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บทคัดย่อ

การคัดเลือกเแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลจํานวน 85 ไอโซเลต ผลิตกรดอะราชิโด
นิคและวิเคราะห์สารส ด้วยเทคนิค GC ( SAP2) พบว่ามีเพียง 3 ไอ
โซเลต ได้แก่ KB01-042, TISTR 1715 และ 1719 โดย
แบคทีเรียไกลดิงสายพันธ์ุ Aureispira maritima TISTR 1715 ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเท่ากับ
3.67 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง แบคทีเรียไกลดิงดังกล่าวในอาหารเหลว modified SAP2
เป็นเวลา 2 วัน แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตสูงสุด ให้ 0.54 กรัมต่อลิตร และ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุด เวลา 3 วัน โดยผลิตกรดอะราชิโดนิคเท่ากับ 5.99 มิลลิกรัมต่อกรัม
เซลล์แห้ง เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ด้วยวิธี Plackett-Burman design พบว่าทริปโตนและ
อุณหภูมิเป็นปัจจัย เจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิงของอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ

าชิโดนิค
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ และผลของแหล่งคาร์บอน 3 ได้แก่ กลูโคส
ฟรุกโตสและซูโครส 1.0 3 ชนิด ให้ผลการเจริญ
เติบโตของแบคทีเรียไกลดิงไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติแต่ซูโครส
ราชิโดนิคไดอ้ย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ผลการศึกษาระดับทีเหมา ะสม
ของปัจจัยทีมีควา มสํ าคั ญต่อการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียด้วยวิธี
RSM และตรวจสอบความถูกต้องของสมการ พบว่าสามารถเพิมกา ร เจริญเติบโตและผลผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคได้ถึง 4.02 (2.05 กรัมต่อลิตร) และ 3.59 เท่า (21.50 มิลลิกรัมต่อกรัมเซลล์แห้ง)
ตามลําดับ เมือเ ปร ี ยบ 3 วัน ดังนันA. maritima TISTR 1715 จึง
อาจจัดเป็นแบคทีเรียสายพันธ์ุทีมีศักยภา พ ในการพฒันาเป็นแหล่งผลิตกรดอะราชิโดนิคเพือกา รค้ า
ต่อไป การศึกษานีเป็ นร ายงานแ รกใ น การประยุกต์ใช้วิธีทางสถิติสําหรับปรับปรุงการเจริญเติบโต
และผลิตกรดอะราชิโดนิคในแบคทีเรียไกลดิงทีแยกได้ จากทะ เ ล
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ABSTRACT

Eighty-five isolates of marine gliding bacteria were cultured in liquid SAP2
medium and screened for arachidonic acid (ARA) production using Gas Chromatography
technique (CG). Only 3 isolates (i.e. KB01-042, TISTR 1715 and 1719) were found to produce
ARA. Among these, Aureispira maritima TISTR 1715 showed the highest ARA content of 3.67
mg/g (dry cell weight, DCW). Its growth and ARA production in modified liquid SAP2 medium
reached the maximum of 0.54 g/l and 5.99 mg/g DCW at 2 and 3 day-cultivation, respectively.
Statistically based experiment design, Plackett-Burman protocol, was applied for the optimization
of biomass and arachidonic acid (ARA) production in Aureispira maritima TISTR 1715.
Tryptone and culture temperature showed significant effects on biomass production, whereas pH
and agitation rate significantly affected ARA production. Among the 3 selected carbon sources
(glucose, fructose and sucrose) tested at 1.0% w/v concentration, no significant difference was
found on growth. Sucrose, however, significantly increased ARA yield compared to the basic
SAP2 medium. Those four critical factors were subsequently optimized using the Response
Surface Methodology (RSM) technique. The validity of the optimum conditions was verified by
separated experiments in which the biomass and ARA yield were increased 4.02-fold (2.05 g/l),
and 3.59-fold (21.50 mg/g DCW), respectively, when compared to data obtained from non-
optimized culture conditions after 3 day-cultivation. The results suggested that A. maritima
TISTR 1715 might be a potential bacterial strain for the further large scale investigation regarding
the commercial production of ARA. To our knowledge, this is the first report of the statistical
optimization of biomass and ARA production by marine gliding bacterium.
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1

บทที่ 1

บทนํา

บทนําตนเรื่อง

กรดอะราชิโดนิค (arachidonic acid; ARA) เปนกรดไขมันไมอิ่มตัวสายยาวที่
ประกอบดวยคารบอนจํานวน 20 อะตอมมีจํานวนพันธะคู 4 พันธะ ตรงตําแหนงที่ 5, 8, 11 และ 14 
จัดอยูในกลุมของกรดไขมันไมอิ่มตัวสายยาวชนิดโอเมกา 6 (ω-6) กรดอะราชิโดนิคเปนกรดไขมัน
ที่จําเปนตอรางกาย ที่มนุษยไมสามารถสังเคราะหขึ้นเองไดโดยตรงและหากไดรับไมเพียงพอจะทํา
ใหรางกายขาดความสมดุลและความแข็งแรงได เนื่องจากเปนสวนประกอบสําคัญของเยื่อหุมเซลล 
เซลลประสาท เซลลสมอง เรตินา และยังเปนสารตั้งตนของอีโคซานอยด (eicosaniod) ตางๆ ใน
รางกาย (Gill and Valivety, 1997; Funk, 2001) นอกจากนี้ยังมีรายงานความสําคัญของกรดอะราชิ
โดนิคตอหญิงมีครรภ เนื่องจากมีความจําเปนตอการพัฒนาทางสมองและสายตาของทารก 

ปจจุบันความตองการกรดอะราชิโดนิคในอุตสาหกรรมอาหารและยา มีเพิ่มมาก
ขึ้น (Ward and Singh, 2005) โดยเฉพาะอยางยิ่งในอุตสาหกรรมนมผงสําหรับทารก (ปจจุบันนมผง
สําหรับเด็กในตลาดโลกมีมูลคาสูงถึง 10,000 ลานเหรียญดอลลารสหรัฐตอป โดยนมผงสําหรับเด็ก
จําเปนตองผสมกรดอะราชิโดนิคเปนสวนประกอบตามที่องคการอาหารและเกษตรแหง
สหประชาชาติ และองคการอนามัยโลกกําหนด (FAO/WHO, 1995)) นอกจากนี้ยังมีรายงานการใช
กรดอะราชิโดนิคในอาหารสําหรับสัตวน้ํา เพื่อเพิ่มการรอดชีวิตของสัตวน้ําในสภาวะที่มีการแพร
ระบาดของเชื้อโรค Tertrahymena sp. และชวยลดความเครียดของสัตวน้ําจากสภาวะแวดลอมที่
เปลี่ยนแปลงอยางเฉียบพลัน (Van-Anholt et al., 2004; Khozin-Goldberg et al., 2006) 

แหลงที่สําคัญของกรดอะราชิโดนิคสวนมากไดมาจาก ปลาทะเล ตับหมู และไข
แดง แตการบริโภคตับหมูและไขแดงนั้น นอกจากจะไดรับกรดอะราชิโดนิคแลวยังไดรับ
คอเลสเตอรอลที่รางกายไมตองการในปริมาณมากดวย สวนการผลิตจากปลาทะเลซึ่งมีจําหนาย
แพรหลายอยูในรูปน้ํามันปลา (fish oil) แตการผลิตดังกลาวขึ้นอยูกับชนิดและปริมาณของปลาใน
แตละฤดูกาล รวมทั้งแหลงที่จับปลา ทําใหขาดความสม่ําเสมอ ยากตอการควบคุมคุณภาพวัตถุดิบ 
(Certlk and shimiza, 1999) ตลอดจนอาจมีการปนเปอนของสารพิษ สารเคมี หรือโลหะหนักตางๆ 
ได เชน asdioxin ปรอทและตะกั่ว (Ratledge, 2004) นอกจากนี้อาจจะมีกลิ่นรสที่ไมพึงประสงค อัน
สงผลตอการยอมรับของผูบริโภคบางกลุมได ดังนั้นการศึกษา คนควาและวิจัยหาแหลงผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคชนิดใหม จึงเปนทางเลือกหนึ่งเพื่อเพิ่มคุณภาพและปริมาณการผลิตกรดไขมันที่ตองการ

1



2

อยางตอเนื่อง จุลินทรียเปนสิ่งมีชีวิตที่มีคุณสมบัติในการเจริญเติบโตที่เร็วกวาพืชและสัตว รวมทั้งมี
ความสามารถในการสะสมไขมันหรือน้ํามันภายในเซลล จุลินทรียที่มีรายงานการผลิตกรดอะราชิ
โดนิค ไดแก สาหรายเซลลเดียว Porphyridium cruentum และ Parietochoris incisa (Bigogno et al., 
2002; Durmaz et al., 2007) รา Mortierella alpina (Zhu et al., 2003) และแบคทีเรียจากทะเลบาง
สายพันธุ เชน Plesiocystis pacifica SIR-1, Aureispira marina gen. nov., sp. nov., Aureispira 
maritima sp. nov., Krokinobacter. eikastus PMA-26, Krokinobacter diaphorus MSKK-32 (Iizuka 
et al., 2003; Hosoya et al., 2006; Khan et al., 2006; Hosoya et al., 2007) เปนตน

ผลการศึกษาเกี่ยวกับการแยกและจัดจําแนกชนิดของแบคทีเรียไกลดิงจากชายฝง
ทะเลทางภาคใตของประเทศไทยพบวามีแบคทีเรียบางสายพันธุสามารถสรางกรดอะราชิโดนิคได
ในปริมาณที่แตกตางกันอยูในชวงรอยละ 33.4-46.3 ของกรดไขมันทั้งหมด (Hosoya et al., 2006; 
2007) ซึ่งเปนลักษณะที่ไมพบในแบคทีเรียทั่วไป ดังนั้นการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อคัดเลือก
แบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่สามารถผลิตกรดอะราชิโดนิค และศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอการผลิต
กรดอะราชิโดนิคและการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่สรางกรดไขมันดังกลาว รวมทั้งศึกษาหา
สภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียที่คัดเลือกได
เพื่อนําไปสูการพัฒนาเปนแหลงผลิตชนิดใหมที่มีคุณภาพทดแทนแหลงผลิตปจจุบันใน
อุตสาหกรรมอาหารเสริม ยา และอาหารสําหรับสัตวน้ําที่มีมูลคาสูงทางเศรษฐกิจ

การตรวจเอกสาร 

1. แบคทีเรียไกลดิง (Gliding bacteria)

แบคทีเรียไกลดิง คือ กลุมของแบคทีเรียแกรมลบที่มีลักษณะเฉพาะตัวคือการ
เคลื่อนที่ไดโดยการเลื่อนตัว (gliding) บนพื้นผิวที่แข็งโดยไมไดอาศัยแฟลกเจลลา (flagella) และมี
รูปรางลักษณะที่แตกตางกันไป เชน ลักษณะที่เปนแทง (rod) เสนยาว (filament) หรือเปนเกลียว 
(spiral) สามารถพบไดทั้งในดิน ในน้ําจืดและน้ําเค็ม (Reichenbach and Dworkin, 1992; Iizuka et 
al., 1998; Reichenbach, 1999) และแบงเปน 2 กลุม ไดแก

1.1 กลุมที่มีการสราง fruiting body 
แบคทีเรียไกลดิงกลุมที่สราง fruiting body ไดแก Myxobacteria ซึ่งจัดอยูใน Order 

Myxobacterales มีลักษณะโคโลนีเปน swarm colony คลายแผนฟลมบางกระจายอยูบนแผนวุน เมื่อ
สภาพแวดลอมไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกลุมนี้ เซลลจะมีการเปลี่ยนแปลง
รูปราง โดยที่เซลลจับรวมตัวกันและยกตัวสูงขึ้นเปน fruiting body ซึ่งมีขนาดระหวาง 50-500 µm 
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สามารถมองเห็นไดดวยตาเปลา ภายใน fruiting body จะเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลลใหมีขนาดสั้น
ลงจนมีลักษณะเปนรูปกลม ที่เรียกวา myxospore (Reichenbach and Dworkin, 1992; Dowrkin, 
1996; Gaspari et al., 2005; lizuka et al., 1998) 

แบคทีเรียไกลดิงในกลุมของ Myxobacteria สามารถพบไดจากดินเปนสวนใหญ 
ทั้งนี้อาจเนื่องจาก Myxobacteria มีการสราง fruiting body ที่เปนลักษณะเฉพาะตัวที่งายตอการ
สังเกตและแยกแบคทีเรียใหบริสุทธิ์ และการเก็บตัวอยางดินหรือตัวอยางที่อยูบนบกสามารถทําได
งายและสะดวกกวาการเก็บตัวอยางในทะเล (Iizuka et al., 1998; Nedashkovskaya et al., 2003) 
นอกจากนี้ยังพบวา Myxobacteria สามารถเจริญเติบโตไดในที่ที่มีความเขมขนของเกลือสูง เชน 
ตะกอนดินบริเวณชายฝงทะเลและในน้ําทะเล แตการศึกษาเพื่อแยก Myxobacteria จากตะกอนดิน
ในทะเลยังไมแพรหลาย (lizuka et al., 1998) อยางไรก็ตามมีรายงานการพบคนพบแบคทีเรียไกลดิง
สายพันธุใหมที่แยกไดจากทะเล โดยผลศึกษาลําดับของนิวคลีโอไทดของ 16s rDNA ในรายงาน
ดังกลาวพบวาแบคทีเรียไกลดิงเหลานี้อยูในกลุมของ Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides และ
จัดอยูในจีนัสใหมชื่อ Tenacibaculum ไดแก Tenacibaculum maritimum, T. ovolyticum, T.
mesophilum gen. nov., sp. nov. และ T. amylolyticum gen. nov., sp. nov. (Suzuki et al., 2001) 

1.2 กลุมที่ไมสราง fruiting body 
แบคทีเรียไกลดิงกลุมที่ไมสราง fruiting body ไดแก แบคทีเรียใน Sub-Order และ 

Order ตางๆ ดังนี้ คือ Sub-Order Chlorobiinae, Order Beggiatoales, Order Leucotrichales และ 
Order Cytophagale เปนตน ลักษณะโคโลนีของแบคทีเรียในกลุมนี้อาจมีลักษณะคลายกับรากของ
ตนไม โคโลนีของ Cytophagale มีสีตางๆ เชน สีเหลือง สีสมและสีแดงอิฐ เนื่องจากพบรงควัตถุใน
กลุมของแคโรทีนอยด แบคทีเรียกลุมนี้สามารถพบไดในดินที่มีพีเอชเปนกลาง ซากเนาเปอย มูล
สัตว ดิน พืช หรือแมแตในทะเล เชน ซากสาหราย ตะกอนดิน ซากสัตวทะเล เปนตน (Weeks, 
1969; Stewart and Brown, 1971; Reichenbach, 1992; Johansen et al., 1999; Jiang et al., 2007) 
ไดแก Aureispira marina, A. maritima, Flavobacterium johnsoniae, Flexibacter filiformis,
Lysobacter antibioticus gen. nov., sp.nov., L. brunescens sp. nov., และ L. enzymogenes sp. nov., 
(Christensen and Cook, 1978; Lunsdorf and Schairer, 2001; Hosoya et al., 2006, 2007)

2. กรดไขมัน (Fatty acid)
กรดไขมันเปนสารที่จัดอยูในกลุมไขมัน (lipid) ที่ประกอบดวยไฮโดรคารบอน

สายยาวและหมูคารบอกซิลิก (carboxylic group, -COOH) โดยมักมีจํานวนคารบอนเปนเลขคูตั้งแต
14 ถึง 24 อะตอม สวนมากในธรรมชาติพบกรดไขมันที่มีความยาวของคารบอน 16 และ 18 อะตอม
โดยมากไฮโดรคารบอนสายตรงไมมีการแตกกิ่งกานสาขาออกไป หมูอัลคิล (alkyl) อาจเปนชนิด



4

อิ่มตัว (saturated) หรือไมอิ่มตัว (unsaturated) หากไมอิ่มตัวที่ตําแหนงพันธะคูจะมีการจัดเรียง
ตําแหนงของอะตอมโมเลกุล (configulation) แบบซิส (cis) คุณสมบัติของกรดไขมันขึ้นอยูกับความ
ยาวของสายไฮโดรคารบอนหรือจํานวนคารบอนอะตอม และความไมอิ่มตัวภายในโมเลกุล หาก
สายไฮโดรคารบอนสั้นและมีความไมอิ่มตัวสูง กรดไขมันหรืออนุพันธกรดไขมันจะมีสถานะเปน
ของเหลวมากยิ่งขึ้นและมีจุดหลอมเหลวตํ่า

การนับตําแหนงคารบอนเพื่อบอกตําแหนงพันธะคูในสายไฮโดรคารบอนของกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสามารถทําได 2 วิธี คือ

1. นับจากปลายคารบอกซิล (carboxyl end, -COOH) และนับทุกตําแหนงของ
คารบอนตัวแรกที่มีพันธะคู ใชสัญลักษณการนับเปน หรือ delta

2. นับจากปลายเมทิล (methyl end, -CH3) ใชสัญลักษณเปน ω (โอเมกา) หรือ n
และนิยมนับตําแหนงคารบอนของพันธะคูๆ แรกเพียงตําแหนงเดียวเทานั้น ดังแสดงใน Figure 1 

การจําแนกประเภทของกรดไขมันแบงไดเปน 2 ประเภทคือ
2.1 กรดไขมันชนิดอิ่มตัว (Saturated fatty acid)

กรดไขมันชนิดอิ่มตัว เปนกรดไขมันที่มีเพียงพันธะเดี่ยวมีความยาวของสาย
คารบอนสั้น เนื่องจากไมมีพันธะคู (double bond) จึงทําใหมีจุดหลอมเหลวสูง (มากกวา 60 องศา
เซลเซียส) สวนใหญจะพบในไขมันสัตวและน้ํามันพืชบางชนิด เชน น้ํามันมะพราวและน้ํามัน
ปาลมซึ่งมีสภาพเปนไขหรือแข็งตัวเมื่ออุณหภูมิต่ํา

2.2 กรดไขมันไมอิ่มตัว (Unsaturated fatty acid) 
2.2.1 กรดไขมันไมอิ่มตัวพันธะเดี่ยว (Monounsaturated fatty acids: MUFAs)

เปนกรดไขมันที่ประกอบดวยพันธะคู 1 พันธะ ตัวอยางเชน กรดปาลมิโทเลอิก 
(palmitoleic acid, 16:1) และกรดโอเลอิก (oleic acid, 18:1) เปนตน

2.2.2 กรดไขมันไมอิ่มตัวสูงหรือกรดไขมันไมอิ่มตัวเชิงซอน (Polyunsaturated fatty 
acids: PUFAs)

เปนกรดไขมันที่มีความยาวของสายคารบอนตั้งแต 18 คารบอนขึ้นไป และมี
พันธะคูอยูในโมเลกุลไมต่ํากวา 2 พันธะคู  ดังแสดงใน Table 1 สามารถแบงไดเปน 2 ประเภท 
ไดแก กรดไขมันไมอิ่มตัวโอเมกา-3 (-3) และโอเมกา-6 (-6) โดยนับจากตําแหนงของพันธะคูที่
ใกลปลายดานหมูเมทิล (methyl end) (Gill and Valivety, 1997) ดังนี้

2.2.2.1 กรดไขมันไมอิ่มตัวสูงกลุมโอเมกา-3 (ω-3 PUFAs)
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กรดไขมันไมอิ่มตัวในกลุมโอเมกา-3 เปนกรดไขมันที่มีพันธะคูคูแรกในสาย
คารบอนตําแหนงที่ 3 เมื่อนับจากปลายเมทิล ไดแก กรดแอลฟา-ไลโนเลนิค (α-linolenic acid; 
ALA, 18:3 ω-3) กรดอีโคซาไตรอีโนอิก (eicosatrienoic acid; ETA, 20:3 ω-3) กรดอีโคซาเตตรา
อีโนอิก (eicosatetraenoic acid; ETA, 20:4ω-3) กรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก (eicosapentaenoic acid; 
EPA, 20:5 ω-3) กรดโดโคซาเพนตะอีโนอิก (docosapentaenoic acid; DPA, 22:5 ω-3) และกรดโด
โคซาเฮกซะอีโนอิก (docosahexaenoic acid; DHA, 22:6ω-3)

2.2.2.2 กรดไขมันไมอิ่มตัวสูงกลุมโอเมกา-6 (ω-6 PUFAs)
กรดไขมันไมอิ่มตัวในกลุมโอเมกา-6 เปนกรดไขมันที่มีพันธะคูคูแรกในสาย

คารบอนตําแหนงที่ 6 เมื่อนับจากปลายเมทิล ไดแก กรดไลโนเลอิก (linoleic acid; LA, 18:2 ω-6)
กรดแกมมา-ไลโนเลนิค (γ-linolenic acid; GLA, 18:3 ω-6) กรดไดโฮโมแกมมาไลโนเลนิค 
(dihomo-γ-linolenic acid; DHGLA, 20:3ω-6) กรดอะราชิโดนิค (arachidonic acid; ARA, 20:4 ω-
6) กรดอะดรีนิค (adrenic acid; AA, 22:4 ω-6) และกรดโดโคซาเพนตะอีโนอิก (docosapentaenoic 
acid; DPA, 22:5ω-6)

สิ่งมีชีวิตแตละชนิดมีปริมาณของกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงแตกตางกัน (Figure 2) ใน
สิ่งมีชีวิตชั้นต่ํา เชน Caenorhabditis elegans มีชนิดกรดไขมันหลายชนิด รวมทั้งกรดไขมันไม
อิ่มตัวสูงจําพวก กรดอะราชิโดนิคและกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก (Satouchi et al., 1993) ในขณะที่
พืชชั้นสูงสามารถผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงที่มีความยาวของคารบอนไดไมเกิน 18 อะตอมเทานั้น 
ไดแก กรดไลโนเลอิกและแอลฟาไลโนเลนิค (Somerville et al., 1996) ซึ่งกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง
เหลานี้ทําหนาที่เปนองคประกอบของเยื่อหุมเซลล (MaConn and Browse, 1996; 1998) อยางไรก็
ตามมนุษยและสัตวชั้นสูงไมสามารถผลิตกรดไลโนเลอิกและกรดแอลฟา-ไลโนเลนิคได เนื่องจาก
ขาดเอนไซมที่สําคัญคือ 12 - และ 15 -desaturase (Figure 2) ดังนั้นกรดไขมันทั้ง 2 ชนิด จึงจัดเปน
กรดไขมันจําเปน (essential fatty acid) สําหรับรางกายมนุษย ซึ่งจําเปนตองไดรับจากการบริโภค
อาหารเทานั้น แตมนุษยสามารถเปลี่ยนกรดไลโนเลอิก (LA) ไปเปนกรดอะราชิโดนิค (ARA) และ
เปลี่ยนกรดแอลฟา-ไลโนเลนิค (ALA) ไปเปนกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก (EPA) และกรดโดโค
ซาเฮกซะอีโนอิก (DHA) ได โดยอาศัยการทํางานของเอนไซมกลุม elongases และ desaturases 
อยางไรก็ตามกระบวนการเพิ่มความยาวของสายโซคารบอนและเกิดพันธะคูของกรดไขมันใน 
microsome ของเซลลตับเกิดขึ้นคอนขางชาและไมเพียงพอตอความตองการของรางกาย (Dyerburg, 
1986) ดังนั้นกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงทั้ง ω-3 PUFAs และ ω-6 PUFAs จึงจัดเปนกรดไขมันที่รางกาย
จําเปนตองไดรับเพื่อการเจริญเติบโตและพัฒนาอยางปกติตอไป
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นอกจากนี้ในปจจุบันกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงทั้ง ω-3-PUFAs และ ω-6-PUFAs ได
เขามามีบทบาทสําคัญทางการแพทยและผลิตภัณฑเสริมอาหารและเครื่องสําอาง (nutraceuticals) 
มากขึ้น เนื่องจากสารกลุมนี้จัดเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหอีโคซานอยดตางๆ อันนําไปสูการ
สรางสมดุลของระบบตางๆ ในรางกาย ตลอดจนชวยควบคุมอาการของโรคตางๆ เชน 
โรคเบาหวาน (diabetes) โรคมะเร็ง (cancer) และโรคหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular disease) 
เปนตน (Simpoulos, 1991; Bracco and Deckelbaum, 1992) 

Table 1. List of polyunsaturated fatty acids (PUFAs).
Common name Systematic name

ω-3 Polyunsaturated fatty acids
α-Linolenic acid (ALA) 
Eicosapentaenoic acid (EPA) 
Docosahexaenoic acid (DHA) 

15129 ,,  -Octadecatrienoic acid
17141185 ,,,,  -Eicosapentaenoic 

acid 1916131074 ,,,,,  -Docosahexaenoic 

ω-6 Polyunsaturated fatty acids
Linolenic acid (LA)
γ- Linolenic acid (GLA)
Arachidonic acid (ARA)

129, -Octadecadienoic acid
1296 ,,  -Octadecatrienoic acid

141185 ,,,  -Eicosatetraenoic acid
Modified from Swaaf (2003)
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Figure 1. Structures and double bond positions of polyunsaturated fatty acids.
Source: Russell and Nichols (1999)
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Figure 2. Pathways of polyunsaturated fatty acid synthesis. Enzymes are indicated in ovals and 
major products are boxed. (a) Plants produce linoleic acid (18:2n6) and linolenic acid 
(18:3n3) using 12 and n3-desaturase activities. (b) Mammals lack 12 and n3-
desaturase activities and obtain 18:2n6 and 18:3n3 from their diets. Mammals produce 
a range of fatty acids from these essential fatty acids using a series of desaturation and 
elongation reactions in the endoplasmic reticulum. Abundant mammalian fatty acids 
include arachidonic acid (20:4n6) and docosahexaenoic acid (22:6n3) (DHA). (c) By 
contrast, C. elegans possesses all of the desaturase activities required to produce 
arachidonic acid (20:4n6) and eicosapentaenoic acid (EPA) (20:5n3), but is unable to 
elongate C20 PUFAs further.

Source: Wallis et al., (2002)
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3. การสังเคราะหกรดไขมันในจุลินทรีย

กระบวนการสังเคราะหกรดไขมันในสิ่งมีชีวิตโดยทั่วไปเปนกระบวนการที่เกิดขึ้น
ในไซโตพลาสซึม (cytoplasm) โดยเอนไซม Fatty Acid Synthase (FAS) complex ปฏิกิริยาเริ่มจาก 
acetyl CoA ถูกเปลี่ยนเปน malonyl CoA โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม acetyl CoA carboxylase

Acetyl CoA + CO2+ ATP                                             Malonyl CoA + ADP + Pi

จากนั้น acetyl CoA และ malonyl CoA จะทําปฏิกิริยากับ acyl carrier protein 
(ACP) ไดเปน acetyl-ACP และ malonyl-ACP ซึ่งจะรวมตัวกันได acetoacetyl-ACP โดยการทํางาน
ของเอนไซม β-ketoacyl-ACP synthase (KS) ในขั้นตอไปมีเอนไซมที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยา ไดแก 
β-ketoacyl-ACP reductase (KR), β-hydroxyacyl-ACP dehydrase (DH) และ enoyl-ACP reductase 
(ER) ได butyryl-ACP เปนผลิตภัณฑสุดทายของปฎิกิริยา จากนั้นปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นซ้ําเดิมทั้งหมด
โดยการเติมคารบอนครั้งละ 2 อะตอม จนกระทั่งไดกรดปาลมิติก (Voet, 1990) ดังแสดงใน Figure 
3 (Ritter, 1996)

3.1 การสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียกลุมยูคาริโอต
การสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียกลุมยูคาริโอต อาศัยปฏิกิริยา 2 

ปฏิกิริยาที่เรียกวา ปฏิกิริยาการเพิ่มความยาวของสายโซคารบอน (chain elongation) โดยเอนไซม 
elongase และปฏิกิริยาการเกิดพันธะคูเพิ่มขึ้นในสายโซคารบอน (desaturation) โดยเอนไซม fatty 
acyl desaturase 

ปฏิกิริยาการเพิ่มความยาวของสายโซคารบอน โดยการเติมคารบอนจํานวน 2 
อะตอม ในโมเลกุลของกรดไขมันที่ปลายดานคารบอกซิลของกรดไขมัน (ทั้งชนิดอิ่มตัวและไม
อิ่มตัว) เพื่อเพิ่มความยาวของสายโซคารบอนในโมเลกุลโดยเอนไซม elongase กรดไขมันที่ทํา
ปฏิกิริยาจะอยูในรูป fatty acyl CoA ซึ่งการเพิ่มความยาวของคารบอนครั้งละ 2 อะตอม อาศัย 
malonyl CoA และ NADPH (Voet, 1990)

Palmitoyl CoA (16:0) + Malonyl CoA + 2 NADPH  elongase Stearyl CoA (18:0)

สวนปฏิกิริยาการเกิดพันธะคูเพิ่มขึ้นในสายโซคารบอนเปนปฏิกิริยาการเกิดพันธะ
คูภายในโมเลกุลของกรดไขมันที่ตําแหนงจําเพาะเจาะจง โดยอาศัยการทํางานของเอนไซม 

Acetyl CoA carboxylase
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desaturase ซึ่งตองการโมเลกุลของออกซิเจน และ NADPH (Christopher et al., 1981; Ratledge, 
1987; Ratledge, 1992) ดังแสดงใน Figure 4 ซึ่งเปนวิถีในการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของ
ราสายพันธุ M. alpina 
 

Figure 3. Cellular fatty acid synthetic pathway. The flux of carbon from the mitochondrion, via 
citrate efflux and acetyl-CoA formation in the cytosol, then into fatty acids and finally 
into long chain PUFAs (LCPUFA) occurring in the membranes of the endoplasmic 
reticulum, is shown by the continuous lines. The system uses pyruvate (from 
glycolysis) as the provider of intramitochondrial acetyl-CoA and for citric acid 
production.

Source: Ritter (1996)
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Figure 4. Pathways for the formation of PUFAs in microorganisms using the ‘conventional’ fatty 
acid synthesis (FAS) route. Fatty acids are synthesised from acetyl-CoA and malonyl-
CoA using the FAS complex of enzymes. The saturated fatty acid, stearic acid is then 
successively desaturated and elongated through a series of reactions leading to the 
formation of various PUFAs. PUFAs fall into two categories, the n-3 and n-6 series, 
depending on the position of the final double bond nearest the terminal methyl group. 
In M. alpina, which is used for the production of ARA, there is a 17  (n-3) desaturase 
that can then form EPA under certain conditions. 

Source: Ratledge (2004)
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3.2 การสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียในกลุมโปรคาริโอต
กระบวนการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียกลุมโปรคาริโอต ไดแก 

แบคทีเรีย สาหรายสีเขียวแกมน้ําเงิน เปนตน เปนกระบวนการที่เกิดขึ้นในไซโตพลาสซึม โดยการ
เพิ่มความยาวของสายโซคารบอน (elongation) โดยเริ่มจากโมเลกุลของ acetyl-CoA จากนั้น acetyl-
CoA และ malonyl-CoA จะทําปฏิกิริยากับ acyl carrier protein (ACP) และรวมตัวกันไดเปน 
acetoacetyl-ACP โดยการทํางานของเอนไซม β-ketoacyl-ACP synthase (KS) ปฏิกิริยาขั้นตอไปมี
เอนไซมที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาคือ ไดแก β-ketoacyl-ACP reductase (KR), β-hydroxyacyl-ACP 
dehydrase (DH) และ enoyl-ACP reductase (ER) ได butyryl-ACP เปนผลิตภัณฑสุดทายของ
ปฏิกิริยา จากนั้นการเพิ่มความยาวของสายโซคารบอนครั้งละ 2 อะตอม ดวยปฏิกิริยา keto 
reduction โดย malonyl-CoA และเอนไซม KS และ KR เติมพันธะคูในสายโซคารบอนดังกลาวดวย
เอนไซม DH รวมทั้งเปลี่ยนตําแหนงของพันธะคูในสายโซคารบอนดวยเอนไซม 2, 2 isomerase (2, 
2I) และ 2, 3 isomerase (2, 3I) ปฏิกิริยาจะเกิดขึ้นซ้ําจนกระทั่งไดกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง (Kaulmann 
and Hertweck, 2002; Wallis et al., 2002) ดังแสดงใน Figure 5 

อยางไรก็ตามสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในสิ่งมีชีวิตชนิดโปรคาริโอตมี
ความแตกตางจากชนิดยูคาริโอต โดยที่เอนไซมที่ใชเพื่อทําใหเกิดปฏิกิริยาการเพิ่มความยาวของสาย
โซคารบอนและการเติมพันธะคู ทั้งนี้สิ่งมีชีวิตชนิดโปรคาริโอตใชเอนไซมกลุม Polyketide 
Synthase (PKS) เพื่อเพิ่มความยาวของสายโซคารบอนและการเติมพันธะคู แตการสังเคราะหกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสูงในสิ่งมีชีวิตชนิดยูคาริโอตใชอาศัยเอนไซมกลุม elongases ในปฏิกิริยาการเพิ่ม
ความยาวของสายโซคารบอน และในปฏิกิริยาการเกิดพันธะคูอาศัยเอนไซมกลุม desaturases
รวมทั้งออกซิเจน ซึ่งทําหนาที่เปนตัวรับอิเล็กตรอน (Ratledge, 2004) แตออกซิเจนไมจําเปนตอ
กระบวนสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในกลุมโปรคาริโอต (Kaulmann and Hertweck, 2002) 
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Figure 5. Proposed biosynthetic pathway of EPA in Shewanella sp. with putative intermediates 
and key catalytic activities employed. Mal-CoA: malonyl-CoA; KS: keto synthase; KR: 
keto reductase; DH: dehydratase; ER: enoyl reductase; 2, 3I: 2, 3-isomerase; 2, 2I: 2, 2-
isomerase.

