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บทคัดยDอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค(เพ่ือประเมินผลของแหลDงคาร(บอนและแหลDงไนโตรเจนตDอการผลิตมวลเซลล(และ

กรดไขมันโอเมก#า-3 จากทรอสโทไคทริดส( และศึกษาสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการของเช้ือท่ีมีศักยภาพโดยลําดับเบส
ในนิวคลีโอไทด( ศึกษาการผลิตมวลเซลล(และโอเมก#า-3 โดยอาหารท่ีมีกลูโคส 3 และ 6 เปอร(เซ็นต( ท่ีเติมแหลDง
ไนโตรเจน (1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด, 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัดและเพปโตน, 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด เพปโตน
และทริปโตน) เพ่ือประเมินผลของชุดการทดลองเหลDาน้ี จึงศึกษาปริมาณมวลเซลล(และโอเมก#า-3 โดยวิเคราะห(
นํ้าหนักเซลล(แห#งและแกWสโครมาโตกราฟY-แมสสเปคโตรมิทรี ตามลําดับ ผลการศึกษาพบวDาทรอสโทไคทริดส( 
ไอโซเลท TC9-TSU สามารถผลิตมวลเซลล(ได#สูงสุดเทDากับ 32.87 กรัมตDอลิตร ในอาหาร 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส และ 
1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด เพปโทน และทริปโตน นอกจากน้ีเช้ือไอโซเลทน้ียังสามารถผลิตกรดไขมันโอเมก#า-3 ได#สูง
ท่ีสุด (52.56 เปอร(เซ็นต() โดยพบกรดไขมันดีเอชเอ (docosahexaenoic acid, 22:6n3) ดีพีเอ(docosapentaenoic 
acid, 22:5n3) และ อีพีเอ (eicosapentaenoic acid, 20:5n3) จากผลการจัดจําแนกทรอสโทไคทริดส(โดยการ
วิเคราะห(ลําดับเบสในนิวคลีโอไทด(ของยีน 18S ของไรโบโซมอลอาร(เอ็นเอ พบวDาไอโซเลท TC9-TSU จัดจําแนกได#
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เปdน Aurantiochytrium limacinum (รหัสนิวคลีโอไทด( MG279107) จากผลการศึกษาแสดงให#เห็นวDาทรอสโท
ไคทริดส(เปdนแหลDงทางเลือกสําหรับการผลิตโอเมก#า-3 กรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อนท่ีนDาสนใจสําหรับประยุกต(ใน
อนาคต 
 

คําสําคัญ : ทรอสโทไคทริดส(; มวลเซลล(; กรดไขมันโอเมก#า-3 
 

Abstract 
This research aimed to evaluate the effect of carbon and nitrogen sources on the production 

of cell mass and omega-3 fatty acids by thraustochytrids and phylogenetic relationships of the 
potential isolates based on their nucleotide sequences. Thraustochytrids were studied for biomass 
and omega-3 fatty acids production by using 3 and 6 % glucose concentrations supplemented with 
nitrogen from different sources, including 1 % yeast extract, 1 % yeast extract and peptone, and 1 
% yeast extract, peptone and tryptone. To assess the effects of these different treatments, we 
determined the cell mass and omega-3 fatty acids concentration by dried cells weight and gas 
chromatography–mass spectrometry, respectively. The maximum dried cell weight (32.87 g/L) was 
obtained from isolate TC9-TSU using initial concentrations of 6 % glucose and 1 % yeast extract, 
peptone and tryptone. Under these conditions, this isolate gave the highest level of PUFAs 
production (52.56 %), with DHA (docosahexaenoic acid, 22:6n3), DPA (docosapentaenoic acid, 
22:5n3), and EPA (eicosapentaenoic acid, 20:5n3). In addition, the potential isolate TC9-TSU was 
identified based on 18S rDNA nucleotide sequences as Aurantiochytrium limacinum (accession 
number MG279107). This result showed that thraustochytrids are an interested alternative source 
of omega-3 polyunsaturated fatty acids production for further application.  

 

Keywords: thraustochytrids; cell mass; omega-3 fatty acid 
 

1. บทนํา 
การศึกษาเก่ียวกับผลิตภัณฑ(อาหารท่ีสามารถ

ปwองกันหรือรักษาโรคได#รับความสนใจในชDวงทศวรรษท่ี
ผDานมา โดยเฉพาะในกลุDมผลิตภัณฑ(ท่ีมีองค(ประกอบ
ของกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อน (polyunsaturated 
fatty acids, PUFAs) โดยพบวDา PUFAs เปdนกรดไขมนั
ท่ีเปdนองค(ประกอบสําคัญของสมองและเยื่อหุ#มเซลล( 
รวมถึงเซลล(ตDาง ๆ PUFAs เปdนกรดไขมันจําเปdน
เน่ืองจากไมDสามารถสังเคราะห(ได#เองตามความต#องการ

ของรD างกาย กรดไขมันไมD อ่ิมตัวชนิด น้ี ได# นําไป
ประยุกต(ใช#ประโยชน(ในด#านตDาง ๆ ท้ังเปdนแหลDง
พลังงานและอาหารเสริม นอกจากน้ีมีการนําไปใช#
เพาะเลี้ยงสัตว(นํ้าหรืออนุบาลสัตว(นํ้าขนาดเล็ก [1,2] 
กรดไขมันโอเมก#า-3 เปdนกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อน
ประกอบด# วยดี เ อช เอ  (docosahexaenoic acid, 
22:6n3) ดีพีเอ (docosapentaenoic acid,  22:5n3) 
และอีพีเอ (eicosapentaenoic acid, 20:5n3) โดย
กรดไขมันโอเมก#า-3 มีประโยชน(ตDอการพัฒนาสมอง
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ของทารก นอกจากน้ีมีรายงานวDามีประโยชน(ในการ
รักษาโรคอัลไซเมอร( ข#ออักเสบ ภาวะหลอดเลือดแข็ง 
และปwองกันโรคหัวใจและหลอดเลือด เบาหวาน มะเร็ง
ลําไส# และมะเร็งปอด [3-6] โดยแหลDงของกรดไขมัน
ชนิดน้ีได#จากปลาทะเลและปลานํ้าจืดบางชนิดเปdนหลัก 
แตDพบป}ญหาหลายประการด#วยกัน ได#แกD ทรัพยากรท่ี
ใช#ในการสกัดกรดไขมันมีปริมาณจํากัด นอกจากน้ีกรด
ไขมันท่ีได#ข้ึนกับชนิดของปลา อายุ เพศ ฤดูกาล รวมถึง
แหลDงท่ีอยูDอาศัย [7] องค(ประกอบของนํ้ามันปลามีกรด
ไขมันหลายชนิดทําให#ยากตDอการแยกให#บริสุทธ์ิ กรด
ไขมันจากปลามีกลิ่นคาวปลาและยังถูกออกซิไดซ(ได#
งDายทําให#คุณภาพลดน#อยลงอีกด#วย ซ่ึงทําให#กรดไขมัน
ท่ีได#มีความแปรปรวนสูง จากป}ญหาดังกลDาวนักวิจัยจึง
มองหาแหลDงทางเลือกใหมDเพ่ือใช#ในการผลิตกรดไขมัน 
โดยมีรายงานวDาทรอสโทไคทริดส( (thraustochytrids) 
มีศักยภาพในการผลิตกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อน โดย
ทรอสโทไคทริดส(เปdนจุลินทรีย(ท่ีพบได#ท่ัวไปในป�าชาย
เลน นํ้าทะเล สาหรDายทะเล และหญ#าทะเล มีบทบาท
สําคัญในระบบนิเวศ ทําหน#าท่ีเปdนผู#ยDอยสลายสาร 
อาหารและเปdนแหลDงอาหารท่ีสาํคัญของสิ่งมีชีวิตตDาง ๆ 
[8] เพาะเลี้ยงงDาย โดยสามารถเพ่ิมปริมาณได#ในอาหาร
เลี้ยงเช้ือ และท่ีสําคัญ คือ ภายในเซลล(ทรอสโทไค-
ทริดส(มีไขมันสะสมสูงถึง 50 เปอร(เซ็นต( โดยเฉพาะ
กรดไขมันกลุDมโอเมก#า-3 [9] พบดีเอชเอเปdนกรดไขมัน
หลักมีสัดสDวน 30-40 เปอร(เซ็นต( ของกรดไขมันท้ังหมด 
เมื่อเปรียบเทียบคุณภาพของกรดไขมันท่ีได#จากปลา 
และทรอสโทไคทริดส(พบวDากรดไขมันท่ีได#จากทรอสโท-
ไคทริดส(มีคุณภาพและความบริสุทธ์ิสูงกวDากรดไขมัน
จากปลา [10] ดังน้ันจุลินทรีย(ทะเลกลุDมทรอสโทไค-
ทริดส(จึงมีความเหมาะสมท่ีจะนํามาเปdนแหลDงผลิตกรด
ไขมันไมDอ่ิมตัวท่ีมีศักยภาพ เพ่ือนําไปประยุกต(ใช#ใน
อุตสาหกรรมตDาง ๆ [8,9]  

