SS_Sa1.1 มีความใกล้เคียงกับแบคทีเรีย สายพันธุ์ Bacillus subtilis ซึ่งพบว่า
มีรายงานเกี่ยวกับการผลิตกรดแกมมา-ไลโนเลนิก (-linolenic acid) และอีพีเอ (Patnayak and Sree, 2005)  
  

 
ภาพที่ 3 แผนภูมิล าดับวิวัฒนาการของแบคทีเรียที่สามารถผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว               
           (ร้อยละของความเหมือนในการเปรียบเทียบสายพันธ์ุแสดงในวงเล็บ)  
  

สรุป 
 การคัดแยกเช้ือแบคทีเรียจากตัวอย่างธรรมชาติทั้งในแหล่งน้ าจืดและน้ าทะเลเพื่อศึกษาสายพันธุ์            
ที่สามารถผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว โดยใช้เทคนิค H2O2 plate assay เป็นการคัดเลือกเชื้อแบคทีเรียโดย
อาศัยหลักการของการต้านอนุมูลอิสระ (antioxidative effect) ของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวที่เช้ือแบคทีเรีย
สังเคราะห์ขึ้นท าให้เชื้อแบคทีเรียสามารถเจรญิได้ในสภาวะที่มีสารออกซิไดส์ (reactive oxygen species, ROS) 
(Nishida  et al., 2007; Tilay and Annapure, 2012; Yoshida et al., 2016) ผลการคัดเลือกเช้ือแบคทีเรีย
พบว่าสามารถคัดแยกเช้ือได้ทั้งสิ้นจ านวน 5 ไอโซเลต ซึ่งมีความหลากหลายของสายพันธุ์แบคทีเรียและจัด
จ าแนกได้เป็น 5 สกุล ประกอบด้วย Vibrio, Pseudomonas, Burkholderia, Pseudoxanthomonas และ 
Bacillus พบว่าส่วนใหญ่เป็นกลุ่มแบคทีเรียที่เคยมีรายงานวิจัยเกี่ยวกับการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาว
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ม า แ ล้ ว  (Nichols et al., 1993; Inglis et al., 2003; Patnayak and Sree, 2005; Elrazak et al., 2013)      
แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้ยังพบว่ามีแบคทีเรียที่คัดแยกได้บางสายพันธุ์ยังมีรายงานไม่มากนักเกี่ยวกับ
การผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว เช่น Pseudomonas fluorescens อย่างไรก็ตามยังคงต้องมีการศึกษาและ
พัฒนาการทดลอง เพื่อน าไปสู่ขั้นตอนของการวิเคราะห์ชนิดของกรดไขมันท่ีแบคทีเรยีผลิตได้ รวมทั้งการพัฒนาสู่
การผลิตที่ตอบสนองต่อความต้องการในระดับอุตสาหกรรมต่อไป  
 
 ข้อเสนอแนะ 
 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้ควรมีการวิเคราะห์ในระดับสูงต่อไปเพื่อศึกษาชนิดของกรดไขมันที่แบคทีเรีย
ผลิตได้ น าไปสู่การพัฒนารูปแบบการเพาะเลี้ยงและกระตุ้นให้เกิดการผลิตในปริมาณมากโดยการปรับปรุงสูตร
อาหารหรือการใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรม เพื่อตอบสนองต่อความต้องการในด้านเภสัชกรรมและอาหารเสริมที่
ก าลังได้รับความสนใจในปัจจุบัน 
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