Source: Kaulmann and Hertweck (2002)

4. กรดอะราชิโดนิค (Arachidonic acid; ARA)

กรดอะราชิโดนิค เปนกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงชนิดโอเมกา-6 (ω-6) ที่มีจํานวน
คารบอนอะตอมในโมเลกุล 20 อะตอม และมีพันธะคู 4 พันธะที่คารบอนตําแหนงที่ 5, 8, 11 และ 
14 กรดอะราชิโดนิคเปนสวนสําคัญของโครงสรางของเยื่อหุมเซลล (Ward and Singh, 2005) และมี
ความจําเปนตอการทํางานของเยื่อหุมเซลลตางๆ (Yamada et al., 1989) ตัวอยางเชน ในเกร็ดเลือด
ของมนุษยที่เปนสวนของฟอสโฟลิปด (phospholipids) จะประกอบดวยกรดอะราชิโดนิครอยละ 25
(Schacky et al., 1985) ในขณะที่เซลลเม็ดเลือดขาว (neutrophils) เม็ดเลือดแดง (erythrocytes)
กลามเนื้อ เนื้อเยื่อหัวใจ และฟอสโฟลิปดในตับ ประกอบดวยกรดอะราชิโดนิคในปริมาณรอยละ 
15, 17, 17, 9 และ 20 ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ (Healy et al., 2000; Yaqoob et al., 2000; 
Harris et al., 2004; Elizondo et al., 2007) นอกจากนี้กรดอะราชิโดนิคยังเปนสารตั้งตนในการ
สังเคราะหสารกลุมอีโคซานอยด (eicosanoid) เชน prostaglandins (PGs), thromboxanes (TXs)
และ leukotrienes (LTs) เปนตน ซึ่งเปนสารที่มีความสําคัญตอการทํางานของระบบตาง ๆ ใน
รางกายมนุษย (Gill and Valivety, 1997) 
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4.1 การศึกษาคุณสมบัติทางชีวภาพของกรดอะราชิโดนิค
4.1.1 สารตั้งตนของสารกลุมอีโคซานอยด (Eicosanoid)

อีโคซานอยดเปนสารสื่อกลางที่สําคัญของกระบวนการอักเสบ (Lewis et al, 1990, 
Tilley et al., 2001) ซึ่งเกิดในกระบวนการเมแทบอลิซึมของรางกายมนุษยจากกรดไขมันไมอิ่มตัว
สูงที่มีจํานวนคารบอน 20 อะตอม กรดอะราชิโดนิคจึงเปนสารตั้งตน (precursor) ที่สําคัญชนิดหนึ่ง
ของการสังเคราะหสารกลุมอีโคซานอยดตางๆ ไดแก PGs, TXs และ LTs (Figure 6) อีโคซานอยด
แตละชนิดจะมีบทบาทและหนาที่แตกตางกัน เชน TXA2 มีหนาที่เปนตัวกระตุนที่ดีในการกระตุน
ใหเกิดการรวมตัวของเกร็ดเลือด (platelet aggregation) และการบีบรัดตัวของเสนเลือด 
(vasoconstriction) นอกจากนี้ PGE2 และ 4-series LTs มีผลตอการเกิดกระบวนการอักเสบ (pro-
inflammation) (Tilley et al., 2001) ดังแสดงใน Table 2 ตอมามีการศึกษาของ Miles และคณะ 
(2002) พบวา PGE2  สามารถยับยั้งสารกลุมที่ชักนําใหเกิดกระบวนการอักเสบ เชน cytokines, 
tumour necrosis factor (TNF)-α และ interleukin (IL)-1 เปนตน นอกจากนี้ยังมีรายงานพบวา PGE2  

สามารถยับยั้งเอนไซม 5-lipoxygenase ทําใหลดการสราง 4-series LTs รวมทั้งกระตุนการทํางาน
ของเอนไซม 15-lipoxygease ทําใหเพิ่มการหลั่งสาร lipoxins จึงทําใหเกิดการยับยั้งกระบวนการ
อักเสบ ดังนั้น PGE2 จึงเปนทั้งสารชักนําและยับยั้งการเกิดกระบวนการอักเสบที่เกิดขึ้นในรางกาย 
(Levy et al., 2001; Gewirtz et al., 2002; Vachier et al., 2002; Serhan et al., 2003) และ PGI2 ทํา
หนาที่กระตุนการขยายตัวของเสนเลือด (vasodilatation) และเปนตัวตานการรวมตัวของเกร็ดเลือด 
(Weber et al., 1986) 

Table 2. Pro-inflammatory effects of PGE2 and 4-series LTs.
PGE2 LTB4 LTC4, D4 and E4

-Induces fever
-Increase vascular permeability
-Vasodilator
-Causes pain
-Enhances pain caused by other 
agents
-Increases Production of IL-6

-Increase vascular permeability
-Enhances local blood flow
-Chemotactic agent for leukocytes
-Induces relase of lysosomal enzyme
-Induces release of reactive oxygen 
species by granulocytes
-Increases production of TNF, IL-1 
and IL-6

-Increase vascular 
permeability
-Bronchoconstrictor
-Increase mucous 
secretion
-Increase hypersensitivity

Abbreviations used: IL, interleukin; TNF, tumour necrosis factor.
Source: Calder (2009)
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Figure 6. Outline of the pathway of eicosanoid synthesis from arachidonic acid. COX, 
cyclooxygenase; HETE, hydroxyleicosatetraenoic acid; HpETE, hydroperoxy-
eicosatetraenoic acid; LOX, lipoxygenase; LT, leukotriene; PG, prostaglandin; TX, 
thromboxane.

Source: Calder (2009)

4.1.2 ความสําคัญของกรดอะราชิโดนิคตอการเจริญเติบโตและพัฒนาการของมนุษย
กรดอะราชิโดนิคเปนกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงที่พบไดในปริมาณสูงในน้ํานมของ

หญิงมีบุตร (Jensen, 1999) มีรายงานวากรดอะราชิโดนิคมีความสําคัญตอการเจริญเติบโตและ
สงเสริมพัฒนาการทางสายตาและสมองของเด็กทารกใหดีขึ้น เนื่องจากกรดอะราชิโดนิคเปน
สวนประกอบสําคัญของเซลลประสาทสวนกลางในรางกายมนุษย (Sastry, 1985; Giusto et al., 
2000; Innis et al., 2001) แมวารางกายสามารถสังเคราะหกรดอะราชิโดนิคไดจากกรดไขมัน
จําเปนไลโนเลอิก แตการไดรับกรดอะราชิโดนิคจากกรดไลโนเลอิกเพียงอยางเดียวซึ่งมีอยูอยาง
จํากัด จึงไมเพียงพอตอความตองการของเด็กทารก (Carnielli et al., 2007) ดังนั้นในผลิตภัณฑนม
ผงสําหรับเด็กทารกจึงกําหนดใหมีการเสริมกรดอะราชิโดนิคเสมอ เพื่อชวยเสริมการเจริญเติบโต 
รวมทั้งพัฒนาการทางสมองและการมองเห็นของเด็กทารก 
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Birch และคณะ (2005) ศึกษาผลของการเสริมกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในนมผงตอ
พัฒนาการทางสายตาของเด็กทารกอายุตั้งแต 6-39 สัปดาห โดยใหนมผงที่มีการเสริมดวยกรดอะ
ราชิโดนิคในปริมาณเทากับรอยละ 0.72 ของกรดไขมันทั้งหมด พบวาปริมาณกรดอะราชิโดนิคใน
เม็ดเลือดแดงเพิ่มขึ้นจากชุดควบคุมรอยละ 15-18 อยางไรก็ตามผลการเจริญเติบโตของเด็กทารก
ทางดานกายภาพ เชน น้ําหนัก สวนสูงและความกวางรอบศีรษะไมมีความแตกตางกันทางสถิติอยาง
มีนัยสําคัญ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แตการใหนมผงที่เสริมกรดอะราชิโดนิคมีผล
เพิ่มศักยภาพการมองเห็นของเด็กทารก (visual evoked potential; VEP) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

Fang และคณะ (2005) ศึกษาผลของการเสริมกรดอะราชิโดนิคในนมผงตอการ
พัฒนาของระบบประสาทในเด็กทารกที่มีอายุตั้งแต 30-7 สัปดาห โดยการเสริมกรดอะราชิโดนิค 
รอยละ 0.1 โดยน้ําหนัก ตอปริมาณนมผง 110 กิโลแคลอรี่ ตอน้ําหนักตัวเด็ก 1 กิโลกรัมตอวัน เปน
เวลา 0-4 เดือน และลดปริมาณการใหนมผงลงเหลือปริมาณ 70 กิโลแคลอรี่ตอน้ําหนักเด็ก 1 
กิโลกรัมตอวัน จากเดือนที่ 5 ถึงเดือนที่ 6 วัดการเจริญเติบโตของเด็กทารกทุกเดือน พบวาเด็กทารก
ที่ไดรับนมผงที่เสริมดวยกรดอะราชิโดนิคใหผลของน้ําหนักตัว สวนสูงและความกวางรอบศีรษะ
ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ในขณะที่คา
ดัชนี psychomotor development index (PDI) และ mental development index (MDI) ซึ่งบงบอกถึง
การพัฒนาทางระบบประสาทและการเรียนรู พบวาเด็กทารกที่รับนมผงที่เสริมกรดอะราชิโดนิคมี
คาดัชนี PDI และ MDI เทากับ 102.2 ± 10.5 และ 96.1 ±  8.6 ตามลําดับ ซึ่งสูงกวาชุดควบคุมอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ที่มีคาดัชนี PDI และ MDI เทากับ 95.4 ± 13.2 และ 91.7 ± 10.4 ตาม 
ลําดับ 

4.1.3 คุณสมบัติของกรดอะราชิโดนิคในการยังยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง
กรดอะราชิโดนิคเปนกรดไขมันที่ความสําคัญตอกระบวนการชีวภาพตางๆ ใน

รางกาย เชน กระบวนการเกิดการอักเสบและเปนสารสื่อสัญญาณชีวภาพ (signal transduction) 
(Seeds et al., 1999) นอกจากนี้กรดอะราชิโดนิคยังสามารถยับยั้งสารสื่อกลางที่กระตุนการ
เจริญเติบโตของเซลลมะเร็ง (Begin et al., 1986) ชนิดตางๆ ไดแก เซลลมะเร็งตับ Hep-G2, 777 
และ JM2 (Muzio et al., 1999; Wu and Cederbaum, 2001) มะเร็งปอด (Muzio et al., 2006; 
Trombetta et al., 2007)

Rizzo และคณะ (1999) ศึกษาผลของกรดอะราชิโดนิคตอเซลลมะเร็ง พบวาการ
บมเซลลมะเร็งเปนเวลา 18 ชั่วโมง รวมกับกรดอะราชิโดนิคที่ความเขมขน 100 µM สามารถยับยั้ง
การเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเรื้อรังแบบไมอีลอยดไดรอยละ 77 เมื่อ
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เปรียบเทียบกับชุดควบคุมทั้งนี้อาจเนื่องจากกรดอะราชิโดนิคสามารถชักนํากระบวนการ apoptosis 
ภายในเซลล ซึ่งทําใหเซลลมะเร็งตาย 

Muzio และคณะ (2006) ศึกษาผลกรดอะราชิโดนิคยับยั้งเซลลมะเร็งปอด A549 
เนื่องจากกรดอะราชิโดนิคมีผลยับยั้งการสรางโปรตีนชนิด ALDH3Al ในเซลลมะเร็งปอด โดยบม
เซลลมะเร็งเปนเวลา 24 ชั่วโมง รวมกับกรดอะราชิโดนิคที่ความเขมขน 25 µM พบวาสามารถลด
จํานวนเซลลมะเร็งไดรอยละ 40 เมื่อเทียบกับชุดควบคุม และในขณะเดียวกันเมื่อเพิ่มความเขมขน
กรดอะราชิโดนิคเปน 50 µM และเพิ่มระยะเวลาในการบมเซลลมะเร็งเปน 48 ชั่วโมง มีผลทําให
เซลลมะเร็งมีลดจํานวนลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เทากับรอยละ 64 เมื่อเปรียบเทียบชุด
ควบคุม 

Trombetta และคณะ (2007) ศึกษาผลกรดอะราชิโดนิคและกรดโดโคเฮกซะอีโน
อิกในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งปอดของมนุษย A549 โดยเมื่อบมเซลลมะเร็งปอด
เปนเวลา 48 ชั่วโมง รวมกับกรดอะราชิโดนิคที่ความเขมขน 25 µM พบวากรดอะราชิโดนิคมีผลลด
จํานวนเซลลมะเร็งปอด A549 ลงเทากับรอยละ 9 และเมื่อเพิ่มความเขมขนกรดอะราชิโดนิคเปน 50 
และ 100 µM ในระยะเวลาการบมเซลลมะเร็งเทากัน สงผลใหเซลลมะเร็งปอด A549 มีจํานวน
ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เทากับรอยละ 33 และ 55 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุม นอกจากนี้เมื่อบมเซลลมะเร็งปอดเปนเวลา 48 ชั่วโมง รวมกับกรดโดโคเฮกซะอีโนอิกที่
ระดับความเขมขน 50 และ 100 µM ทําใหเซลลมะเร็งปอด A549 มีจํานวนลดลงอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) เทากับรอยละ 49 และ 65 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม

4.1.4 ผลของกรดอะราชิโดนิคตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํา
กรดอะราชิโดนิคเปนกรดไขมันที่ไมเพียงจําเปนตอมนุษยเทานั้น ยังจําเปนสําหรับ

สัตวบกและสัตวน้ําเนื่องจากกรดอะราชิโดนิคเปนกรดไขมันที่จําเปนตอกระบวนการชีวภาพ
ตางๆ ในรางกาย เชน ระบบสืบพันธุ ระบบภูมิคุมกันและการตอบสนองตอการอักเสบของรางกาย 
เปนตน (Tocher, 2003) ในอดีตที่ผานมากรดอะราชิโดนิคอาจถูกมองขามในเรื่องคุณคาของ
สารอาหาร แตกรดอะราชิโดนิคมีความสําคัญตอการเพาะเลี้ยงสัตวน้ํามาก โดยเฉพาะอยางยิ่งมีผล
ตอคุณภาพของไขและตัวออนในสัตวน้ํา ตลอดจนระบบภูมิคุมกันในสัตวน้ํา (Castell et al., 1994; 
Bessonart et al., 1999; Bell and Sargent, 2003)

Furuita และคณะ (2003) ศึกษาผลของปริมาณกรดอะราชิโดนิคตอคุณภาพของไข
ปลาทะเล Paralichthys olivaceus โดยทดลองใหกรดอะราชิโดนิคที่ความเขมขนตั้งแตรอยละ 0.1, 
0.6 และ 1.2 ของอาหาร ในชวงกอนและหลังฤดูวางไขรวมเปนระยะเวลา 3 เดือน พบวาความ
เขมขนของกรดอะราชิโดนิครอยละ 0.6 ของอาหาร สามารถชวยเพิ่มสมรรถภาพในการวางไขของ
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ปลาทะเล P. olivaceus ใหปริมาณของไขสูงถึง 126,500 ฟองตอน้ําหนักปลา 1 กิโลกรัมตอการ
วางไข 1 ครั้ง อยางไรก็ตามเมื่อเพิ่มปริมาณกรดอะราชิโดนิคในอาหารปลามีผลทําใหลดสมรรถ 
ภาพในการวางไขแกของปลา P. olivaceus โดยใหปริมาณของไขเทากับ 61,100 ฟองตอน้ําหนัก
ปลา 1 กิโลกรัมตอการวางไข 1 ครั้ง เนื่องจากเกิดการเปลี่ยนของสารในกลุมอีโคซานอยดในตัวปลา 
จึงสงผลตอการพัฒนาเซลลสืบพันธุ รวมทั้งปริมาณและคุณภาพของไข 

Van-Anholt และคณะ (2004) ศึกษาผลของกรดอะราชิโดนิคตอความเครียดแบบ
เฉียบพลันและเรื้อรังที่เกิดขึ้นในลูกปลาทะเล Sparus aurata โดยใหกรดอะราชิโดนิคในปริมาณสูง
เทากับรอยละ 2.4 ของไขมันทั้งหมดในอาหาร แกลูกปลาทะเล S. aurata ที่มีอายุ 28 วัน จากนั้น
หยุดใหอากาศเปนเวลา 90 วินาที เพื่อทดสอบการตอบสนองตอความเครียดแบบเฉียบพลันที่เกิดขึ้น 
พบวาสามารถลดความเครียดที่เกิดไดเปนอยางดีโดยวัดจากระดับของสารคอรติซอล (cortisol) ที่
เกิดขึ้นในตัวออน เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใหกรดอะราชิโดนิคในปริมาณต่ํา นอกจากนี้เมื่อ
ศึกษาผลของกรดอะราชิโดนิคตอความเครียดแบบเรื้อรังในลูกปลาทะเล S. aurata โดยคอย ๆ ลด
ความเค็มลงจากรอยละ 42 เหลือรอยละ 25 ภายใน 1 ชั่วโมง ทุก ๆวัน โดยวัดระดับของสารคอรติ
ซอลและกิจกรรมของเอนไซม Na+ และ K+-ATPase พบวาการใหกรดอะราชิโดนิคปริมาณสูงแกลูก
ปลาจะทําใหระดับสารคอรติซอลลดลง ในชวงระยะเวลา 30 นาทีแรกเทานั้น จากนั้นระดับของสาร
คอรติซอลจะเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งสัมพันธกับกิจกรรมของเอนไซน Na+ และ K+-ATPase ที่เพิ่มสูงขึ้น เพื่อ
รักษากระบวนการออสโมซิสและปองกันการเกิด hypo-osmotic ในลูกปลาทะเล S. aurata 

Khozin-Goldberg และคณะ (2006) ศึกษาผลกรดอะราชิโดนิคตอการรอดชีวิตของ
ปลาหางนกยูงในสภาวะที่มีเซลลปรสิต Tetrahymena sp. โดยการใหอาหารที่เสริมดวยกรดอะราชิ
โดนิค 12.5, 25, 37.5 และ 50 มิลลิกรัมตอกรัมอาหาร โดยเลี้ยงเปนเวลา 14 วัน ในอางที่มีเซลล
ปรสิต Tetrahymena sp. ที่ความเขมขน 1,000 เซลลตอมิลลิลิตร พบวาเมื่อเลี้ยงปลาหางนกยูงดวย
อาหารที่เสริมกรดอะราชิโดนิคในปริมาณ 25 มิลลิกรัมตอกรัมอาหาร ปลาหางนกยูงมีการรอด
ชีวิตเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 

Lund และคณะ (2007) ศึกษาผลของการเสริมกรดอะราชิโดนิค กรดอีโคซาเพนตะ
อีโนอิกและกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกในอาหารปลา ตอการเจริญเติบโตและการสรางเม็ดสี 
(malpigmentation) ในระยะตัวออนของปลาทะเล Solea solea พบวาการเสริมกรดไขมันไมอิ่มตัว
สูงทั้ง 3 ชนิด คือ กรดอะราชิโดนิค กรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกและกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกใน
อาหารปลา ไมมีผลตออัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ (specific growth rate) ในปลา S. solea ในระยะ
ตัวออน เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่มีกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงทั้ง 3 ชนิดในอาหารที่มีปริมาณต่ํา แตเมื่อ
เพิ่มปริมาณกรดอะราชิโดนิคในอาหารเทากับรอยละ 30 ของอาหาร พบวาทําใหผลการสรางเม็ดสี
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ของปลาทะเลดังกลาวเพิ่มขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.001) โดยมีคาเทากับรอยละ 83.4 ± 0.7 
เมื่อเทียบกับชุดควบคุมใหผลการสรางเม็ดสีเทากับรอยละ 25.0 ± 2.8

4.2 แหลงที่มาของกรดอะราชิโดนิค
กรดอะราชิโดนิคสามารถพบไดทั่วไปในเนื้อสัตวและปลาทะเล เชน เครื่องใน

สัตว ไขแดง ปลาซาดีน ทูนาและเฮอรริง (Burja et al., 2006) รวมทั้งจุลินทรียหลายชนิด ไดแก 
สาหรายเซลลเดียว Porphyridium cruentum และ Parietochoris incisa (Bigogno et al., 2002; 
Durmaz et al., 2007) รา Mortierella alpina (Zhu et al., 2003) และแบคทีเรียจากทะเลบางสายพันธุ
เชน Plesiocystis pacifica SIR-1, Aureispira marina gen. nov., sp. nov., Aureispira maritima sp. 
nov., Krokinobacter. eikastus PMA-26, Krokinobacter diaphorus MSKK-32 (Iizuka et al., 2003; 
Hosoya et al., 2006; Khan et al., 2006; Hosoya et al., 2007) เปนตน ซึ่งจุลินทรียเปนสิ่งมีชีวิต
ขนาดเล็กที่มีการเจริญเติบโตอยางรวดเร็วจึงสามารถผลิตกรดอะราชิโดนิคไดคราวละมากๆ 
ตลอดจนในการเพาะเลี้ยงสามารถควบคุมการผลิตไดงายไมขึ้นกับความแปรปรวนของ
สภาพแวดลอมตามธรรมชาติ ในขณะที่การบริโภคเนื้อสัตว เชน สวนของเครื่องในสัตวและไขแดง 
แมวาจะไดรับกรดอะราชิโดนิคเปนจํานวนมาก แตผูบริโภคยังไดรับโคเลสเตอรอล ซึ่งเปนไขมันที่
เปนปญหาตอสุขภาพในปริมาณที่มากดวย นอกจากนี้การบริโภคน้ํามันปลาที่มีจําหนายอยาง
แพรหลาย ซึ่งผลิตจากปลาทะเล อาจมีกลิ่นรสที่ไมพึงประสงค รวมทั้งอาจมีการปนเปอนของ
สารพิษ สารเคมีหรือโลหะหนักได เชน asdioxins, polychlorinated biphenyls (PCBs) ปรอทและ
ตะกั่ว (Certlk and shimiza, 1999; Ratledge, 2004) เปนตน

โดยทั่วไปจุลินทรียมีการสังเคราะหไขมันและเก็บไวภายในเซลลปริมาณคอนขาง
นอย นอกจากนี้มีเพียงจุลินทรียบางชนิดเทานั้นที่มีความสามารถที่สะสมไขมันภายในเซลล 
(oleaginous microorganism) โดยมีปริมาณไขมันที่สะสมภายในเซลลมากกวาหรือรอยละ 20 ของ
น้ําหนักเซลล ซึ่งไขมันเหลานี้ถูกเก็บไวเพื่อเปนแหลงพลังงาน (storage material) แตแบคทีเรีย
ทั่วไปไมมีการสรางไตรเอซิลกลีเซอรอล (triacylglycerol) แตจะมีการผลิตโพลิเมอรในกลุม poly-
β-hydroxy-butyrates (PHB) และ poly-β-hydroxy-alkanaoates (PHA) เพื่อเปนแหลงพลังงาน 
(storage polymers) หรือเพื่อรักษาสภาพการไหลของเยื่อหุมเซลล (membrane fluidity) เมื่อจุลินทรีย
อยูในสิ่งแวดลอมที่มีอุณหภูมิตํ่า โดยเซลลจะพยายามปรับตัวโดยลดสัดสวนของกรดไขมันอิ่มตัว
จากไขมันในเยื่อหุมเซลลทั้งหมดและเพิ่มการสรางกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง เนื่องจากไขมันที่ไม
อิ่มตัวมีจุดหลอมเหลวตํ่ากวาไขมันอิ่มตัว จึงเปนการปรับตัวเพื่อรักษาสภาพการไหลของเยื่อหุม
เซลล (Caldwell, 1995) สําหรับการผลิตและสะสมไขมันรวมทั้งกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงไวภายใน
เซลลในปริมาณสูงนั้น พบมากในยีสตบางชนิด ราและสาหรายเซลลเดียวบางชนิด (Ratledge, 
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2004) ดังนั้นจุลินทรียจึงเปนอีกแหลงผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง จําพวกกรดอะราชิโดนิค ดังแสดง
ใน Table 3

อยางไรก็ตามคุณสมบัติของจุลินทรียที่มีศักยภาพในการนํามาใชผลิตเชิง
อุตสาหกรรมควรมีคุณสมบัติดังนี้ (Ward and Singh, 2005) 

- มีลักษณะพันธุกรรมและยีนคงที่
- เจริญเติบโตเร็วและใหอัตราการผลิตสูง
- เลี้ยงงายในสภาวะควบคุม
- เจริญเติบโตไดดีในอาหารราคาถูกและใหผลผลิตสูง
- ไมผลิตสารพิษ
- ไมเปนเชื้อกอโรค

Table 3. List of arachidonic acid producing microorganism.

Microorganism Types of polyunsaturated fatty acids References
Bacteria
Aureispira marina 20:46 Hosoya et al., (2006)
Aureispira maritima 20:46 Hosoya et al., (2007)

Barophilic bacteria strain 
16C1 and 16D2

 18:26, 18:36, 18:33,20:36, 
20:46, 20:43, 20:53, 22: 63

Yano et al., (1998)

Krokinobacter eikastus 20:46 Khan et al., (2006)

Plesiocystis pacifica 20:46 Iizuka et al., (2003)
Psychoflexus torques 20:46, 20:53 Bowman et al., (1998)

Fungi
Mortierella elongata
NRRL 5513

20:46 Cheng el at., (1999)

Mortierella alpina 20:46 Lan et al., (2002)

Mortierella alpina
I49-N18

20:46 Yuan et al., (2002)

Mortierella sp. 20:46 Zhu et al., (2003)
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Table 3. (Cont.).

Microorganism Types of polyunsaturated fatty acids References

Microalgae

Parietochloris incise 20:46, 20:53 Bigogono et al., (2002)

Porphyridium cruentum 20:46, 20:53 Certik and Shimiza (1999)
Pythium insidiosum 20:46 Kyle (1994)
Thraustochytrids 
(fungoid protists)
Thraustochytrids strains 
43B and 46B

20:46, 20:53, 22: 63 Barclay (1997)

Moss
Physcomitrella patens 18:26, 18:36, 18:33, 20:36, 

20:33, 20:46, 20:53

Grimsley et al., (1981);
Kaewsuwan et al., (2006)

5. ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและผลิตกรดไขมันอะราชิโดนิคในจุลินทรีย 

การผลิตกรดอะราชิโดนิคของจุลินทรียขึ้นอยูกับปจจัยทางเคมีและกายภาพในการ
เพาะเลี้ยง โดยปจจัยทางเคมี ไดแก องคประกอบ ซึ่งหลักๆ คือ ชนิด ปริมาณของแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจน สวนปจจัยทางกายภาพ ไดแก อุณหภูมิ พีเอช ความเค็มและปริมาณออกซิเจน เปนตน 
นอกจากนี้อายุและสายพันธุของจุลินทรียยังมีผลตอการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงดวยเชนกัน

5.1 ชนิดของแหลงคารบอน (Carbon sources)
แหลงของคารบอนเปนสารอาหารที่จําเปนในการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะ

ราชิโดนิคของเซลลจุลินทรีย โดยพบวาการใชสารละลายแปง (soluble starch) เปนแหลงคารบอนที่
ความเขมขนรอยละ 2.0 ของอาหารเพาะเลี้ยง ราสายพันธุ Mortierella alpina ATCC 32222 จะให
น้ําหนักชีวมวลเทากับ 7.20 กรัมตอลิตร และปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.83 กรัมตอลิตร 
ในขณะที่การใชกลูโคส มอลโทสและกาแลคโตส เปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนเดียวกัน พบวา
การเลี้ยงราโดยใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนจะมีน้ําหนักชีวมวลเทากับ 7.50 กรัมตอลิตร และให
ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.67 กรัมตอลิตร สวนการเลี้ยงราโดยใชน้ําตาลชนิดอื่นเปนแหลง
คารบอนจะมีน้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ลดลง นอกจากนี้การใชน้ํามันพืชชนิด
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ตาง ๆ ในอาหารเพาะเลี้ยง M. alpina ATCC 32222 พบวาราสามารถเจริญเติบโตไดดีขึ้นและผลิต
กรดอะราชิโดนิคเพิ่มมากขึ้นดวย มีรายงานวาน้ํามันถั่วเหลือง (soybean oil) น้ํามันเมล็ดดอกทาน 
ตะวัน (sunflower oil) และน้ํามันเมล็ดลินิน (linseed oil) ที่ความเขมขนรอยละ 1 ของอาหารเพาะ 
เลี้ยง รวมทั้งมีสารละลายแปงที่ความเขมขนรอยละ 2 มีผลตอการเพิ่มน้ําหนักชีวมวลเปน 17.10, 
17.30 และ 17.50 กรัมตอลิตรของอาหารเพาะเลี้ยง และปริมาณกรดอะราชิโดนิค 1.79, 1.69 และ 
1.92 กรัมตอลิตรของอาหารเพาะเลี้ยงตามลําดับ ในขณะที่เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารละลายแปงมี
ผลใหน้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคเพิ่มขึ้นเชนกัน โดยสารละลายแปงที่ความ
เขมขนรอยละ 10 ของอาหารเพาะเลี้ยง ใหน้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคสูงสุด
เทากับ 18.40 และ 2.64 กรัมตอลิตร แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของสารละลายแปงเปนรอยละ 12
น้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคลดลงเทากับ 17.90 และ 0.30 กรัมลิตร (Jang et al., 
2005) เชนเดียวกับการศึกษาของ Nisha และ Venkataeswaran (2008) ทําการทดลองโดยใชกลูโคส
ที่ความเขมขนรอยละ 2 ของอาหารเพาะเลี้ยง สําหรับ M. alpina CBS 528.72 จะใหน้ําหนักชีวมวล
และกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 6.70 และ 0.97 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่การใชฟรุกโตส 
แลคโตส แรฟฟโนสและแมนโนสเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนเดียวกันจะมีน้ําหนักชีวมวล
และปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ลดลง โดยมีน้ําหนักชีวมวลเทากับ 5.40, 4.60, 4.60 และ 1.40 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ และใหกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.53, 0.10, 0.09 และ 0.12 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 4

Table 4. Effect of carbon sources on arachidonic acid (ARA) production from Mortierella alpina.

Carbon sources Organism
Biomass

(g/L)
ARA 
(g/L)

References

2.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 7.20 0.83 Jang et al., (2005)
2.0% glucose M. alpina ATCC 32222 7.50 0.68 Jang et al., (2005)
2.0% galactose M. alpina ATCC 32222 5.10 0.17 Jang et al., (2005)
2.0% maltose M. alpina ATCC 32222 4.30 0.10 Jang et al., (2005)
1.0% soy bean oil
(+2.0% soluble starch)

M. alpina ATCC 32222 17.10 1.79 Jang et al., (2005)

1.0% sunflower oil
(+2.0% soluble starch)

M. alpina ATCC 32222 17.30 1.69 Jang et al., (2005)

1.0% linseed oil
(+2.0% soluble starch)

M. alpina ATCC 32222 17.50 1.92 Jang et al., (2005)
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Table 4. (Cont.).

Carbon sources Organism
Biomass

(g/L)
ARA 
(g/L)

References

1.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 4.20 0.07 Jang et al., (2005)
4.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 9.60 1.29 Jang et al., (2005)
6.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 14.00 1.75 Jang et al., (2005)
8.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 17.80 2.01 Jang et al., (2005)
10.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 18.40 2.64 Jang et al., (2005)
12.0% soluble starch M. alpina ATCC 32222 17.90 0.30 Jang et al., (2005)

2.0% glucose M. alpina CBS 528.72 6.70 0.97 Nisha and Venkateswaran 
(2008)

2.0% fructose M. alpina CBS 528.72 5.40 0.53 Nisha and Venkateswaran 
(2008)

2.0% lactose M. alpina CBS 528.72 4.60 0.10 Nisha and Venkateswaran 
(2008)

2.0% raffinose M. alpina CBS 528.72 4.60 0.09 Nisha and Venkateswaran 
(2008)

2.0% mannose M. alpina CBS 528.72 1.40 0.12 Nisha and Venkateswaran 
(2008)

5.2 ชนิดของแหลงไนโตรเจนและอัตราสวนระหวางคารบอนและไนโตรเจน (Nitrogen 
sources and C:N ratio)

แหลงไนโตรเจนเปนอีกปจจัยที่มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสูง เนื่องจากใชในการสังเคราะหสารพันธุกรรม เอนไซมและสวนประกอบตางๆ
ของเซลล มีรายงานวาการใชกลูตาเมทเปนแหลงไนโตรเจนสําหรับรา Mortierella alpina พบวาเมื่อ
เพิ่มความเขมขนของกลูตาเมทในอาหารเพาะเลี้ยง สงผลเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิค โดยกลูตา
เมทที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 1.40 กรัมตอลิตร จาก 
0.84 กรัมตอลิตร ในชุดควบคุมที่ไมเติมกลูตาเมท แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตาเมทเปน 1.0 
และ 1.2 กรัมตอลิตร ปริมาณกรดอะราชิโดนิคลดลงเทากับ 0.92 และ 0.81 กรัมตอลิตร (Yu et al., 
2003) ในขณะที่การเติมยีสตสกัดที่ความเขมขนรอยละ 0.8 เปนแหลงไนโตรเจนแกรา M. alpina
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I49-N18 ใหน้ําหนักชีวมวลและผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 22.00 และ 3.50 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ในขณะเดียวกันเมื่อใชเปปโตน เนื้อสกัด (beef extract) KNO3 และ NaNO3 เปนแหลง
ไนโตรเจนที่ความเขมขนเดียวกันจะมีน้ําหนักชีวมวลลดลงเทากับ 14.00, 7.00, 5.00 และ 5.00 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ และผลผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ลดลงเทากับ 1.50, 2.00, 0.50 และ 0.45 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ (Yuan et al., 2002) อยางไรก็ตามการใชแหลงไนโตรเจนอินทรียและอนินทรีย
รวมกันในอาหารเพาะเลี้ยงรา M. alpina ATCC 32222 โดยมี KNO3 และยีสตสกัดในอัตราสวน 2:1 
ใหน้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 7.20 และ 0.83 กรัมตอลิตรของอาหาร
ตามลําดับ แตเมื่อลดหรือเพิ่มอัตราสวนของ KNO3 ตอยีสตสกัดจะสงผลตอน้ําหนักชีวมวลและ
ปริมาณกรดอะราชิโดนิค ซึ่งอัตราสวนของ KNO3 ตอยีสตสกัดเทากับ 1:3, 1:2, 1:1 และ 3:1 ให
น้ําหนักชีวมวลเทากับ 9.30, 7.20, 8.50 และ 6.90 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และปริมาณกรดอะราชิโด
นิคเทากับ 0.47, 0.43, 0.53 และ 0.73 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Jang et al., 2005) นอกจากนี้
อัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของรา M. 
alpina โดยพบวาอัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงที่นอยหรือมากเกินไปสงผล
ใหจุลินทรียมีการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ลดลง โดยอัตราสวนคารบอนและ
ไนโตรเจนที่เหมาะสม 12:1 ใหน้ําหนักชีวมวลเทากับ 20.00 กรัมตอลิตร ในขณะที่อัตราสวน
คารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสม 14.9:1 ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 1.50 กรัมตอลิตร 
นอกจากนี้เมื่อลดหรือเพิ่มอัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนทําใหน้ําหนักชีวมวลและปริมาณ
กรดอะราชิโดนิคลดลง ดังแสดงใน Table 5 (Koike et al., 2001) 

Table 5. Effect of nitrogen sources and C:N ratio on arachidonic acid (ARA) production from 
Mortierella alpina.

Nitrogen source Organism
Biomass

(g/L)
ARA 
(g/L)

References

0.4% glutamate M. alpina 23.27 1.22 Yu et al., (2003)
0.6% glutamate M. alpina 23.51 1.25 Yu et al., (2003)
0.8% glutamate M. alpina 24.43 1.40 Yu et al., (2003)
1.0% glutamate M. alpina 24.47 0.92 Yu et al., (2003)
1.2% glutamate M. alpina 24.78 0.81 Yu et al., (2003)
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Table 5. (Cont.).