อยDางไรก็ตาม ปริมาณกรดไขมันในทรอสโท-

ไคทริดส( สามารถเปลี่ยนแปลงได#ข้ึนกับองค(ประกอบ
ของอาหารและปริมาณอาหารท่ีใช#เลี้ยง เชDน องค( 
ประกอบของแหลDงคาร(บอน แหลDงไนโตรเจน รวมท้ัง
ป}จจัยของสิ่งแวดล#อมอ่ืน ๆ เชDน อุณหภูมิ ความเค็ม 
ความเข#มแสง และปริมาณออกซิเจน โดยพบวDาองค( 
ประกอบของอาหารท่ีใช#ในการเพาะเลี้ยงเปdนป}จจัย
สําคัญ โดยสDงผลตDอปริมาณมวลเซลล( และสัดสDวนของ
กรดไขมันภายในเซลล( [11] หากสามารถหาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย(ชนิดน้ีให#มีปริมาณ
มวลเซลล(สูงและให#มีกรดไขมันท่ีต#องการจึงอาจเปdน
แนวทางในการเพ่ิมศักยภาพและแหลDงทางเลือกของ
การผลิตกรดไขมันเพ่ือการนําไปใช#ประโยชน(ในอนาคต 
ดังน้ันงานวิจัยน้ีมุDงเน#นท่ีจะศึกษาผลของอาหาร โดย 
เฉพาะแหลDงคาร(บอนและแหลDงไนโตรเจนท่ีเหมาะสม
ตDอการผลิตมวลเซลล(และการผลิตกรดไขมันไมDอ่ิมตัว
เชิงซ#อน (โอเมก#า-3) โดยทรอสโทไคทริดส(อาจชDวยลด
ป}ญหาตDาง ๆ ท่ีเกิดข้ึน และสามารถเพ่ิมแหลDงทางเลอืก
ในการผลิตโอเมก#า-3 ในการนําไปใช#กับอุตสาหกรรม
การผลิตอาหารเสริมและการผลิตอาหารสัตว( นํ้า
เศรษฐกิจในอนาคต นอกจากน้ียังเปdนการเพ่ิมฐาน 
ข#อมูลศักยภาพของกรดไขมันโอเมก#า-3 ท่ีผลิตจาก
ทรอสโทไคทริดส(อีกด#วย  
 

2. วิธีการดําเนินงานวิจัย 
2.1. การเก็บตัวอยDางและการแยกทรอสโท-

ไคทริดส. 
เก็บตัวอยDางหญ#าทะเล สาหรDาย และนํ้า

ทะเลแบบสุDม บริเวณหาดปากเมง จังหวัดตรัง จํานวน 
2 ครั้ง ในเดือนพฤษภาคม ถึงเดือนกรกฎาคม พ.ศ. 
2560 โดยนําตัวอยDางใสDในหลอดท่ีมีนํ้าทะเลและเกสร
สน (pine pollen) ท่ีผDานการฆDาเช้ือแล#ว นําหลอด
ตัวอยDางท่ีได#มาแยกทรอสโทไคทริดส(โดยวิธีเหยื่อลDอ 
(pine pollen baiting method) [12] ในห#องปฏิบัติ 
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การ โดยบDมหลอดตัวอยDาง ท่ี อุณหภูมิ  25 องศา
เซลเซียส เปdนเวลา 7 วัน เพ่ือให#ทรอสโทไคทริดส(มา
เกาะบนเกสรสน แล#วดูดเกสรสนด#วยป�เปตปราศจาก
เช้ือปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร มาหยดลงบนอาหารแข็ง 3 
เปอร(เซ็นต( กลูโคส และ 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด (3 
เปอร(ซ็นต( GY)  ท่ีเตรียมด#วยนํ้าทะเล และผสมสาร
ปฏิชีวนะสเตรปโตมัยซินและเพนิซิลลิน ความเข#มข#น 
50 มิลลิกรัมตDอลิตร จากน้ันกระจายเช้ือ และนําจาน
อาหารไปบDมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลซียส เปdนเวลา 3-
5 วัน โดยสังเกตผลทุกวันภายใต#กล#องจุลทรรศน(และ
แยกเช้ือให#บริสุทธ์ิในอาหารแข็ง 3 เปอร(เซ็นต( GY  ท่ี
ไมDผสมสารปฏิชีวนะเพ่ือใช#ในการศึกษาข้ันตDอไป 

2.2 การเตรียมหัวเชื้อทรอสโทไคทริดส. 
นําทรอสโทไคทริดส(บริสุท ธ์ิ ท่ีแยกได#

ท้ังหมดมาจัดกลุDมตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เช้ืออายุ 7 วัน บนอาหารแข็ง 3 เปอร(ซ็นต( GY  โดย
สังเกตลักษณะของโคโลนี ขนาด ขอบ และสีของโคโลนี 
นอกจากน้ียังศึกษาลักษณะของเซลล(ในอาหารเหลว
ภายใต#กล#องจุลทรรศน(เพ่ือใช#ในการจัดกลุDมรDวมกัน 
[13-17]  จากน้ันคัดเลือกเช้ือท่ีมีลักษณะทางสัณฐาน
วิทยาตDางกัน มาเลี้ยงในฟลาสก(ขนาด 250 มิลลิลิตร 
ด#วยอาหารเหลว 3 เปอร(เซ็นต( GY ปริมาตร 150 มิลลิ 
ลิตร โดยเข่ียเช้ือ 10 โคโลนี ลงในอาหารเหลว และ
นําฟลาสก(ไปบDมท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลซียส ไมDเขยDา 
เปdนเวลา 7 วัน เพ่ือนําไปใช#ในการทดลองตDอไป 

2.3 คัดเลือกทรอสโทไคทริดส.ท่ีเจริญได�ดีท่ีสุด
โดยวิเคราะห.น้ําหนักเซลล.แห�ง 

นําหัวเช้ือทรอสโทไคทริดส(ท่ีเตรียมไว# 1 
มิลลิลิตร มาเลี้ยงในอาหารท้ังหมด 6 สูตร จํานวน 4 
ฟลาสก( ตDอ 1 ไอโซเลท ได#แกD อาหาร 3 เปอร(เซ็นต( 
กลูโคส และ 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด (3 เปอร(เซ็นต( 
GY), 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด และ
เพปโตน (3 เปอร(เซ็นต( GYP), 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 