Nitrogen source Organism
Biomass 

(g/L)
ARA 
(g/L)

References

0.8% yeast extract M. alpina I49-N18 22.00 3.50 Yuan et al., (2002)
0.8% peptone M. alpina I49-N18 14.00 1.50 Yuan et al., (2002)
0.8% beef extract M. alpina I49-N18 7.00 2.00 Yuan et al., (2002)
0.8% KNO3 M. alpina I49-N18 5.00 0.50 Yuan et al., (2002)
0.8% NaNO3 M. alpina I49-N18 5.00 0.45 Yuan et al., (2002)
(1:3) KNO3: yeast extract M. alpina ATCC 32222 9.30 0.47 Jang et al. (2005)
(1:2) KNO3: yeast extract M. alpina ATCC 32222 7.20 0.43 Jang et al. (2005)
(1:1) KNO3: yeast extract M. alpina ATCC 32222 8.50 0.53 Jang et al. (2005)
(2:1) KNO3: yeast extract M. alpina ATCC 32222 7.20 0.83 Jang et al. (2005)
(3:1) KNO3: yeast extract M. alpina ATCC 32222 6.90 0.73 Jang et al. (2005)
(4.9:1) C:N ratio M. alpina 12.50 0.10 Koike et al., (2001)
(5.6:1) C:N ratio M. alpina 12.00 0.20 Koike et al., (2001)
(6.7:1) C:N ratio M. alpina 13.00 0.45 Koike et al., (2001)
(12:1) C:N ratio M. alpina 20.00 1.25 Koike et al., (2001)
(14.9:1) C:N ratio M. alpina 17.00 1.50 Koike et al., (2001)
(18.9:1) C:N ratio M. alpina 16.80 1.20 Koike et al., (2001)
(20.4:1) C:N ratio M. alpina 15.00 1.20 Koike et al., (2001)

5.3 โคแฟคเตอร (Cofactor)
โดยทั่วไปการทํางานของเอนไซมในสิ่งมีชีวิตจําเปนตองอาศัยโคแฟคเตอรเพื่อทํา

ใหเกิดปฏิกิริยา อิออนของโลหะ เชน Ca2+, Mg2+, Fe2+ และ Zn2+ เปนโคแฟคเตอรที่สําคัญของ
เอนไซมตางๆ อาทิเชน adenylate kinase, glucose 6-phosphatase, catalase, และ DNA polymerase 

(Aggett, 1985; Dedyukhina and Eroshin, 1991; Poole, 1997) ตามลําดับ ซึ่งเอนไซมเหลานี้เปน
เอนไซมที่สําคัญในการเจริญเติบโตของจุลินทรีย และมีรายงานวา Ca2+ เปนโคแฟคเตอรของ
เอนไซม acetyl-CoA carboxylase ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญในการเปลี่ยน acetyl-CoA เปน malnoyl-
CoA ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไขมัน (Guchhait et al., 1974) นอกจากนี้มีรายงาน



26

การศึกษาผลของ Ca2+ ตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคของราสายพันธุ M. 
ramanniana โดยเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวย CaCl2 เทากับ 5, 50 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา 
CaCl2 ที่ความเขมขนเทากับ 500 มิลลิกรัมตอลิตรใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 2.20 กรัมตอ
ลิตร รองลงมา คือ CaCl2 ที่ความเขมขน 5 และ 50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 
1.90 และ 1.80 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่ CaCl2 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหผลผลิต
กรดแกมมาไลโนเลนิคสูงสุดเทากับ 0.45 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง รองลงมา คือ 500 และ 5 
มิลลิกรัมตอลิตร ใหผลผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคสูงเทากับ 0.30 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล
แหง ตามลําดับ (Dyal et al., 2005)

Mg2+ เปนโคแฟคเตอรอีกชนิดหนึ่งของเอนไซมที่เปนสําคัญในกระบวนการ
สังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของจุลินทรีย และมีรายงานวา MgSO4 มีผลเพิ่มการผลิตกรด
แกมมาไลโนเลนิคของราสายพันธุ Cunninghamella sp. 2A1 เล็กนอย โดยเลี้ยงรา Cunninghamella 
sp. 2A1 ในอาหารที่เติม MgSO4.7H2O ความเขมขน 1.5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดแกมมาไลโนเล
นิคเทากับรอยละ 0.03 ของกรัมเซลลแหง เปรียบเทียบชุดควบคุมที่ไมเติม MgSO4.7H2O ในอาหาร
เพาะเลี้ยง ใหปริมาณกรดแกมมาไลโนเลนิคเทากับรอยละ 0.02 ของกรัมเซลลแหง (Guchhait et al., 
1974; Muhid et al., 2008) แตรายงานการศึกษาของ Kang และคณะ (2007) พบวาการเติม MgSO4 
เทากับ 15.0 กรัมตอลิตร ในอาหารเพาะเลี้ยงเซลลสาหราย Thraustochytrium aureum ATCC 34304 
มีผลลดการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิก ซึ่งมีปริมาณกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 
41.92 ของกรดไขมันทั้งหมด เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงสาหราย T. aureum ATCC 34304 ที่ไม
เติมมีการเติม MgSO4 ในอาหารเพาะเลี้ยง ใหผลผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 46.55 
ของกรดไขมันทั้งหมด 

5.4 อุณหภูมิ (Temperature)
อุณหภูมิเปนปจจัยทางกายภาพที่มีผลตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียและการ

สรางกรดไขมันภายในเซลลจุลินทรีย โดยพบวาการเลี้ยงจุลินทรียที่อุณหภูมิต่ําจะกระตุนใหจุลินท
รียสรางกรดไขมันไมอิ่มตัวสายยาวหรือกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับการเลี้ยงจุลินท
รียชนิดเดียวกันที่อุณหภูมิสูงกวา ทั้งนี้เพื่อรักษาคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลในการแลกเปลี่ยนสาร
และกระบวนการทํางานภายในเซลลใหปกติ เนื่องจากกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเหลานี้จะไมแข็งตัว
เปนไขที่อุณหภูมิต่ํา (Wen and Chen, 2003) นอกจากนี้มีรายงานวาอุณหภูมิสงผลตอการละลายของ
เพิ่มออกซิเจนในอาหารเพาะเลี้ยง โดยที่อุณหภูมิต่ําทําใหเพิ่มออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยง
สงผลใหการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเพิ่มขึ้น เนื่องจากเมื่อออกซิเจนภายในเซลลมากเพียงพอตอ
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ความตองการของเอนไซม desaturase ซึ่งเปน oxygen-dependent enzyme ที่ทําใหเกิดพันธะคูใน
สายโซคารบอนของกรดไขมัน (Brown and Rose, 1969)

 Nichols และคณะ (1997) พบวาเมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย Shewanella gelidimarina
ACAM 456T ที่แยกไดจากทะเล ที่อุณหภูมิ 0.3 องศาเซลเซียส ถึง 10 องศาเซลเซียส จะมีผลทําให
การผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกภายในเซลลเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงที่อุณหภูมิสูง
กวา และมีรายงานวาเมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย Shewanella sp. ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบ
กับการเลี้ยงแบคทีเรียเดียวกันที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แบคทีเรียดังกลาวสามารถผลิตกรดไขมัน
ไมอิ่มตัวสูง เพิ่มขึ้น 2.5 เทา เมื่อเลี้ยงที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (Gentile et al., 2003)

นอกจากนี้ Jiang และ Chen (2000) ไดศึกษาผลของอุณหภูมิและการเปลี่ยน
อุณหภูมิตอการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกในสาหรายทะเล Cryothecodinium cohnii พบวา
สาหรายชนิดนี้เจริญเติบโตไดดีในชวงอุณหภูมิ 15-30 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิสูง (30 องศา
เซลเซียส) จะใหอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะสูงสุด แตที่อุณหภูมิตํ่า (15 องศาเซลเซียส) จะเพิ่มการ
สรางกรดไขมันไมอิ่มตัวหลายพันธะมากกวา โดยเซลลสาหรายผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกได
สูงสุด ที่อุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส ในระยะแรกของ stationary phase นอกจากนี้เมื่อเปลี่ยน
อุณหภูมิในการเลี้ยงสาหรายจากอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส (48 ชั่วโมง) ไปที่อุณหภูมิ 15 องศา
เซลเซียส (24 ชั่วโมง) ใหผลผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเพิ่มขึ้นเทากับรอยละ 19.9 จากชุด
ควบคุม

5.5 พีเอช (pH)
จุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดดีในพีเอชที่แตกตางกัน ซึ่งพีเอชเริ่มตน

ในอาหารเพาะเลี้ยงสงผลตอการทํางานของเอนไซมในจุลินทรียมีผลใหการเจริญเติบโตและการ
สรางกรดไขมันในเซลลจุลินทรียจึงแตกตางกันเมื่อเลี้ยงในสภาวะที่มีคาพีเอชตางกัน (Wen and 
Chen, 2003; Hwang et al., 2005) สําหรับการเลี้ยงสาหรายเซลลเดียว Phaeodactylum tricornutum
ในอาหารเพาะเลี้ยงที่มีพีเอชตั้งแต 6.0 ถึง 8.8 ใหน้ําหนักชีวมวลของสาหรายเซลลเดียวไมแตกตาง
กันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตปริมาณกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกที่เซลลผลิตขึ้นแตกตาง
กันในแตละสภาวะของพีเอช โดยผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกจะสูงสุดเทากับ 72.10 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ที่พีเอช 7.6 (Yongmanitchai and Ward, 1991) สําหรับในการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากรา 
Mortierella alpine I49-N18 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชตั้งแต 4.0 ถึง 10.0 พบวาราเจริญเติบโตสูงสุด
ที่พีเอช 8.0 ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 30.00 กรัมตอลิตร และผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงสุดที่พี
เอช 8.5 เทากับรอยละ 70.0 ของกรดไขมันทั้งหมด (Yuan et al., 2002) นอกจากนี้มีรายงานของ 
นลินี เพชรเทียนชัย (2545) ที่ศึกษาผลของพีเอชเริ่มตนตอการผลิตกรดไลโนเลอิกในแบคทีเรียจาก
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ทะเลสายพันธุ ON-17 พบวาแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตไดในพีเอชเริ่มตนคอนขางกวาง ตั้งแตพี
เอชเริ่มตนเทากับ 4.0 ถึง 10.0 แตมีการเจริญเติบโตสูงสุดที่พีเอชเริ่มตนเทากับ 7.5 โดยใหน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 2.61 กรัมตอลิตร ในขณะที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่พีเอชเริ่มตนเทากับ 6.0 การ
ผลิตกรดไลโนเลอิกสูงสุดเทากับรอยละ 1.77 ของกรดไขมันทั้งหมด 

5.6 การใหอากาศ (Aeration)
ออกซิ เจนเปนปจจัยสํ าคัญในการผลิตพลั งงานในจุลินทรียทุกชนิดที่มี

กระบวนการหายใจโดยใชออกซิเจนเปนตัวรับอิเล็กตรอน ดังนั้นการเพิ่มออกซิเจนจึงมีผลตออัตรา
การเจริญเติบโตของจุลินทรียที่ตองการออกซิเจนในการเจริญเติบโต สวนการผลิตกรดไขมันไม
อิ่มตัวสูง จะพบวาออกซิเจนมีผลตอการเกิดพันธะคูของกรดไขมัน โดยเฉพาะในกระบวนการที่ทํา
ใหเกิดพันธะคูในสายโซคารบอนโดยเอนไซม desaturase ซึ่งทําหนาที่ในการกระบวนการเกิด
พันธะคูในโมเลกุลของกรดไขมัน เนื่องจากเอนไซมชนิดนี้เปน oxygen-dependent-enzyme ที่
ตองการออกซิเจนในการเกิดทํางาน ดังนั้นปริมาณของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงมีตอ
ปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน (oxygenation) สงผลตอการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินท
รีย (Ratledge, 1992)

นลินี เพชรเทียนชัย (2545) ศึกษาผลของความเร็วรอบในการเขยาตอการ
เจริญเติบโตและผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของแบคทีเรียจากทะเลสายพันธุ ON-17 พบวาการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของแบคทีเรียมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อความเร็วรอบ
ในการเขยาเพิ่มขึ้น โดยที่ความเร็วรอบ 180 รอบตอนาที จะทําใหการผลิตกรดไลโนเลอิกสูงสุด
เทากับรอยละ 1.31 ของกรดไขมันทั้งหมด ในขณะที่ความเร็วรอบในการเขยาที่ 200 รอบตอนาที 
ใหการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ON-17 สูงสุดในรูปน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 2.10 กรัมตอลิตร 

Higashiyama และคณะ (1999) ศึกษาปริมาณของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยง
ตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของราสายพันธุ M. alpina 1S-4 พบวาเมื่อเพิ่มปริมาณของออกซิเจนที่
ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงใหอยูในชวง 10-15 ppm ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับรอยละ 18.4 
ของน้ําหนักเซลลแหง ซึ่งเพิ่มขึ้น 1.6 เทาจากชุดควบคุมที่มีปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหาร
เลี้ยงเทากับ 7 ppm ที่ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับรอยละ 11.5 ของน้ําหนักเซลลแหง อยางไร
ก็ตามเมื่อเพิ่มปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงเปน 20-30 ppm กลับมีผลผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคลดลงเทากับรอยละ 16.7 ของน้ําหนักเซลลแหง

5.7 ความเค็ม (Salinity)
ความเค็มมีผลตอความดันออสโมติกภายในเซลลของจุลินทรีย โดยความเค็มที่

เพิ่มขึ้นสงผลใหความดันออสโมติกภายในเซลลเพิ่มสูงขึ้นและมีผลตอการปรับสภาพของจุลินทรีย
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ดังนั้นจุลินทรียจึงปรับสภาพความคงตัวของเยื่อหุมเซลล (membrane rigidity) โดยการสังเคราะห
กรดไขมันไมอิ่มตัวสูง ซึ่งขึ้นอยูกับความดันออสโมติกภายในเซลลที่เปลี่ยนแปลง (Singh and 
Ward, 1997) โดยมีรายงานการศึกษาผลของความเค็มตอการผลิตกรดกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก
และกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว Pavlova lutheri พบวาการเพิ่มความเขมขน
ของ NaCl เทากับ 35.0 และ 45.0 กรัมตอลิตรในอาหารเลี้ยงเซลล ตามลําดับ ใหปริมาณกรดอีโค
ซาเพนตะอีโนอิกและกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับ 4.61 และ 2.91 มิลลิกรัมตอกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ลดลงจากชุดควบคุมที่เลี้ยงเซลลสาหรายในอาหารที่มีความเขมขนของ NaCl เทากับ 
25.0 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกและกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับ 3.90 
และ 2.25 มิลลิกรัมตอกรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อลดความเขมขนของ NaCl เทากับ 5.0 กรัมตอ
ลิตรในอาหารเลี้ยงเซลล ทําใหผลผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกและกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิก
เพิ่มขึ้นเทากับ 4.61 และ 2.94 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ (Carvalho et al., 2006)

Kang และคณะ (2007) ศึกษาความระดับเขมขนของเกลือที่มีตอการผลิตกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสูงของสาหรายเซลลเดียว Thraustochytrium aureum ATCC 34304 พบวาเมื่อเลี้ยง
สาหรายชนิดดังกลาวในอาหารเหลวที่มีความเขมขน NaCl เทากับ 10.0 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรด
โดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 46.65 ของกรดไขมันทั้งหมด ซึ่งเพิ่มขึ้น 1.05 เทาจากชุด
ควบคุมที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีความเขมขน NaCl เทากับ 5.0 กรัมตอลิตร ซึ่งใหปริมาณกรดโดโค
ซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 44.26 ของกรดไขมันทั้งหมด 

5.8 อายุของจุลินทรีย (Age)
จุลินทรียหลายชนิดมีการสะสมไขมันสําหรับใชเปนพลังงานเมื่อเซลลมีอายุมาก

ขึ้น ไขมันเหลานี้ประกอบไปดวยกรดไขมันทั้งชนิดอิ่มตัวและไมอิ่มตัว การสรางและสะสมของ
กรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียมีลักษณะเปน sigmoid curve เชนเดียวกับการเจริญเติบโตของ
เซลลโดยมีปริมาณเพิ่มขึ้นเรื่อย ๆจนกระทั่งถึงจุดสูงสุดที่ late log phase หรือ early stationary phase 
หลังจากนั้นจะมีการลดลงอยางเห็นไดชัดในชวง late stationary phase และ death phase (Erwin, 
1973) อยางไรก็ตามในแบคทีเรียบางชนิด เชน S. putrifaciens ACAM342 (Nichols et al., 1994) มี
การผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในชวง exponential phase สูงกวาในชวง stationary phase นอกจากนี้
การผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของสิ่งมีชีวิตบางชนิด ไดแก โปรโตซัวสังเคราะหแสง Ochromonas 
danica (Gellerman and Schlenk, 1979) สาหรายเซลลเดียว Phaeodactylum tricornutum 
(Yongmanitchai and Ward, 1991) และราใน Genus Mortierella บางชนิด (Shimizu et al., 1989a; 
Shinmen et al., 1989) จะเพิ่มขึ้นตามอายุของเซลลจุลินทรีย (Li et al., 2006)
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6. วิธีการออกแบบการทดลองในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย

6.1 การทดลองแบบดั้งเดิมหรือแบบทีละปจจัย (One factor at a time; OFAT) 
การทดลองแบบดั้ง เดิมเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ (factor) โดย

กําหนดใหปจจัยอื่นๆ คงที่ และเมื่อไดคาผลการทดลองที่ดีที่สุดแลวจึงเปลี่ยนระดับของปจจัยที่
ศึกษาและเมื่อใหผลการทดลองที่ดีที่สุดแลว จึงเปลี่ยนไปศึกษาปจจัยตัวที่สอง และทําอยางนี้ไป
เรื่อย ๆ จนครบทุกปจจัยที่ตองการศึกษา ซึ่งวิธีการทดลองนี้ใชกันอยางแพรหลายในงานวิจัยทาง
วิทยาศาสตรและวิศวกรรมศาสตร เนื่องจากมีขอดี คือ ขั้นตอนการทดลองไมยุงยาก แตอยางไรก็
ตามวิธีการนี้ก็ยังมีขอเสีย คือ ไมสามารถทราบผลของปจจัยที่มีรวมกันได รวมทั้งใชเวลานานหาก
ทําการศึกษาหลายปจจัย นอกจากนี้ผลการทดลองที่ไดจากวิธีการดังกลาวอาจจะใหผลการทดลอง
ไดไมดีที่สุด (Giesbrecht and Gumpertz, 2004; Box, 2006)

6.2 การทดลองทางสถิติ (Experimental design) 
การทดลองทางสถิติเปนการทดลองที่ศึกษาปจจัยที่สนใจ โดยใชความรูทาง

คณิตศาสตรมาประยุกต เพื่อใหไดการทดลองที่มีความครอบคลุม รวมทั้งลดระยะเวลาและ
ทรัพยากรในการทดลอง ตัวอยาง เชน การทดลองแบบแฟคทอเรียล (factorial) เปนการทดลองที่
ศึกษาปจจัยและระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาไดในเวลาเดียวกัน นอกจากนี้ยังทราบผลของปจจัย
ที่มีผลรวมกัน (interaction) (Box et al., 2005) แตการทดลองแบบแฟคทอเรียลจะมีชุดการทดลอง
เปนจํานวนมากหากมีระดับของปจจัยที่ตองการศึกษาหลายระดับ ดังนั้นจึงนิยมทําการทดลองเพียง
สองระดับเทานั้น

6.2.1 การคัดเลือกปจจัย และวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman
การวางแผนการทดลองแบบ Plackett-Burman เปนการทดลองเพื่อคัดเลือกปจจัยที่

มีความสําคัญหรือมีอิทธิพลตอการทดลองที่จะศึกษา แตไมทราบปจจัยที่มีผลรวมกัน (interaction) 
ในการทดลอง โดยศึกษาปจจัยละ 2 ระดับ คือ ระดับต่ํา (low, -) และระดับสูง (high, +) นอกจากนี้
จํานวนการทดลอง (run) จะมีคามากกวาจํานวนปจจัยที่ตองการศึกษาอยางนอยอยู 1 เสมอ หรือ k+1 
ซึ่งกําหนดใหเปนจํานวน 4 เทาของเลขอนุกรม เชน 4, 8, 12, 16, 20,…, เปนตน และจํานวนปจจัยที่
ตองการศึกษาจะมีตัวแปรดัมมี่อยางนอย 2 เสมอ เพื่อสามารถคํานวณคาความแปรปรวนจากผลการ
ทดลองและคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติจากสมการได ดังนั้นเมื่อมีจํานวนปจจัยเทากับ 
11 ปจจัย จะมีจํานวนการทดลองเทากับ 12 การทดลอง ดังแสดงใน Table 6 อยางไรก็ตามหาก
จํานวนปจจัยที่ตองการศึกษามีเพียง 9 ปจจัย ตองกําหนดจํานวนการทดลองเทากับ 12 การทดลอง
เชนกัน นอกจากนี้ตารางแผนการทดลอง (design matrix) แบบ Plackett-Burman ไดกําหนดรหัส 
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(code) ซึ่งเปนระดับต่ํา (-) และระดับสูง (+) ในแถวแรกของตาราง ดังแสดงใน Table 6 โดยแถว
ถัดไปเริ่มตนดวยรหัสตัวสุดทายของแถวกอนหนาและตอดวยรหัสในตําแหนงแรกของแถวกอน
หนา ทําเชนนี้ไปจนครบทุกการทดลอง โดยกําหนดรหัสของการทดลองสุดทายใหทุกปจจัยที่ศึกษา
อยูในระดับต่ํา ดังแสดงใน Table 7 สําหรับการออกแบบการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman 
design คํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value) โดยวิเคราะหดวย t-test ซึ่ง t-test 
เปนคาสถิติที่ทดสอบเพื่อเปรียบเทียบคาเฉลี่ยสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient) และ
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient) นอกจากนี้การเลือกใชคาสถิติ t ทดสอบเพื่อชวย
ใหผลการวิจัยมีความถูกตอง นาเชื่อถือ ขอมูลตองลักษณะเชิงปริมาณและขอมูลตองมีการแจกแจง
ปกติ (Hogg and Craig, 1978)

Table 6. Initial block for Plackett–Burman designs.
Run Initial block
8 +  +  + -  + - -
12 +  +  -  +  +  + - - -  +  -
16 +  +   +   + -  + -  +  + - -  + - -  -
20 +  +  -  -  +  +  +   + -  + -  + - - - -  +  +  -
24 +  +   +  +  +  -  + -  +  + - -  +  +  - -  + -  + -  -  -  -

Source: Plackett and Burman (1946)

คํานวณผลของแตละตัวแปร (E(xi)) ความแปรปรวน (Veff) คาความคลาดเคลื่อน 
(SE) และ (txi) รวมทั้งความมีนัยสําคัญ (p-value) โดยใชการวิเคราะหแบบ t-test

ผลของแตละตัวแปรคํานวณไดจากสมการ )
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  

E(xi) คือ ผลของตัวแปรที่ทําการทดสอบ
Mi+ คือ ผลการทดลองที่ได เมื่อทดสอบตัวแปรนั้นในระดับสูง
Mi- คือ ผลการทดลองที่ได เมื่อทดสอบตัวแปรนั้นในระดับต่ํา
N คือ จํานวนการทดลองทั้งหมด
ความแปรปรวนคํานวณไดจากสมการ 
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Veff คือ ความแปรปรวน
Ed คือ ผลการทดลองที่ไดจากตัวแปรดัมมี่
n คือ จํานวนตัวแปรดัมมี่
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ความคลาดเคลื่อนคํานวณไดจากสมการ effVSE 

ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p-value) ของแตละตัวแปรที่ทําการทดลองคํานวณ

ไดจากสมการ 
SE

E
t )xi(

)xi(  , (at n degree of freedom, Df)

จากผลการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของแตละตัวแปรโดยสมการ
ขางตนสามารถคัดเลือกตัวแปรที่มีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value) โดยเปดตาราง
แจกแจง t ซึ่งกําหนดคาองศาความอิสระ (degree of freedom) เทากับจํานวนตัวแปรดัมมี่ โดย
กําหนดคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (Chi et al., 2007; Song et al., 2007)
ดังนั้นหากคา t จากการคํานวณมากกวาคา t จากตาราง แสดงวาปจจัยดังกลาวมีอิทธิพลหรือมีความ 
สําคัญตอการทดลองที่ศึกษาที่ระดับความเชื่อมั่น (confidence level) มากกวาหรือเทากับรอยละ 95 
อยางไรก็ตามระดับความเชื่อมั่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman 
design ตองมีคามากกวาหรือเทากับรอยละ 80 จึงยอมรับหรือเชื่อมั่นวาปจจัยหรือตัวแปรดังกลาวมี
อิทธิพลตอการทดลอง (Lee et al., 1999) 

Table 7. Plackett–Burman design for 12 runs and up to 11 two-level factors.
FactorsRun

A B C D E F G H I J K
1 + + - + + + - - - + -
2 - + + - + + + - - - +
3 - - + + - + + + - - -
4 + - - + + - + + + - -
5 - + - - + + - + + + -
6 - - + - - + + - + + +
7 + - - + - - + + - + +
8 + + - - + - - + + - +
9 + + + - - + - - + + -

10 - + + + - - + - - + +
11 + - + + + - - + - - +
12 - - - - - - - - - - -

Source: Plackett and Burman (1946)

สําหรับการประยุกตในงานวิจัยทางวิทยาศาสตร มีรายงานที่ประสบความสําเร็จใน
การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันอิ่มตัวสูงดวยวิธี Plackett-
Burman design จากการศึกษาดังนี้
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Wen และ Chen (2001) ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอีโค
ซาเพนตะอีโนอิกของไดอะตอม Nitzschia laevis ดวยวิธี Plackett-Burman design โดยมีปจจัยที่
ตองการศึกษาทั้งหมด 13 ปจจัย พบวา NaCl, CaCl2, trace element พีเอชเริ่มตนและอุณหภูมิ เปน
ปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของไดอะตอม N. laevis อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่นเทากับรอยละ 99.7, 91.7, 94.4, 90.5 และ 99.9 ตามลําดับ นอกจากนี้ NaCl, trace element 
และอุณหภูมิ ยังเปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกของไดอะตอม N. laevis 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับรอยละ 99.4, 90.1 และ 99.9 ตามลําดับ 

Chi และคณะ (2007) ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโค
ซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว Schizochytrium limacinum ดวยวิธี Plackett-Burman 
design จากการทดลองมีปจจัยที่ตองการศึกษาทั้งหมด 15 ปจจัย ซึ่งแบงเปนปจจัยทางเคมีและ
กายภาพ พบวาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของเซลลสาหราย S. limacinum อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับหรือมากกวารอยละ 90 คือ NH4Cl, CH3COONH4, trace element 
และอุณหภูมิ นอกจากนี้ปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหราย S. 
limacinum อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับมากวารอยละ 90 คือ CH3COONH4, 
trace element และอุณหภูมิ 

Song และคณะ (2007) ศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโด
โคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว Schizochytrium limacinum OUC88 ดวยวิธี Plackett-
Burman design โดยมีปจจัยที่ตองการศึกษาทั้งหมด 10 ปจจัย พบวาปจจัยทางกายภาพทั้งหมด 
ไดแก อุณหภูมิ อัตราการใหอากาศ ความเร็วรอบในการเขยาและอายุของเซลล เปนปจจัยที่มีผลตอ
การเจริญเติบโตของเซลลสาหราย S. limacinum OUC88 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความ
เชื่อมั่นเทากับรอยละ 98.1, 97.6, 96.7 และ 95.2 ตามลําดับ นอกจากพบวาอุณหภูมิ อัตราการให
อากาศและความเร็วรอบในการเขยา ยังเปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของ
สาหรายเซลลเดียว S. limacinum OUC88 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ความเชื่อมั่นเทากับรอยละ 
96.9, 95.5 และ 96.6 ตามลําดับ
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6.2.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมดวยวิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface 
methodology, RSM)

วิธีการพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) เปนการ
ทดลองเพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของผลตอบสนอง ซึ่งเปนกระบวนการที่ใชความรูทาง
คณิตศาสตรและสถิติในการวางแผนการทดลอง และมีการประยุกตใช RSM อยางกวางขวางใน
งานวิจัยทางวิทยาศาสตรและดานอุตสาหกรรม (Khuri and Cornell, 1987) นอกจากนี้วิธี RSM มี
แผนการทดลองที่นิยมใชอยู 2 แผนการทดลอง คือ

1. แผนการทดลองแบบบ็อกซ–วิลสัน (Box–Wilson Experimental Design)
2. แผนการทดลองแบบบ็อกซ–เบ็นเกน (Box–Behnken Design)
ซึ่งในที่นี้จะกลาวถึงเฉพาะแผนการทดลองแบบ บ็อกซ–วิลสัน เนื่องจากการ

ทดลองดังกลาวมีการใชอยางแพรหลายในงานวิจัยทางวิทยาศาสตร และสามารถแกปญหาของการ
ออกแบบ 3n factorial designs ในการศึกษาปจจัยที่มากกวา 2 ตัวแปรเชิงปริมาณ และใหผลการ
ทดลองที่ครอบคลุมการกวาแผนการทดลองแบบบ็อกซ–เบ็นเกน ซึ่งตองทําการทดลองคอนขางมาก
ในการออกแบบ 3n factorial designs (ไพโรจน วิริยจารี, 2544) ดังนั้นเพื่อจะลดจํานวนสิ่งทดลอง
Box and Wilson (1951) คิดคนการแผนการทดลองประกอบศูนยกลาง (Central Composite Design, 
CCD) ซึ่งพัฒนาจากแผนการทดลองแบบแฟคเทอเรียลที่มีระดับของปจจัย 2 ระดับ (2n factorial 
design) อยางไรก็ตามแผนการทดลองแบบ CCD จึงเพิ่มระดับการทดลองแฟคเทอเรียล ที่จุด
ศูนยกลาง (center) และแนวแกน (axial) โดยแบงเปน 5 ระดับ คือ ระดับต่ําสุด (-α) ต่ํา (-1) กลาง 
(0) สูง (+1) และระดับสูงสุด (+α) (Cochran and Cox, 1957) เพื่อสามารถสรางรูปแบบความ 
สัมพันธที่มีความสัมพันธเชิงเสนโคงหรือตัวแบบความสัมพันธอันดับสองได และในการวางแผน 
การทดลอง CCD มีจํานวนการทดลองเทากับ 2n+ (2n+6) สําหรับการทดลองที่มีปจจัยหรือตัวแปร
ตน 4 ตัวแปร ดังแสดงใน Table 8 มีจํานวนการทดลองทั้งสิ้น 30 การทดลอง เปรียบเทียบกับ 3n

factorial designs มีจํานวนการทดลองทั้งหมด 81 การทดลอง สําหรับรหัสของปจจัยหรือตัวแปร
อิสระในการวางแผนการทดลองสามารถคํานวณจากสมการ

icpii X/)XX(x 

xi คือ รหัสที่ใชในการวางแผนการทดลองแบบ CCD
Xi คือ คาจริงของระดับปจจัยในการทดลอง
Xcp คือ คาจริงของระดับกลางของปจจัยในการทดลอง
ΔXi คือ ผลตางของระดับปจจัย
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Table 8. The Central Composite Design of independent variables.

Independent variablesRun
A B C D

1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1

10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 -2 0 0 0
18 +2 0 0 0
19 0 -2 0 0
20 0 +2 0 0
21 0 0 -2 0
22 0 0 +2 0
23 0 0 0 -2
24 0 0 0 +2
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0

Source: Song et al., (2007)
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นอกจากนี้วิธีการนี้ใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรตนกับ
ผลตอบสนอง ความสัมพันธดังกลาวแสดงเปนสมการพหุนามกําลังสอง (Myers, 1995) ดังแสดงใน
สมการ คือ

  
  


4

1i

4

1i

4

1j,i
jiij

2
iiiii0

โดย β0 คือ คาคงที่
βi คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร
βii คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคงโดย i คือ ลําดับของตัวแปร
βij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกันโดย i และ j คือ ลําดับของตัว
แปร

จากสมการขางตนสามารถเขียนสมการใหมไดโดยให Yi แทนคาตัวแปรการ
ตอบสนอง Y และ X1i แทน X1 และ X2i แทน X2 และ Xniแทน Xn ดังนั้นจะไดสมการดังนี้

nii1nn,1ni2i112
2
ninn

2
i111nini110i .........Y   i

= 1, 2 , …, n
หากคา bi, bii และ bij ใชประมาณคา βi, βii และ βij แทนคาในสมการขางตนจะได

สมการใหมเปน

nii1nn,1ni2i112
2
ninn

2
1i11nini110i b...bb+…+b+b+…+b+b=Y  

การประมาณคา bi, bii และ bij จากสมการปกติเพื่อหาคาประมาณกําลังสองโดย
พิจารณาดังนี้

Y = b =

Y คือ เวคเตอรผลตอบสนองจากตัวแปรหรือปจจัยที่ทําการทดลอง
b คือ เวคเตอรสัมประสิทธิ์ของตัวแปร

X=

Y1

Yn

Ynn

Yn

1 x11…xn1 x11
2…xn1

2 x11x21…xn-1,1xn1

1 x12…xn2 x12
2…xn2

2 x12x22…xn-1,2xn2

.

.
1 x1N…xnN x1N

2…xnN
2 x1Nx2N…xn-1,NxnN

b1

bn

bnn

bn-1, n
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X´=

X คือ เมตริกของตัวแปรหรือปจจัยที่ทําการทดลอง
X´ คือ แอดจอยดเมตริกซ (adjoint matrix) เปนเมตริกซสลับเปลี่ยนของ
เมตริกซ X ซึ่งมีสมาชิกเปนสมาชิกในเมตริกซ X
คา X ในเมตริกของ N แถว โดยแถวที่ i ของเมตริก X จะเกี่ยวของกับจุดออกแบบ

ที่ i และคา 1 ในเมตริก X เปนจุดออกแบบของคาสัมประสิทธิ์คงที่ (β0) และเมตริก X´เปนเมตริกที่
นําคาแถวที่ i ของเมตริก X มาเปนคาในคอลัมนที่ j ของเมตริก X´

สําหรับการออกแบบแผนการทดลองแบบ CCD ตองทําการออกแบบเมตริก X 
สําหรับสรางสมการใหสอดคลองกับขอมูลในลําดับที่สอง ขั้นตอนแรกใหกําหนดคา α เปนระดับ
สูงสุดและต่ําสุด สามารถคํานวณไดจากสมการ 4/1

0n

α คือ ระดับสูงสุดและต่ําสุดในการออกแบบแผนการทดลองแบบ CCD

n0 คือ จุดการออกแบบแฟคเทอเรียล (2n factorial; n0 = n2
2

1 )

n คือ จํานวนปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษา
และขั้นตอนตอมาใหเขียนเมตริกการวางแผนการทดลองแบบ CCD โดยสามารถ

ออกแบบเมตริกในลักษณะเชิงตั้งฉาก (orthogonal) เพื่อสรางสมการลําดับที่สองใหสอดคลองกับ
ขอมูล นอกจากนี้คอลัมนผลในเชิงเสนโคง (quadratic effects) คํานวณไดจากการนําคาในแตละ
คอลัมนลบดวยคาเฉลี่ย (C) ทําใหไดเมตริก X ดังแสดงใน Table 9 นอกจากนี้เมตริก X´X เปน
เมตริกที่ใชเครื่องหมายในแถวที่ i และคอลัมนที่ j ของเมตริก X คูณกับแถวที่ i ของเมตริก X´ได 
ซึ่งเปนผลรวมของ X´X = X1 X1´+ X2 X2´+…+ Xn Xn´ 

สําหรับคา C สามารถคํานวณไดจากสมการ C = 
N

X
N

1i

2
i



C คือ คาเฉลี่ยของระดับตัวแปรเพื่อใชในการสรางเมตริกของผลเชิงเสนโคง
Xi คือ ระดับของตัวแปรที่ออกแบบ
N คือ จํานวนการทดลองของแตละตัวแปร

1   1 .   .   . 1
x11…xn1 x12…xn2 x1N…xnN

x11
2…xn1

2 x12
2…xn2

2 x1N
2…xnN

2

.

.
x11x21…xn-1,1xn1 x12x22…xn-1,2xn2 x1Nx2N…x1,NxnN 1,NxnN

x x …x x
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Table 9. A matrix X for a Central Composite Design experiment involving three factors.

Independent variables
β0 x1 x2 x3 x1

2-C x2
2-C x3

2-C x1x2 x1x3 x2x3

+1 -1 -1 -1 1-C 1-C 1-C +1 +1 +1
+1 +1 +1 -1 1-C 1-C 1-C +1 -1 -1
+1 +1 -1 +1 1-C 1-C 1-C -1 +1 -1
+1 -1 +1 +1 1-C 1-C 1-C -1 -1 +1
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 +1 -1 -1 1-C 1-C 1-C -1 -1 +1
+1 -1 +1 -1 1-C 1-C 1-C -1 +1 -1
+1 -1 -1 +1 1-C 1-C 1-C +1 -1 -1

X = +1 +1 +1 +1 1-C 1-C 1-C +1 +1 +1
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 -1.63 0 0 (-1.63)2-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 +1.63 0 0 (+1.63)2-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 0 -1.63 0 0-C (-1.63)2-C 0-C 0 0 0
+1 0 +1.63 0 0-C (+1.63)2-C 0-C 0 0 0
+1 0 0 -1.63 0-C 0-C (-1.63)2-C 0 0 0
+1 0 0 +1.63 0-C 0-C (+1.63)2-C 0 0 0
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0
+1 0 0 0 0-C 0-C 0-C 0 0 0

Source: ไพโรจน วิริยจารี (2544)

คํานวณการประมาณคาสัมประสิทธิ์ไดจากสมการ b = X´Y (X´X)-1

b คือ เวคเตอรของคาสัมประสิทธิ์ของสมการ
X คือ เมตริกของตัวแปรหรือปจจัยที่ศึกษา
X´ คือ เมตริกซสลับเปลี่ยนของเมตริก X 
Y คือ เมตริกของคาตอบสนองที่ไดจากการทดลอง
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คํานวณผลความคลาดเคลื่อนผลรวมของกําลังสอง (Sum square) ความเบี่ยงเบน
ความคลาดเคลื่อนของผลรวมกําลังสอง (Mean square) และความมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-value) 
โดยใช ANOVA

ผลรวมกําลังสองทั้งหมดคํานวณไดจากสมการ (Sum Square total, SSto)

SSto =  
N

)y(
y

2
i2

i , (Df = N-1)

yi คือ ผลการตอบสนองที่ไดแตละชุดจากทดลอง

N คือ จํานวนการทดลองทั้งหมด

ผลรวมกําลังสองของเชิงเสนตรง (Sum square regression linear, SSrl) เชิงเสนโคง
(Sum square regression quadratic, SSrq) และผลรวมกัน (Sum square regression interaction, SSri) 
ของรูปแบบความสัมพันธลําดับที่สอง คํานวณไดดังนี้

SSrl = i

n

1i
igb



(Df = n)

bi คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนตรง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร
g คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมของเชิงเสนตรง      

โดย i คือ ลําดับของตัวแปร
n คือ จํานวนปจจัย

SSrq = 2
i

n

1i
iigb



(Df = n)

bii คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยเชิงเสนโคง โดย i คือ ลําดับของตัวแปร
gi คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมของเชิงเสนโคง      

โดย i คือ ลําดับของตัวแปร
n คือ จํานวนปจจัยหรือตัวแปรในการศึกษา

SSri = ji

n

1j,i
ij ggb



(Df = 
2

)1m(
m

 )

bij คือ คาสัมประสิทธิ์การถดถอยที่มีผลรวมกันโคง โดย i และ j คือ ลําดับของ
ตัวแปร

gigj คือ ผลรวมของคาตอบสนองคูณกับเมตริก X´ในเทอมที่มีผลรวมกัน โดย i 
และ j คือ ลําดับของตัวแปร

m คือ จํานวนตัวแปรที่มีผลรวมกัน
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ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย (Sum Square regression, SSr) 
คํานวณไดจาก SSr = SSrl + SSrq + SSri (Df = 

2

)3n(
n

 )

ผลรวมความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง (Sum Square error, SSe)

คํานวณไดจาก SSe = SSto - SSr (Df = 
2

)3n(
nN


 )

คํานวณความเบี่ยงเบนกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย  (Mean square 
regression, MSr) คํานวณไดจาก MSr =

ssrDf

SSr

SSr คือ ผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย
Dfssr คือ องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบสมการถดถอย
คํานวณความเบี่ยงเบนของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง (Mean square error, MSe) 

คํานวณไดจาก MSe =
sseDf

SSe

SSe คือ ความคลาดเคลื่อนกําลังสองของการทดลอง
Dfssr คือ องศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสองใน

การทดลอง 
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p-value) ของสมการพหุนามกําลังสองหรือรูปแบบ

สมการถดถอยคํานวณไดจากสมการ
F = 

MSe

MSr

จากผลการคํานวณความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของของสมการพหุนามกําลังสอง
โดยสมการขางตนสามารถคํานวณคา F-value เพื่อหาคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p-
value) โดยเทียบคาที่ไดจากการคํานวณโดยสมการกับคาที่ไดจาการตารางแจกแจง F ซึ่งกําหนดคา
องศาความอิสระ (degree of freedom) เทากับจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของรูปแบบ
สมการถดถอย (Df1) และจํานวนองศาอิสระของผลรวมกําลังสองของความคลาดเคลื่อนกําลังสอง
(Df2) (ไพโรจน วิริยจารี, 2544) โดยกําหนดคาความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
ดังนั้นหากคา F-value ที่ไดจาการคํานวณมากกวาคา F-value จากตาราง F แสดงวาความสัมพันธ
ระหวางคาตอบสนอง (Y) และปจจัยหรือตัวแปรที่ศึกษาสามารถอธิบายดวยความสัมพันธลําดับที่
สอง (quadratic model) 

สําหรับการประยุกตในงานวิจัยทางวิทยาศาสตร พบรายงานที่ประสบความสําเร็จ
จากการศึกษาระดับที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันอิ่มตัวสูงดวยวิธี RSM 
และวางแผนการทดลองแบบ CCD หลายการศึกษาดังนี้
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Wen และ Chen (2001) ศึกษาสภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตกรดอีโคซาเพนตะ
อีโนอิกจากไดอะตอม N. laevis วางแผนการทดลองแบบ CCD โดยกําหนดตัวแปรอิสระ คือ ความ
เขมขนของ NaCl ในชวง 8.0-24.0 กรัมตอลิตร ความเขมขนของ CaCl2 ในชวง 0.10-0.31 กรัมตอ
ลิตร พีเอช 6.5-8.5 และอุณหภูมิ 16.0-28.0 องศาเซลเซียส พบวาสภาวะที่เหมาะสมใหการเจริญ 
เติบโตสูงสุดของไดอะตอม N. laevis คือ NaCl ที่ความเขมขน 8.0 กรัมตอลิตร CaCl2 ที่ความ
เขมขน 0.10 กรัมตอลิตร พีเอช 8.5 และอุณหภูมิ 19.8 องศาเซลเซียส ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 
9.0 กรัมตอลิตร นอกจากนี้สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก คือ NaCl ที่
ความเขมขนเทากับ 14 กรัมตอลิตร CaCl2 ที่ความเขมขน 0.10 กรัมตอลิตร พีเอช 8.5 และอุณหภูมิ 
18.0 องศาเซลเซียส ซึ่งมีปริมาณกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกเทากับ 280 มิลลิกรัมตอลิตร 

Chi และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตกรด
โดโคซาเฮกซะอีโนอิกจากสาหรายเซลลเดียวสายพันธุ Schizochytrium limacinum โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CCD และกําหนดตัวแปรอิสระที่ศึกษา 4 ตัวแปร คือ ความเขมขนของ CH3COONH4 
0.2-1.0 กรัมตอลิตร ความเขมขน NH4Cl 0.005-0.049 กรัมตอลิตร ปริมาตรของไอออนโลหะหนัก 
10.0-30.0 มิลลิลิตรตอลิตร และอุณหภูมิ 14.0-26.0 องศาเซลเซียส พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียวสายพันธุ S. limacinum คือ 
CH3COONH4 ที่ความเขมขน 1.0 กรัมตอลิตร NH4Cl ที่เขมขน 0.04 กรัมตอลิตร ปริมาตรของ
ไอออนโลหะหนัก 30.0 มิลลิลิตรตอลิตร และอุณหภูมิ 19.2 องศาเซลเซียส ใหน้ําหนักเซลลแหง 
22.0 กรัมตอลิตร และปริมาณกรดโดโคเฮกซะอีโนอิกเทากับ 4.91 กรัมตอลิตร 

Song และคณะ (2007) ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดโดโคเฮกซะอีโนอิกจากสาหรายเซลลเดียวสายพันธุ S. limacinum OUC88 โดยวางแผนการ
ทดลองแบบ CCD และกําหนดตัวแปรอิสระที่ศึกษา 4 ตัวแปร คือ ความเร็วรอบในการเขยา 150-
250 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.02-1.48 ลิตรตอนาทีตอลิตร อุณหภูมิ 23.0-26.0 องศาเซล 
เซียส และอายุของกลาเชื้อเริ่มตนในชวงกลางของระยะ exponential จนถึงระยะ stationary พบวา
สภาวะที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคเฮกซะอีโนอิกจากเซลลสาหรายสาย
พันธุ S. limacinum OU88 คือ ความเร็วรอบในการเขยา 250 รอบตอนาที อัตราการใหอากาศ 1.48 
ลิตรตอนาทีตอลิตร อุณหภูมิ 23.0 องศาเซลเซียส และอายุของกลาเชื้อเริ่มตนในชวงกลางของระยะ 
exponential ใหน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกรดโดโคเฮกซะอีโนอิกเทากับ 24.10 และ 4.70 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ

Jin และคณะ (2009) ศึกษาที่เหมาะสมในการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากราสาย
พันธุ M. alpina ME-1 ดวยวิธี RSM โดยวางแผนการทดลองแบบ CCD และกําหนดตัวแปรอิสระที่
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ศึกษา 4 ตัวแปร คือ ความเขมขนของ KNO3 1.0-3.0 กรัมตอลิตร ความเขมขนของเอทานอล 20.0-
60.0 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 10.0-25.0 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการเพาะลี้ยง 2-6 วัน พบวา
สภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดอะราชิโดนิค คือ KNO3 ที่ความเขมขน 2.62 กรัมตอลิตร เอ
ทานอลที่ความเขมขน 42.44 กรัมตอลิตร อุณหภูมิ 13.7 องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการ
เพาะเลี้ยง 5.6 วัน ซึ่งไดปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 19.20 กรัมตอลิตร 

วัตถุประสงค
1. เพื่อคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค 
2. เพื่อศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค โดย

แบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่คัดเลือกได
3. เพื่อศึกษาสภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิต

กรดอะราชิโดนิค โดยแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่คัดเลือกได

ขอบเขตงานวิจัย
คัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่มีคุณสมบัติในการสรางกรดอะราชิโดนิคจากทะเลของ

ประเทศไทย เพื่อนําแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่คัดเลือกไดมาศึกษาถึงปจจัยที่มีผลตอการ
เจริญเติบโตเและการผลิตกรดอะราชิโดนิค และหาสภาวะที่เหมาะสมตอการเพิ่มเจริญเติบโตและ
การผลิตกรดอะราชิโดนิค 
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บทที่ 2

วัสดุ อุปกรณ และวิธีการ

วัสดุและอุปกรณ 
1. จุลินทรีย

จุลินทรียที่ใชในการศึกษา คือ แบคทีเรียไกลดิงจากทะเล จํานวน 85 ไอโซเลต
2. อาหารเพาะเลี้ยง

2.1 อาหารที่ใชในการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค
อาหารเพาะเลี้ยงที่ใชในการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโด

นิค คือ อาหารเหลวสูตร SAP2 (ภาคผนวก ก)
2.2. อาหารที่ใชในการทดลอง

อาหารเพาะเลี้ยงที่ใชในการศึกษาผลของระยะเวลาในการเจริญเติบโตและการ
ผลิตของกรดอะราชิโดนิคจากทะเลที่คัดเลือกได คือ อาหารเหลวสูตร modified SAP2 (ภาคผนวก 
ก)
3. สารเคมี

- Conc. H2SO4 (LAB-SCAN, IRELAND)
- Ethanol (LAB-SCAN, IRELAND)
- Heptane (LAB-SCAN, IRELAND)
- Methanol (LAB-SCAN, IRELAND)
- Methyl arachidonate (NU-CHECK PREP, USA)
- ทริปโตน (Tryptone) (DIFCO, USA)
- ยีสตสกัด (Yeast Extract) (HIMEDIA, INDIA)
- กลูโคส (Glucose) (COMMERCIAL GRADE)
- ซูโครส (Sucrose) (COMMERCIAL GRADE)
- ฟรุกโตส (Fructose) (LAB-SCAN, IRELAND
- Agar (COMMERCIAL GRADE)
- NaCl (LAB-SCAN, IRELAND)
- KCl (UNIVAR, NEW ZEALAND)

43
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- MgCl2.6H2O (UNIVAR, NEW ZEALAND)
- MgSO4.7H2O (UNIVAR, NEW ZEALAND)
- CaCl2.2H2O (UNIVAR, NEW ZEALAND)
- KNO3 (UNIVAR, NEW ZEALAND)
- NH4NO3 (UNIVAR, NEW ZEALAND)

4. อุปกรณ

- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaker incubation) รุน VS-8480SRN บริษัท Vision-
Scientific 

- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaker incubation) รุน KMC-8480SR-L บริษัท LMS
- เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (shaker incubation) รุน Innova-4230 บริษัท New 

Brunswick
- หมอนึ่งฆาเชื้อ (autoclave) รุน SS-325 บริษัท Tomy Seiko 
- ตูปลอดเชื้อ (larminar flow) รุน 527044 บริษัท Hotpack
- เครื่องหมุนเหวี่ยงแยกควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) รุน WS-Epp-5403 

บริษัท Eppendorf AG 
- เครื่องวัดการดูดกลืนแสง (spectrophotometer) รุน Genesys-10UV บริษัท Thermo 

Electron Corporation
- เครื่องวัดความพีเอช (pH meter) รุน W350 บริษัท Memmert
- เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (analytical weighing balance) รุน BP 210 บริษัท Sartorius
- เครื่องชั่ง 2 ตําแหนง (precision weighing balance) รุน HF-1200 บริษัท A&D 
- เครื่อง Gas Chromatography Flame Ionization Detector (GC-FID) รุน HP-6890 

บริษัท Agilent Technology
- คอลัมน polyethylene glycol รุน HP-INNOWax ขนาด 30 m× 0.25 mm× 0.25 µm

บริษัท Agilent Technology
- อุปกรณสําหรับการวิเคราะหทางจุลินทรีย เชน จานเพาะเชื้อและหลอดทดลอง 

เปนตน
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วิธีการวิเคราะห
1. วิธีการเตรียมตัวอยางและการวิเคราะหปริมาณกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง

1.1 การเตรียมกรดอะราชิโดนิคมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน 
(ภาคผนวก ข)

1.2 การเตรียมอนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมทิลเอสเทอร (Fatty Acid Methyl Esters, 
FAMEs) พรอมการสกัด

ชั่งน้ําหนักเซลลแบคทีเรียแหงที่ไดจากทดลอง 0.01 กรัม ลงในหลอดทดลอง 
ขนาด 10 มิลลิลิตร เติม 2.5% H2SO4 ที่ละลายใน MeOH ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เปาดวยแกส
ไนโตรเจนเพื่อไลอากาศในหลอด ปดฝาใหสนิท นําไปบมที่อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส นาน 30 
นาที เพื่อใหเกิดปฏิกิริยาทรานเอสเทอริฟเคชั่นไดกรดไขมันในรูปอนุพันธของเมทิลเอสเทอร 
(Fatty Acid Methyl Esters; FAMEs) แลวนําตัวอยางออกมาตั้งทิ้งไวจนมีอุณหภูมิของตัวอยาง
เทากับอุณหภูมิหอง เติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในตัวอยางผสมใหเขากันโดยเขยาหลอด
ทดลอง 5 ครั้ง สกัดกรดไขมันที่อยูในรูปอนุพันธเมธิลเอสเทอรดวยตัวทําละลายเฮปเทน ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยเขยาหลอดทดลอง 10 ครั้ง ตั้งทิ้งไวจนเกิดการแยกชั้น ดูดสารสกัดชั้น
เฮปเทน (ชั้นบน) มาใสในหลอดแกวขนาดเล็ก (GC vial) นําไประเหยใหแหงแลวละลายดวย      
เฮปเทนและปดฝาใหสนิท กอนนําไปวิเคราะหดวยเครื่อง Gas Chromatography (GC) (สําหรับใน
การคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค ทําโดยละลายอนุพันธของกรดไขมัน
ดวยตัวทําละลายเฮปเทนปริมาตร 50 ไมโครลิตร และดูดสารละลายที่ไดลงในหลอดแกวขนาดเล็ก
มาก (insert) สวนการศึกษาในสวนอื่นจะละลายอนุพันธของกรดไขมันดวยตัวทําละลายเฮปเทน
ปริมาตร 500 ไมโครลิตร) โดยเปรียบเทียบคา retention time (RT) ของกรดไขมันที่วิเคราะหไดกับ
อนุพันธเมธิลเอสเทอรของกรดอะราชิโดนิคมาตรฐาน และนําพื้นที่ใตกราฟมาคํานวณปริมาณกรด
ไขมันจากกราฟมาตรฐานที่เตรียมจากขอ 1.1 (ดัดแปลงจาก Kaewsuwan et al., 2006)

1.3 การวิเคราะหปริมาณของกรดอะราชิโดนิคในการคัดเลือกแบคทีเรียไกลจากทะเลโดยวิธี 
Gas Chromatography (GC)

นําตัวอยางที่เตรียมตามวิธีการในขอที่ 1.2 ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาวิเคราะหดวย
เครื่อง GC รุน HP-6890 ซึ่งใชคอลัมนชนิด HP-INNOWax และใช Flame Ionization Detector 
(FID) โดยใหอุณหภูมิของคอลัมนที่ใชเริ่มตน 185 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวเพิ่มอุณหภูมิ
ขึ้นในอัตรา 3.50 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิที่ 235 องศาเซลเซียส และคงอุณหภูมิไวที่ 
235 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ใชเวลารวมทั้งสิ้น 16.28 นาที เปรียบเทียบชนิดของอนุพันธ
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เมธิลเอสเทอรของกรดไขมันจากคา RT และยืนยันผลการทดลองดวยการวิเคราะห mass spectrum 
ดวยเครื่อง GC-MS กับอนุพันธเมธิลเอสเทอรของกรดอะราชิโดนิคมาตรฐาน คํานวณปริมาณของ
กรดอะราชิโดนิคโดยใชพื้นที่ใตกราฟเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่เตรียมจากขอ 1.1 (ใน
ภาคผนวก ข) (ดัดแปลงจาก Kaewsuwan et al., 2006)

2. การเตรียมกลาเชื้อ 

กลาเชื้อจะใชในทุกการทดลองที่ตองใชอาหารเหลว (ยกเวนในการคัดเลือก
แบคทีเรียไกลดิงจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค) ซึ่งจะเตรียมโดยเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือก
ไดวามีการผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณสูงสุดในอาหารแข็งสูตร modified SAP2 (ภาคผนวก ก) 
ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 2 วัน จากนั้นตัดชิ้นวุนขนาด 1× 1 เซนติเมตร ลงในอาหาร
เหลว modified SAP2 ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงที่ 25 
องศาเซลเซียส โดยการเขยาดวยความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 2 วัน และถายเชื้อที่ไดรอยละ 
10 ลงในอาหารเหลว modified SAP2 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
แลวเลี้ยงตอที่อุณหภูมิที่ 25 องศาเซลเซียส ความเร็วในการเขยา 200 รอบตอนาที เปนเวลา 1 วัน
จากนั้นนํามาวัดการเจริญเติบโตโดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร และปรับใหคาการ
ดูดกลืนแสงเทากับ 1.0 โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงที่ฆาเชื้อแลว 

3. การคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงบนอาหารแข็ง SAP2 (ภาคผนวก ก) ที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 4 วัน จากนั้นตัดชิ้นวุนขนาด 1× 1 เซนติเมตร ลงในอาหารเหลว SAP2 ปริมาตร 
100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร นําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เขยาดวย
ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน เก็บตะกอนเซลลแบคทีเรียโดยวิธีการหมุนเหวี่ยงเพื่อแยก
เซลลออกจากน้ําหมักดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที  
และลางตะกอนเซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง นําเซลลที่ไดมาทําแหงดวยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) 
ชั่งน้ําหนักแหงที่ไดและเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

นําเซลลแหงของแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล จํานวน 85 ไอโซเลต น้ําหนักประมาณ 
0.01 กรัม ไปเตรียมอนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมธิลเอสเทอรและวิเคราะหปริมาณกรดอะ
ราชิโดนิคตามวิธีการในขอ1.2-1.3 เพื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่มีการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิค ในแตละไอโซเลตทําซ้ํา 2 ครั้ง และคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคใน
ปริมาณที่สูงสุดเพียง 1 ไอโซเลต ไปศึกษาขั้นตอไป (ดัดแปลงจาก Patnayak and Sree, 2005)
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4. การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกล
ดิงที่คัดเลือกได

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือกไดที่มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณสูงสุด
จากขอที่ 3 นํามาเตรียมกลาเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2 และถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหารเหลว 
modified SAP2 ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร เลี้ยงที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส โดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที เปนเวลา 7 วัน เก็บเซลลแบคทีเรียทุก 1 วัน โดย
นํามาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกจากน้ําหมักดวยเครื่องเซนตริฟวจ ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอ
นาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง ไดเซลลเปยกที่ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมด
ถายลงใน vial ที่แหงสนิทและทราบน้ําหนัก นํา vial ที่บรรจุเซลลไปทําแหงดวยวิธีการแชเยือกแข็ง 
(freeze dry) แลวนํามาชั่งน้ําหนัก รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่ไดในรูปของน้ําหนักแหง
ตามลําดับ นําเซลลแหงสวนหนึ่งไปเตรียมอนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมธิลเอสเทอรพรอม
การสกัดและวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโดนิคตามวิธีการขอ 1.2-1.3 ในแตละการทดลองทําซ้ํา 3 
ครั้ง เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงเซลลแบคทีเรียไกลดิงตอการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ไดสูงสุด รวมถึงกําหนดระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในการทดลองขั้นตอไป (ดัดแปลง
จาก Jiang and Chen, 2000)

5. การศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงจาก
ทะเลที่คัดเลือกได

5.1 การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย
ไกลดิงที่คัดเลือกไดดวยวิธี Plackett-Burman design

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่คัดเลือกไดที่มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคใน
ปริมาณสูงสุดจากขอ 3 นํามาเตรียมกลาเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2 ถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหาร
เหลว โดยมีองคประกอบ ปริมาณของสารอาหารและสภาวะการเพาะเลี้ยง ดังแสดงใน Table 10
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยศึกษาปจจัยทางเคมี ไดแก แหลง
คารบอน กลูโคส (glucose) ฟรุกโตส (fructose) และซูโครส (sucrose) แหลงไนโตรเจน ทริปโตน 
(tryptone) ยีสตสกัด (yeast extract) KNO3 และ NH4NO3 เกลือ NaCl และ KCl โลหะหนัก
MgCl2.6H2O, MgSO4.7H2O และ CaCl2.2H2O สวนปจจัยทางกายภาพ ไดแก พีเอชเริ่มตน ความเร็ว
รอบในการเขยาและอุณหภูมิ โดยแตละปจจัยหรือตัวแปรแบงเปน 2 ระดับ คือ สูง (+) และต่ํา (-) 
และมี 4 ตัวแปรดัมมี่ (dummy) ดังแสดงใน Table 10 ซึ่งประกอบดวยทั้งหมด 20 การทดลอง (runs) 
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ดังแสดงใน Table 10 ในแตละการทดลองทําซ้ํา 3 ครั้ง โดยเลี้ยงเซลลแบคทีเรียไกลดิงนาน 3 วัน 
(ตามระยะเวลาที่มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดจากการทดลองในขอที่ 4) แยกตัวเซลลออกจาก
น้ําหมักดวยเครื่องเซนตริฟวจ ที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํา
กลั่น 2 ครั้ง ไดเซลลเปยกที่ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมดถายลงใน vial ที่แหงสนิทและทราบ
น้ําหนัก นํา vial ที่บรรจุเซลลอยูไปทําแหงโดยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) แลวนํามาชั่งน้ําหนัก
แหง รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่ไดในรูปของน้ําหนักแหงตามลําดับ นําเซลลที่ไดไปเตรียม
อนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมทิลเอสเทอรพรอมการสกัดและวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโด
นิคตามวิธีการในขอที่ 1.2-1.3 นําผลของน้ําหนักแหงและปริมาณของกรดอะราชิโดนิคมาวิเคราะห
ทางสถิติ

คํานวณผลของแตละตัวแปร (E(xi)) ความแปรปรวน (Veff) คาความคลาดเคลื่อน 
(SE) และ (txi) รวมทั้งความมีนัยสําคัญ (p-value) โดยใช t-test

ผลของแตละตัวแปรคํานวณไดจากสมการ 
N

)MM
(2E ii

)xi(
  



   E(xi) คือ ผลของตัวแปรที่ทําการทดสอบ
Mi+ คือ น้ําหนักเซลลแหง หรือ ปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ได เมื่อทดสอบ

ดวยตัวแปรนั้นในระดับสูง
Mi- คือ น้ําหนักเซลลแหง หรือ ปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ได เมื่อทดสอบ

ดวยตัวแปรนั้นในระดับต่ํา
N คือ จํานวนการทดลองทั้งหมด

ความแปรปรวนคํานวณไดจากสมการ 
n

)E(
V

2
d

eff


Veff คือ ความแปรปรวน
Ed คือ น้ําหนักเซลลแหง หรือ ปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ไดจากตัวแปรดัมมี่
n คือ จํานวนตัวแปรดัมมี่
ความคลาดเคลื่อนคํานวณไดจากสมการ 

effVSE     
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p-value) ของแตละตัวแปรที่ทําการทดลองคํานวณ

ไดจากสมการ 
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E
t )xi(

)xi( 

คัดเลือกเลือกปจจัยตางๆ ที่มีผลตอการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิโดนิค ซึ่ง
กําหนดความแตกตางอยางมีนัยสําคัญนอยกวาหรือเทากับ 0.05 (p<0.05) หรือมีระดับความเชื่อมั่น 
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(confidence level) มากกวาหรือเทากับรอยละ 95.0 เพื่อนําไปศึกษาในขั้นตอนตอไป (ดัดแปลงจาก
Wen and Chen, 2001)

Table 10. Variables showing factors used in Plackett–Burman design.

Variables Factors Value (+) Value (-) Unit
A Glucose 10 1 g/l
B Fructose 10 1 g/l
C Sucrose 10 1 g/l
D KNO3 5 0.5 g/l
E NH4NO3 5 0.5 g/l
F Yeast extract 5 0.5 g/l
G Tryptone 5 0.5 g/l
H Initial pH 8.0 6.0 -
I Temperature 25 15 �C
J Agitation speed 200 100 rpm
K NaCl 15 7.5 g/l
L KCl 0.35 0.18 g/l
M MgCl2.6H2O 5.4 2.7 g/l
N MgSO4.7H2O 2.7 1.4 g/l
O CaCl2.2H2O 0.5 0.25 g/l
P1 Dummy 1 - - -
P2 Dummy 2 - - -
P3 Dummy 3 - - -
P4 Dummy 4 - - -
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Table 11. Plackett-Burman design generated by fractional rotation of full factorial design where 
A,…, O are independent variables and P1,…, P4 are dummy variables.

Run A B C D E F G H I J K L M N O P1 P2 P3 P4

1 + + - - + + + + - + - + - - - - + + -
2 - + + - - + + + + - + - + - - - - + +
3 + - + + - - + + + + - + - + - - - - +
4 + + - + + - - + + + + - + - + - - - -
5 - + + - + + - - + + + + - + - + - - -
6 - - + + - + + - - + + + + - + - + - -
7 - - - + + - + + - - + + + + - + - + -
8 - - - - + + - + + - - + + + + - + - +
9 + - - - - + + - + + - - + + + + - + -

10 - + - - - - + + - + + - - + + + + - +
11 + - + - - - - + + - + + - - + + + + -
12 - + - + - - - - + + - + + - - + + + +
13 + - + - + - - - - + + - + + - - + + +
14 + + - + - + - - - - + + - + + - - + +
15 + + + - + - + - - - - + + - + + - - +
16 + + + + - + - + - - - - + + - + + - -
17 - + + + + - + - + - - - - + + - + + -
18 - - + + + + - + - + - - - - + + - + +
19 + - - + + + + - + - + - - - - + + - +
20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

+, high level; -, low level.
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5.2 การศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือกได

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณที่สูงสุดจากขอที่ 
3 นํามาเตรียมกลาเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2 ถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหารเหลว modified SAP2 
ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีองคประกอบของแหลงคารบอนที่
แตกตางกัน ไดแก กลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส ที่ความเขมขนรอยละ 1 ของอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่ง
ชุดควบคุม คือ อาหารเหลว modified SAP2 ที่ไมไดเติมแหลงคารบอน เลี้ยงแบคทีเรียที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส โดยการเขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที นาน 3 วัน (ตามระยะเวลาที่มีการผลิต
กรดอะราชิโดนิคสูงสุดจากการทดลองขอที่ 4) แยกตัวเซลลออกจากน้ําหมักโดยการหมุนเหวี่ยง
ดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 
ครั้ง และไดเซลลเปยกที่ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมดถายลงใน vial ที่แหงสนิทและทราบน้ําหนัก 
นํา vial ที่บรรจุเซลลอยูไปทําแหงโดยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) แลวนํามาชั่งน้ําหนักแหง 
รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่ไดในรูปน้ําหนักแหง นําเซลลที่ไดไปเตรียมอนุพันธของกรดไขมัน
ในรูปของเมทิลเอสเทอรพรอมการสกัดและวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโดนิคตามวิธีการในขอที่ 
1.2-1.3 ในแตละการทดลองทําซ้ํา 3 ครั้ง เลือกชนิดแหลงคารบอนที่เหมาะสมตอผลิตกรดอะราชิโด
นิคปริมาณที่สูงสุด เพื่อนําไปศึกษาในขั้นตอนตอไป (ดัดแปลงจาก Bajpai et al., 1991)

5.3 การศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือกไดดวยวิธี Response Surface Methodology (RSM) และ
วางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)

วิธีพื้นผิวผลตอบสนอง (Response surface methodology, RSM) สามารถใชหา
ระดับของปจจัยที่เหมาะสมที่สุดตอการตอบสนองได วิธีพื้นผิวผลตอบสนองเปนวิธีที่สรางสมการ
ของความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระ (ระดับของปจจัย) กับตัวแปรตอบสนอง (response) โดยใช
วิธีการวิเคราะหการถดถอย (regression) เพื่อหาคาความเหมาะสมของระดับในแตละปจจัยที่สนใจ
ศึกษา (Montgomery, 1999; 2001) การออกแบบพื้นผิวผลตอบสนองสําหรับการทดลองนี้เลือกใช
การออกแบบสวนประสมกลางแบบหมุนได (Central composite design, CCD) ซึ่งมีพื้นฐานมาจาก 
2k แฟกตอเรียล (factorial 2k) โดยใชตัวแปรที่คัดเลือกไดจากการทดลองในขอ 5.1 จํานวน 4 ตัวแปร 
ไดแก ความเขมขนของทริปโตน 0.8-9.2 กรัมตอลิตร พีเอชเริ่มตน 6.32-9.68 ระดับความเร็วรอบใน
การเขยา 36-204 รอบตอนาที และอุณหภูมิ 16.6-33.4 องศาเซลเซียส โดยแบงระดับของตัวแปร
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อิสระเปน 5 ระดับ ไดแก -1.68, -1, 0, +1 และ +1.68 ดังแสดงใน Table 12 มีจํานวนการทดลอง
ทั้งหมด 30 การทดลอง (Runs) ดังแสดงใน Table 13 และในแตละการทดลองทําซ้ํา 3 ครั้ง

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดจากขอที่ 3 นํามา
เตรียมกลาเชื้อ ตามวิธีการในขอที่ 2 ถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหารเหลว ที่มีองคประกอบตางๆ ดัง
แสดงใน Table 13 โดยใชแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอที่ 5.2 (ซูโครส) ความเขมขนรอยละ 1 
ยีสตสกัดเพื่อเปนแหลงวิตามินที่ความเขมขนรอยละ 0.1 NaCl 15 กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอ
ลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร
ตามลําดับ ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร โดยเลี้ยงนาน 3 วัน (ตาม
ระยะเวลาที่มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดจากการทดลองขอที่ 4) แยกตัวเซลลออกจากน้ําหมัก
โดยการหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลาง
เซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง ไดเซลลเปยกที่ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมดถายลงใน vial ที่แหงสนิท
และทราบน้ําหนัก นํา vial ที่บรรจุเซลลอยูไปทําแหงโดยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) แลวนํามา
ชั่งน้ําหนักแหง รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่ไดในรูปของน้ําหนักแหงตามลําดับ นําเซลลที่ได
ไปเตรียมอนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมทิลเอสเทอรพรอมการสกัดและวิเคราะหปริมาณ
กรดอะราชิโดนิคตามวิธีการในขอที่ 1.2-1.3

เมื่อทําการทดลองตามที่ออกแบบดังแสดงใน Table 13 จํานวน 30 การทดลองแลว 
นําผลของน้ําหนักแหงและการผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ไดมาวิเคราะหดวยวิธีการทางสถิติ โดยใช
โปรแกรม Design Expert Version 7.0 trial (State Ease, Minneapolis, MN) และกําหนดระดับความ
เชื่อมั่นเทากับหรือสูงกวารอยละ 95.0 (ดัดแปลงจาก Song et al., 2007) เนื่องจากวิธีการพื้นผิวตอบ 
สนองใหความสําคัญกับความสัมพันธระหวางตัวแปรอิสระกับผลตอบสนอง ความสัมพันธดังกลาว
สามารถแสดงในแบบจําลองพหุนามกําลังสองที่ใชในการอธิบายความสัมพันธ (Myers, 1995) ดัง
สมการ 
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แปร
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Table 12. The coded levels and real values of the independent variables in the Central Composite 
Design.

Variables Symbol Unit -1.68 -1 0 +1 +1.68
Tryptone X1 g/L 0.8 2.5 5.0 7.5 9.2
Initial pH X2 - 6.32 7.00 8.00 9.00 9.68
Agitation speed X3 rpm 36 70 120 170 204
Temperature X4 �C 16.6 20.0 25.0 30.0 33.4

Table 13. The Central Composite Design of the significant variables (in coded level) with DCW 
and ARA yield.

Run X1 X2 X3 X4

1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 +1 -1 -1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 -1
6 +1 +1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1

10 +1 -1 -1 +1
11 -1 +1 -1 +1
12 +1 +1 -1 +1
13 -1 -1 +1 +1
14 +1 -1 +1 +1

DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

X1, tryptone; X2, initial pH; X3, agitation speed; X4, temperature.
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Table 13. (Cont.)

Run X1 X2 X3 X4

15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 -1.68 0 0 0
18 +1.68 0 0 0
19 0 -1.68 0 0
20 0 +1.68 0 0
21 0 0 -1.68 0
22 0 0 +1.68 0
23 0 0 0 -1.68
24 0 0 0 +1.68
25 0 0 0 0
26 0 0 0 0
27 0 0 0 0
28 0 0 0 0
29 0 0 0 0
30 0 0 0 0

DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.
X1, tryptone; X2, initial pH; X3, agitation speed; X4, temperature.

5.4 การศึกษาความถูกตองของการใชสมการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือกได

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดจากขอที่ 3 นํามา
เตรียมกลาเชื้อตามวิธีการในขอที่ 2 ถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหารเหลว ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ใน
ขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีองคประกอบของระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ไดจากขอ 5.3 ไดแก ทริปโตนที่ความเขมขน 7.7 และ 
9.0 กรัมตอลิตร พีเอชเริ่มตน 7.5 และ 7.9 ความเร็วรอบในการเขยา 154 และ 170 รอบตอนาที และ
บมที่อุณหภูมิ 21.6 และ 17.8 องศาเซลเซียส ซึ่งไดจากสมการทํานายระดับที่เหมาะสมของปจจัย
ตาง ๆ ตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 14 and 15
นอกจากนี้สมการที่ 2 ยังสามารถทํานายน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 2.18 กรัมตอลิตร และ
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สมการที่ 3 สามารถทํานายผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 21.19 กรัมตอลิตร ดังแสดงใน 
Table 16 รวมทั้งแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอที่ 5.2 (ซูโครส) ความเขมขนรอยละ 1 ของอาหาร
เพาะเลี้ยง และยีสตสกัดเพื่อเปนแหลงวิตามินตามสูตรอาหารพื้นฐาน modified SAP2 ที่ความ
เขมขนรอยละ 0.1 NaCl 15 กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร
MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน 10 เลี้ยง
นาน 3 วัน (ตามระยะเวลาที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุด) แยกตัวเซลลออกจากน้ําหมักโดยการหมุน
เหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํา
กลั่น 2 ครั้ง ไดเซลลเปยกที่ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมดถายลงใน vial ที่แหงสนิทและทราบ
น้ําหนัก นํา vial ที่บรรจุเซลลอยูไปทําแหงโดยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) แลวนํามาชั่งน้ําหนัก
แหง รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่ไดในรูปของน้ําหนักแหงตามลําดับ นําเซลลที่ไดไปเตรียม
อนุพันธของกรดไขมันในรูปของเมทิลเอสเทอรพรอมการสกัดและวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโด
นิคตามขอที่ 1.2-1.3  นําผลของน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ไดจาการทดลอง
กับผลของน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกรดอะราชิโดนิคที่ทํานายโดยสมการมาวิเคราะหทางสถิติ
ดวย paired t-test (ดัดแปลงจาก Wen and Chen, 2001)

Table 14. Regression equation for dry cell weight of marine gliding bacterium A. maritima TISTR 
1715.

regression equation
Dry cell weight (g/l) = -19.4787 + 0.3570X1 + 3.2544X2 + 0.0285X3 + 0.5132X4 - 0.0147X1X2 + 
0.0014X1X3 - 0.0024X1X4 + 0.0013X2X3 - 0.0019X2X4 - 0.0004X3X4 - 0.0259X1

2 - 0.2146X2
2 -

0.0001X3
2 – 0.0097X4

2

Table 15. Regression equation for ARA yield of marine gliding bacterium A. maritima TISTR 
1715.

regression equation
ARA yield (mg/g DCW) = -99.1200- 3.6030X1 + 31.0034X2 + 0.1813X3 - 0.2744X4 + 0.3026X1X2

+ 0.0137X1X3 - 0.0125X1X4 - 0.0156X2X3 + 0.0194X2X4 - 0.0009X3X4 - 0.0115X1
2

- 1.9983X2
2

-

0.0003X3
2

- 0.0068X4
2

ARA, Arachidonic acid.
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Table 16. Optimal values of tryptone, pH, agitation speed and temperature for DCW and ARA 
yield with prediction.