เปอร( เ ซ็นต(  ยีสต(ส กัด เพปโตน และทริปโตน (3 
เปอร( เ ซ็นต(  GYPT), 6 เปอร( เ ซ็นต(  กลูโคส และ 1 
เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด (6 เปอร(เซ็นต( GY), 6 เปอร(เซ็นต( 
กลู โคส 1 เปอร( เ ซ็นต(  ยีสต(ส กัด และเพปโตน (6 
เปอร(เซ็นต( GYP), 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( 
ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน (6 เปอร(เซ็นต( GYPT) 
โดยแตDละฟลากส(มีอาหารปริมาตร 250 มิลลิลิตร ใน 
ฟลาสก( ขนาด 500 มิลลิลิตร นําไปบDมท่ีอุณหภูมิ 25 
องศาเซลซียส ไมDเขยDา เปdนเวลา 7 วัน จากน้ันเก็บ
เซลล(และคัดเลือกไอโซเลทท่ีมีอัตราการเจริญสูงท่ีสุด 
โดยวิเคราะห(นํ้าหนักเซลล(แห#ง ทําการเก็บเซลล(จาก
อาหารแตDละสูตร โดยนําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 
6,000 รอบตDอนาที นาน 5 นาที ล#างเซลล(ด#วย 0.85 
เปอร(เซ็นต( โซเดียมคลอไรด( จํานวน 2 ครั้ง จากน้ันนํา
เซลล(ท่ีได#ไปทําให#แห#งโดยการทําแห#งแบบแชDเยือกแข็ง 
ช่ังนํ้าหนักเซลล(แห#ง และเก็บเซลล(ไว# ท่ี -80 องศา
เซลเซียส 

2.4 การสกัดและวิเคราะห.กรดไขมัน 
นําตัวอยDางเซลล(แห#งของไอโซเลทท่ีเจริญ

ได#ดีท่ีสุดในอาหารท้ัง 6 สูตร สูตรละประมาณ 0.01-
0.05 กรัม ใสDในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร แล#ว
เติม 10 เปอร(เซ็นต( กรดไฮโดรคลอลิกในคลอโรฟอร(ม 
ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล#วเติมคลอโรฟอร(ม : เมทานอล 
(อัตราสDวน 1 : 1) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให#เข#ากัน
ด#วยเครื่องผสม นําไปวางใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 
60 องศาเซลเซียส เปdนเวลา 2 ช่ัวโมง ตั้งท้ิงไว#ให#เย็น 
จากน้ันเติมเฮกเซน ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และโซเดียม
คลอไรด(อ่ิมตัว ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ผสมให#เข#ากันด#วย
เครื่องผสม นําไปหมุนเหว่ียงท่ีความเร็วรอบ 6,000 
รอบตDอนาที เปdนเวลา 5 นาที ดูดเฉพาะสDวนใสช้ันบน
ใสDในหลอดไมโครเซ็นตริฟ�วก( นําของเหลวท่ีได#สDงไป
วิเคราะห(กรดไขมันด#วยเครื่องแกWสโครมาโตกราฟY-
แมสสเปคโตรมิทรี ท่ี ศูนย( เครื่องมือวิทยาศาสตร(  
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มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร( และคํานวณหาสัดสDวน
ของกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเทียบกับกรดไขมันท้ังหมดดังน้ี 
สัดสDวนของกรดไขมันแตDละชนิด (เปอร(เซ็นต() = (พ้ืนท่ี
ใต#กราฟของกรดไขมันชนิดน้ัน ๆ ÷ พ้ืนท่ีใต#กราฟของ
กรดไขมันท้ังหมด) x 100 

2.5 การวิเคราะห.ข�อมูลทางสถิติ 
นําข#อมูลนํ้าหนักเซลล(แห#งและสัดสDวนของ

กรดไขมันในชุดการทดลองตDาง ๆ มาวิเคราะห(ความ
แปรปรวน (analysis of variances, ANOVA) และ
เปรียบเ ทียบความแตกตDางของคDา เฉลี่ ยด#วยวิ ธี  
Duncan’s multiple range test ท่ีระดับความเช่ือมัน่ 
95 เปอร(เซ็นต( โดยโปรแกรม GraphPad Prism เวอร(
ช่ัน 5.0 

2.6 การจัดจําแนกทรอสโทไคทริดส.ด�วย
เทคนิคทางชีวโมเลกุล 

2.6.1 การสกัดดีเอ็นเอ 
เลี้ ย งทรอสโทไคทริ ดส(บริ สุท ธ์ิ ใน 

ฟลาสก(  ขนาด 250 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารเหลว 3 
เปอร(เซ็นต( GY ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บDมท่ีอุณหภูมิห#อง 
เปdนเวลา 7 วัน จากน้ันเก็บเซลล( โดยหมุนเหว่ียงท่ี 
8,000 รอบตDอนาที เปdนเวลา 5 นาที เทสDวนใสท้ิง และ
ล#างเซลล(ด#วย 0.85 เปอร(เซ็นต( โซเดียมคลอไรด( 
จากน้ันหมุนเหว่ียงท่ีความเร็ว 8,000 รอบตDอนาที อีก
ครั้ง ดัดแปลงตามวิธีของ Mo และ Rinkvich (2001) 
[18] จากน้ันสกัดดีเอ็นเอด#วยชุดสกัด DNeasy Plant 
Mini kit (บริษัท QIAGEN) ตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็น
เอโดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรส ในบัฟเฟอร(ที
อีเอ ความเข#มข#น 1 เปอร(เซ็นต( (นํ้าหนักตDอปริมาตร) 
ท่ีกําลังไฟ 100 โวลต( เปdนเวลา 30-40 นาที ย#อมเจล
ด#วยเอธิเดียมโบรไมด(ท่ีความเข#มข#นสุดท#าย 0.025 
ไมโครกรัมตDอมิลลิลิตร โดยตรวจสอบขนาดของดีเอ็น
เอเปรียบเทียบกับแถบดีเอ็นเอมาตรฐาน 

2.6.2 การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด#วยปฏิกิรยิา 

ลูกโซDพอลิเมอเรสและการอDานลําดับเบส 
การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน 18S 

ของอาร(เอ็นเอของไรโบโซม โดยใช#ไพรเมอร(NS1 
(GTAGTCATATGCTTGTCTC) / NS4 (CTTCCGTCAA 
TTCCTTTAAG) และ Thr404f  (CTGAGAGACGGCTA 
CCACATCCAAGG) / Thr1017r (GACTACGATGGTA 
TCTAATCATCTTCG) [19] โดยใช#ชุดเพ่ิมปริมาณ      ดี
เ อ็ น เ อ  แ ท็ ค ดี เ อ็ น เ อ พ อ ลี เ ม อ เ ร ส  ( Taq DNA 
polymerase, Thermo Scientific) โดยสDวนผสมและ
ปริมาตรของปฏิกิริยาพีซีอาร( ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
ประกอบด#วยนํ้านาโนเพียว 38 ไมโครลิตร, 50 มิลลิ  
โมลDาร( แมกนีเซียมคลอไรด( 2.5 ไมโครลิตร, บัฟเฟอร(
พีซีอาร(ความเข#มข#น 10 เทDา 2.5 ไมโครลิตร, 10 มิลลิ
โมลDาร(ดีเอ็นทีพี (dNTPs) 1.0 ไมโครลิตร, 10 ไมโคร
โมล ฟอร(เวิร(ดไพรเมอร( 1.0 ไมโครลิตร, 10 ไมโครโมล 
รีเวิร(ดไพรเมอร( 1.0 ไมโครลิตร, 2 หนDวยตDอไมโครลิตร 
แท็คดีเอ็นเอพอลีเมอเรส 0.5 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอ
แมDแบบ นํ้าหนัก 100-500 นาโนกรัม ปริมาตร 1.0 
ไมโครลิตร เมื่อเตรียมสDวนตDาง ๆ แล#วนําเข#าเครื่อง
ควบคุมอุณหภูมิหรือ T100TM thermal cycler (BIO-
RAD laboratories, Inc.) โดยปฏิกิริยาในแตDละข้ันของ
ปฏิกิริยาลูกโซDพอลิเมอเรส (ตารางท่ี 1) 