DCW
(g/l)

ARA yield 
(mg/g DCW)Experiment

X1

(g/l)
X2 X3

(rpm)
X4

(°C)
Predicted Predicted

1 7.7 7.5 154 21.6 2.18 16.98
2 9.0 7.9 170 17.8 2.07 21.19

X1, tryptone; X2, initial pH; X3, agitation speed; X4, temperature.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

6. การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงที่คัดเลือกไดในสภาวะเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม

เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณที่สูงสุดจากขอที่ 
3 นํามาเตรียมกลาเชื้อตามขอที่ 2 ถายเชื้อรอยละ 10 ลงในอาหารเหลว ปริมาตร 90 มิลลิลิตร ในขวด
รูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีองคประกอบของระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่ชวยเพิ่มการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชินิคจากขอที่ 5.4 ไดแก ทริปโตนความเขมขน 9.0 กรัมตอลิตร 
พีเอชเริ่มตน 7.9 ความเร็วรอบในการเขยา 170 รอบตอนาที และบมที่อุณหภูมิ 17.8 องศาเซลเซียส
รวมทั้งแหลงคารบอนที่เหมาะสมจากขอที่ 5.2 (ซูโครส) ความเขมขนรอยละ 1 และยีสตสกัดเพื่อ
เปนแหลงวิตามินตามสูตรอาหารพื้นฐาน modified SAP2 ที่ความเขมขนรอยละ 0.1 NaCl 15 กรัม
ตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ
CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เลี้ยงเปนระยะเวลานาน 7 วัน เก็บเซลลแบคทีเรียทุก 1 วัน 
โดยนํามาหมุนเหวี่ยงเพื่อแยกเซลลออกจากน้ําหมักโดยการหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่
ความเร็วรอบ 8000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 ครั้ง ไดเซลลเปยกที่
ตกตะกอนอยู นําเซลลทั้งหมดถายลงใน vial ที่แหงสนิทและทราบน้ําหนัก นํา vial ที่บรรจุเซลลไป
ทําแหงดวยวิธีการแชเยือกแข็ง (freeze dry) แลวนํามาชั่งน้ําหนัก รายงานผลของน้ําหนักชีวมวลที่
ไดในรูปของน้ําหนักแหงตามลําดับ นําเซลลแหงสวนหนึ่งไปเตรียมอนุพันธของกรดไขมันในรูป
ของเมธิลเอสเทอรพรอมการสกัดและวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโดนิคตามขอ 1.2-1.3 เพื่อกําหนด
ระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดในอาหารสูตรที่เหมาะสม 
(ดัดแปลงจาก Wu et al., 2003)
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บทที่ 3

ผลและวิจารณผลการทดลอง

1. การคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค

การคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลจํานวน 85 ไอโซเลต โดยเลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารเหลว SAP2 และวิเคราะหกรดไขมันที่เตรียมอยูในรูปของอนุพันธเมธิลเอสเทอรดวยเทคนิค 
GC โดยพิจารณาจากคา RT ของพีค (peak) ที่ถูกชะออกจากคอลัมนเปรียบเทียบกับอนุพันธเมธิล
เอสเทอรกรดอะราชิโดนิคมาตรฐาน ซึ่งมีคา RT เทากับ 13.40 นาที ดังแสดงใน Figure 7 จากผล
การวิเคราะหกรดไขมันที่เตรียมอยูในรูปของอนุพันธเมธิลเอสเทอรของแบคทีเรียทั้งหมด 85 ไอโซ
เลต พบวามีเพียง 3 ไอโซเลต ที่คาดวาสรางกรดอะราชิโดนิค คือ KB01-042, TISTR 1715 และ
1719 เนื่องจากพบพีคที่มีคา RT เทากับ 13.38, 13.41 และ 13.40 นาที ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 
8A, 8B and 8C ตามลําดับ ซึ่งใกลเคียงกับกรดอะราชิโดนิคมาตรฐานและเมื่อทําการทดลองดวย 
spiking technique โดยการเติมอนุพันธเมธิลเอสเทอรกรดอะราชิโดนิคมาตรฐานลงในสารตัวอยาง
ของแบคทีเรียทั้ง 3 ไอโซเลตดังกลาว พบวากรดไขมันที่เตรียมอยูในรูปของอนุพันธเมธิลเอสเทอร
ในตัวอยาง รวมกับกรดอะราชิโดนิคมาตรฐานเปนพีคเดียวกัน ไมมีการแตกของยอดพีค ดังแสดง
ใน Figure 9A, 9B and 9C นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหกรดไขมันดังกลาวดวยเทคนิค GC-MS พบวา
mass spectrum ของกรดไขมันที่เตรียมอยูในรูปของอนุพันธเมธิลเอสเทอรของแบคทีเรียไกลดิง 
TISTR 1715 มี molecular ion เทากับ 318 ซึ่งเปนมวลโมเลกุลของอนุพันธเมธิลเอสเทอรของ
กรดอะราชิโดนิค และมีตําแหนง mass spectrum ที่ 150 ซึ่งแสดงวาเปนกรดไขมันชนิดโอเมกา-6 
รวมทั้งมี fragmentation pattern เชนเดียวกับกรดอะราชิโดนิคมาตรฐาน ดังแสดงใน Figure 10
แสดงวาแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลทั้ง 3 สายพันธุ ไดแก KB-042, TISTR 1715 และ 1719 สามารถ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคได

อยางไรก็ตามพบวาแบคทีเรียไกลดิง KB01-042, TISTR 1715 และ 1719 สามารถ
ผลิตกรดไขมันชนิดอื่นๆ ไดแก กรดปาลมิติก (palmitic acid, 16:0; RT = 5.30 min) ซึ่งมีปริมาณ
เทากับ 0.54, 17.12 และ 9.76 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ สวนการผลิตกรดปาลมิโทเลอิก 
(palmitoleic acid, 16:1; RT = 5.62 min) ในไอโซเลต KB01-042 ซึ่งมีปริมาณเทากับ 0.04 มิลลิกรัม
ตอกรัมเซลลแหง นอกจากนี้ยังพบการผลิตกรดโอเลอิก (oleic acid, 18:1; RT = 8.20 min) ในไอโซ
เลต TISTR 1715 มีปริมาณเทากับ 0.46 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ซึ่งสอดคลองจากการวิเคราะห
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ของ Ratledge และ Wilkinson (1988) ที่ศึกษาองคประกอบของกรดไขมันในแบคทีเรีย พบวามีการ
ผลิตกรดไขมันชนิดปาลมิติกเปนหลัก รองลงมาเปนกรดปาลมิโทเลอิกและกรดโอเลอิก ตามลําดับ 

เมื่อพิจารณาน้ําหนักเซลลแหงของแบคทีเรียไกลดิง พบวาแบคทีเรียไกลดิง KB01-
042 มีน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 0.17 ± 0.02 กรัมตอลิตร รองลงมาคือ TISTR 1715 และ 1719
ซึ่งมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.16 ± 0.02 และ 0.14 ± 0.02 กรัมตอลิตร ตามลําดับ สวนการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง พบวาแบคทีเรียไกลดิง TISTR 1715 มีการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคสูงสุดเทากับ 3.67 ± 0.45 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 0.60 ± 0.14 มิลลิกรัมตอลิตร 
รองลงมา คือ TISTR 1719 และ KB01-42 มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับ 1.72 ± 0.11 และ 0.82
± 0.14 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือคิดปน 0.23 ± 0.04 และ 0.14 ± 0.05 มิลลิกรัมตอลิตร 
ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 17

แบคทีเรียที่ผลิตกรดไขมันไมอิ่มสูงสวนใหญจะเจริญเติบโตไดในอุณหภูมิต่ํา (4 
องศาเซลเซียส) เชน Shewanella olleyana สามารถผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกไดเทากับรอยละ 
19.2 ของกรดไขมันทั้งหมด ในขณะที่ Shewanella sp. GA-22 สามารถผลิตกรดอะราชิโดนิคและ
กรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกเทากับรอยละ 1.3 และ 3.6 ของกรดไขมันทั้งหมด เมื่อเลี้ยงในอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียส (Skerratt et al., 2002; Gentile et al., 2003) นอกจากนี้ยังพบแบคทีเรียจากทะเลบาง
ชนิดสามารถผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงได ตัวอยางเชน Plesiocystis pacifica ซึ่งผลิตกรดอะราชิโด
นิคไดเทากับรอยละ 17.5 ของกรดไขมันทั้งหมด และ Bacillus subtilis (RRL-8) ที่แยกไดจาก
ฟองน้ําสามารถผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิค (-linolenic acid; 18:3) และกรดอีโคซาเพนตะอิกโน
อิกเทากับรอยละ 4.5 และ 3.8 ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ (Izuka et al., 2003; Patnayak and 
Sree, 2005) นอกจากนี้ยังมีรายงานวาแบคทีเรียจากทะเลที่พบการผลิตกรดอะราชิโดนิค เชน 
Plesiocystis pacifica SIR-1, Aureispira marina gen. nov., sp. nov., Aureispira maritima sp. nov.,
Krokinobacter. eikastus PMA-26, Krokinobacter diaphorus MSKK-32 (Iizuka et al., 2003; 
Hosoya et al., 2006; Khan et al., 2006; Hosoya et al., 2007) สวนใหญเปนแบคทีเรียแกรมลบอาจ
เนื่องจากแบคทีเรียแกรมลบมีลักษณะของผนังเซลล (cell wall) ที่เรียกวา outer membrane ซึ่ง
ประกอบดวยฟอสโฟลิปดเปนหลัก แตกตางจากแบคทีเรียแกรมบวกที่ผนังเซลลคือ เปปติโดไกล
แคน (peptidoglycan) ซึ่งประกอบดวยพอลิแซคคาไรดและโปรตีน (Poole, 1997) ซึ่งอาจทําให
แบคทีเรียแกรมลบสรางกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเพื่อรักษาสภาพความคงตัวของเยื่อหุมเซลล
(membrane rigidity) จากสภาพแวดลอมในทะเล ไดแก ความเค็ม (Singh and Ward, 1997) อุณหภูมิ 
(Wen and Chen, 2003) และความดัน (Delong and Yayanos, 1986; Allen et al., 1999) อยางไรก็
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ตามการสรางกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของแบคทีเรียขึ้นอยูกับสายพันธุ  และสภาพแวดลอมที่
แบคทีเรียอาศัยอยู 

ดังนั้นจากการเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงจากทะเลจํานวน 85 ไอโซเลต ในอาหาร SAP2 
เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 เขยาที่ความเร็วรอบ 200 รอบตอนาที พบวามีแบคทีเรียไกลดิงเพียง 3 
ไอโซเลตเทานั้นที่สรางกรดอะราชิโดนิค โดยแบคทีเรียไกลดิง TISTR 1715 ผลิตกรดอะราชิโดนิค 
สูงสุด จึงไดคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล TISTR 1715 ซึ่งจัดเปน Aureispira maritima
(ภาคผนวก ข) เพื่อศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคขั้น
ตอไป

Figure 7. GC chromatogram of standard arachidonic acid methyl ester.
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Figure 8. GC chromatograms of fatty acid methyl esters from marine gliding bacteria KB01-42 
(A), TISTR 1715 (B) and TISTR 1719 (C).
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Figure 9. GC chromatograms of fatty acid methyl esters from marine gliding bacteria KB01-42 
(A), TISTR 1715 (B) and TISTR 1719 (C) spiked with standard arachidonic acid
methyl ester.
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Figure 10. Comparison of mass spectra of peak with RT of 13.41 min in the marine gliding 
bacterium TISTR 1715 (A) and authentic arachidonic acid standard (B).
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Table 17. Biomass and ARA production from the marine gliding bacteria.

No. Code Biomass (g/l)
ARA yield 

(mg/g DCW)
ARA production

(mg/l)
1 32 GB 1.02 ± 0.13 - -
2 37 GB 0.64 ± 0.04 - -
3 39 GB 1.06 ± 0.22 - -
4 46 GB 0.57 ± 0.01 - -
5 52 GB 0.52 ± 0.12 - -
6 28.5 SA 0.24 ± 0.09 - -
7 59 SA 0.75 ± 0.09 - -
8 68 SA 1.00 ± 0.13 - -
9 74 SA 1.25 ± 0.28 - -

10 KB01-19 0.16 ± 0.01 - -
11 KB01-36 0.17 ± 0.04 - -
12 KB01-42 0.17 ± 0.02 0.82 ± 0.14 0.14 ± 0.05
13 GB 003 0.98 ± 0.01 - -
14 GB 011 0.72 ± 0.22 - -
15 GB 012 0.75 ± 0.09 - -
16 GB 015 0.65 ± 0.18 - -
17 GB 016 1.05 ± 0.04 - -
18 GB 017 0.97 ± 0.77 - -
19 GB 019 0.79 ± 0.13 - -
20 GB 056 0.74 ± 0.02 - -
21 GB 088 0.17 ± 0.02 - -
22 GB 097 0.37 ± 0.07 - -
23 GB 099 0.60 ± 0.04 - -
24 GB 100 0.85 ± 0.14 - -
25 GB 101 1.43 ± 0.32 - -
26 GB 102 0.21 ± 0.01 - -
27 GB 104 0.41 ± 0.00 - -
28 GB 108 0.77 ± 0.21 - -
29 GB 110 1.67 ± 0.24 - -
30 GB 111 0.41 ± 0.13 - -
31 GB 112 1.09 ± 0.42 - -
32 GB 121 0.07 ± 0.04 - -
33 GB 122 0.76 ± 0.01 - -
34 GB 123 0.50 ± 0.11 - -
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Table 17. (Cont.).

No. Code Biomass (g/l)
ARA yield 

(mg/g DCW)
ARA production

(mg/l)
35 GB210 0.04 ± 0.00 - -
36 GB212 0.04 ± 0.01 - -
37 GB213 0.04 ± 0.00 - -
38 GB215 0.05 ± 0.00 - -
39 GB216 0.06 ± 0.02 - -
40 GB217 0.05 ± 0.01 - -
41 GB218 0.04 ± 0.00 - -
42 GB219 0.06 ± 0.01 - -
43 GB220 0.03 ± 0.00 - -
44 GB221 0.04 ± 0.00 - -
45 GB222 0.02 ± 0.00 - -
46 GB223 0.06 ± 0.02 - -
47 GB224 0.08 ± 0.01 - -
48 GB225 0.07 ± 0.01 - -
49 GB226 0.04 ± 0.00 - -
50 GB227 0.04 ± 0.01 - -
51 GB228 0.05 ± 0.00 - -
52 GB229 0.04 ± 0.01 - -
53 GB230 0.03 ± 0.08 - -
54 GB231 0.04 ± 0.00 - -
55 GB232 0.02 ± 0.00 - -
56 GB234 0.03 ± 0.01 - -
57 GB236 0.04 ± 0.00 - -
58 GB237 0.06 ± 0.05 - -
59 GB238 0.06 ± 0.07 - -
60 GB239 0.03 ± 0.00 - -
61 GB240 0.03 ± 0.00 - -
62 GB241 0.01 ± 0.00 - -
63 GB242 0.02 ± 0.00 - -
64 GB243 0.09 + 0.01 - -
65 TISTR 1696 1.20 ± 0.07 - -
66 TISTR 1701 1.16 ± 0.19 - -
67 TISTR 1704 1.46 ± 0.40 - -
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Table 17. (Cont.).

No. Code Biomass (g/l)
ARA yield

(mg/g DCW)
ARA production

(mg/l)
68 TISTR 1705 2.49 ± 0.19 - -
69 TISTR 1712 0.88 ± 0.24 - -
70 TISTR1715 0.16 ± 0.02 3.67 ± 0.45 0.60± 0.14
71 TISTR 1719 0.14 ± 0.02 1.72 ± 0.11 0.23 ± 0.04
72 TISTR 1725 0.29 ± 0.08 - -
73 TISTR 1726 0.36 ± 0.09 - -
74 TISTR 1727 1.35 ± 0.30 - -
75 TISTR 1728 0.88 ± 0.04 - -
76 TISTR 1730 0.40 ± 0.04 - -
77 TISTR 1731 1.26 ± 0.17 - -
78 TISTR 1733 0.68 ± 0.03 - -
79 TISTR 1736 1.05 ± 0.03 - -
80 TISTR 1762 0.47 ± 0.02 - -
81 TISTR 1771 0.48 ± 0.03 - -
82 TISTR 1773 1.73 ± 0.13 - -
83 TISTR 1774 0.95 ± 0.15 - -
84 TISTR 1775 1.49 ± 0.44 - -
85 TISTR 1777 1.02 ± 0.02 - -

DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.
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2. การศึกษาระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715

จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima
TISTR 1715 โดยเลี้ยงในอาหารเหลวสูตร modified SAP2 เปนเวลา 7 วัน ที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เขยาที่ความเร็ว 200 รอบตอนาที พบวาแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 มีการ
เจริญเติบโตของเซลลแบคทีเรียสูงสุดที่เวลา 2 วัน โดยมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.54 ± 0.01 กรัม
ตอลิตร หลังจากนั้นแบคทีเรียเริ่มมีการเจริญเติบโตลดลง จนมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.16 กรัม
ตอลิตร เมื่อเลี้ยงนาน 7 วัน ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 11A โดยคาพีเอชเริ่มตนในอาหารเพาะ 
เลี้ยงเทากับ 7.5 จากนั้นเพิ่มสูงขึ้นเปน 8.5 เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน เนื่องจากในอาหารเหลว modified 
SAP2 ประกอบดวยทริปโตนและยีสตสกัด แบคทีเรียจึงยอยทริปโตนและยีสตสกัดไดเปนเปปไทด
และกรดอะมิโน เพื่อใชในการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย ในขณะเดียวกันจะปลดปลอยแอมโมเนีย
จากการยอยสลายกรดอะมิโนดังกลาว เมื่อแอมโมเนียที่เกิดขึ้นรวมตัวกับน้ําจะเกิดเปนแอมโมเนียม
ไอออนและไฮดรอกซิล ซึ่งหมูไฮดรอกซิลจะทําใหคาพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงเพิ่มสูงขึ้น 
สอดคลองกับการศึกษาของ Park และ Lee (1998) ซึ่งศึกษาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียที่ทน
ความรอนสูง Sulfolobus solfataricus พบวาแอมโมเนียที่เกิดจากยีสตสกัด ซึ่งเกิดจากการยอยของ
แบคทีเรีย S. solfataricus สงผลตอคาพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยง โดยเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่มี
อัตราสวนยีสตสกัดตอกลูโคสเทากับ 3:1 ในอาหาร มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 3.0 พบวาที่เวลา 72 
ชั่วโมง แบคทีเรีย S. solfataricus มีการเจริญเติบโตสูงสุด ซึ่งมีความหนาแนนของเซลลเทากับ 1.2 
กรัมตอลิตร และตรวจพบปริมาณแอมโมเนียมไอออนเทากับ 35.0 มิลลิโมล ซึ่งทําใหคาพีเอชใน
อาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนจาก 3.0 เปน 5.6  

 สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิค พบวาที่เวลา 3 วัน การผลิตกรดอะราชิโดนิคสูง
สุดเทากับ 5.99 ± 0.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ดังแสดงใน Figure 11B และลดลงหลังจาก 3 วัน 
ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 1.66 ± 0.12 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล เมื่อเลี้ยงเปนเวลา 7 วัน จะ
เห็นไดวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 เพิ่มขึ้นสูงสุด
ในชวง early decline phase และมีความสัมพันธกับการเจริญเติบโต (Growth-associated
production) เชนเดียวกับการทดลองของ Patnayak และ Sree (2005) ซึ่งไดคัดเลือกแบคทีเรียที่มี
ผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงจากฟองน้ําทะเล พบวามีแบคทีเรีย 1 ไอโซเลต คือ RLL-8 สามารถผลิต
กรดแกมมาไลโนเลนิคและกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิก เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร nutrient broth 
บมที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เปนเวลา 7 วัน พบวาแบคทีเรีย RLL-8 มีการผลิตกรดแกมมาไล
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โนเลนิคและกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกเพิ่มขึ้นอยูในชวง exponential phase ที่เวลา 2 วัน และมีการ
ผลิตไดสูงสุดในชวง stationary phase ที่เวลา 3 วัน แตในการศึกษาการผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโน
อิกในแบคทีเรีย Shewanella putrefaciens ACAM 342 พบวาการผลิตของกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงที่
แบคทีเรียผลิตใน exponential phase มีปริมาณสูงกวาใน stationary phase (Nichols et al., 1994) 
อยางไรก็ตามจุลินทรียหลายชนิดมีการสะสมไขมันสําหรับใชเปนพลังงานเมื่อเซลลมีอายุมากขึ้น 
ซึ่งไขมันเหลานี้ประกอบไปดวยกรดไขมันทั้งชนิดอิ่มตัวและไมอิ่มตัว การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ
กรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรียมีลักษณะคลายกับการเจริญเติบโต โดยจะมีปริมาณเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ 
จนกระทั่งถึงจุดสูงสุดที่ late log phase หรือ early stationary phase และหลังจากนั้นจะมีปริมาณ
ลดลงอยางชัดเจนในชวง late stationary phase หรือ decline phase (Erwin, 1973) อาจเนื่องจากการ
ผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของจุลินทรียเกิดขึ้นภายในเซลล ดังนั้นเมื่อเซลลมีการตายเกิดขึ้นจะเกิด
จากกระบวนยอยสลายตัวเซลล (auto lysis) โดยเอนไซมบางชนิดภายในเซลล (Poole, 1997) ซึ่งอาจ
ทําใหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงภายในเซลลถูกยอยสลายโดยกระบวนการของเอนไซมจากตัวเซลลเอง
หรือเซลลอื่น สงผลใหโมเลกุลของกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเล็กลงหรือเปลี่ยนแปลงเปนสารชนิดอื่น
ได (Vote, 1990; Vote and Vote, 2004) ดังจะเห็นไดจากการศึกษาดังตอไปนี้

Jang และคณะ (2005) ไดศึกษาการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากรา Mortierella 
alpina ATCC 32222 พบวาในชวงเวลาในการเลี้ยงรา M. alpina ATCC 32222 ในอาหาร basal 
medium ที่มี soluble starch รอยละ2.0 เปนแหลงคารบอน และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 8 วัน พบวารา M. alpina ATCC 32222 ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดในระยะเวลา
การเลี้ยง 6 วัน ซึ่งอยูในชวง stationary phase เมื่อเพิ่มระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงรา M. alpina
ATCC 32222 การผลิตกรดอะราชิโดนิคเริ่มมีการลดลงเนื่องจากราไดเขาสูระยะ decline phase 
นอกจากนี้ Lan และคณะ (2002) ไดศึกษาผลของกลูตาเมตตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคโดยเลี้ยงรา 
M. alpina ในอาหาร PDD medium ที่ประกอบดวยกูลตาเมตรอยละ 0.8  เขยาที่อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส ความเร็วรอบ 130 รอบตอนาที เปนเวลา 12 วัน พบวารา M. alpina มีการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคสูงสุดที่ระยะเวลา 7 วัน ซึ่งอยูในชวงของ stationary phase  และเมื่อระยะเวลาในการเลี้ยง
เพิ่มขึ้นการผลิตกรดอะราชิโดนิคเริ่มลดลง เนื่องจากราเร่ิมเขาสูระยะ decline phase เชนกัน

ดังนั้นจากผลการทดลองระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ในอาหารเหลว modified SAP2 ที่
เวลา 2 วัน ใหผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงสุด และผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงสุดที่ระยะ 
เวลา 3 วัน จึงกําหนดระยะเวลาในการเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ในการ
ทดลองตอไปเปนระยะเวลา 3 วัน 
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Figure 11. Growth curve (A) and ARA production (B) of marine gliding bacterium A. maritima
TISTR 1715 grown in the modified SAP2 liquid medium. Vertical lines indicate S.D.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.
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3. การศึกษาปจจัยที่มีตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงสาย
พันธุ A. maritima TISTR 1715

3. 1 การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย
ไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี Plackett-Burman design

จากการศึกษาการคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคจากแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี Plackett-Burman design ในอาหาร
เหลว ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีองคประกอบของแหลง
คารบอน แหลงไนโตเจน และโลหะหนักตางๆ รวมทั้งการปรับพีเอชเริ่มตน ความเร็วในการเขยา 
และอุณหภูมิ ดังแสดงใน Table 10 รวมทั้งหมด 20 การทดลอง ดังแสดงใน Table 18 พบวาการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคอยูในชวง 0.11-1.94 กรัมตอลิตร และ 0.09-4.85 มิลลิ 
กรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ โดยการทดลองที่ 2 ใหการเจริญเติบโตในรูปน้ําหนักเซลลแหง
สูงสุดเทากับ 1.94 ± 0.06 กรัมตอลิตร และผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 4.85 ± 0.03 
มิลลิกรัมตอกรัมกรัมเซลลแหง ดังแสดงใน Table 18 และเมื่อวิเคราะหผลทางสถิติดวย t-test พบวา 
ทริปโตนและอุณหภูมิเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 
1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น (confidence level) เทากับรอยละ 95.6 และ 95.4 
ตามลําดับ นอกจากนี้พีเอชและความเร็วรอบในการเขยาเปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอะราชิโด
นิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับรอยละ 95.0 และ 97.5 ตามลําดับ ดังแสดง
ใน Table 18

การคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง
ของจุลินทรียดวยวิธี Plackett-Burman design เปนวิธีที่นิยมนํามาใชในการคัดเลือกปจจัยตางๆ ที่มี
ผลตอการตอบสนองตาง ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เพื่อนําไปศึกษาถึงระดับของปจจัยที่มีผลตอ
การตอบสนองตอไปซึ่งมีการนํามาใชกันอยางแพรหลาย ตัวอยางเชน Chi และคณะ (2007) ได
คัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลล
เดียวดวยวิธี Plackett-Burman design พบวา CH3COONH4, NH4Cl แรธาตุ (trace element) และ
อุณหภูมิ มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว
สายพันธุ Schizochytrium limacinum อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.10) นอกจากนี้การศึกษาของ 
Song และคณะ (2007) ในการคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคซาเฮก
ซะอีโนอิกของเซลลสาหรายสายพันธุ Schizochytrium limacinum OUC88 ดวยวิธี Plackett-Burman 
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design ซึ่งพบวาอุณหภูมิ อัตราการใหอากาศ ความเร็วรอบในการเขยาและอายุของเซลลมีผลตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิก อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

จากการทดลองพบวาทริปโตน (G) เปนแหลงไนโตรเจนที่มีผลตอการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวาในชุด
การทดลองที่ 2, 3 และ 9 ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของทริปโตน 5 กรัมตอลิตร มี
น้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.94, 1.71 และ 1.45 กรัมตอลิตร ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองที่ 14, 16 และ 18 ซึ่งเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนของทริปโตน 0.5 กรัมตอลิตร มี
น้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.11, 0.13 และ 0.28 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Table 18) จึงเห็นไดวาชุดการ
ทดลองที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มีทริปโตนความเขมขนสูงสวนใหญสงผลใหแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโตไดดีกวาในอาหารที่มีทริปโตนความเขมขนต่ําในบางชุดการทดลอง อาจเนื่องจากทริป 
โตนเปนเปปไทดที่ไดจากโปรตีนเคซีน (casein) โดยกระบวนการยอยของเอนไซมทริปซิน 
(trypsin) ซึ่งอุดมไปดวยกรดอะมิโนตางๆ ไดแก กรดแอสปาติก (aspartic acid) ทรีออนีน 
(threonine) เซอรีน (serine) กรดกลูตามิก (glutamic acid) โปรลีน (proline) ไกลซีน (glycine) อะ
ลานีน (alanine) วารีน (valine) เมทไทโอนีน (methionine) ไอโซลิวซีน (isoleucine) ลิวซีน 
(leucine) ไทโรซีน (tyrosine) ฟนิวอะลานีน (phenylanine) ไลซีน (lysine) อิสทีดีน (histidine) อาร
จีนีน (arginine) และซิสทีน (cystine) โดยมีปริมาณเทากับรอยละ 6.42, 3.67, 4.94, 19.68, 9.80, 
1.81, 2.96, 6.18, 2.79, 5.01, 8.39, 5.54, 5.03, 7.41, 2.90, 3.46 และ 0.37 กรัมของเคซีน ตามลําดับ 
(Ellinger and Boyne, 1965) ซึ่งจะเห็นไดวาทริปโตนมีปริมาณของกรดอะมิโนที่จําเปนตอการ
เจริญเติบโตคอนขางสูง เมื่อเปรียบเทียบกับปริมาณของกรดอะมิโนชนิดเดียวกันในยีสตสกัด ซึ่ง
ประกอบดวยกรดอะมิโน ไดแก กรดแอสปาติก ทรีออนีน เซอรีน กรดกลูตามิก โปรลีน ไกลซีน อะ
ลานีน วารีน เมทไทโอนี ไอโซลิวซีน ลิวซีน ไทโรซีน ฟนิวอะลานีน ไลซีน อิสทีดีน อารจีนีน และ
ซิสทีน ในปริมาณเทากับรอยละ 2.07, 0.47, 0.66, 4.35, 0.55, 1.98, 0.58, 0.42, 0.03, 0.43, 0.61, 
0.44, 0.40, 0.26, 0.59, 0.28 และ 0.53 ของกรัมยีสตสกัด ตามลําดับ (Eden et al., 2002) ซึ่งแหลง
ไนโตรเจนมีความจําเปนสําหรับการเจริญเติบโตของเซลลแบคทีเรียทั่วไป เพื่อการสังเคราะหสาร
พันธุกรรมและสวนประกอบตางๆของเซลล อยางไรก็ตามจุลินทรียแตละชนิดมีความสามารถใน
การใชแหลงไนโตรเจนจําพวกอินทรียและอนินทรียไดแตกตางกัน ตัวอยางเชน การศึกษาของ 
Hosoya และคณะ (2006) พบวาแบคทีเรียไกลดิง A. marina สามารถใชสารอินทรียไดแก เคซีนและ
เจลาติน (gelatin) เปนแหลงไนโตรเจนไดดีกวาพวกสารอนินทรียที่มีไนเตรตเปนองคประกอบ 
สอดคลองกับการศึกษาของ Haung และคณะ (2001) ไดศึกษาผลของแหลงไนโตรเจนตอการ
เจริญเติบโตของ Thraustochytrium sp. KK17-3 พบวาเมื่อเลี้ยง Thraustochytrium sp. KK17-3 ใน
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อาหารที่ประกอบดวยทริปโตนความเขมขนเทากับรอยละ 1 ของอาหารเพาะเลี้ยง ใหการเจริญ 
เติบโตในรูปน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 7.10 กรัมตอลิตร รองลงมาคือ NH4NO3, NaNO3 ยีสต
สกัดและยูเรีย ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 5.80, 5.40, 4.50 และ 2.30 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
นอกจากนี้การใชกลูตาเมท (glutamate) ที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอลิตรในอาหารเพาะเลี้ยงราสาย
พันธุ M. alpina พบวาทําใหรามีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น 1.2 เทา โดยน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 25.00 
กรัมตอลิตร เมื่อเปรียเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมกลูตาเมทในอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งมีน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 20.83 กรัมตอลิตร (Lan et al., 2002) ในขณะที่การเติมยีสตสกัดที่ความเขมขนรอย
ละ 2.4 ของอาหารเพื่อเปนแหลงไนโตรเจนใหแกรา Mortierella alliacea YN-15 พบวาใหน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 33.00 กรัมตอลิตร มากกวาที่ใช malt extract เปนแหลงไนโตรเจน ซึ่งใหน้ําหนัก
เซลลแหงเพียง 6.50 กรัมตอลิตร (Aki et al., 2001) 

อุณหภูมิ (I) เปนอีกหนึ่งปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. 
maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวาในชุดการทดลองที่ 1, 7, 13, 14, 15, 16
18 และ 20 ซึ่งเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่อุณหภูมิ 15.0 องศาเซลเซียส โดยมีน้ําหนักแหงเทากับ 0.37, 
0.38, 0.34, 0.11, 0.13, 0.13, 0.28 และ 0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเปรียบเทียบกับในชุดการ
ทดลองที่ 2, 3, 8, 9 และ 17 ซึ่งเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอุณหภูมิ 25.0 องศาเซลเซียส โดยมีน้ําหนัก
แหงในเทากับ 1.94, 1.71, 1.18, 1.45 และ 1.08 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 18 แสดง
วาแบคทีเรียไกลดิงในชุดการทดลองที่เลี้ยงในอุณหภูมิต่ํา (15.0 องศาเซลเซียส) มีแนวโนมการ
เจริญเติบโตคอนขางต่ํา เมื่อเทียบกับชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงในอุณหภูมิ 25.0 องศาเซลเซียส 
เนื่องจากที่อุณหภูมิต่ําจะสงผลลดกระบวนการเมแทบอลิซึมภายในเซลล จึงทําใหแบคทีเรียหยุด
หรือชะลอการเจริญเติบโต (Poole, 1997) อยางไรก็ตามแบคทีเรียที่แยกไดจากทะเลแตละชนิดจะมี
ชวงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตแตกตางกัน ยกตัวอยางเชน แบคทีเรียไกลดิงจากทะเล 
A. marina และ A. maritima มีอุณหภูมิที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตในชวงอุณหภูมิที่ 25.0-30.0
และ 30.0 องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Hosoya et al., 2006; 2007) ในขณะที่แบคทีเรียจากทะเล 
Shewanella olleyana และ Shewanella sp. GA 22 มีการเจริญเติบโตสูงสุดที่อุณหภูมิ 20-22 และ 15 
องศาเซลเซียส ตามลําดับ (Skerratt et al., 2002; Gentile et al., 2003) แตจากการทดลองนี้อุณหภูมิ
ไมมีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคในแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p=0.887) ซึ่งแตกตางจุลินทรียชนิดอื่นที่อุณหภูมิเปนปจจัยหนึ่งที่มีผลตอการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิค ตัวอยางเชน รายงานของ Jang และคณะ (2000) เพื่อศึกษาผลของอุณหภูมิตอการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของรา M. alpina ATCC 32222 ในอาหารแข็ง โดยเพาะเลี้ยง M. alpina ATCC 
32222 ในอาหารแข็ง ที่อุณหภูมิ 20.0 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 วัน ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิค
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เทากับ 33.35 มิลลิกรัมตอกรัมอาหาร เปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 20.0 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 5 วัน ตามดวยการลดอุณหภูมิลงเหลือ 12.0 องศาเซลเซียส แลวเลี้ยงตอเปนเวลา 3 วัน 
พบวาการลดอุณหภูมิในการเพาะเลี้ยงลงทําใหเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงขึ้นเทากับ 48.73 
มิลลิกรัมตอกรัมอาหาร นอกจากนี้ Jang และคณะ (2005) ยังไดทําการศึกษาเพิ่มเติมโดยเพาะเลี้ยง 
M. alpina ATCC 32222 ในอาหารเหลว basal medium ที่ประกอบดวยสารละลายแปง (soluble 
starch) รอยละ 2 ที่อุณหภูมิตั้งแต 12.0-25.0 องศาเซลเซลเซียส พบวารา M. alpina ATCC 32222 
สามารถผลิตกรดอะราชิโดนิคไดเพิ่มขึ้นเมื่อที่อุณหภูมิต่ํา โดยที่อุณหภูมิ 12.0 องศาเซลเซียส มีการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิค สูงสุดเทากับ 882.40 มิลลิกรัมตอลิตร รองลงมา คือ การเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ
ที่ 15.0, 20.0 และ 25.0 องศาเซลเซียส ซึ่งผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับ 871.90, 826.30 และ 630.60
มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ เนื่องจากอุณหภูมิที่ลดต่ําลงจะกระตุนใหจุลินทรียสรางกรดไขมันไม
อิ่มตัวสูงเพิ่มขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงชนิดเดียวกันที่อุณหภูมิสูงกวา ทั้งนี้เพื่อรักษา
คุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลในการแลกเปลี่ยนสารและกระบวนการทํางานภายในเซลลใหปกติ 
เนื่องจากกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงเหลานี้จะไมเกิดการแข็งตัวเปนไขที่อุณหภูมิต่ํา (Wen and Chen, 
2003) 