จากน้ันตรวจสอบผลิตภัณฑ(พีซีอาร( 
โดยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสแบบอะกาโรสในบัฟเฟอร(ทีเออี
ความเข#มข#น 1 เปอร(เซ็นต( (นํ้าหนักตDอปริมาตร) ท่ี
กําลังไฟ 100 โวลต( เปdนเวลา 30-40 นาที ย#อมเจลด#วย
เอธิเดียมโบรไมด(ท่ีความเข#มข#น 0.025 ไมโครกรัมตDอ
มิลลิลิตร แล#วทําให#ผลิตภัณฑ(พีซีอาร(บริสุทธ์ิด#วยชุด
ปฏิ บัติการสํา เร็จรูป (QIAquick PCR Purification 
Kits) กDอนสDงอDานลําดับเบสโดยบริษัท Macrogen 
ประเทศเกาหลี 

2.6.3 การจัดเรียงลําดับเบสของดีเอ็นเอ 
(sequence alignment) แ ล ะ ก า ร วิ เ ค ร า ะห( ส า ย
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สัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการโดยวิธี maximum parsimony 
และ Bayesian inference 

ตรวจสอบคุณภาพลําดับเบสของดีเอ็นเอ
แตDละเส#นด#วยโปรแกรม BioEdit 7.2.5 [20] จากน้ัน
นําลําดับเบสแตDละเส#นไปวิเคราะห(โดยโปรแกรม 
BLASTN เพ่ือเปรียบเทียบกับลําดับเบสในฐานข#อมูล
ข อ ง  GenBank (http://www.ncbi nlm.nih.gov) 
คัดเลือกลําดับเบสท่ีให#คDาความเหมือนกับลําดับเบส
ของเช้ือตัวอยDาง นําไปวิเคราะห(ด#วยโปรแกรม Muscle 
3.8 [21] สร#างแผนภูมิสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการ ด#วย
วิธี maximum parsimony (MP) โปรแกรม PAUP* 
4.0b10 [22] โดยกําหนดคDาบูทสแทรปเทDากับ 1,000 
และกําหนดคDา Kishino-Hasegawa (KH) tests [23] 
และหาเปอร(เซ็นต(ความเหมือนเพ่ือเปdนคDาความเช่ือมั่น
ท่ีใช#ในการอDานผลและการจัดจําแนกทรอสโทไคทริดส( 
การวิเคราะห(แผนภูมิสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการท่ีสร#าง
ด#วยวิธี MP กําหนดให# คํานวณคDาทางสถิติตDาง ๆ 
ประกอบด#วย tree length consistency index (CI), 
retention index (RI), relative consistency index 
(RC) แ ล ะ  homoplasy index (HI) แ ล ะ คD า ค ว าม
เช่ือมั่นบูทสแทรป ตามลําดับ และเลือก MPTs (most 
parsimonious trees) ท่ีแสดงโทโพโลจี (topology) 
ท่ีดีท่ีสุดด#วยวิธีทางสถิติ K-H tests โดยพิจารณาท่ีคDา
บูทสแทรปซ่ึงมากกวDาหรือเทDากับ 50 เปอร(เซ็นต(  
จากน้ันวิเคราะห(แผนภูมิสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการ 
รDวมกับวิธี Bayesian inference (BI) วิเคราะห(ด#วย
โปรแกรม MrModeltest 2.2 [24] วิธี Markov chain 
Monte Carlo (MCMC) โมเดล (GTR+I+G) พิจารณา
คDาบูทสแทรปท่ีมากกวDาหรือเทDากับ 0.95 นอกจากน้ียัง
พิจารณาคDาเปอร(เซ็นต(ความเหมือน เพ่ือเพ่ิมความ
นDาเช่ือถือในการวิเคราะห( หลังจากน้ันข#อมูลลําดับเบส
ของตัวอยDางท่ีได#จากศึกษาครั้งน้ีจะฝากไว#ในฐานข#อมูล
ของ GenBank รวมท้ังได#ฝากเก็บข#อมูลการวิเคราะห(

สายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการในฐานข#อมูล TreeBASE 
(https://treebase.org/treebase-web/home.htm 
l) เพ่ือเพ่ิมฐานข#อมูลและเปdนประโยชน(ตDอศึกษาอ่ืน ๆ 
ในอนาคต 
 
ตารางท่ี 1  ข้ันตอนการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด#วย

ปฏิกิริยาลูกโซDพอลิเมอเรส ดัดแปลงตาม
วิธีของ Harel และคณะ [13] 

 

ข้ันตอน อุณหภูมิ (เวลา) 
จํานวน
รอบ 

1. ข้ันตอนเร่ิมต#น 
95 องศาเซลเซียส 

(4 นาที) 
1  

รอบ 
2. การแยกสายดีเอ็นเอ

แมDแบบ 
94 องศาเซลเซียส 

(30 วินาที) 

35  
รอบ 

3. การจับกันระหวDางสาย 
ไพรเมอร(และสายดีเอ็นเอ
แมDแบบ  

50 องศาเซลเซียส 
(40 วินาที) 

4. การสังเคราะห(ดีเอ็นเอ
สายใหมD  

72 องศาเซลเซียส 
(1.30 นาที) 

5. ข้ันตอนสุดท#าย 
72 องศาเซลเซียส 

(20 นาที) 
1  

รอบ 

 

3. ผลการวิจัยและอภิปรายผล 
3.1 การแยกและคัดเลือกทรอสโทไคทริดส. 

การคัดแยกทรอสโทไคทริดส(จากหญ#าทะเล 
สาหรDาย และนํ้าทะเล ได#เช้ือท้ังหมด 40 ไอโซเลท (17 
ไอโซเลท จากหญ#าทะเล 13 ไอโซเลท จากสาหรDาย
ทะเล และ 10 ไอโซเลท จากนํ้าทะเล) จัดกลุDมตาม
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือท่ีแยกได#ท้ังหมด 3 
กลุDม โดยกลุDมท่ี 1 โคโลนีบนอาหารแข็งมีสีขาวขุDน ทึบ
แสง โคโลนีแบนเรียบ ขอบไมDเรียบ พบอะมิบอยด(เซลล(
บริเวณขอบโคโลนี และเซลล(ในอาหารเหลวเปdนเซลล(
เดี่ยว ๆ คDอนข#างกลม พบอะมิบอยด(เซลล( ขนาดเซลล(
ประมาณ 5-25 ไมโครเมตร กลุDมท่ี 2  โคโลนีบนอาหาร
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สีขาวขุDน ทึบแสง โคโลนีโค#งนูน ในอาหารเหลวเซลล(
กลม สDวนใหญDเกาะเปdนกลุDม มีเซลล(เดี่ยว ๆ กระจาย
เล็กน#อย พบอะมิบอยด(เซลล( ขนาดเซลล(ประมาณ 5-
50 ไมโครเมตร และกลุDมท่ี 3 โคโลนี บนอาหารสีขาว
ขุDนคDอนข#างกลมนูน ทึบแสง ขอบไมDเรียบ เซลล(ใน
อาหารเหลวเกาะเปdนกลุDมขนาดใหญD พบอะมิบอยด(
เซลล( เซลล(มีขนาดประมาณ 5-10 ไมโครเมตร โดยใน
การศึกษาน้ีใช#เพียงข#อมูลของลัษณะทางสัณฐานวิทยา
เบ้ืองต#นในการจัดจําแนกเทDาน้ัน จึงไมDสามารถระบุได#
ในระดับสกุล จากน้ันนําตัวแทนของเช้ือในแตDละกลุDม
จํานวน 3 ไอโซเลท ไปศึกษาสภาวะของสารอาหารท่ี
เหมาะสมตDอการผลิตมวลเซลล( โดยวิเคราะห(นํ้าหนัก
เซลล(แห#ง และการผลิตกรดไขมันโอเมก#า-3 โดยแกWส
โครมาโตกราฟY-แมสสเปคโตรมิทรี 