คาพีเอชเริ่มตน (H) เปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย
ไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) พบวาในชุดการทดลองที่ 5, 9 
และ 12 ซึ่งเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่คาพีเอชเริ่มตนเทากับ 6.0 มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณ
เทากับ 0.09, 0.10 และ 0.34 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ โดยปริมาณของกรดอะราชิโดนิค
ต่ํากวาในชุดการทดลองที่ 2, 3, 8, 10, 11 และ 16 ซึ่งเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงที่คาพีเอชเริ่มตนเทากับ 
8.0 ซึ่งปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 3.96, 4.30, 4.29, 4.34 และ 3.99 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล
แหง ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 18 ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เพาะเลี้ยงในอาหาร
ที่มีพีเอชเริ่มตนสูง (pH 8.0) สงผลใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาในชุดการทดลองที่เพาะเลี้ยง
ในอาหารที่มีพีเอชเริ่มตนต่ํา (pH 6.0) อยางไรก็ตามจุลินทรียแตละชนิดสามารถเจริญเติบโตไดดีใน
พีเอชที่แตกตางกัน ดังนั้นการสรางกรดไขมันจึงแตกตางกันในสภาวะเลี้ยงที่มีคาพีเอชตางกัน 
ตัวอยางเชน การศึกษาผลของพีเอชตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของรา M. alpina พบวาเมื่อควบคุม
พีเอชโดยการเติม NH4OH เทากับรอยละ 14 ในอาหารเพาะเลี้ยงมีคาพีเอชเทากับ 6.0 ทําใหผลผลิต
กรดอะราชิโดนิคเทากับ 18.8 กรัมตอลิตร ในขณะที่ชุดควบคุมที่พีเอชเทากับ 5.5 ไดผลผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคเทากับ 7.2 กรัมตอลิตร (Hwang et al., 2005) ในขณะที่ Wen และ Chen (2003) ไดศึกษา
ผลของพีเอชเริ่มตนตอการผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว P. tricornutum ใน
อาหารเพาะเลี้ยงที่มีพีเอชตั้งแต 6.0 ถึง 8.0 พบวามีปริมาณชีวมวลของสาหรายเซลลเดียวไมแตกตาง
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กันอยางมีนัยสําคัญ แตปริมาณกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกที่ผลิตขึ้นจะแตกตางกันในแตละสภาวะที่
มีคาพีเอช ตางๆ ซึ่งปริมาณของกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกจะมีปริมาณสูงสุดในการเลี้ยงที่คาพีเอช
เทากับ 7.6 นอกจากนี้ Yuan และคณะ (2002) ไดศึกษาผลของพีเอชเริ่มตนตอการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคจากรา M. alpina เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชตั้งแต 4.0-10.0 พบวาราจะสามารถผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคไดมากที่สุดที่พีเอช 8.0 แต Higashiyama และคณะ (1998) ไดศึกษาผลของพีเอชตอการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของรา M. alpina 1S-4 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่มีพีเอชเริ่มตน
ตั้งแต 4.6-8.1 พบวารามีการเจริญและผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดในชวงพีเอชเริ่มตน 6.1-6.6 ซึ่ง
ปริมาณของกรดอะราชิโดนิคเทากับ 3.0 กรัมตอลิตร หรือเพิ่มขึ้น 1.26 เทา จากชุดควบคุมที่มีพีเอช
เริ่มตนเทากับ 5.6 ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 2.38 กรัมตอลิตร 

การใหอากาศโดยการแปรผัน (J) พบวาเปนอีกปจจัยที่สงผลตอการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ โดยพบวาในชุด
การทดลองที่ 2, 8 และ 11 โดยเลี้ยงแบคทีเรียที่ความเร็วรอบในการเขยาเทากับ 100 รอบตอนาที ให
ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 4.30 และ 4.34 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ ดัง
แสดงใน Table 18 ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคสูงกวาในทุกชุดการทดลองที่เพาะเลี้ยงดวย
ความเร็วรอบในการเขยา 200 รอบตอนาที ซึ่งจะเห็นไดวาผลผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนม
เพิ่มขึ้น เมื่อลดความเร็วรอบในการเขยาลงจาก 200 เปน 100 รอบตอนาที (Table 18) ซึ่งความเร็ว
รอบของการเขยามีความสัมพันธกับปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยง เนื่องจากการเพิ่ม
ความเร็วรอบในการเขยาจะทําใหอาหารเพาะเลี้ยงมีการเคลื่อนไหวและสัมผัสกับอากาศเพิ่มมากขึ้น 
สงผลใหเพิ่มปริมาณออกซิเจนที่ละลาย (dissolve oxygen) ในอาหารเพาะเลี้ยง โดยออกซิเจนที่
ละลายในอาหารจะมีผลตอปฏิกิริยาการเติมออกซิเจน (oxygenation) สงผลตอการสังเคราะหกรด
ไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรีย (Ratledge, 1992) แตการเพาะเลี้ยงในสภาวะที่มีออกซิเจนในอาหาร
เพาะเลี้ยงในปริมาณที่คอนขางสูง ทําใหจุลินทรียตองเพิ่มพลังงานภายในเซลลจึงเกิดกระบวนสลาย
กรดไขมัน (β-oxidation of fatty acid) เพื่อใหไดเปนพลังงาน นํามาใชปรับตัวใหเหมาะสมใน
สภาวะที่มีออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงในปริมาณสูง (Sato, 1990; Grynberg and 
Demaison, 1996) ซึ่งสอดคลองกับรายงานของนลินี เพชรเทียนชัย (2545) ในการศึกษาผลของ
ความเร็วรอบในการเขยาตอการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของแบคทีเรียน้ําเค็ม ON-17 ในอาหาร 
seawater medium ที่คาพีเอชเริ่มตนเทากับ 7.0 บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พบวาการผลิต
กรดไลโนเลนิคเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเร็วรอบในการเขยาจาก 100 เปน 180 รอบตอนาที โดยมีการ
ผลิตกรดไลโนเลนิคเทากับรอยละ 1.31 ของกรดไขมันทั้งหมด แตเมื่อความเร็วรอบในการเขยา
เพิ่มขึ้นเทากับ 200 รอบตอนาที การผลิตกรดไลโนเลนิคกลับลดลงเทากับรอยละ 1.18 ของกรด
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ไขมันทั้งหมด นอกจากนี้มีรายงานถึงปริมาณของออกซิเจนที่ละลายในอาหารตอการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคของรา M. alpina 1S-4 พบวาเมื่อปริมาณของออกซิเจนที่ละลายในอาหารเพาะเลี้ยงอยู
ในชวง 10.0-15.0 ppm ผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเพิ่มขึ้นเทากับรอยละ 18.4 ของน้ําหนักเซลลแหง 
หรือเพิ่มขึ้น 1.6 เทา เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่มีปริมาณออกซิเจนที่ละลายในอาหารเลี้ยง
เทากับ 7.0 ppm ซึ่งมีผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับรอยละ 11.5 ของน้ําหนักเซลลแหง แตเมื่อเพิ่ม
ปริมาณของออกซิเจนที่ละลายสูงขึ้นในอาหารเพาะเลี้ยงในชวง 20.0-30.0 ppm กลับทําใหผลผลิต
กรดอะราชิโดนิคลดลงเทากับรอยละ 16.7 ของน้ําหนักเซลลแหง (Higashiyama et al., 1998)

กลูโคส (A) เปนปจจัยที่ไมมีผลทั้งตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. 
maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวาในชุดการทดลองที่ 1, 3, 4, 9, 
11, 13, 14, 15, 16 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงดังกลาวในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคสเปน
แหลงคารบอนที่ความเขมขนในระดับสูงเทากับ 10 กรัมตอลิตร จะมีปริมาณน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 0.37, 1.71, 0.26, 1.45, 0.54, 0.34, 0.11, 0.13, 0.13 และ 0.43 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Table 
18) สวนในชุดการทดลองที่ 2, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 17, 18 และ 20 ที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงดังกลาวใน
อาหารที่ประกอบดวยกลูโคสที่ความเขมขนในระดับต่ําเทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 1.94, 0.43, 0.99, 0.38, 1.18, 0.86, 0.28, 1.08, 0.28 และ 0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Table 
18) ซึ่งจะเห็นไดชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคสระดับต่ํา 
(1 กรัมตอลิตร) จะมีการเจริญเติบโตสูงกวาในชุดการทดลองที่เลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคส
สูง (10 กรัมตอลิตร) ซึ่งสอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ -0.012 ซึ่งมีแนวโนมของการ
เจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของกลูโคสลงเล็กนอยจากระดับสูง ในขณะที่การผลิต
กรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่ 1, 3, 4, 9, 11, 13, 14, 15, 16 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิง
ดังกลาวในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคสเทากับ 10 กรัมตอลิตร ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 
0.44, 3.96, 1.23, 0.10, 4.34, 2.77, 2.53, 2.26, 3.99 และ 2.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง สวนในชุด
การทดลองที่ 2, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 17, 18 และ 20 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคสเทากับ 1 
กรัมตอลิตร ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 0.09, 1.35, 3.78, 4.30, 4.29, 0.34, 2.99, 1.31
และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารประกอบดวยกลูโคสต่ํา (1 กรัมตอลิตร) สงใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาชุดการทดลอง
ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยกลูโคสสูง (10 กรัมตอลิตร) ซึ่งสอดคลองกับคา coefficient ซึ่ง
มีคาเทากับ -0.099 ทั้งนี้จะเห็นไดวาการเจริญเติบโตและผลผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มขึ้น
เมื่อลดความเขมขนของกลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงลง อยางไรก็ตามการใชกลูโคสเปนแหลง
พลังงานของจุลินทรียโดยทั่วไป ซึ่งใชในการเจริญเติบโต รวมทั้งมีผลตอการผลิตกรดไขมันไม
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อิ่มตัวสูงในจุลินทรีย (Jang et al., 2005; Wu et al., 2005) ในการทดลองของ Wu และคณะ (2005) 
ไดศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของ
สาหรายเซลลเดียวสายพันธุ Schizochytrium sp. S31 พบวากลูโคสเปนแหลงคารบอนใหการ
เจริญเติบโตสูงสุดเทากับ 5.51 กรัมตอลิตร รองลงมา ไดแก ฟรุกโตส มอสโตส ซูโครสและแลค
โตส โดยใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 5.24, 3.04, 3.09 และ 2.78 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่
การผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของ Schizochytrium sp. S31 พบการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะ
อีโนอิกในปริมาณสูงเมื่อเลี้ยงในอาหารที่ใชกลูโคสและฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนเทานั้น โดย
การใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนใหปริมาณกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกสูงสุดเทากับ 0.31 กรัมตอ
ลิตร รองลงมา คือ ฟรุกโตส ซึ่งใหปริมาณกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับ 0.25 กรัมตอลิตร สวน
แหลงคารบอนอื่นๆ มีผลตอการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกในเซลลปริมาณนอยมาก 
นอกจากนี้กลูโคสในอาหารเพาะเลี้ยงที่ความเขมขนในระดับสูงและต่ํา มีผลทั้งเพิ่มและลดการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียในแตละชุดการทดลองแตกตางกันออกไป 
อาจเนื่องจากในชุดการทดลองมีการเติมแหลงคารบอนชนิดอื่น ไดแก ฟรุกโตสและซูโครส เปน
แหลงคารบอนที่ความเขมขนในระดับสูงและต่ํา จึงทําใหปริมาณของคารบอนในแตละชุดการ
ทดลองแตกตางกันออกไป โดยแบคทีเรียไกลดิงดังกลาวจึงใชกลูโคสเปนแหลงคารบอนที่ใชไดงาย
กอนและใชแหลงคารบอนชนิดอื่นถัดไปจึงอาจสงผลใหเกิดความแปรปรวนของน้ําหนักเซลลแหง
และการผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่การออกแบบการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman 
design ดังนั้นผลการวิเคราะหทางสถิตดวย t-test จึงใหความเชื่อมั่นทางสถิติของการเจริญเติบโต
และการผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับรอยละ 71.4 และ 27.2 ตามลําดับ ซึ่งมีระดับความเชื่อมั่นต่ํา
กวาระดับความเชื่อมั่นที่กําหนดในการทดลองที่รอยละ 95.0 สงผลใหกลูโคสเปนปจจัยที่ไมมีผลตอ
การเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ฟรุกโตส (B) เปนอีกปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยพบวา
ในชุดการทดลองที่ 1, 2, 4, 5, 10, 12, 14, 15, 16 และ 17 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตส
เทากับ 10 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.94, 0.26, 0.43, 0.86, 0.28, 0.11, 0.13, 
0.13 และ 1.08 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่ชุดการทดลองที่ 3, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 18, 19 และ 20 
เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงดังกลาวในอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสเทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหน้ํา 
หนักเซลลแหงเทากับ 1.71, 0.99, 0.38, 1.18, 1.45, 0.54, 0.34, 0.28, 0.43 และ 0.34 กรัมตอลิตร 
ตามลําดับ (Table 18) ซึ่งจะเห็นไดชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงดังกลาวใน
อาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสต่ํา (1 กรัมตอลิตร) สงใหการเจริญเติบโตสูงกวาในชุดการทดลองที่
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เลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสสูง (10 กรัมตอลิตร) ซึ่งสอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคา
เทากับ -0.010 ซึ่งมีแนวโนมของการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของฟรุกโตสลงเล็ก 
นอยจากระดับสูง นอกจากนี้การผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่ 1, 2, 4, 5, 10, 12, 14, 15, 
16 และ 17 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสเทากับ 10 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิ
โดนิคเทากับ 0.44, 4.85, 1.23, 0.09, 4.29, 0.34, 2.53, 2.26, 3.99 และ 2.99 มิลลิกรัมตอกรัมเซลล
แหง ตามลําดับ และในชุดการทดลองที่ 3, 6, 7, 8, 9, 11, 13, 18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสเทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 3.97, 1.35, 
3.78, 4.30, 0.10, 4.34, 2.77, 1.31, 2.53 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ (Table 18) 
ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตส ระดับ
ต่ํา (1 กรัมตอลิตร) สงใหการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาในชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารที่ประกอบดวยฟรุกโตสสูง (10 กรัมตอลิตร) สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ        
-0.213 ซึ่งการผลิตกรดอะราชิโดนิคแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของฟรุกโตสลงจากระดับ 
สูง ดังนั้นเมื่อลดความเขมขนของฟรุกโตสลงการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคเพิ่มขึ้น 
อยางไรก็ตามฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนที่เปนแหลงพลังงานในการเจริญเติบโตรวมทั้งการผลิต
กรดไขมันไมอิ่มตัว แตการออกแบบชุดการทดลองโดยวิธี Plackett-Burman design ซึ่งใช ฟรุกโตส
และแหลงคารบอนชนิดอื่น ไดแก กลูโคสและซูโครส ที่ความเขมขนในระดับสูงและต่ํา ซึ่งสงผล
ทั้งตอการเพิ่มและลดการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงดังกลาว
ในแตละชุดการทดลองแตกตางกันออกไป ดังนั้นผลการวิเคราะหทางสถิติดวย t-test จึงใหระดับ
ความเชื่อมั่นทางสถิติของการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับรอยละ 66.0 และ 
53.4 ต่ํากวาที่ระดับความเชื่อมั่นที่รอยละ 95 แสดงวาฟรุกโตสเปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญ 
เติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัย 
สําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ซูโครส (C) เปนแหลงคารบอนที่เปนปจจัยที่ไมมีผลทั้งตอการเจริญเติบโตและ
การผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) เชนกัน โดยพบวาในชุดการทดลองที่ 2, 3, 5, 6, 11, 13, 15, 16, 17 และ 18 เมื่อเลี้ยง
แบคทีเรียไกลดิงดังกลาวในอาหารที่ประกอบดวยซูโครสเทากับ 10 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลล
แหงเทากับ 1.94, 1.71, 0.43, 0.99, 0.54, 0.34, 0.13, 0.13, 1.08 และ 0.28 กรัมตอลิตร ตามลําดับ 
และเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 19 และ 20 ที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิง
ในอาหารที่ประกอบดวยซูโครสเทากับ 1 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.71, 0.38, 
1.18, 1.45, 0.86, 0.28, 0.11, 0.43 และ 0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Table 18) จะเห็นไดวาชุดการ
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ทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวยซูโครสสูง (10 กรัมตอลิตร) สง
ใหการเจริญเติบโตสูงกวาในชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวยซูโครส
ต่ํา (1 กรัมตอลิตร) สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 0.010 โดยบงบอกถึงแนวโนมของ
การเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมของซูโครสในระดับสูง สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิงในชุดการทดลองที่ 2, 3, 5, 6, 11, 13, 15, 16, 17 และ 18 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่
ประกอบดวยซูโครสเทากับ 10 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 3.96, 0.09, 
1.35, 4.34, 2.77, 2.26, 3.99, 2.99 และ 1.31 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ ในขณะที่ชุดการ
ทดลองที่ 1, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 14, 19 และ 20 ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 1.23, 
1.35, 3.78, 4.30, 0.10, 4.29, 0.34, 2.53, 2.53 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ (Table 
18) ซึ่งเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยซูโครสสูง สง
ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยซูโครส
ต่ํา สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 0.278 แสดงวาการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของซูโครส จะเห็นไดวาเมื่อ
เพิ่มปริมาณของซูโครสซึ่งเปนไดแซคคาไรด (disaccharide) ที่ประกอบดวยกลูโคสและฟรุกโตส 
อยาง 1 โมเลกุล ทําใหกลูโคสและฟรุกโตสเพิ่มขึ้นทั้งสองชนิด นอกจากนี้อาจเนื่องจากแบคทีเรีย
ไกลดิง A. maritima อาจสามารถผลิตเอนไซมซูเครส (sucrase) (Hosoya et al., 2007) จึงสามารถนํา
กลูโคสและฟรุกโตสเขาวัฏจักรไกลโคไลซิส (glycolysis) และเครป (Kreb’s cycle) จึงใหพลังงาน
มากกวาโมโนแซคคาไรดสงผลใหเพิ่มการเจริญเติบโตและการสังเคราะหกรดไขมันไดดี (Voet and 
Voet, 2004) กวาชุดการทดลองที่ใชกลูโคสหรือฟรุกโตสเดี่ยวๆ ในระดับสูง ซึ่งจะเห็นจาก
การศึกษาของ Dyal และคณะ (2005) ไดศึกษาผลของแหลงคารบอนตอการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคของรา Mortierella ramanniana พบวาการใชซูโครสและฟรุกโตสที่
ความเขมขนรอยละ 5 ของอาหารเพาะเลี้ยง ใหการเจริญเติบโตของรา M. ramannian ในรูปของ
น้ําหนักชีวมวลสูงทั้ง 2 แหลงคารบอน ในขณะที่การใชซูโครสเปนแหลงคารบอนใหการผลิตกรด
แกมมาไลโนเลนิคสูงเทากับ 0.012 กรัมตอกรัมเซลลแหง สูงกวาการใชฟรุกโตสเปนแหลงคารบอน
ที่มีการผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคเทากับ 0.010 กรัมตอกรัมเซลลแหง อยางไรก็ตามในชุดการ
ทดลองที่ออกแบบดวยวิธี Plackett-Burman design มีการเติมแหลงคารบอนชนิดอื่น ไดแก กลูโคส
และฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนที่ความเขมขนในระดับสูงและต่ํา สงผลใหปริมาณของคารบอนใน
แตละชุดการทดลองแตกตางกันออกไปสงผลใหเกิดความแปรปรวนของน้ําหนักเซลลแหงและการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองสูง และผลการวิเคราะหทางสถิติซูโครสเปนปจจัยที่ไมมีผล
ตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 
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อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จึงตองแกปญหาที่เกิดขึ้นโดยทําการทดลองแยกเพื่อศึกษาผล
ของแหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย
ไกลดิง A.maritima TISTR 1715 

สําหรับ KNO3 (D) เปนแหลงไนโตรเจนที่ไมมีผลทั้งตอการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) พบวาในชุดการทดลองที่ 3, 4, 6, 7, 12, 14, 17, 18 และ 19 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่
ประกอบดวย KNO3 ที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.71, 0.26, 
0.99, 0.38, 0.28, 0.11, 0.13, 1.08, 0.28 และ 0.43 กรัมตอลิตร ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบในชุด
การทดลองที่ 1, 2, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 16 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่
ประกอบดวย KNO3 เทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.94, 0.43, 1.18, 
1.45, 0.86, 0.54, 0.34, 0.13 และ 0.34 กรัมตอลิตร จะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KNO3 ต่ํา (0.5 กรัมตอลิตร) สงใหการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย
สูงกวาชุดการทดลองที่ประกอบดวย KNO3 สูง (5 กรัมตอลิตร) สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งคา
เทากับ -0.010 โดยการเจริญเติบโตมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ KNO3 ลง สําหรับการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียในชุดการทดลองที่ 3, 4, 6, 7, 12, 14, 17, 18 และ 19 เมื่อเลี้ยง
ในอาหารที่ประกอบดวย KNO3 ที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิค
เทากับ 3.96, 1.23, 1.35, 3.78, 0.34, 2.53, 3.99, 2.99, 1.31 และ 2.553 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง 
ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบในชุดการทดลองที่ 1, 2, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 15, 16 และ 20 เมื่อเลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KNO3 เทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิค
เทากับ 0.44, 4.85, 0.09, 4.30, 0.10, 4.29, 4.34, 2.77, 2.26 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง 
ตามลําดับ จะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KNO3 ต่ํา 
สงใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียสูงกวาชุดการทดลองที่ประกอบดวย KNO3 สูง 
สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ -0.111 ดังนั้นการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขนขนของ KNO3 ลง อาจเนื่องจากเมื่อเติม 
KNO3 ในอาหารเลี้ยงเพาะเลี้ยง จะเกิดการแตกตัวเปน K+ และ NO3

- ซึ่ง NO3
- สามารถเปนแหลง

ไนโตรเจนที่ดีสําหรับการเจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงในจุลินทรีย (Jang et al., 
2005) อยางไรก็ตาม NO3

- แบคทีเรียจากทะเลบางชนิด เชน Croceibacter atlanticus, Owenweeksia 
hongkongensis, Tenacibaculum maritimum, A. marina และ A. maritima ไมสามารถใช NO3

- เปน
แหลงไนโตรเจนได (Cho and Giovannoni, 2003; Lau et al., 2005, Suzuki et al., 2005; Hosoya et 
al., 2006; 2007) อาจเนื่องจากขาดเอนไซม nitrate reductase (Bonete et al., 2008) ในการนํา NO3

-
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เขาภายในเซลลเพื่อใชในการสังเคราะหกรดอะมิโน ดังนั้นการเติม KNO3 ในอาหารเพาะเลี้ยงที่
ความเขมขนในชวง 0.5-5.0 กรัมตอลิตร จึงไมสงผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)

NH4NO3 (E) เปนแหลงไนโตรเจนและเปนอีกหนึ่งปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญ 
เติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 โดยพบวาใน
ชุดการทดลองที่ 1, 4, 5, 7, 8, 13, 15, 17, 18 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่
ประกอบดวย NH4NO3 ที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 0.26, 
0.43, 0.38, 1.18, 0.34, 0.13, 1.08, 0.28 และ 0.43 กรัมตอลิตร และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองที่ 2, 3, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 16 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NH4NO3 
ที่ความเขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.94, 1.71, 0.99, 1.45, 0.86, 
0.54, 0.28, 0.11, 0.13 และ 0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ จะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยความเขมขน NH4NO3 ต่ํา สงใหผลการเจริญเติบโตสูงกวาชุดการ
ทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยความเขมขน NH4NO3 สูง สอดคลองกับคา 
coefficient ซึ่งมีคาเทากับ -0.017 ซึ่งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความ
เขมขนของ NH4NO3 ลง สําหรับกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่ 1, 4, 5, 7, 8, 13, 15, 17, 18 
และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย NH4NO3 ที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอ
ลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 1.23, 0.09, 3.78, 4.30, 2.776, 2.26, 2.99, 1.31 และ 
2.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 2, 3, 6, 9, 10, 11, 12, 14, 16 
และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NH4NO3 ที่ความเขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร 
ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 3.96, 1.35, 0.10, 4.29, 4.34, 0.34, 2.53, 3.99 และ 2.82
มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ แสดงวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองสวนใหญ
ที่เลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวย NH4NO3 ต่ํา มีแนวโนมในการเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิคเมื่อ
เทียบกับชุดการทดลองที่เลี้ยงในอาหารที่ประกอบดวย NH4NO3 สูง สอดคลองกับคา coefficient ซึ่ง
มีคาเทากับ -0.343 ดังนั้นการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงมี
แนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ NH4NO3 อาจเนื่องจาก NH4NO3 ในอาหารเพาะเลี้ยงเกิด
การแตกตัวเปน NH4

+  และ NO3
- ซึ่ง NH4

+  ที่เพิ่มสูงขึ้นสงผลทําใหคาพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยง
เพิ่มขึ้นซึ่งสงผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค นอกจากนี้รายงานวาการเพิ่ม
ความเขมขน NH4

+  เทากับ 200 µM ในอาหารเลี้ยงแบคทีเรีย Lactobacillus arabinosus มีผลยับยั้ง
การทํางานของเอนไซม triose-phosphate isomerase (Tsuyuki and Macleod, 1950) อาจจะสงผลตอ
กระบวนการสังเคราะหพลังงานและสารตั้งตนในการเจริญเติบโต ตลอดจนการผลิตกรดไขมัน
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ภายในเซลลแบคทีเรีย สอดคลองกับการศึกษาของ Sayed และ Kenny (1978) ไดศึกษาผลของความ
เขมขน NH4

+  ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย Ureaplasma urealyticum พบวาเมื่อเพิ่มความ
เขมขนของ NH4Cl เทากับ 40 และ 60 mM ของอาหารเพาะเลี้ยง สงผลใหการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรีย U. urealyticum ลดลงเทากับ 8×106 และ 1×106 CFU/ml ลําดับ เมื่อเทียบกับชุดควบคุมที่
ไมมีการเติม NH4Cl ใหปริมาณเซลลเทากับ 2.5×107 CFU/ml อยางไรก็ตาม NH4NO3 ที่ความเขมขน
ชวง 0.5-5.0 กรัมตอลิตรในอาหารเพาะเลี้ยง จึงเปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

ยีสตสกัด (F) เปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ พบวาในชุดการทดลองที่ 1, 2, 5, 6, 8, 9, 14, 16, 
18 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยยีสตสกัดที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอลิตร 
ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.94, 0.43, 0.99, 1.18, 1.45, 0.11, 0.13, 0.28 และ 0.43 กรัมตอ
ลิตร และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 3, 4, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 17 และ 20 โดยเลี้ยงใน
อาหารที่ประกอบดวยยีสตสกัดเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.71, 0.26, 0.38, 
0.86, 0.54, 0.28, 0.34, 0.13, 1.08 และ 0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ (Table 18) จะเห็นไดวาชุดการ
ทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวยยีสตสกัดสูง สงใหแบคทีเรียมีการ
เจริญเติบโตสูงกวาชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารยีสตสกัดต่ํา ซึ่งสอดคลองกับคา 
coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 0.007 แสดงวาเมื่อเพิ่มความเขมขนของยีสตสกัดจะทําใหการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียมีแนวโนมเพิ่มขึ้น อาจเนื่องจากยีสตสกัดเปนแหลงของกรดอะมิโน ไดแก กรดแอส 
ปาติก ทรีออนีน เซอรีน กรดกลูตามิก โปรลีน ไกลซีน อะลานีน วารีน เมทไทโอนี ไอโซลิวซีน ลิว
ซีน ไทโรซีน ฟนิวอะลานีน ไลซีน อิสทีดีน อารจีนีน และซิสทีน ตามลําดับ (Edens et al., 2002) 
นอกจากนี้ยังเปนแหลงของวิตามินบีตางๆ จึงสงเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไดดี สําหรับ
การผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่ 1, 2, 5, 6, 8, 9, 14, 16, 18 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรีย
ในอาหารที่ประกอบดวยยีสตสกัดที่ความเขมขนเทากับ 5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิค
เทากับ 0.44, 4.85, 0.09, 1.35, 4.30, 0.10, 2.53, 3.99, 1.31 และ 2.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง 
ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่เลี้ยงในอาหารที่มียีสตสกัดเทากับ 0.5 กรัมตอ
ลิตร ในชุดการทดลองที่ 3, 4, 7, 10, 11, 12, 13, 15, 17 และ 20 ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 
3.96, 1.23, 3.78, 4.29, 4.34, 0.34, 2.77, 2.26, 2.99 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ 
(Table 18) ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มียีสตสกัดต่ําจะสง
ใหผลการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาชุดการทดลองที่มียีสตสกัดสูง สอดคลองกับคา coefficient 
ซึ่งมีคาเทากับ -0.364 แสดงวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ
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ยีสตสกัดในอาหารลง อาจจะเปนเพราะยีสตสกัดประกอบดวยกรดกลูตาเมทอิสระอยูมากจึงสงผล
ตอคาพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยง อาจเนื่องจากยีสตสกัดมีสวนประกอบหลักคือกรดอะมิโน 2 ชนิด 
คือ กรดแอสปารติกและกลูตามิกซึ่งมีปริมาณรอยละ 2.07 และ 4.35 ของน้ําหนักยีสตสกัด ตาม 
ลําดับ (Edens et al., 2002) ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติเปนกรดจากหมูคารบอกซิล 2 หมูใน
โมเลกุล ดังนั้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของยีสตสกัดในอาหารเพาะเลี้ยง จะสงผลใหความเปนกรด
เพิ่มขึ้นและทําใหคาพีเอชของอาหารเพาะเลี้ยงลดต่ําลง ซึ่งอาจสงผลตอการสังเคราะหของกรดอะ
ราชิโดนิคในแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 โดยผลจากการทดลองขางทดลอง พบวา
แบคทีเรียมีการผลิตกรดอะราชิโดนิคไดดีอยูในชวงคาพีเอช 8.0 อยางไรก็ตามกรดกลูตามิกในรูป 
กลูตาเมทจัดเปนกรดอะมิโนที่มีผลชวยเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิคของในจุลินทรีย เนื่องจาก 
กลูตาเมทจะกระตุนการทํางานของเอนไซม acetyl CoA carboxylase ซึ่งเอนไซมดังกลาวมีหนาที่
สําคัญ คือ เปลี่ยน acetyl CoA เปน malonyl CoA ซึ่ง malonyl CoA เปนสารตั้งตนที่สําคัญใน
กระบวนการเพิ่มความยาวของสายโซคารบอน (elongation) และเพิ่มการทํางานของเอนไซม 
glucose 6 phosphate dehydrogenase (G6PDH) จึงสงผลใหเพิ่มผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง (Certik 
et al., 1999; Kowluru et al., 2001) ซึ่งเห็นไดจากการศึกษาของ Yu และคณะ (2003) ศึกษาการใช
กรดกลูตามิกในรูปของกลูตาเมทในการเพิ่มผลผลิตกรดอะราชิโดนิคของรา Mortierella alpina
พบวาเมื่อใชกลูตาเมทที่ความเขมขน 0.8 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 1.40 
กรัมตอลิตร จาก 0.84 กรัมตอลิตร ในชุดควบคุมที่ไมเติมกลูตาเมท แตเมื่อเพิ่มความเขมขนของ 
กลูตาเมทเปน 1.0 และ1.2 กรัมตอลิตร ปริมาณกรดอะราชิโดนิคลดลงเทากับ 0.92 และ 0.81 กรัม
ตอลิตร ตามลําดับ จะเห็นไดวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคลดลงเมื่อเพิ่มความเขมขนของกลูตาเมท 
อาจเนื่องจากกลูตาเมทที่ความเขมขนสูงสงผลใหเซลลเปลี่ยนกลูตาเมทไปเปนกรดอะมิโนโปรลีน 
โดยใช NADPH เปนพลังงานสงผลให NADPH ที่นําไปใชเปนพลังงานในการผลิตกรดไขมันของ
เซลลจุลินทรียลดลง จึงมีผลใหลดการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงลงดวย (Andarwulan and Shetty, 
1999) 

NaCl (K) เปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 พบวาในชุดการทดลองที่ 2, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 13, 
14 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl ที่ความเขมขนเทากับ 15 กรัมตอลิตร 
ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.94, 0.26, 0.43, 0.99, 0.38, 0.86, 0.54, 0.34, 0.11 และ 0.43 กรัมตอ
ลิตร ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 3, 8, 9, 12, 15, 16, 17, 18 และ 20 โดย
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl ความเขมขนเทากับ 7.5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลล
แหงเทากับ 0.37, 1.71, 1.18, 1.45, 0.28, 0.13, 0.13, 1.08, 0.28 และ 0.34 กรัมตอลิตร จะเห็นไดวา
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ชุดการทดลองสวนใหญที่ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl ต่ํา  สงผลใหการ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงกวาชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl สูง 
ซึ่งสอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ -0.003 แสดงวาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีแนว 
โนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ NaCl ลง ซึ่งความเขมขนของ NaCl ที่สูงเกินไปอาจสงผลตอ
ความดันออสโมติกภายในเซลลทําใหมีผลชะลอหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย แต
แบคทีเรียไกลดิงที่แยกไดจากทะเลสามารถเจริญเติบโตในอาหารที่มี NaCl ชวงกวาง ตั้งแตรอยละ
0.6-4.5 ของอาหารเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย (Yoon et al., 2005; Hosoya et al., 2006, 2007) ดังนั้นความ
เขมขนของ NaCl ในชวง 7.5-15.0 กรัมตอลิตร จึงไมมีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง 
A. maritima TISTR 1715 อยางนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุด
การทดลองที่ 2, 4, 5, 6, 7, 10, 11, 13, 14 และ 19 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl 
ที่ความเขมขนเทากับ 15 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 1.23, 0.09, 1.35, 
3.78, 4.29, 4.34, 2.77 และ 2.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง เทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 3, 8, 9, 12, 
15, 16, 17, 18 และ 20 โดยเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย NaCl ความเขมขนเทากับ 7.5 
กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 3.96, 4.30, 0.10, 0.34, 2.26, 3.99, 2.99, 1.31
และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง จะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหาร
ที่ประกอบดวย NaCl สูง จะสงผลใหการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาชุดการทดลองที่เลี้ยง
แบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย NaCl ต่ํา สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 
0.261 ซึ่งเห็นไดวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ NaCl อาจ
เนื่องจากความเขมขนของ NaCl ที่เพิ่มในอาหารสงผลใหความดันออสโมติกภายในเซลลเพิ่มสูงขึ้น
และมีผลตอการปรับสภาพของจุลินทรีย ดังนั้นจุลินทรียจึงปรับสภาพความคงตัวของเยื่อหุมเซลล 
โดยการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูง ซึ่งขึ้นอยูกับความดันออสโมติกภายในเซลลที่
เปลี่ยนแปลง (Singh and Ward, 1997) สอดคลองกับ Kang และคณะ (2007) ศึกษาความระดับ
เขมขนของ NaCl ที่มีตอการผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของสาหรายเซลลเดียว Thraustochytrium 
aureum ATCC 34304 พบวาเลี้ยงเซลล T. aureum ATCC 34304 ในอาหารเหลวที่มีความเขมขน
NaCl เทากับ 10.0 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 46.65 ของกรด
ไขมันทั้งหมด ซึ่งเพิ่มขึ้น 1.05 เทาจากชุดควบคุมที่เลี้ยงในอาหารเหลวที่มีความเขมขน NaCl 
เทากับ 5.0 กรัมตอลิตร ซึ่งใหปริมาณกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 44.26 ของกรด
ไขมันทั้งหมด อยางไรก็ตามผลการวิเคราะหทางสถิตดวย t-test ของการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่มีความเขมขนของ 
NaCl ในชวง 7.5-15.0 กรัมตอลิตร ใหระดับความเชื่อมั่นเทากับรอยละ 62.0 ต่ํากวาระดับความเชื่อ 
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มั่นที่กําหนดที่รอยละ 95.0 แสดงวา NaCl เปนปจจัยที่ไมมีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)