3.2 ผลของอาหารตDอการผลิตมวลเซลล. 
ผลการศึกษาการเจริญของทรอสโทไค-

ทริดส(โดยวิเคราะห(นํ้าหนักเซลล(แห#ง (รูปท่ี 1) พบวDา
เช้ือไอโซเลท TC9-TSU (มีลักษณะทางสัณฐานวิทยาใน
กลุDมท่ี 3) เจริญได#ดีท่ีสุด โดยมีนํ้าหนักเซลล(แห#งเฉลี่ย
สูงสุดในอาหารสูตรท่ี 6 (6 เปอร(เซ็นต( GYPT) มีคDา 
32.87±5.09 กรัมตDอลิตร ซ่ึงพบวDามีความแตกตDาง
อยDางมีนัยสําคัญท่ีระดับความเช่ือมั่น 95 เปอร(เซ็นต(กับ
อาหารชนิดอ่ืน (P < 0.05) และเจริญได#ดีรองลงมาใน
อาหารสูตรท่ี 5 (6 เปอร(เซ็นต( GYP) มีคDาเฉลี่ยนํ้าหนัก
เซลล(แห#ง 31.60±1.15 กรัมตDอลิตร และอาหารสูตรท่ี 
4 (6 เปอร(เซ็นต( GY) 26.03±0.93 กรัมตDอลิตร ตาม 
ลําดับ 

3.3 ผลการวิเคราะห.กรดไขมันไมD อ่ิมตัว
เชิงซ�อน 

ผลการวิเคราะห(สัดสDวนของกรดไขมันไมD
อ่ิมตัวเชิงซ#อน (โอเมก#า-3) (รูปท่ี 2) ด#วยแกWสโครมาโต 
กราฟY-แมสสเปคโตรมิทรี พบวDากรดไขมันดีเอชเอ      
ดีพีเอ และอีพีเอ เปdนกรดไขมันหลัก โดยมีสัดสDวนของ

ดีเอชเอสูงท่ีสุดในอาหาร 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส  1 
เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน 35.66 
เปอร(เซ็นต( รองลงมา คือ ดีพีเอ 9.47 เปอร(เซ็นต( และ
อีพีเอ 0.59 เปอร(เซ็นต( ตามลําดับ เมื่อวิเคราะห(คDาทาง
สถิติเพ่ือเปรียบเทียบสัดสDวนกรดไขมันในอาหารแตDละ
ชนิดพบวDาเช้ือเจริญได#ดีและมีสัดสDวนของกรดไขมัน  
โอเมก#า-3 ในอาหารท่ีมีความเข#มข#นของกลูโคส 6 
เปอร(เซ็นต( สูงกวDาอาหารท่ีมีกลูโคส 3 เปอร(เซ็นต( ซ่ึง
แตกตDางอยDางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) แตDสัดสDวนของ
กรดไขมันโอเมก#า-3 ภายในกลุDมของอาหารท่ีมีกลูโคส 
6 เปอร(เซ็นต( และกลูโคส 3 เปอร(เซ็นต( ไมDมีความ
แตกตDางกันอยDางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) 
  

 
 

รูปท่ี 1  ผลของอาหารตDอการเจริญ (นํ้าหนักเซลล(แห#ง) 
ของทรอสโทไคทริดส( ไอโซเลท TC9-TSU ใน
อาหารสู ตร  1 : 3 เปอร( เ ซ็นต(  กลู โคส  1 
เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด, สูตร 2 : 3 เปอร(เซ็นต( 
กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด และเพปโตน, 
สูตร 3 : 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( 
ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน, สูตร 4 : 6 
เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด, 
สูตร 5 : 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( 
ยี สต( ส กัด  และ เพปโตน และ  สู ตร  6 : 6 
เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด 
เพปโตน และทริปโตน 
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รูปท่ี 2  ผลของอาหารตDอสัดสDวนกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อน (โอเมก#า-3) ของทรอสโทไคทริดส( ไอโซเลท TC9-TSU 
ในอาหารสูตร 1 : 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด, สูตร 2 : 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( 
ยีสต(สกัด และเพปโตน, สูตร 3 : 3 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน, สูตร 
4 : 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด, สูตร 5 : 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด 
และเพปโตน และ สูตร 6 : 6 เปอร(เซ็นต( กลูโคส 1 เปอร(เซ็นต( ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน 

 
3.4 การจัดจําแนกทรอสโทไคทริดส.โดยวิธี

ทางชีวโมเลกุล 
ผลการศึกษาผลของอาหารตDอการผลิตมวล

เซลล(และกรดไขมันโอเมก#า-3 ผู#วิจัยได#นําทรอสโทไค-
ทริดส(ท่ีมีศักยภาพในการผลิตกรดไขมันโอเมก#า-3 มา
จัดจําแนกชนิด โดยศึกษาสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการ 
ด#วยเทคนิคทางชีวโมเลกุล ผลการศึกษาพบวDาทรอส-
โทไคทริดส( 1 สายพันธุ( คือ TC9-TSU อยูDในอาณาจักร 
Chromista หมวด Labyrinthulomycota ช้ัน Laby-
rinthulomycetes อันดับ Thraustochytriales วงศ( 
Thraustochytriaceae และจากกการวิเคราะห(สาย
สัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการสDวนของดีเอ็นเอบริเวณยีน 18S 
ของอาร(เอ็นเอของไรโบโซม ทรอสโทไคทริดส(ท่ีแยกได#
จากการศึกษาน้ีรDวมกับจุลินทรีย(กลุDมทรอสโทไคทริดส( 
ท้ังหมด 61 ลําดับข้ัน ซ่ึงสามารถจําแนกได#เปdน  9 สกุล 

ดั ง น้ี  Parietichytrium, Botryochytrium, Schizo-
chytrium, Ulkenia, Aurantiochytrium, Thrausto-
chytrium, Sicyoidochytrium, Aplanochytrium 
แ ล ะ  Oblongichytrium แ ล ะ มี  2 ลํ า ดั บ ข้ั น  คื อ 
Ochromonas danica (M32704) แ ล ะ  Bacillaria 
paxillifer (M87325) เปdนกลุD มของเ ช้ือ ท่ีคาดวD ามี
วิวัฒนาการมากDอน โดยจากศึกษาสายสัมพันธ(เชิง
วิวัฒนาการสามารถจําแนกข#อมูลออกเปdน 9 เคลด 
(clade)  มี ลั กษณะรวม ท้ั งหมด  1,005 ลั กษณะ 
ประกอบด#วยลักษณะท่ีมีความเหมือนกัน 426 ลักษณะ 
parsimony-informative 488 ลักษณะ parsimony-
uninformative 91 ลั กษณะ เมื่ อ วิ เคราะห(ความ 
สัมพันธ(ด#วยวิธี maximum parsimony ได#แผนภูมิ
วิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิตท่ีแสดงถึงการเปลี่ยนแปลง
ของสิ่งมีฃีวิตน#อยท่ีสุด (parsimonious trees, MPTs) 
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ท้ังหมด 6 รูปแบบ ซ่ึงมีคDา tree length, CI, RI, RC 
และ HI เทDากับ 1,919 steps, 0.513, 0.849, 0.436 
และ 0.487 ตามลําดับ โดยแสดงแผนภูมิสายสัมพันธ(

เชิงวิวัฒนาการท่ีดีท่ีสุดจากการวิเคราะห(ด#วย K-H test 
(รูปท่ี 3)  

 

 
 