KCl (L) เปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ พบวาในชุดการทดลองที่ 
1, 3, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 14 และ 15 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย KCl ที่ความ
เขมขนเทากับ 0.35 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.71, 0.43, 0.99, 0.38, 1.18, 0.54, 
0.28, 0.11 และ 0.13 กรัมตอลิตร และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 2, 4, 9, 10, 13, 16, 17, 
18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KCl ความเขมขนเทากับ 0.18 กรัมตอ
ลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.94, 0.26, 1.45, 0.86, 0.34, 0.13, 1.08, 0.28, 0.43 และ 0.34 กรัม
ตอลิตร ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KCl ต่ํา 
จะสงใหการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงกวาชุดการทดลองที่ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่
ประกอบดวย KCl สูง สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ -0.005 แสดงวาการเจริญเติบโตมี
แนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ KCl ลง สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการ
ทดลองที่ 1, 3, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 14 และ 15 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KCl ที่
ความเขมขนเทากับ 0.35 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 3.96, 0.09, 1.35, 
3.78, 4.30, 4.34, 0.34, 2.53 และ 2.26 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดการทดลองที่ 2, 4, 9, 10, 13, 16, 17, 18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย 
KCl ความเขมขนเทากับ 0.18 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 1.23, 0.10, 
4.29, 2.77, 3.99, 2.99, 1.31, 2.53 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง จะเห็นไดวาชุดการทดลอง
สวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KCl ต่ํา จะสงผลใหการเจริญเติบโตสูงกวาชุด
การทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย KCl สูง สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคา
เทากับ -0.175 ดังนั้นการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงมีแนวโนม
เพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ KCl ลง อยางไรก็ตาม KCl ที่เติมลงในอาหารเพาะเลี้ยงเกิดการแตก
ตัวเปน K+ และ Cl- ซึ่งความเขมขนของ K+ ที่มากเกินไปในอาหารจะสงผลตอความดันออสโมติก
ภายในเซลลสงผลใหชะลอหรือยับยั้งการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย นอกจากนี้ความดันออสโมติก
ภายในเซลลที่เพิ่มขึ้นจากการเพิ่มความเขมขนของ KCl ซึ่งทําใหแบคทีเรียตองปรับสภาพความคง
ตัวของเยื่อหุมเซลล โดยการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงซึ่งชนิดของกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงที่จุ
ลินทรียสรางขึ้นอยูกับความดันออสโมติกภายในเซลลที่เปลี่ยนแปลง (Singh and Ward, 1997) 
สอดคลองกับรายงานของ Intriago (1992) ไดศึกษาผลของ KCl ตอการสังเคราะหกรดไขมันไม
อิ่มตัวสูงในแบคทีเรีย Flexibacter sp. Inp3 โดยเลี้ยงแบคทีเรีย Flexibacter sp. Inp3 ในอาหารที่
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ประกอบดวย KCl ความเขมขนเทากับ 30.0 กรัมตอลิตร ใหผลิตกรดไลโนเลอิกเทากับรอยละ 1.0 
ของกรดไขมันทั้งหมด แตเมื่อลดความเขมขนของ KCl ในอาหารเพาะเลี้ยงลงเทากับ 0.7 กรัมตอ
ลิตร ทําใหผลิตกรดไลโนเลอิกเทากับรอยละ 0.4 ของกรดไขมันทั้งหมด อยางไรก็ตามในการออก 
แบบการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman design และผลการวิเคราะหทางสถิติดวย t-test ของ KCl 
ความเขมขนในชวง 0.18-0.35 กรัมตอลิตร จึงเปนปจจัยที่ไมมีตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)

MgCl2 (M) เปนอีกปจจัยหนึ่งที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 พบวาในชุดการทดลองที่ 2, 4, 6, 7, 8, 9, 
12, 13, 15 และ 16 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2.6H2O เทากับ 5.4 กรัมตอลิตร 
ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.94, 0.26, 0.99, 0.38, 1.18, 1.45, 0.28, 0.34, 0.13 และ 0.13 กรัมตอ
ลิตร และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 3, 5, 9, 10, 14, 17, 18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2.6H2O เทากับ 2.7 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 0.37, 1.71, 0.43, 0.86, 0.54, 0.11, 1.08, 0.28, 0.43 และ 0.34 กรัมตอลิตร ซึ่งจะเห็นไดวาชุด
การทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2 สูง สงใหผลการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียสูงการชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2 ต่ํา สอดคลอง
กับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 0.005 สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิคในชุดการทดลองที่ 2, 4, 6, 
7, 8, 9, 12, 13, 15 และ 16 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2.6H2O เทากับ 5.4 กรัม
ตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 4.85, 1.23, 1.35, 3.78, 4.30, 0.10, 0.34, 2.77, 2.26 และ
3.99 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ และเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 3, 5, 9, 10, 
14, 17, 18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2.6H2O เทากับ 2.7 กรัมตอ
ลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 3.96, 0.09, 4.29, 4.34, 2.53, 2.99, 1.31, 2.53 และ 
2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ (Table 18) ซึ่งเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2 ต่ํา สงผลใหการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาชุดการ
ทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgCl2 สูง สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคา
เทากับ -0.016 ซึ่งแสดงวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ 
MgCl2 ลง อยางไรก็ตาม Mg2+ เปนโคแฟคเตอร ซึ่งจําเปนตอการทํางานของเอนไซมตางๆ ในวัฏ
จักรไกลโคไลซิส ไดแก hexokinase, phosphofructokinase, phosphoglyceratekinase, enolase และ 
pyruvatekinase ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญในการเปลี่ยนกลูโคสใหเปนพลังงานและสารที่จําเปนตอ
การเจริญเติบโตของจุลินทรีย (Voet and Voet, 2004) นอกจากนี้ยังมีรายงานวา Mg2+ มีผลตอการ
สังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของจุลินทรีย โดยสงผลตอเอนไซม malic ซึ่งเปนเอนไซมที่
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เปลี่ยนจาก malate เปน pyruvate ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะห acetyl CoA รวมทั้ง NADH ซึ่ง
เปนพลังงานที่ใชในการสังเคราะหกรดไขมันของจุลินทรีย ในขณะที่ ATP citrate lyase เปน
เอนไซมที่สังเคราะห acetyl-CoA ซึ่งเปนสารตั้งตนของกระบวนการสังเคราะหกรดไขมัน พบวา
เมื่อเลี้ยงรา Cunninghamella sp. 2A1 ในอาหารที่มี Mg2+ ความเขมขน 0.003 โมลาร เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมที่เลี้ยงรา Cunninghamella sp. 2A1 ในอาหารที่ไมเติม Mg2+ พบวาความเขมขน Mg2+ 
ความเขมขน 0.003 M ใหกิจกรรมเทากับ 8 และ 30 นาโมลตอนาทีตอมิลลิลิตร ตามลําดับ แตไมพบ
กิจกรรมของ malic enzyme และ ATP citrate lyase ในชุดควบคุม (Muhid et al., 2008) นอกจากนี้ 
Mg2+ เปนโคแฟคเตอรของเอนไซม acetyl-CoA carboxylase ซึ่งปนเอนไซมสําคัญที่เปลี่ยน acetyl-
CoA เปน malnoyl-CoA ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไขมัน (Guchhait et al., 1974) 
ดังนั้นในการออกแบบการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman design ความเขมขนของ MgCl2.6H2O 
ในชวง 2.7-5.4 กรัมตอลิตร ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 

MgSO4 (N) เปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ พบวาชุดการทดลองที่ 
3, 5, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 16 และ 17 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4.
7H2O ความเขมขนเทากับ 2.7 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.71, 0.43, 0.38, 1.18, 1.45, 
0.86, 0.34, 0.11, 0.13 และ 1.08 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 2, 4, 6, 11, 12, 
15, 18, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4.7H2O ความเขมขนเทากับ 
1.4 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.37, 1.94, 0.26, 0.99, 0.54, 0.28, 0.13, 0.28, 0.43 และ 
0.34 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงใน
อาหารที่ประกอบดวย MgSO4 สูง จะสงผลใหการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงกวาชุดการทดลองที่
เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4 ต่ํา สอดคลองกับคา coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 
0.011 ซึ่งการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ MgSO4 ใน
อาหารเพาะเลี้ยง สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิคชุดการทดลองที่ 3, 5, 7, 8, 9, 10, 13, 14, 16 และ 
17 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4.7H2O ความเขมขนเทากับ 2.7 กรัมตอลิตร 
ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 3.96, 0.09, 3.78, 4.30, 0.10, 4.29, 2.77, 2.53, 3.99 และ 2.99
มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง และเมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 2, 4, 6, 11, 12, 15, 18, 19 และ 20 
เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4.7H2O ความเขมขนเทากับ 1.4 กรัมตอลิตร ให
ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.44, 4.85, 1.23, 1.35, 4.34, 0.34, 2.26, 1.31, 2.53 และ 2.82
มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ (Table 18) ซึ่งจะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยง
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แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4 สูง จะสงผลใหการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย
สูงกวาชุดการทดลองที่ เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย MgSO4 ต่ํา สอดคลองกับคา 
coefficient ซึ่งมีคาเทากับ 0.367 ซึ่งการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มเมื่อเพิ่มความเขมขน
ของ MgSO4  ในอาหารเพาะเลี้ยง อาจเนื่องจากผลของ SO4

2- เปนแรธาตุที่มีมากในน้ําทะเล
ธรรมชาติ (Holland, 2005) ซึ่งมีความจําเปนตอเมแทบอลิซึมและการสังเคราะหสารที่จําเปนในการ
เจริญเติบโต ตลอดจนการรักษาสมดุลภายในเซลลของแบคทีเรียที่แยกไดจากทะเล (MacLeod and 
Onofrey, 1956; Spitznagel and Sharp, 1959) สําหรับ Mg2+ โคแฟคเตอรของเอนไซมที่เปนสําคัญ
ของการสังเคราะหกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของจุลินทรีย (Guchhait et al., 1974; Muhid et al., 2008) 
ซึ่งจะเห็นไดจากการศึกษา Muhid และคณะ (2008) ไดศึกษาผลของความเขมขน MgSO4 ตอการ
ผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคของรา Cunninghamella sp. 2A1 พบวาเมื่อเลี้ยงรา Cunninghamella sp. 
2A1 ในอาหารที่เติม MgSO4.7H2O ความเขมขน 1.5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดแกมมาไลโนเลนิค
เทากับรอยละ 0.03 ของกรัมเซลลแหง เปรียบเทียบชุดควบคุมที่ไมเติม MgSO4.7H2O ในอาหาร
เพาะเลี้ยง ใหปริมาณกรดแกมมาไลโนเลนิคเทากับรอยละ 0.02 ของกรัมเซลลแหง และมีรายงาน
ความเขมขนของ MgSO4 ตอผลผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกของสาหรายเซลลเดียว T. aureum
ATCC 34304 พบวาเมื่อเลี้ยงเซลล T. aureum ATCC 34304 ในอาหารที่ไมมีการเติม MgSO4 มี
ผลผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกเทากับรอยละ 46.55 ของกรดไขมันทั้งหมด เพิ่มขึ้น 1.11 เทา 
จากชุดควบคุมที่เลี้ยงเซลลโดยเติม MgSO4 15.0 กรัมตอลิตร ซึ่งใหการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโน
อิกเทากับรอยละ 41.92 ของกรดไขมันทั้งหมด อาจเนื่องจากผลของความดันออสโมติกที่
เปลี่ยนแปลงไปในอาหารที่ไมเติม MgSO4 จึงทําใหจุลินทรียตองปรับตัวโดยเพิ่มการสังเคราะหกรด
ไขมันอิ่มตัวสูงเพื่อรักษาสมดุลในการทํางานภายในเซลล (Kang et al., 2007) อยางไรก็ตามความ
เขมขน MgSO4.7H2O ในชวง 1.08-2.70 กรัมตอลิตร เปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและ
การผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) 

CaCl2 (O) เปนแรธาตุหนึ่งซึ่งเปนปจจัยที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) พบวาชุดการทดลองที่ 4, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17 และ 18 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงใน
อาหารที่ประกอบดวย CaCl2.2H2O ความเขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 
0.26, 0.99, 1.18, 1.45, 0.86, 0.54, 0.11, 0.13, 1.08 และ 0.28 กรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ และ
เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 2, 3, 5, 7, 12, 13, 16, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงใน
อาหารที่ประกอบดวย CaCl2.2H2O ความเขมขนเทากับ 0.25 กรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหง
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เทากับ 0.37, 1.94, 1.71, 0.43, 0.38, 0.28, 0.34, 0.13, 0.43 และ 0.34 กรัมตอลิตร ซึ่งจะเห็นไดวาชุด
การทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย CaCl2 สูง สงผลใหการ
เจริญเติบโตสูงกวาชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารที่ประกอบดวย CaCl2 ต่ํา ซึ่ง
สอดคลองกับคา coefficient มีคาเทากับ 0.003 แสดงวาการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมีแนวโนม
เพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของ CaCl2  ในอาหารเพาะเลี้ยง อาจเนื่องจาก Ca2+ เปนโคแฟคเตอร 
(cofactor) ของเอนไซม outer membrane phospholipase A (OMPLA) ซึ่งเปนเอนไซมที่อยูในชั้น
ของ outer membrane ในแบคทีเรียแกรมลบ โดย Ca2+ เรงกระบวนการสังเคราะหและการรวมตัว 
(dimerization) ของโมเลกุลฟอสโฟลิปด (phospholipid) (Ubarretxena-Belandia et al., 1998) ซึ่ง
เปนสวนประกอบสําคัญของ outer membrane ในแบคทีเรียแกรมลบ สําหรับการผลิตกรดอะราชิโด
นิคในชุดการทดลองที่ 4, 6, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17 และ 18 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่
ประกอบดวย CaCl2.2H2O ความเขมขนเทากับ 0.5 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 
1.23, 1.35, 4.30, 0.10, 4.29, 4.34, 2.53, 2.26, 2.99 และ 1.31 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ 
และเมื่อเทียบกับชุดการทดลองที่ 1, 2, 3, 5, 7, 12, 13, 16, 19 และ 20 เมื่อเลี้ยงในอาหารที่
ประกอบดวย CaCl2.2H2O ความเขมขนเทากับ 0.25 กรัมตอลิตร ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 
0.44, 4.85, 3.96, 0.09, 3.78, 0.34, 2.77, 3.99, 2.53 และ 2.82 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ 
(Table 18) จะเห็นไดวาชุดการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในอาหารเลี้ยงแบคทีเรียที่
ประกอบดวย CaCl2 ต่ํา จะสงใหผลการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงกวาในชุดการทดลองที่เลี้ยง
แบคทีเรียในอาหารที่ประกอบดวย CaCl2 สูง สอดคลองกับคา coefficient มีคาเทากับ -0.043 แสดง
วาการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อลดความเขมขนของ CaCl2 อยางไรก็ตาม Ca2+

เปนโคแฟคเตอรของเอนไซม acetyl-CoA carboxylase ซึ่งปนเอนไซมสําคัญที่เปลี่ยน acetyl-CoA 
เปน malnoyl-CoA ซึ่งเปนสารตั้งตนในการสังเคราะหกรดไขมัน (Guchhait et al., 1974) สอดคลอง
กับการทดลองของ Dyal และคณะ (2005) ไดศึกษาผลของ Ca2+ ตอการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดแกมมาไลโนเลนิคของรา M. ramanniana เมื่อเลี้ยงรา M. ramanniana ในอาหารที่ประกอบดวย 
CaCl2 เทากับ 5, 50 และ 500 มิลลิกรัมตอลิตร พบวา CaCl2 ที่ความเขมขนเทากับ 500 มิลลิกรัมตอ
ลิตรใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 2.20 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ CaCl2 ที่ความเขมขน 5 และ 
50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.90 และ 1.80 กรัมตอลิตร ตามลําดับในขณะที่ 
CaCl2 ความเขมขน 50 มิลลิกรัมตอลิตร ใหผลผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิคสูงสุดเทากับ 0.45 มิลลิ 
กรัมตอกรัมเซลลแหง รองลงมา คือ 500 และ 5 มิลลิกรัมตอลิตร ใหผลผลิตกรดแกมมาไลโนเลนิค 
สูงเทากับ 0.30 และ 0.25 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ ดังนั้นในการออกแบบการทดลอง
ดวยวิธี Plackett-Burman design นี้ CaCl2.2H2O ที่ความเขมขนชวง 0.25-0.5 กรัมตอลิตร เปนปจจัย
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ที่ไมมีผลตอทั้งการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima
TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)

ดังนั้นจากการทดลองและวิเคราะหทางสถิติเบื้องตนดวย Plackett-Burman design 
สามารถคัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย A. 
maritima TISTR 1715 ไดแก ความเขมขนของทริปโตน อุณหภูมิ พีเอชเริ่มตนและความเร็วรอบใน
การเขยา เพื่อนําไปศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยเหลานี้ตอการเจริญเติบโตและผลิตกรดอะราชิ
โดนิคขั้นตอไป สําหรับปจจัยที่เปนเกลือที่คาความเชื่อมั่นนอยกวารอยละ 95 จะคงความเขมขนของ
ปจจัยเหลานั้นไวในระดับสูง ไดแก NaCl 15 กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 
กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร ดังแสดงใน Table 10
ในขณะที่ผลการทดลองของแหลงไนโตรเจนที่มีคาความเชื่อมั่นนอยกวารอยละ 95 ไดแก NH4NO3, 
KNO3  และยีสตสกัดพบวาไมมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย 
A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน Table 18 จึงตัดปจจัยคือ 
NH4NO3 และ KNO3 ทิ้งไป ยกเวนยีสตสกัดซึ่งเปนองคประกอบของสูตรอาหารพื้นฐาน modified 
SAP2 พรอมทั้งเปนแหลงของวิตามินบีตางๆ จึงยังคงใชความเขมขนเทากับ 1.0 กรัมตอลิตร ตาม
สูตรพื้นฐาน อยางไรก็ตามจากผลการทดลองเนื่องจากแหลงของคารบอน ไดแก กลูโคส ฟรุกโตส 
และซูโครส พบวาไมมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย A. 
maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน Table 18 แตแหลงของ
คารบอนจัดเปนแหลงพลังงานที่สําคัญตอการเจริญเติบโตของจุลินทรียทั่วไป ดังนั้นจึงได
ทําการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ไมมีการเติมแหลงคารบอน เพื่อเลือกชนิดของแหลงคารบอนที่
เหมาะสมสําหรับใชในการทดลองขั้นตอไป
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Run A B C D E F G H I J K L M N O D1 D2 D3 D4 DCW (g/l) ARA yield (mg/g)
1 + + - - + + + + - + - + - - - - + + - 0.37±0.04 0.44±0.03
2 - + + - - + + + + - + - + - - - - + + 1.94±0.06 4.85±0.03
3 + - + + - - + + + + - + - + - - - - + 1.71±0.11 3.96±0.84
4 + + - + + - - + + + + - + - + - - - - 0.26±0.02 1.23±0.06
5 - + + - + + - - + + + + - + - + - - - 0.43±0.01 0.09±0.03
6 - - + + - + + - - + + + + - + - + - - 0.99±0.13 1.35±0.35
7 - - - + + - + + - - + + + + - + - + - 0.38±0.05 3.78±0.51
8 - - - - + + - + + - - + + + + - + - + 1.18±0.07 4.30±0.19
9 + - - - - + + - + + - - + + + + - + - 1.45±0.15 0.10±0.00

10 - + - - - - + + - + + - - + + + + - + 0.86±0.32 4.29±0.52
11 + - + - - - - + + - + + - - + + + + - 0.54±0.01 4.34±0.24
12 - + - + - - - - + + - + + - - + + + + 0.28±0.04 0.34±0.01
13 + - + - + - - - - + + - + + - - + + + 0.34±0.03 2.77±1.05
14 + + - + - + - - - - + + - + + - - + + 0.11±0.01 2.53±0.10
15 + + + - + - + - - - - + + - + + - - + 0.13±0.04 2.26±0.63
16 + + + + - + - + - - - - + + - + + - - 0.13±0.01 3.99±0.82
17 - + + + + - + - + - - - - + + - + + - 1.08±0.13 2.99±0.35
18 - - + + + + - + - + - - - - + + - + + 0.28±0.08 1.31±0.15
19 + - - + + + + - + - + - - - - + + - + 0.43±0.04 2.53±0.08
20 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 0.34±0.05 2.82±0.13

Table 18. The Plackett–Burman design matrix for evaluating variables influencing DCW and ARA yield by cell cultures of A. maritima TISTR 1715.
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Table 19. Statistical analysis of Plackett-Burman design showing the calculated regression 
coefficient, t-, p-values and confidence level of each variable for DCW and ARA yield 
by cell cultures of A. maritima TISTR 1715.

The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

Biomass production ARA production

Coefficient t-value p-value Confidenc
e

Coefficient t-value p-value Confidenc
e

Glucose -0.012 -1.229 0.286 71.4 -0.099 -0.372 0.728 27.2

Fructose -0.010 -1.081 0.34 66.0 -0.213 -0.804 0.466 53.4

Sucrose 0.010 1.036 0.359 64.1 0.278 1.048 0.354 64.6

KNO3 -0.010 -1.023 0.364 63.6 -0.111 -0.419 0.696 30.4

NH4NO3 -0.017 -1.850 0.138 86.2 -0.343 -1.293 0.266 73.4

Yeast extract 0.007 0.747 0.497 50.3 -0.364 -1.374 0.241 75.9

Tryptone 0.027 2.904 0.044 95.6 0.141 0.533 0.622 37.8

pH 0.010 1.092 0.336 66.4 0.735 2.776 0.050 95.0

Temperature 0.027 2.852 0.046 95.4 -0.040 -0.151 0.887 11.3

Agitation speed 0.004 0.388 0.718 28.2 -0.927 -3.499 0.025 97.5

NaCl -0.003 -0.339 0.752 24.8 0.261 0.987 0.38 62.0

KCl -0.005 -0.526 0.627 37.3 -0.175 -0.660 0.545 44.5

MgCl2.6H2O 0.005 0.504 0.641 33.9 -0.016 -0.060 0.955 0.05

MgSO4.7H2O 0.011 1.126 0.323 67.7 0.367 1.387 0.238 76.2

CaCl2.2H2O 0.003 0.269 0.801 19.9 -0.043 -0.163 0.879 12.1
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3.2 ศึกษาชนิดของแหลงคารบอนที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715

จากการศึกษาผลของแหลงคารบอนที่มีตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ในอาหารเหลว modified SAP2 ปริมาตร 100 
มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ประกอบดวยแหลงคารบอน 3 ชนิด ไดแก กลูโคส 
ฟรุกโตสและซูโครส ความเขมขนรอยละ 1 ของอาหารเพาะเลี้ยง และชุดควบคุมที่ไมมีการเติม
แหลงคารบอน โดยเพาะเลี้ยงเปนเวลา 3 วัน เขยาที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความเร็ว 200 รอบตอ
นาที พบวาแหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ที่ความเขมขนรอยละ 1 ของอาหารเพาะเลี้ยง มีผลเพิ่มการ
เจริญเติบโตของเซลลเพียงเล็กนอยเมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แตแหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ที่ใช
ในการทดลองใหผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยชุดการทดลองที่ใชน้ําตาลฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนให
น้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 0.58 ± 0.06 กรัมตอลิตร รองลงมา ไดแก กลูโคส ซูโครสและชุด
ควบคุมที่ไมเติมแหลงคารบอน ซึ่งมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.52 ± 0.07, 0.52 ± 0.05 และ 0.42 ± 
0.02 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 12A ซึ่งใหผลการทดลองสอดคลองกับการศึกษา
ของนลินี เพชรเทียนชัย (2545) ที่ศึกษาแหลงคารบอนตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียจากทะเล
สายพันธุ ON-17 พบวาการใชฟรุกโตสเปนแหลงของคารบอนที่ความเขมขนรอยละ 2 ของอาหาร
เพาะเลี้ยง แบคทีเรียจากทะเลสายพันธุ ON-17 มีการเจริญเติบโตสูงสุด โดยมีน้ําหนักเซลลแหง
เทากับ 3.26 กรัมตอลิตร รองลงมา คือ กลูโคสและชุดควบคุมที่ไมมีการเติมแหลงคารบอนมีน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 3.16 และ 2.62 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ในขณะที่การศึกษา Jang และคณะ (2005) 
พบวาการใชกลูโคสความเขมขนรอยละ 2 ของอาหารเพาะเลี้ยง เปนแหลงของคารบอนสง ผลเพิ่ม
การเจริญ เติบโตรา Mortierella alpina ATCC 32222 โดยมีน้ําหนักเซลลสูงสุดเทากับ 7.5 กรัมตอ
ลิตร รองลงมา ไดแก สารละลายแปง (soluble starch) กลีเซอรอล กาแลคโตส และมอลโตส ซึ่งมี
น้ําหนักแหงเทากับ 7.2, 6.5, 5.1 และ 4.3 กรัมเซลลแหงตอลิตร ตามลําดับ ดังนั้นแหลงของพลังงาน
ที่เหมาะสมสําหรับการเจริญเติบโตของจุลินทรียแตละชนิดอาจมีความแตกตางกัน อยางไรก็ตาม
แหลงของคารบอนจึงเปนปจจัยที่มีความจําเปนตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย เนื่องจากเปน
แหลงของพลังงาน รวมทั้งเปนสารตั้งตนในการสรางสวนประกอบตางๆ ภายในเซลล 

สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715
ในอาหารเพาะเลี้ยงที่ประกอบดวยแหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ดังแสดงใน Figure 12B พบวาซูโครสมี
ผลเพิ่มผลผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม
ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 7.83 ± 0.61 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 4.06 ± 0.36
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มิลลิกรัมตอลิตร แตการใชฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนมีผลลดการผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 
3.62 ±0.03 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 2.11 ± 0.27 มิลลิกรัมตอลิตร ในขณะที่การใชกลูโคส
เปนแหลงคารบอนใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับ 5.52 ±0.51 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 
2.89 ± 0.673 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งไมแตกตางจากชุดควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ซึ่ง
ผลิตกรดอะราชิโดนิคในปริมาณเทากับ 5.64 ± 1.60 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 2.46 ± 0.83
มิลลิกรัมตอลิตร จะเห็นไดวาซูโครสเปนแหลงคารบอนที่ดีในการผลิตกรดอะราชิโดนิดของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 สอดคลองกับผลการคัดเลือกปจจัยที่มีตอการผลิตกรด 
อะราชิโดนิคดวยวิธี Plackett-Burman design ซึ่งจากผลการวิเคราะหทางสถิติ พบวาระดับความ
เชื่อมั่นทางสถิติของผลผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ใชซูโครสเปนแหลงคารบอนมีคาเทากับรอยละ 64.6 
สูงกวากลูโคสและฟรุกโตสที่มีระดับความเชื่อมั่นทางสถิติเทากับรอยละ 27.2 และ 53.4 ตามลําดับ 
แสดงวาการใชซูโครสเปนแหลงคารบอนสงผลตอผลผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ดีกวาการเลือกใช
กลูโคสและฟรุกโตสเปนแหลงคารบอน อยางไรก็ตามการใชซูโครสเปนแหลงคารบอนใหผลของ
การเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิงไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบ
กับชุดควบคุม อาจเนื่องมีสูตรอาหารไดจํากัดแหลงของไนโตรเจนซึ่งประกอบดวยทริปโตนและ
ยีสตสกัดรอยละ 0.1 ของอาหารเพาะเลี้ยง ซึ่งมีปริมาณคอนขางต่ํา แตแหลงของไนโตรเจนมีความ 
จําเปนตอการสังเคราะหสารพันธุกรรมและสวนประกอบตางๆ ภายในเซลล เมื่อมีการจํากัดแหลง
ไนโตรเจนจึงทําใหจุลินทรียหยุดหรือชะลอการเจริญเติบโตลง และจากสภาวะดังกลาวที่มีปริมาณ
ไนโตรเจนที่จํากัดแตมีปริมาณคารบอนมาก อาจทําใหแบคทีเรียนําคารบอนที่เหลือใชไปเพิ่มการ
สังเคราะหกรดไขมันเพื่อเก็บไวภายในเซลล (Alvarez et al., 1997) สอดคลองกับการทดลองของ 
Patnayak และ Sree (2005) ศึกษาอัตราสวนระหวางแหลงคารบอนและไนโตรเจนตอการเจริญ 
เติบโตและการผลิตกรดไขมันของแบคทีเรียที่แยกไดจากฟองน้ําในทะเล B. subtilis RLL-8 เมื่อเลี้ยง
ในอาหารเหลวที่ปรับอัตราสวนระหวางคารบอนและไนโตรเจนเทากับ 50:1 พบวาการเจริญ เติบโต
ของแบคทีเรีย B. subtilis RLL-8 เพิ่มขึ้นเล็กนอยเทากับ 0.77 กรัมตอลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับชุด
ควบคุมที่อัตราสวนระหวางแหลงคารบอนและไนโตรเจนเทากับ 1:1 ใหน้ําหนักเซลลแหงเทา กับ 
0.59 กรัมตอลิตร สําหรับการผลิตไขมันเพิ่มขึ้นเทากับ 259 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดโอเลอิกเทากับ
รอยละ 43.60 ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่ใหการผลิตไขมัน
เทากับ 100 มิลลิกรัมตอลิตร และกรดโอเลอิกเทากับรอยละ 8.90 ของกรดไขมันทั้งหมด ตามลําดับ 
นอกจากนี้อัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนมีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของรา M. alpina โดยพบวาอัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยงที่นอยหรือมาก
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เกินไปสงผลใหจุลินทรียมีการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ลดลง โดยอัตราสวน
คารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมที่เหมาะสมเทากับ 12:1 ใหน้ําหนักชีวมวลสูงสุดเทากับ 20.0 
กรัมตอลิตร ในขณะที่อัตราสวนคารบอนและไนโตรเจนที่เหมาะสมเทากับ 14.9:1 ใหปริมาณ
กรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 1.50 กรัมตอลิตร ซึ่งเห็นไดวาการปรับลดหรือเพิ่มอัตราสวนระหวาง
แหลงคารบอนและไนโตรเจนมีผลตอน้ําหนักชีวมวลและปริมาณกรดอะราชิโดนิคของจุลินทรีย 
(Koike et al., 2001) ในขณะที่การใชฟรุกโตสเปนแหลงคารบอนซึ่งทําใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิค
ต่ํากวาชุดควบคุม อาจเนื่องจากในการนําฟรุกโตสเขาวัฏจักรไกลโคไลซิสตองใชอาศัยการทํางาน
ของเอนไซม fructose-1-phosphate kinase หรือ hexokinase ใหเปลี่ยนเปนสารตัวกลางที่มีความ 
สําคัญตอการเจริญเติบโต รวมทั้งเปนสารตั้งตนของการสังเคราะหกรดไขมัน อยางไรก็ตามหาก
แบคทีเรียไกลดิงมีการผลิตเอนไซมดังกลาวในปริมาณนอย จึงอาจสงผลใหการนําฟรุกโตสไปสราง
เปนแหลงพลังงานนอยลง จึงทําใหแบคทีเรียนําพลังงานที่ไดจากฟรุกโตสสวนใหญไปใชในการ
เจริญเติบโตมากกวาที่จะนําไปสังเคราะหกรดไขมัน (Voet and Voet, 2004) ดังผลการเจริญเติบโต
ของเซลลใน Figure 12A ซึ่งจุลินทรียจะสามารถผลิตกรดไขมันไดมากหรือนอยขึ้นกับการนํา
พลังงานไปใชในการเจริญเติบโตหรือเปลี่ยนพลังงานเปนกรดไขมัน (Ratledge, 2002) ดังนั้นแหลง
ของคารบอนจึงมีความสําคัญในตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของจุลินทรียแตละชนิด อยางไรก็ตาม
ความสามารถในการใชหรือเปลี่ยนแหลงคารบอนใหเปนกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงของจุลินทรียแตละ
ชนิดจึงมีความแตกตางกันตามสายพันธุของจุลินทรีย ชนิดและปริมาณของแหลงคารบอน รวมทั้ง
สภาวะในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย (Shimizu et al., 1989b) ดังเห็นไดจากการศึกษา Jang และคณะ 
(2005) ไดทําการศึกษาชนิดของแหลงคารบอนตอการผลิตกรดอะราชิโดนิค พบวาการใชสารละลาย
แปง (soluble starch) รอยละ 2.0 ของอาหารเพาะเลี้ยงใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 
826.30 มิลลิกรัมตอลิตร รองลงมา ไดแก กลูโคส กลีเซอ รอล กาแลคโตสและมอลโตส โดยให
ปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 673.10, 595.40, 171.80 และ 102.30 มิลลิกรัมตอลิตร ตามลําดับ 
นอกจากนี้ Gentile และคณะ (2003) พบวาการใชน้ํามันดิบ (crude oil) เปนแหลงคารบอนในอาหาร
เพาะเลี้ยง Shewanella sp. GA-22 ใหผลผลิตกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงรวมกันทั้ง 3 ชนิด ไดแก กรดไล
โนเลนิค กรดอะราชิโดนิคและกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกสูงสุดเทากับรอยละ 0.035 ของกรดไขมัน
ไมอิ่มตัวทั้งหมด รองลงมา คือการใชกลูโคส กลีเซอรอล pyruvate และ tween 80 ซึ่งมีการผลิต
กรดไลโนเลนิค กรดอะราชิโดนิคและกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกเทากับรอยละ 0.032, 0.029, 0.018 
และ 0.004 ของกรดไขมันไมอิ่มตัวทั้งหมด ตามลําดับ ในขณะที่ Aki และคณะ (1998) รายงานวา
การใชกลีเซอรอลเปนแหลงของคารบอนสงผลใหรา Achlya sp. ma-2801 มีการผลิตกรดอะราชิโดนิ
คสูงสุดเทากับรอยละ 21.80 ของเซลลแหง  
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ดังนั้นจากการผลของแหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ไดแก กลูโคส ฟรุกโตสและ
ซูโครส ตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ใหผลการเจริญเติบโต
ของแบคทีเรียไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) จากชุดควบคุม แตอาหารที่ใชซูโครส
เปนแหลงคารบอนใหผลเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดแตกตางจากชุดควบคุมอยางนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ดังนั้นจึงพิจารณาคัดเลือกซูโครสเปนแหลงคารบอนเพื่อใชในการทดลองขั้นตอ 
ไป

Figure 12. Effect of carbon sources at 1.0% (w/v) concentration on cell growth (A) and ARA 
yield (B) of marine gliding bacterium A. maritima TISTR 1715. The asterisks indicate
significantly difference from the control at 95% confidence levels according to 
Duncan’s multiple range tests. DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

*

*

A

B
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3.3 การศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี Response Surface 
Methodology (RSM) และวางแผนการทดลองแบบ Central Composite Design (CCD)

จากการศึกษาระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี RSM และวาง 
แผนการทดลองแบบ CCD ในอาหารเหลว ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิ 
ลิตร ที่ประกอบดวยซูโครสและยีสตสกัดความเขมขนรอยละ 1 และ 0.1 ตามลําดับ และ NaCl 15 
กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ
CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร พรอมทั้งปจจัยที่ศึกษาประกอบดวยความเขมขนของทริปโตน (0.8, 
2.5, 5.0, 7.5 และ 9.2 กรัมตอลิตร) พีเอชเริ่มตน (6.32, 7.00, 8.00, 9.00 และ 9.68) ความเร็วรอบใน
การเขยา (36, 70, 120, 170 และ 204 รอบตอนาที) และอุณหภูมิ (16.6, 20, 25, 30 และ 33.4 องศา
เซลเซียส) ผลดังแสดงใน Table 20 ในการทดลองทั้ง 30 ชุดการทดลอง พบวาในชุดการทดลองที่ 8 
ซึ่งเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนทริปโตน 7.5 กรัมตอลิตร และพีเอชเริ่มตนเทากับ 9.0 เขยาดวย
ความเร็วรอบ 170 รอบตอนาที ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ใหการเจริญเติบโตของเซลลสูงสุด
เทากับ 2.00 กรัมเซลลแหงตอลิตร ดังแสดงใน Table 20 ใกลเคียงกับผลการศึกษาการคัดเลือกปจจัย
ที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียในชุดการทดลองที่ 2 ที่ใหน้ําหนักเซลลแหงสูงสุดเทากับ 
1.94 กรัมตอลิตร ดังแสดงใน Table 18

จากผลการศึกษาการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง พบวาในชุดการ
ทดลองที่ 23 ซึ่งเลี้ยงในอาหารที่มีความเขมขนทริปโตน 5.0 กรัมตอลิตร และคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 
8.0 เขยาดวยความเร็วรอบ 120 รอบตอนาที ที่อุณหภูม ิ16.6 องศาเซลเซียส ใหผลผลิตกรดอะราชิโด
นิคสูงสุดเทากับ 19.43 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ดังแสดงใน Table 20 ซึ่งสูงกวาผลการศึกษาการ
คัดเลือกปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิงดวย Plackett-Burman design 
ในชุดการทดลองที่ 2 ถึง 4.01 เทา ที่ใหปริมาณกรดอะราชิโดนิค 4.85 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ดัง
แสดงใน Table 18

ดังนั้นเมื่อนําปจจัยที่คัดเลือกไดมาศึกษาระดับที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและ
การผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี RSM และวาง 
แผนการทดลองแบบ CCD พบวาสามารถเพิ่มการผลิตกรดอะราชิโดนิคไดมากขึ้นถึง 4 เทา (19. 43 
มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง)
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Table 20. The Central Composition Design of the significant variables (in coded levels), along 
with the responses (DCW and ARA yield) by cell cultures of A. maritima TISTR 1715.