รูปท่ี 3  แผนภูมิสายสัมพันธ(เชิงวิวัฒนาการท่ีได#จากการวิเคราะห(ดีเอ็นเอบริเวณยีน 18S อาร(เอ็นเอของไรโบโซมใน 
TC9-TSU โดยหลักการ maximum parsimony (MP) มีคDาความเช่ือมั่นบูทสแทรป (BSMP) ซ่ึงมากกวDา
หรือเทDากับ 50 เปอร(เซ็นต( (ซ#าย) และคDาความนDาเช่ือถือของข#อมูลด#วยทฤษฎีของเบย( (Bayesian 
posterior probabilities, BYPP) ท่ีมากกวDาหรือเทDากับ 0.95 (ขวา) (เส#นทึบ คือ คDา BSMP = 100 
เปอร(เซ็นต( / BYPP = 1.00)
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จากแผนภาพแสดงความสัม พันธ( เ ชิง
วิ วัฒนาการของ TC9-TSU พบวDามีความสัมพันธ(
ใกล#ชิดกับสมาชิกในสกุล Aurantiochytrium โดยมี
ความสัมพันธ(ใกล#ชิดกับ Aurantiochytrium lima-
cinum (BCC51316, BCC60447) ท่ีความเช่ือมั่นบูทส-
แทรปของ MP ต่ํากวDาร#อยละ 50 แตDคDาความนDาเช่ือถือ
ของข#อมูลด#วยทฤษฎีของเบย( (Bayesian posterior 
probabilities, BYPP) ม าก ถึ ง  1.00 และจากการ
เปรียบเทียบเปอร(เซ็นต(ความเหมือนระหวDาง TC9-TSU 
แ ล ะ  Aurantiochytrium limacinum (BCC51316, 
BCC60447) ซ่ึงเปdนลําดับข้ันท่ีอยูDใกล#เคียงกันในช้ัน
ยDอยของ Aurantiochytrium พบวDามีคDาอยูDระหวDาง 
98.2-98.5 เปอร(เซ็นต( ดังน้ันจึงจําแนก TC9-TSU เปdน 
Aurantiochytrium limacinum โดยมีรหัสนิวคลีโอ-
ไทด(  (GenBank accession number:  MG279107) 
และร หัสแผนภาพสายสัม พันธ( เ ชิ ง วิ วัฒนาการ 
(TreeBase submission ID: 21759) 

จากผลการแยกเช้ือในการศึกษาน้ีสามารถ
แยกเช้ือทรอสโทไคทริดส(ได#ท้ังหมด 40 ไอโซเลท ซ่ึง
แตกตDางจากการศึกษากDอนหน#าท่ีสามารถแยกเช้ือได#
จํานวนมาก [25,26] ซ่ึงจํานวนไอโซเลทท่ีได#อาจมาจาก
หลายป}จจัยท่ีเก่ียวข#อง ได#แกD สถานท่ีเก็บตัวอยDาง 
อุณหภูมิ และชนิดของตัวอยDาง โดยป}จจัยเหลDาน้ีมีผล
ตDอการเจริญของทรอสโทไคทริดส( มีรายงานการศึกษา
สภาวะตDาง ๆ ท่ีเหมาะสมตDอการเจริญของทรอสโทไค-
ทริดส( พบวDาทรอสโทไคทริดส(เจริญได#ดีในบริเวณท่ี
สารอินทรีย(สูง โดยเฉพาะบริเวณชายฝ}�ง อาจเน่ืองจาก
บริเวณน้ีมีซากพืชและซากสัตว(ในปริมาณสูง มีสารพวก
คาร(โบไฮเดรต นํ้าตาล และสารอินทรีย(ไนโตรเจน จึง
สDงผลตDอการเจริญของทรอสโทไคทริดส( โดยเช้ือทํา
หน#าท่ีในการยDอยสลายสารอินทรีย(เหลDาน้ี นอกจากน้ี
เ ช้ือ เจริญได# ดี ท่ี อุณหภูมิประมาณ 25-27 องศา
เซลเซียส และมีคDาความเปdนกรด-ดDาง ประมาณ 5-9 

[27,28] จากผลการศึกษาน้ีสามารถจัดจําแนกทรอส-
โทไคทริดส(ตามลักษณะทางสัณฐานวิทยาได#ท้ังหมด 3 
กลุDม โดยแตDละกลุDมมีลักษณะของโคโลนีและเซลล(
แตกตDางกัน อยDางไรก็ตาม การศึกษาน้ีใช#เพียงลักษณะ
สัณฐานวิทยาเบ้ืองต#นในการจัดจําแนก จึงไมDอาจระบุ
หรือจําแนกเช้ือในระดับสกุลได#  เ น่ืองจากพบวDา
ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือในหลายสกุลของ
ทรอสโทไคทริดส( เชDน Thraustochytrium Ulkenia 
และ Schizochytrium มีลักษณะคล#ายคลึงกัน ได#แกD 
สีของโคโลนี ขอบของโคโลนี และการพบอะมีบอยด(
เซลล( เปdนต#น ดังน้ันหากต#องการจัดจําแนกควรใช#
การศึกษาวงจรชีวิต และสารพันธุกรรมของเช้ือในการ
จัดจําแนกรDวมด#วย [17] ในการศึกษาน้ีคัดเลือกเช้ือท่ีมี
ศักยภาพในการผลิตมวลเซลล(และกรดไขมันได#สูง    
สุดมาจัดจําแนกโดยศึกษาลําดับเบสบริเวณยีน 18S 
อาร(เอ็นเอของไรโบโซม วิเคราะห(โดยวิธี maximum 
parsimony รD ว ม กับ  Bayesian inference ซ่ึ ง เ มื่ อ
พิจารณารDวมกับข#อมูลลักษณะทางสัณฐานวิทยาของ
เช้ือ พบวDาสามารถจัดจําแนกเช้ือไอโซเลท TC9-TSU ได#
เปdน A. limacinum โดยทรอสโทไคทริดส( A. lima-
cinum ท่ีพบในการศึกษาน้ีเคยถูกรายงานมากDอนหน#า
น้ี และมี ศักยภาพในการผลิตกรดไขมันไมD อ่ิมตัว        
โอเมก#า-3 ได#ดี [29-33]  

ทรอสโทไคทริดส(ใช#แหลDงคาร(บอนเพ่ือการ
เจริญ โดยเมื่อทรอสโทไคทริดส(ใช#กลูโคส ในชDวงแรก
กลูโคสเข#าไปในเซลล(และถูกเก็บสะสมเพ่ือใช#เปdนแหลDง
พลังงาน ในภายหลังเข#าสูDกระบวนการสลายและสร#าง
สารอินทรีย(ตDาง ๆ ท่ีจําเปdนตDอการเจริญ นอกจากน้ี
ทรอสโทไคทริดส(ยังต#องการแหลDงไนโตรเจน โดยแหลDง
ไนโตรเจนน้ันเปdนแหลDงอาหารท่ีจําเปdนสําหรับการ
สังเคราะห(สารอาหารตDาง ๆ ท้ังกรดอะมิโน กรดนิว-
คลีอิค และโปรตีนท่ีเปdนองค(ประกอบของเซลล( การหา
สภาวะท่ีเหมาะสมของแหลDงคาร(บอนและแหลDง
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ไนโตรเจนในการเพาะเลี้ยงทรอสโทไคทริดส( จึงจําเปdน
สําหรับการเจริญของเซลล(และการผลิตสารของทรอส
โทไคทริดส(โดยตรง [34,35]  โดยท่ัวไปแล#วแหลDง
คาร(บอนท่ีนิยมใช# คือ กลูโคส และแหลDงไนโตรเจนท่ี
นิยมใช#ในการเลี้ยงเช้ือทรอสโทไคทริดส( คือ ยีสต(สกัด 
เพปโตน และทริปโตน [36] ในการศึกษาน้ีประเมินผล
ของความเข#มข#นของแหลDงคาร(บอนและชนิดของแหลDง
ไนโตรเจนตDอการผลิตมวลเซลล(และการผลิตกรดไขมัน
โอเมก#า-3 ของทรอสโทไคทริดส( ไอโซเลท TC9-TSU 
A. limacinum 

เมื่อพิจารณาผลของแหลDงคาร(บอนและ
แหลDงไนโตรเจนตDอการเจริญและการผลิตกรดไขมัน  
โอเมก#า-3 ของ A. limacinum โดยใช#ความเข#มข#นของ
แหลDงคาร(บอน (กลูโคส) ท่ีระดับความเข#มข#น 3 
เปอร(เซ็นต( และ 6 เปอร(เซ็นต( และความเข#มข#นของ
แหลDงไนโตรเจนเทDา กันในอาหารทุกสูตร คือ 1 
เปอร(เซ็นต( แตDเลือกใช#แหลDงของไนโตรเจน 1 ชนิด 
(ยีสต(สกัด) 2 ชนิด (ยีสต(สกัดและเพปโตน) และ 3 ชนิด 
(ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน) โดยแหลDงไนโตรเจน
ท้ัง 3 ชนิด มีองค(ประกอบแตกตDางกัน โดยยีสต(สกัดได#
จากเซลล(ยีสต( อุดมไปด#วยโปรตีน วิตามิน และแรDธาตุ
หลายชนิด โดยสDวนใหญDเปdนโปรตีน และกรดอะมิโน 
มากกวDา 50 เปอร(เซ็นต( ขณะท่ีเพปโตนเปdนโปรตีนจาก
สัตว( ประกอบด#วยเพปไทด(สายสั้นและกรดอะมิโน 
สDวนทริปโตนเปdนแหลDงไนโตรเจนท่ีได#จากเคซิน ซ่ึงเปdน
โปรตีนในนํ้านมจากสัตว( มีกรดอะมิโนหลายชนิดและ
คาร(โบไฮเดรตเปdนองค(ประกอบ มีรายงานกDอนหน#าน้ี
ขอ ง  Chene และคณะ  [37] ท่ี ศึ กษาแหลD ง ของ
ไนโตรเจนชนิดตDาง ๆ ตDอการเจริญและการผลิตสาร 
สควอลีน (sequalene) ของ Aurantiochytrium sp. 
พบวDาหากใช#เพปโตนเปdนแหลDงไนโตรเจน ในการเลี้ยง
เช้ือ เซลล(จะเจริญได#ดีโดยมีนํ้าหนักเซลล(แห#งสูง แตD
ปริมาณสาร ท่ี ได#ต่ํ า  หากใช#ยี สต(ส กัด เปdนแหลD ง

ไนโตรเจน พบวDาเช้ือสามารถผลิตสารสควอลีนได#สูง 
แตDปริมาณมวลเซลล(ต่ํา และเมื่อใช#ทริปโตนเปdนแหลDง
ในโตรเจน พบวDาเช้ือสามารถผลิตสารและมวลเซลล(ได#
สูง ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงศึกษาองค(ประกอบของแหลDง
ไนโตรเจนในอาหารเลี้ยงเช้ือตDางกัน เพ่ือหาองค(  
ประกอบของแหลDงไนโตรเจนท่ีเหมาะสมในการผลิต
มวลเซลล(และกรดไขมันโอเมก#า-3 นอกจากน้ีมีรายงาน
การศึกษาแหลDงของไนโตรเจนในทรอสโทไคทริดส(สาย
พันธุ(อ่ืน พบวDาหากใช#ยีสต(สกัดเปdนแหลDงไนโตรเจนใน
การเลี้ยง S. limacinum SR21 เซลล(เจริญได#ดี แตD
หากต#องการให#ผลิตกรดไขมันดีเอชเอได#ในปริมาณสูง
ควรเสริมด#วยคอร(น สตีฟ ลิเคอร( (corn steep liquor) 
หรือนํ้าหมักข#าวโพด ขณะท่ี Shizochytrium sp. S31 
สามารถผลิตมวลเซลล(และดีเอชเอได#สูงในอาหารท่ีมี
เพียงยีสต(สกัด [38] 

จ ากกา ร ศึ กษาสภาวะของอาหาร ท่ี
เหมาะสมตDอการเจริญของ A. limacinum ไอโซเลท 
TC9-TSU เมื่อพิจารณานํ้าหนักเซลล(และกรดไขมัน   
โอเมก#า-3 ของเช้ือท่ีเลี้ยงในอาหารท่ีมีกลูโคส ความ
เข#มข#น 3 เปอร(เซ็นต( และแหลDงไนโตรเจนท้ัง 3 ชุดการ
ทดลอง เปรียบเทียบกับอาหารท่ีมีความเข#มข#นของ
กลูโคส 6 เปอร(เซ็นต( ท่ีมีแหลDงไนโตรเจนท้ัง 3 ชุดการ
ทดลอง เชDนเดียวกัน พบวDาเช้ือเจริญในชุดอาหาร 3 
เปอร(เซ็นต( กลูโคส โดยมีนํ้าหนักเซลล(แห#ง 12.17-
19.87 กรัมตDอลิตร และมีสัดสDวนของกรดไขมันเทDากับ 
45.87-45.89 เปอร(เซ็นต( ขณะท่ีชุดการทดลองท่ีมี
กลูโคส 6 เปอร(เซ็นต( พบวDานํ้าหนักเซลล(แห#งและกรด
ไขมันโอเมก#า-3 สูงข้ึน 26.03-32.87 กรัมตDอลิตร และ 
46.55-52.56 เปอร(เซ็นต( และหากพิจารณานํ้าหนัก
เซลล(แห#งและกรดไขมันโอเมก#า-3 โดยเปรียบเทียบ
องค(ประกอบของแหลDงไนโตรเจนภายในชุดการทดลอง
ท่ีมีกลูโคส 6 เปอร(เซ็นต( พบวDานํ้าหนักเซลล(แห#งและ
กรดไขมันโอเมก#า-3 สูงสุดในอาหารท่ีแหลDงไนโตรเจน 
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3 ชนิด เปdนองค(ประกอบเทDากับ 32.87 กรัมตDอลิตร 
และ 52.56 เปอร(เซ็นต( ตามลําดับ ซ่ึงผลการศึกษา
สอดคล#องกับการศึกษากDอนหน#าน้ี เน่ืองจากความ
เข#มข#นและชนิดของแหลDงไนโตรเจนแตDละชนิดมีผลตDอ
การผลิตมวลเซลล(และการผลิตกรดไขมันโอเมก#า-3 
อยDางไรก็ตาม มีรายงานการศึกษาความเข#มข#นของ
แหลDงคาร(บอนและไนโตรเจนตDอการเจริญและการผลิต
กรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อน พบวDาสัดสDวนและความ
เข#มข#นของแหลDงคาร(บอนและแหลDงไนโตรเจนสูง มีผล
ให#เช้ือเจริญได#ไมDดี และได#มวลเซลล(น#อย นอกจากน้ียัง
อาจยับยั้งการเจริญของเซลล( Corsinovi และคณะ [6] 
มีรายงานเ ก่ียวกับสภาวะท่ีเหมาะสมของแหลD ง
คาร(บอนและแหลDงไนโตรเจน โดย Nakazawa และ
คณะ [39] ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมตDอการเจริญของ 
Aurantiochytrium sp. 4W-1b โดยใช#ความเข#มข#น
ของกลูโคส 3 เปอร(เซ็นต( 6 เปอร(เซ็นต( 9 เปอร(เซ็นต( 
และ 12 เปอร(เซ็นต( พบวDาเซลล(เจริญได#ดีท่ีสุดและมี
มวลเซลล(สูงสุดในอาหารท่ีมีกลูโคส 6 เปอร(เซ็นต( และ
สามารถผลิตกรดไขมันรวมได#สูงถึง 83.73 เปอร(เซ็นต( 
ซ่ึงสอดคล#องกับรายงานของ Wong และคณะ [31] 
ศึกษาการผลิตดี เ อช เอของ  A. mangrovei MP2 
ภายใต#ความเข#มข#นของกลู โคสสู ง ในชD วง  6-10 
เปอร(เซ็นต( พบวDาหากใช#ความเข#มข#นของกลูโคสในชDวง
ดังกลDาวสามารถผลิตดีเอชเอได#เพ่ิมข้ึน 19 เปอร(เซ็นต( 
นอกจากน้ีมีการศึกษาการเจริญและการผลิตดีเอชเอ
ของ  A. mangrovei KF6 พบวD า เ มื่ อ ใช# กลู โ คส  6 
เปอร(เซ็นต( และยีสต(สกัด 1 เปอร(เซ็นต( สามารถผลิต
มวลเซลล(ได# 15.2 กรัมตDอลิตร และมีปริมาณดีเอชเอ 
20.3 เปอร(เซ็นต( [40] Chen และคณะ [37] ศึกษา
สภาวะท่ีเหมาะสมของแหลDงไนโตรเจนตDอการเจริญ
ของ Aurantiochytrium sp. โดยวิเคราะห( นํ้าหนัก
เซลล(  พบวDาหากใช#แหลDงของไนโตรเจนรวม ซ่ึง
ประกอบด#วยโมโนโซเดียมกลูตาเมท ยีสต(สกัด และ

เพปโตน เซลล(เจริญได#ดีและมีนํ้าหนักเซลลล(แห#ง
เทDากับ 14.5 กรัมตDอลิตร ซ่ึงสอดคล#องกับผลการศึกษา
น้ี พบวDาหากใช#แหลDงไนโตรเจนรวม (ยีสต(สกัด เพปโตน 
และทริปโตน) ท่ีระดับความเข#มข#น 1 เปอร(เซ็นต( สDงผล
ให#มวลเซลล(สูงถึง 32.87±5.09 กรัมตDอลิตร อยDางไรก็
ตาม สัดสDวนและความเข#มข#นของแหลDงไนโตรเจน
ข้ึนกับสายพันธุ(ของทรอสโทไคทริดส( [ 25,29-30,32, 
42-44] นอกจากน้ียังมีการศึกษาเปรียบเทียบการผลิต
มวลเซลล(และกรดไขมันไมDอ่ิมตัวของทรอสโทไคทริดส( 
4 สายพันธุ(  ได#แกD Aurantiochytrium sp. Schizo-
chytrium sp. Ulkenia sp. และ Thraustochytrium 
sp. โดย Chang และคณะ [42] รายงานวDา Aurantio-
chytrium sp. ในอาหารท่ีมีความเข#มข#นของกลูโคส 4 
เปอร(เซ็นต( มีอัตราการเจริญสูงกวDาไอโซเลทอ่ืน ๆ  โดย
มีมวลเซลล( 11.67 กรัมตDอลิตร และหากเปรียบเทียบ
ปริมาณกรดไขมันโอเมก#า-3 ของทรอสโทไคทริดส(กับ
แหลDงผลิตกรดไขมันทางการค#า เชDน ปลาซาดีน พบวDา
กรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อนรวมจากปลา 47 เปอร(เซ็นต( 
[45] ซ่ึงปริมาณกรดไขมันไมDอ่ิมตัวเชิงซ#อนรวมจาก
ทรอสโทไคทริดส(ในการศึกษาน้ีมีคDาสูงกวDา (52.56 
เปอร(เซ็นต() โดยเฉพาะดีเอชเอ ซ่ึงพบในปลาซาดีน
เพียง 25 เปอร(เซ็นต( แตDในการศึกษาน้ีพบดีเอชเอสูงถึง 
35.66 เปอร(เซ็นต( ดังน้ันการเพาะเลี้ยงทรอสโทไค-
ทริดส(จึงเปdนแหลDงทางเลือกเพ่ือทดแทนการผลิตกรด
ไขมันจากปลา ซ่ึงมีหลายป}จจัยท่ีมีผลตDอการผลิต เชDน 
ฤดูกาล สายพันธุ( เพศ ขนาด แหลDงท่ีอยูDอาศัย และ
สารอาหาร [7] โดยการเพาะเลี้ยงทรอสโทไคทริดส(ใน
ห#องปฏิบัติการ สามารถควบคุมสภาวะตDาง ๆ ได# จึง
อาจลดความเสี่ยงตDอการปนเป��อน ระยะเวลาการผลิต
กรดไขมัน และมีคDาใช#จDายต่ํากวDา 
  

4. สรุป 
จากการศึกษา ผลของแหลDงคาร(บอนและแหลDง 
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ไนโตรเจนตDอการผลิตมวลเซลล(และกรดไขมันโอเมก#า-
3 ของทรอสโทไคทริดส( แสดงให#เห็นวDาการผลิตกรด
ไขมันโอเมก#า-3 ข้ึนกับความเข#มข#นของแหลDงคาร(บอน
และชนิดของแหลDงไนโตรเจน โดยในการศึกษาน้ีพบวDา
ชุดของอาหารท่ีมีกลูโคสความเข#มข#น 6 เปอร(เซ็นต( 
เ ช้ือสามารถผลิตมวลเซลล(และกรดไขมันได#ดีกวDา
อาหารท่ีมีกลูโคส 3 เปอร(เซ็นต( และเมื่อพิจารณาชุด
ของแหลDงไนโตรเจนในอาหารตDอการผลิตมวลเซลล(
และการผลิตกรดไขมันโอเมก#า-3 พบวDาอาหารท่ีเติม
แหลDงไนโตรเจนรวม 1 เปอร(เซ็นต( จํานวน 3 ชนิด
รDวมกัน ได#แกD ยีสต(สกัด เพปโตน และทริปโตน เซลล(
เจริญได#ดี โดยมีนํ้าหนักแห#งเฉลี่ยสูง 26.03±0.93 ถึง 
32.87±5.09 กรัมตDอลิตร และมีสัดสDวนของกรดไขมัน
โอเมก#า-3 สูงท่ีสุด คือ 46.55-52.56 เปอร(เซ็นต( ซ่ึง
กรดไขมันดีเอชเอ ดีพีเอ และอีพีเอเปdนกรดไขมันหลัก
ท่ีพบ โดยผลท่ีได#มีความแตกตDางอยDางมีนัยสําคัญกับ
อาหารท่ีมีกลูโคส 3 เปอร(เซ็นต( และแหลDงไนโตรเจนใน
ชุดการทดลองอ่ืน ๆ (P < 0.05) จากผลการศึกษาครั้งน้ี
ช้ีให#เห็นวDาทรอสโทไคทริดส(มีศักยภาพในการผลิตกรด
ไขมันโอเมก#า-3 ท่ีนDาสนใจ โดยเฉพาะกรดไขมัน        ดี
เอชเอจากทรอสโทไคทริดส( ซ่ึงอาจใช# เปdนแหลDง
ทางเลือกเพ่ือทดแทนและลดป}ญหาการใช#กรดไขมัน 
โอเมก#า-3 จากปลาในอนาคต 
 

5. ข�อเสนอแนะ  

5.1 การศึกษาน้ีเก็บตัวอยDางเพียง 2 ครั้ง ใน
เดือนพฤษภาคม-กรกฎาคม ควรเพ่ิมจํานวนหรือ
ความถ่ีของการเก็บตัวอยDางเพ่ือเพ่ิมโอกาสการเจอเช้ือ
ท่ีมี ศักยภาพในการผลิตกรดไขมันเมก#า-3 และมี
ประโยชน(ในการนําไปใช#ในอนาคต 

5. 2 เน่ืองจากการศึกษาน้ีศึกษาแหลDงของ
คาร(บอน คือ กลูโคส และแหลDงไนโตรเจน คือ ยีสต(
สกัด เพปโตน และทริปโตน ดังน้ันควรศึกษาแหลDง

คาร(บอนและไนโตรเจนชนิดอ่ืน รวมถึงสภาวะอ่ืน ๆ ท่ี
ใช# ในการเลี้ยงทรอสโทไคทริดส(  ซ่ึงอาจชDวยเ พ่ิม
ฐานข#อมูลเก่ียวกับสภาวะท่ีเหมาะสมตDอการเจริญของ
ทรอสโทไคทริดส( 
 

6. กิตติกรรมประกาศ 

ง าน จัย น้ี ไ ด# รั บ ทุน อุดห นุนการ วิ จั ยจ าก
โครงการวิจัยทุนรายได#มหาวิทยาลัยทักษิณ กองทุน
วิจัยมหาวิทยาลัยทักษิณ ประเภททุนยุทธศาสตร( 
ประจําปYงบประมาณ 2560 และขอขอบคุณ รอง
ศ าสต ร าจา รย(  ด ร .  เ ส า วลั กษณ(  พ งษ( ไ พ จิตร 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร( ศูนย(พันธุวิศวกรรมและ
เทคโนโลยีชีวภาพแหDงชาติ (ไบโอเทค) ท่ีอํานวยความ
สะดวกตลอดระยะเวลาการวิจัย 
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