Parameter DCW (g/l) ARA yield (mg/g)Run
X1(g/l) X2(pH) X3(rpm) X4(°C) Actual Predicted Actual Predicted

1 -1 -1 -1 -1 0.91 0.91 14.99 14.46
2 +1 -1 -1 -1 0.83 1.13 8.48 10.02
3 -1 +1 -1 -1 1.00 0.59 12.50 12.62
4 +1 +1 -1 -1 0.68 0.66 12.26 11.20
5 -1 -1 +1 -1 1.03 1.09 14.53 15.14
6 +1 -1 +1 -1 1.99 2.02 14.64 17.58
7 -1 +1 +1 -1 0.98 1.03 11.51 10.16
8 +1 +1 +1 -1 2.00 1.81 15.80 15.62
9 -1 -1 -1 +1 0.49 0.69 8.07 8.64

10 +1 -1 -1 +1 0.97 0.79 2.75 3.58
11 -1 +1 -1 +1 0.48 0.32 10.64 7.18
12 +1 +1 -1 +1 0.33 0.28 5.37 5.14
13 -1 -1 +1 +1 0.56 0.45 7.79 8.32
14 +1 -1 +1 +1 0.84 1.26 9.86 10.13
15 -1 +1 +1 +1 0.65 0.35 4.88 3.72
16 +1 +1 +1 +1 1.15 1.01 8.56 8.56
17 -1.68 0 0 0 0.67 1.02 10.10 12.82
18 +1.68 0 0 0 1.91 1.76 15.67 13.16
19 0 -1.68 0 0 1.95 1.48 13.07 8.99
20 0 +1.68 0 0 0.34 1.00 1.83 6.12
21 0 0 -1.68 0 0.40 0.54 7.89 9.15
22 0 0 +1.68 0 1.25 1.31 13.64 12.59
23 0 0 0 -1.68 1.54 1.59 19.43 18.12
24 0 0 0 +1.68 0.59 0.73 5.79 7.30
25 0 0 0 0 1.96 1.85 14.24 13.20
26 0 0 0 0 1.80 1.85 11.47 13.20
27 0 0 0 0 1.89 1.85 12.63 13.20
28 0 0 0 0 1.90 1.85 14.51 13.20
29 0 0 0 0 1.83 1.85 12.71 13.20
30 0 0 0 0 1.93 1.85 13.87 13.20

X1, tryptone; X2, initial pH; X3, agitation speed; X4, temperature.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.
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Table 21. Analysis of variance (ANOVA) for response surface linear, quadratic and cubic model 
of DCW and ARA yield by cell cultures of A. maritima TISTR 1715.

DCW (g/l) ARA yield (mg/g DCW)
Model SSa Dfb MSc F-

value
p-value R2 SSa Dfb MSc F-

value
p-value R2

Linear 4.04 4 1.01 3.9 0.0138 0.38 263.20 4 65.80 6.9 0.0007 0.52
Quadratic 4.15 4 1.04 9.9 0.0004 0.85 78.60 4 19.65 3.2 0.0429 0.82
Cubic 1.43 8 0.18 9.0 0.0045

Aliased
0.98 83.89 8 10.49 9.5 0.0038

Aliased
0.98

aSS, Sum of square.
bDf, Degree of freedom.
cMs, Mean square.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

เมื่อวิเคราะหทางสถิติดวย ANOVA ดังแสดงใน Table 21 โดยคํานวณจาก
โปรแกรม Design expert v.7.15 พบวาสมการเชิงเสนตรง (linear model) ที่ทํานายการเจริญเติบโต
และการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แต R2 มีคาเทากับ 0.38 และ 0.52 
ตามลําดับ จะเห็นไดวาคา R2 คอนขางต่ําทําใหสมการเชิงเสนตรงไมมีความนาความเชื่อถือในการ
ทํานายผลการทดลองและสมการเชิงเสนตรงยังไมสามารถอธิบายความสัมพันธของตัวแปรที่มีผล
รวมกันได ในขณะที่สมการพหุนามกําลังสอง (quardratic model) และสมการพหุนามกําลังสาม 
(cubic model) ที่ใชการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05) แตการวิเคราะหทางสถิตโดยสมการพหุนามกําลังสามไมสามารถอธิบายความสัมพันธของ
คาตอบสนองและตัวแปรได เนื่องจากชุดการทดลองไมเพียงพอในการคํานวณสัมประสิทธิ์ของ
สมการพหุนามกําลังสาม จึงใหผลการทดลองที่ผิดพลาดเมื่อนําสมการพหุนามกําลังสามใชในการ
ทํานายของปจจัยที่เหมาะสมตอคาสนองตอบ (Kumar et al., 2009; Tarangini et al., 2009) ดังนั้นจึง
พิจารณาเลือกสมการที่มีลําดับสูงสุด คือสมการพนุหามกําลังสองเพื่ออธิบายความสัมพันธของการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคกับปจจัยตางๆ ไดแก ทริปโตน พีเอชเริ่มตน ความเร็ว
รอบในการเขยาและอุณหภูมิ ซึ่งสมการพหุนามกําลังสองเปนสมการที่ทํานายน้ําหนักเซลลแหง คือ
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YDCW (g/l) = -19.4787 + 0.3570X1 + 3.2544X2 + 0.0285X3 + 0.5132X4 - 0.0147X1X2

+ 0.0014X1X3 - 0.0024X1X4 + 0.0013X2X3 - 0.0019X2X4 - 0.0004X3X4 - 0.0259X1
2 - 0.2146X2

2 -
0.0001X3

2 - 0.0097X4
2………………………………………….....(2)

ซึ่งมีคาความเชื่อมั่น (R2) เทากับ 0.85 โดยปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ไดแก ความเขมขน
ของทริปโตน ความเร็วรอบในการเขยาและอุณหภูมิ สวนปจจัยที่มีผลรวมกัน ไดแก ความเขมขน
ของทริปโตนกับความเร็วรอบในการเขยา ดังแสดงใน Table 22

Figure 13 (A-F) แสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรหรือน้ําหนักเซลลแหงกับตัว
แปรอิสระตางๆ 2 ตัวแปร อยางไรก็ตามทริปโตนและความเร็วรอบในการเขยาเปนปจจัยที่มีผล
อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) รวมกันตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย A. maritima TISTR 1715 เมื่อ  
พีเอชเริ่มตนและอุณหภูมิเทากับ 8.0 และ 25.0 องศาเซลเซียส ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 13B
ดังนั้นเซลลแบคทีเรียจะมีการเจริญเติบโตมีแนวโนมสูงขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของทริปโตนและ
ความเร็วรอบในการเขยา และมีการเจริญเติบโตสูงสุด เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มีความเขมขน
ของทริปโตนในชวง 7.1-8.0 กรัมตอลิตร และความเร็วรอบในการเขยาชวง 120-160 รอบตอนาที 
แตเมื่อเพิ่มหรือลดระดับของทริปโตนและความเร็วรอบในการเขยาจากที่ระบุจะทําใหเซลลมีการ
เจริญเติบโตลดลง (Figure 13B)

นอกจากนี้เมื่อวิเคราะหทางสถิติดวย ANOVA ดังแสดงใน Table 21 พบวาสมการ
เชิงเสนตรง (linear model) สมการพหุนามกําลังสอง (quardratic model) และสมการพหุนามกําลัง
สาม (cubic model) ที่ใชการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) แตอยางไรก็ตามสมการพหุนามกําลังสามไมสามารถอธิบายความสัมพันธของคา
ตอบสนองและตัวแปรได (Kumar et al., 2009; Tarangini et al., 2009) จึงเลือกสมการพหุนามกําลัง
สองของผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเปนสมการที่ทํานายผลผลิตกรดอะราชิโดนิค คือ

YARA (mg/g) = -99.1200 - 3.6030X1 + 31.0034X2 + 0.1813X3 - 0.2744X4 + 

0.3026X1X2 + 0.0137X1X3 - 0.0125X1X4 - 0.0156X2X3 + 0.0194X2X4 - 0.0009X3X4 - 0.0115X1
2

-

1.9983X2
2

- 0.0003X3
2

- 0.0068X4
2
…………………..……………(3)

ซึ่งมีคาความเชื่อมั่น (R2) เทากับ 0.82 โดยปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) คือ อุณหภูมิ 
สวนปจจัยที่มีผลรวมกัน ไดแก ความเขมขนของทริปโตนกับความเร็วรอบในการเขยา ในขณะที่ผล
ของพีเอชเริ่มตนไมมีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ดังแสดงใน 
Table 23 ซึ่งแตกตางการผลการทดลองดวยวิธี Plackett-Burman design เนื่องจากการออกแบบการ
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ทดลองดวยวิธี CCD มีวัตถุประสงคเพื่อหาระดับของปจจัยที่เหมาะสมในการผลิตกรดอะราชิโดนิค 
ซึ่งแตกตางจากวิธี Plackett-Burman design ที่มีวัตถุประสงคเพื่อการคัดเลือกปจจัยที่สงผลตอการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิค ดังนั้นการออกแบบดวยวิธี CCD ไดกําหนดคาพีเอชเริ่มตน 5 ระดับ อยูใน 
ชวง 6.32-9.68 ดังจะเห็นไดจากการทดลองสวนใหญที่เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่คาพีเอชเริ่มตนอยู
ในชวง 6.32-8.00 ใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคใกลเคียงกัน ยกเวนชุดการทดลองที่เลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารที่มีคาพีเอชเริ่มตนเทากับ 9.00 และ 9.68 ซึ่งใหผลผลิตกรดอะราชิโดนิคลดลง นอกจากนี้การ
วิเคราะหทางสถิติการทดลองแบบ CCD และ Plackett-Burman design มีความแตกตางกันซึ่งอาจทํา
ใหผลการวิเคราะหทางสถิติจากทดลองแตกตางกัน

Figure 14 (A-F) แสดงความสัมพันธระหวางตัวแปรตามหรือผลผลิตกรดอะราชิโด
นิคที่ไดกับตัวแปรอิสระตางๆ 2 ตัวแปร อยางไรก็ตามความเขมขนของทริปโตนและความเร็วรอบ
ในการเขยาเปนปจจัยที่มีผลอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) รวมกันตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรีย A. maritima TISTR 1715 เมื่อใหคาพีเอชเริ่มตนและอุณหภูมิเทากับ 8.0 และ 25 องศา
เซลเซียส ตามลําดับ ดังแสดงใน Figure 14B ดังนั้นเซลลแบคทีเรียจะสามารถผลิตกรดอะราชิโดนิค
มีแนวโนมเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มความเขมขนของทริปโตนและความเร็วรอบในการเขยา และใหการผลิต
กรดอะราชิโดนิคสูงสุดเมื่อเลี้ยงแบคทีเรียในอาหารที่มีความเขมขนของทริปโตนสูงประมาณ 9.0 
กรัมตอลิตร และเพิ่มความเร็วรอบในการเขยาประมาณ 180 รอบตอนาที แตหากลดความเขมขน
ของทริปโตนหรือความเร็วรอบในการเขยาปจจัยใดปจจัยหนึ่งจากที่ระบุสงผลใหการผลิตกรดอะรา 
ชิโดนิคของแบคทีเรียลดลง (Figure 14B)

สําหรับวิธี RSM และวางแผนทดลองแบบ CCD เปนวิธีที่มีความนาเชื่อถือ เนื่อง 
จากเปนกระบวนการที่ใชความรูทางคณิตศาสตร และสถิติมาใชเพื่อชวยในการคํานวณผลตอบ 
สนองที่เหมาะสมที่สุด ปจจุบันมีการประยุกตนําวิธี RSM มาใชกันอยางกวางขวางในงานดานอุต 
สาหกรรม (Myers, 1995) และพบรายงานการประสบความสําเร็จจากการศึกษาระดับที่เหมาะสมตอ
การเพิ่มการเจริญเติบโตและการผลิตกรดไขมันมันอิ่มตัวสูงดวยวิธี RSM และวางแผนการทดลอง
แบบ CCD ตัวอยางเชน

การศึกษาของ Jin และคณะ (2009) เพื่อเพิ่มผลผลิตของกรดอะราชิโดนิคของรา 
Mortierella alpina ME-1 ดวยวิธี RSM พบวาคาที่เหมาะสมตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคของรา   
M. alpina ME-1 คือการเลี้ยงในอาหารที่มี KNO3 และเอทานอลที่ความเขมขนเทากับ 2.62 และ 
42.44 กรัมตอลิตร ตามลําดับ ที่อุณหภูมิ 13.7 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5.6 วัน โดยใหผลการผลิต
กรดอะราชิโดนิคสูงสุดในปริมาณเทากับ 19.02 กรัมตอลิตร สูงกวาการเลี้ยงในสภาวะเดิม 1.90 เทา 
ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 10.02 กรัมตอลิตร เชนเดียวกับการศึกษาของ Wu และ Lin 
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(2003) ที่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอการผลิตกรดโดโคซาเฮกซาอีโนอิกของเซลลสาหราย 
Schizochytrium sp. S31 ดวยวิธี RSM พบวาสภาวะที่เหมาะสมในการผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโน
อิก ไดแก กลูโคส (27.98 กรัมตอลิตร) ยีสตสกัด (4.52 กรัมตอลิตร) NaCl (24.82 กรัมตอลิตร)       
พีเอชเริ่มตน 6.96 โดยเลี้ยงที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 วัน ทําใหสามารถผลิตกรดโดโค
ซาเฮกซะอีโนอิกไดเทากับ 498 มิลลิกรัมตอลิตร ซึ่งเพิ่มขึ้นรอยละ 41 จากวิธีทดลองแบบดั้งเดิม
หรือแบบทีละปจจัย ซึ่งผลิตกรดโดโคซาเฮกซะอีโนอิกไดเทากับ 352 มิลลิกรัมตอลิตร

ดังนั้นจากผลการทดลองจึงสามารถทํานายระดับที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลตอ
การเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima
TISTR 1715 จากสมการที่ 2 และ 3 จึงได 2 ชุดการทดลอง ไดแก ความเขมขนของทริปโตน (7.7 
และ 9.0 กรัมตอลิตร) คาพีเอชเริ่มตน (7.5 และ 7.9) ความเร็วรอบในการเขยา (154 และ 170 รอบตอ
นาที) และที่อุณหภูมิ (21.6 และ 17.8 องศาเซลเซียส) ตามลําดับ โดยในชุดทดลองที่ 1 ซึ่งสามารถ
ทํานายน้ําหนักของเซลลแหงไดสูงสุดเทากับ 2.18 กรัมตอลิตร อยางไรก็ตามสามารถทํานายการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคไดเทากับ 16.98 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง สําหรับในชุดการทดลองที่ 2 ซึ่ง
สามารถทํานายการผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงสุดเทากับ 21.19 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง และ
สามารถทํานายน้ําหนักเซลลแหงไดเทากับ 2.07 กรัมตอลิตร จึงนําระดับที่เหมาะสมตอการเจริญ 
เติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคที่ไดจากสมการทํานายทั้ง 2 สมการ มาตรวจสอบความถูกตอง
ของการใชสมการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย A. maritima
TISTR 1715 ที่ไดตอไป
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Table 22. Analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic model of DCW by cell 
cultures of A. maritima TISTR 1715.

Factors Coefficient 
estimate

Standard 
error

Sum of 
square

Dfa Mean 
square

F-
value

P-value 
Prob>F

X1(Tryptone) 0.3570 0.130 1.060 1 1.060 10.10 0.0062
X2(Initial pH) 3.2544 0.070 0.430 1 0.430 4.14 0.0600
X3(Agitation speed) 0.0285 0.070 1.130 1 1.130 10.78 0.0050
X4(Temperature) 0.5132 0.070 1.420 1 1.420 13.53 0.0022
X1X2 -0.0147 0.070 0.022 1 0.022 0.21 0.6541
X1 X3 0.0014 0.081 0.500 1 0.500 4.76 0.0455
X1 X4 -0.0024 0.081 0.015 1 0.015 0.14 0.7139
X2 X3 0.0013 0.081 0.070 1 0.070 0.70 0.4158
X2 X4 -0.0019 0.081 0.001 1 0.001 0.15 0.9040
X3 X4 -0.0004 0.081 0.170 1 0.170 1.65 0.2180
X1

2 -0.0259 0.081 0.430 1 0.430 4.08 0.0617
X2

2 -0.2146 0.080 0.750 1 0.750 7.17 0.0172
X3

2 -0.0001 0.080 1.750 1 1.750 16.69 0.0010
X4

2 -0.0097 0.080 0.960 1 0.960 9.20 0.0084
Model -19.4787 0.080 8.970 14 0.640 6.12 0.0006
Residual 1.57 15 0.105
R2= 0.85
aDf, degree of freedom.
The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level.
DCW, Dry cell weight.
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Table 23. Analysis of variance (ANOVA) for response surface quadratic model for ARA yield by 
cell cultures of A. maritima TISTR 1715.

Factors Coefficient
estimate

Standard 
error

Sum of 
square

Dfa Mean 
square

F-
value

P-value 
Prob>F

X1(Tryptone) -3.60306 0.97 0.220 1 0.220 0.03 0.8536
X2(Initial pH) 31.00345 0.53 15.770 1 15.770 2.58 0.139
X3(Agitation speed) 0.18131 0.53 22.680 1 22.680 3.71 0.0731
X4(Temperature) -0.27443 0.53 224.530 1 224.530 36.75 0.0001
X1X2 0.30268 0.53 9.160 1 9.160 1.50 0.2396
X1 X3 0.01375 0.62 47.260 1 47.260 7.74 0.0140
X1 X4 -0.01250 0.62 0.390 1 0.390 0.06 0.8038
X2 X3 -0.01568 0.62 9.840 1 9.840 1.61 0.2237
X2 X4 0.01941 0.62 0.150 1 0.150 0.02 0.8773
X3 X4 -0.00099 0.62 1.000 1 1.000 0.16 0.6916
X1

2 -0.01158 0.62 0.085 1 0.085 0.01 0.9074
X2

2 -1.99835 0.61 65.050 1 65.050 10.65 0.0052
X3

2 -0.00033 0.61 11.060 1 11.060 1.18 0.1984
X4

2 -0.00685 0.61 0.480 1 0.480 0.08 0.7836
Model -99.12001 0.61 409.600 14 29.26 4.79 0.0023
Residual 91.63 15 6.11
R2=0.82

aDf, degree of freedom.
The bold values indicate the significance at or above the 95.0% confidence level.
ARA, Arachidonic acid.
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3.4 การศึกษาความถูกตองของการใชสมการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715

จากการศึกษาระดับที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิค
ของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี RSM และวางแผนการทดลองแบบ 
CCD เมื่อนําผลการทดลอง คือ น้ําหนักเซลลแหงและผลผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง 
(Table 20) วิเคราะหทางสถิติดวย ANOVA ไดสมการที่ 2 และ 3 ทํานายการเจริญเติบโตและการ
ผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย A. maritima TISTR 1715 ตามลําดับ โดยเลี้ยงแบคทีเรียใน
อาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีองคประกอบของระดับ
ที่เหมาะสมของปจจัยที่มีผลเพิ่มการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากผลการทํานาย
โดยสมการที่ 2 และ 3 (ทริปโตน 7.7 และ 9.0 กรัมตอลิตร พีเอชเริ่มตน 7.5 และ 7.9 ความเร็วรอบ
ในการเขยา 154 และ 170 รอบตอนาที และบมที่อุณหภูมิ 21.6 และ 17.8 องศาเซลเซียส) ดังแสดง
ใน Table 24 รวมทั้งซูโครสและยีสตสกัดความเขมขนรอยละ 1 และ 0.1 ตามลําดับ และ NaCl 15 
กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ
CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงดวยสภาวะดังกลาวเปนเวลา 3 วัน พบวาใน
ชุดการทดลองที่ 1 และ 2 มีน้ําหนักเซลลแหงของแบคทีเรียไกลดิงเทากับ 1.80 ± 0.01 และ 2.05 ± 
0.06 กรัมตอลิตร และมีปริมาณผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับ 19.80 ± 2.78 และ 21.50 ± 0.25 
มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ ดังแสดงใน Table 24 และเมื่อวิเคราะหผลการทดลองที่ไดจริง
และจากการทํานาย โดยวิธีทางสถิติดวย paired t-test พบวาไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p>0.05) ยกเวนผลการเจริญเติบโตของเซลลในชุดการทดลองที่ 1 นอกจากนี้ในชุดการทดลอง
ที่ 2 ใหคาความผิดพลาดของน้ําหนักเซลลแหงและผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเพียงรอยละ 0.97 และ 
1.46 ตามลําดับ

ดังนั้นจากทดลองเพื่อตรวจสอบความถูกตองของสมการทํานายการเจริญเติบโต
และการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 จึงพิจาณาเลือก
สภาวะที่เหมาะสมจากการทดลองชุดที่ 2 เนื่องจากใหผลของน้ําหนักเซลลแหงและผลผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคที่ไดจริงไมแตกตางกับการใชสมการทํานาย ในขณะเดียวชุดการทดลองที่ 2 ยังใหคาความ
ผิดพลาดคอนขางต่ํา ดังนั้นจึงเลือกชุดการทดลองที่ 2 ซึ่งมีความเขมขนของทริปโตน 9.0 กรัมตอ
ลิตร พีเอชเริ่มตนเทากับ 7.9 ความเร็วรอบในการเขยา 170 รอบตอนาที และอุณหภูมิ 17.8 องศา
เซลเซียส เพื่อนําไปศึกษาถึงระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุดตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิ
โดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ตอไป
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Table 24. Optimal values of tryptone, pH, agitation speed and temperature for maximum DCW 
and ARA yield with corresponding predicted and actual data.

DCW (g/l) ARA yield (mg/g DCW)
Exp.

X1

(g/l)
X2 X3

(rpm)
X4

(�C) Actual Predicted Error 
(%)

Actual Predicted Error 
(%)

1 7.7 7.5 154 21.6 1.80a 2.180b -17.43 19.80a 16.980a +16.61

2 9.0 7.9 170 17.8 2.05a 2.070a -0.97 21.50a 21.190a +1.46

The alphabetical superscripts indicate significant difference at or above the 95.0% confidence 
level according to paired t-test.
X1, tryptone; X2, initial pH; X3, agitation speed; X4, temperature.
Exp, Experiment.
DCW, Dry cell weight; ARA, Arachidonic acid.

4. การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด
นิคของแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 ในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสม

จากการศึกษาผลของระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงตอการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่
เหมาะสมอันประกอบดวยซูโครสและยีสตความเขมขนรอยละ 1 และ 0.1 ตามลําดับ และ NaCl 15 
กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ
CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร รวมทั้งทริปโตน 9.0 กรัมตอลิตร และปรับพีเอชเริ่มตนเทากับ 7.9 
เขยาความเร็วรอบ 170 รอบตอนาที และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 17.8 องศาเซลเซียส เปนเวลานาน 7 วัน 
พบวาแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 มีการเจริญเติบโตของเซลลแบคทีเรีย
สูงสุดเมื่อเลี้ยงนาน 4 วัน โดยมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 2.28 ± 0.18 กรัมตอลิตร เพิ่มขึ้น 14 เทา 
จากการเลี้ยงในอาหาร SAP2 ในการทดลองเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค 
ซึ่งมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.16 ± 0.02 กรัมตอลิตร (Table 17) หลังจากนั้นแบคทีเรียมีเริ่มมีการ
เจริญเติบโตที่ลดลง โดยมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 1.48 ±0.21 กรัมตอลิตร เมื่อเลี้ยงนาน 7 วัน ดัง
แสดงใน Figure 15A และคาพีเอชในอาหารเพาะเลี้ยงมีคาเพิ่มขึ้นจากพีเอชเริ่มตนเล็กนอยคือจาก 
7.9 เปน 8.7 เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียนาน 7 วัน ทั้งนี้เนื่องจากการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและการ
ปลดปลอยแอมโมเนียจากการยอยสลายกรดอะมิโนในอาหาร เมื่อแอมโมเนียที่เกิดขึ้นรวมตัวกับน้ํา



109

จะเกิดเปนแอมโมเนียมไอออนและไฮดรอกซิล ซึ่งหมูไฮดรอกซิลจะทําใหคาพีเอชในอาหารเพาะ 
เลี้ยงเพิ่มสูงขึ้น (Park and Lee, 1998) 

สําหรับการผลิตกรดอะราชิโดนิค พบวาที่เวลา 3 วัน มีการผลิตกรดอะราชิโดนิค 
สูงสุดเทากับ 21.50 ± 0.24 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ดังแสดงใน Figure 15B ซึ่งเพิ่มขึ้น 5.85 เทา 
เมื่อเปรียบเทียบการเลี้ยงในอาหาร SAP2 ในการทดลองเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะ
ราชิโดนิค ซึ่งมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 3.67 ± 0.45 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง (Table 14) 
แตการผลิตกรดอะราชิโดนิคเริ่มลดลงหลังจาก 3 วัน โดยมีปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 10.81 ± 
0.56 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ที่เวลา 7 วัน จะเห็นไดวาการผลิตกรดอะราชิโดนิคจากแบคทีเรีย
ไกลดิง A. maritima TISTR 1715 คอนขางมีความสัมพันธกับการเจริญเติบโต (Growth-associated
production) และผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงสุดในชวง exponential phase ซึ่งสอดคลองกับการ 
ศึกษาของ Nichols และคณะ (1994) ศึกษาการผลิตกรดอีโคซาเพนตะอีโนอิกในแบคทีเรีย 
Shewanella putrefaciens ACAM342 พบวาการผลิตของกรดไขมันไมอิ่มตัวสูงที่แบคทีเรียผลิตใน 
exponential phase มีปริมาณสูงกวาใน stationary phase 
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Figure 15. Growth curve (A) and ARA yield (B) of marine gliding bacterium A. maritima TISTR 
1715 grown under the optimal culture conditions. Vertical lines indicate S.D. DCW, 
Dry cell weight; ARA Arachidonic acid.
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บทที่ 4

บทสรุปและขอเสนอแนะ

เมื่อทําการคัดเลือกแบคทีเรียไกลดิงแบคทีเรียจากทะเลจํานวน 85 ไอโซเลต ที่ผลิต
กรดอะราชิโดนิคดวยเทคนิค GC พบวามีเพียง 3 ไอโซเลตเทานั้นที่สามารถสรางกรดอะราชิโดนิค 
ไดแก KB01-042, TISTR 1715 และ 1719 โดยแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715
มีการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 3.67 ± 0.45 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 0.60 ± 0.14
มิลลิกรัมตอลิตร 

แบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ A. maritima TISTR 1715 เมื่อเลี้ยงในอาหารเหลว 
modified SAP2 มีการเจริญเติบโตสูงสุดที่เวลา 2 วัน โดยมีน้ําหนักเซลลแหงเทากับ 0.54 ± 0.01 
กรัมตอลิตร และผลิตกรดอะราชิโดนิคไดสูงสุดที่เวลา 3 วัน โดยผลิตกรดอะราชิโดนิคไดเทากับ 
5.99 ± 0.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง 

เมื่อทําการศึกษาปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของ
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ดวยวิธี Plackett-Burman design พบวาทริปโตน และ
อุณหภูมิเปนปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่นเทากับ 95.6 และ 95.4 ตามลําดับ ในขณะที่พีเอชเริ่มตนและความเร็วรอบในการเขยา
เปนปจจัยที่มีผลตอการผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่นเทากับ 
95.0 และ 97.5 ตามลําดับ

แหลงคารบอนทั้ง 3 ชนิด ไดแก กลูโคส ฟรุกโตสและซูโครส ที่ความเขมขนรอย
ละ 1 ใหผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ไมแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม แตซูโครสเปนแหลงคารบอนที่มีผลเพิ่ม
ผลผลิตกรดอะราชิโดนิคอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยให
ผลผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 7.83 ± 0.61 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง หรือ 4.06 ± 0.50
มิลลิกรัมตอลิตร 

เมื่อนําปจจัยที่มีผลตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย 
A. maritima TISTR 1715 มาศึกษาระดับที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโด 
นิคดวยวิธี RSM ทําใหไดสมการทํานายน้ําหนักเซลลแหงและสมการทํานายผลผลิตกรดอะราชิโด
นิคดังนี้
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YDCW (g/l) = -19.4787 + 0.3570X1 + 3.2544X2 + 0.0285X3 + 0.5132X4 - 0.0147X1X2

+ 0.0014X1X3 - 0.0024X1X4 + 0.0013X2X3 - 0.0019X2X4 - 0.0004X3X4 - 0.0259X1
2 - 0.2146X2

2 -
0.0001X3

2 – 0.0097X4
2

YARA (mg/g) = -99.1200- 3.6030X1 + 31.0034X2 + 0.1813X3 - 0.2744X4 + 0.3026X1X2

+ 0.0137X1X3 - 0.0125X1X4 - 0.0156X2X3 + 0.0194X2X4 - 0.0009X3X4 - 0.0115X1
2

- 1.9983X2
2

-

0.0003X3
2

- 0.0068X4
2
 

เมื่อตรวจสอบความถูกตองของสมการทํานายการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะ
ราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 แลวจึงพิจารณาเลือกสภาวะการเพาะเลี้ยง
ที่เหมาะสมจากการทดลองชุดที่ 2 เนื่องจากใหผลของน้ําหนักเซลลแหงและผลผลิตกรดอะราชิโด
นิคที่ไดจริงไมแตกตางจากการใชสมการทํานาย โดยมีความเขมขนของทริปโตน 9.0 กรัมตอลิตร  
พีเอชเริ่มตนเทากับ 7.9 ความเร็วรอบในการเขยา 170 รอบตอนาที และอุณหภูมิ 17.8 องศาเซลเซียส 

เมื่อเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงสายพันธุ  A. maritima TISTR 1715 ในสภาวะการ
เพาะเลี้ยงที่เหมาะสม เปนเวลา 3 วัน แบคทีเรียมีการผลิตกรดอะราชิโดนิคสูงสุดเทากับ 21.50 ± 
0.24 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง และมีการเจริญเติบโตสูงสุดเมื่อเลี้ยงนาน 4 วัน โดยใหน้ําหนัก
เซลลแหงเทากับ 2.28 ± 0.18 กรัมตอลิตร

ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงประสบความสําเร็จในการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมตอเพิ่มการ
เจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ใน
สภาวะการเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมอันประกอบดวยซูโครสและยีสตความเขมขนรอยละ 1 และ 0.1 
ตามลําดับ และ NaCl 15 กรัมตอลิตร KCl 0.35 กรัมตอลิตร MgCl2.6H2O 5.4 กรัมตอลิตร MgSO4.
7H2O 2.7 กรัมตอลิตร และ CaCl2.2H2O 0.5 กรัมตอลิตร รวมทั้งทริปโตน 9.0 กรัมตอลิตร และปรับ
พีเอชเริ่มตนเทากับ 7.9 เขยาความเร็วรอบ 170 รอบตอนาที และเลี้ยงที่อุณหภูมิ 17.8 องศาเซลเซียส
เปนเวลา 3 วัน ซึ่งจะใหน้ําหนักเซลลแหงและผลผลิตกรดอะราชิโดนิคเทากับ 2.05 กรัมตอลิตร และ 
21.50 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ สูงขึ้น 4.02 และ 3.59 เทา ตามลําดับ จากการเลี้ยงใน
อาหาร modified SAP2 ในการทดลองผลของระยะเวลาที่เหมาะในการเจริญเติบโตและการผลิต
กรดอะราชิโดนิคของแบคทีเรีย A. maritima TISTR 1715 ซึ่งมีน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกรดอะ
ราชิโดนิคเทากับ 0.54 ± 0.01 กรัมตอลิตร และ 5.99 ± 0.53 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ
นอกจากนี้การเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคเพิ่มขึ้นถึง 12.65 และ 5.85 เทา ตามลําดับ 
เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงในอาหารเหลว SAP2 ในการทดลองเบื้องตนเพื่อคัดเลือกแบคทีเรียไกล
ดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิค ซึ่งมีน้ําหนักเซลลแหงและปริมาณกรดอะราชิโดนิคเทากับ 0.16 ± 0.02 
กรัมตอลิตร และ 3.67 ± 0.45 มิลลิกรัมตอกรัมเซลลแหง ตามลําดับ
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ขอเสนอแนะ

1. ศึกษาผลของการลดอุณหภูมิในขณะที่เลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงในสภาวะการ
เพาะเลี้ยงที่ เหมาะสม โดยลดอุณหภูมิลงจาก 17.8 องศาเซลเซียสเมื่อเซลลเริ่มเขาสูระยะ
exoponential phase เพื่อกระตุนการผลิตกรดอะราชิโดนิคภายในเซลลแบคทีเรียไกลดิง

2. ศึกษาแหลงไนโตรเจนราคาถูกที่สามารถทดแทนการใชทริปโตนเปนแหลง
ไนโตรเจนในอาหารเพาะเลี้ยง 

3. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเจริญเติบโตและการผลิตกรดอะราชิโดนิคจาก
แบคทีเรียไกลดิง A. maritima TISTR 1715 ในถังหมักขนาดใหญ เพื่อเพิ่มผลผลิตกรดอะราชิโดนิค 
และอาจนําไปสูการพัฒนาเปนแหลงผลิตชนิดใหมในเชิงอุตสาหกรรม
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ภาคผนวก ก

สูตรและการเตรียมอาหารเพาะเลี้ยง

อาหารสําหรับเลี้ยงแบคทีเรียไกลดิงจากทะเล
1. อาหารแข็งสูตร SAP2

Tryptone 1.0 grams
Yeast extract 1.0 grams
Agar 15 grams
Sea water q.s. 1,000.0 militer
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที
2. อาหารเหลวสูตร SAP2 

Tryptone 1.0 grams
Yeast extract 1.0 grams
Sea water q.s. 1,000.0 militer
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที
3. อาหารแข็งสูตร modified SAP2 (Hosoya et al., 2006)

Tryptone 1.0 grams
Yeast extract 1.0 grams
NaCl 15 grams
MgCl2.6H2O 5.4 grams
MgSO4.7H2O 2.7 grams
KCl 0.35 grams
CaCl2.2 H2O 0.5 grams
Agar 15.0 grams
Distilled water q.s. 1,000.0 militer
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่งที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที
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4. อาหารเหลวสูตร modified SAP2 (Hosoya et al., 2006)
Tryptone 1.0 grams
Yeast extract 1.0 grams
NaCl 15 grams
MgCl2.6H2O 5.4 grams
MgSO4.7H2O 2.7 grams
KCl 0.35 grams
CaCl2.2 H2O 0.5 grams
Distilled water q.s. 1,000.0 militer
ฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนดตอตารางนิ้ว เปน

เวลา 15 นาที
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ภาคผนวก ข

1. การวิเคราะหปริมาณกรดอะราชิโดนิค โดยเครื่อง GC-FID (ดัดแปลงมาจาก Kaewsuwan et al., 
2006)

วิธีการ
เตรียมกราฟมาตรฐานที่ความเขมขนตาง ๆ โดยชั่งอนุพันธเมธิลเอสเทอรของ

กรดอะราชิโดนิคมาตรฐานหนัก 5 มิลลิกรัม ลงในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร ที่ทราบน้ําหนัก
แลว ละลายดวยเฮปเทนปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากนั้นถายลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร 
และปรับปริมาตรดวยตัวทําละลายเฮปเทนจนมีปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทําการเจือจางใหไดความ
เขมขนอนุพันธเมธิลเอสเทอรของกรดอะราชิโดนิคมาตรฐานอยูระหวาง 5, 10, 25, 50, 100 และ 200 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ซึ่งทําในขวดปรับปริมาตรขนาด 10 มิลลิลิตร แบงใสหลอดแกวขนาดเล็ก 
(GC vial) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรแลวปดฝาใหสนิทกอนนําวิเคราะหผล 

วิเคราะหดวยเครื่อง Gas Chromatography HP-6890 ซึ่งใชคอลัมนชนิด HP-
INNOWax Polyethylene glycol ขนาด 30 m ×  0.25 mm ×  0.25 µm และ Flame Ionization Detector 
(FID) โดยใหอุณหภูมิของคอลัมนที่ใชเริ่มตน 185 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที แลวเพิ่มอุณหภูมิ
ขึ้นในอัตรา 3.50 องศาเซลเซียสตอนาที จนถึงอุณหภูมิที่ 235 องศาเซลเซียส และคงอุณหภูมิไวที่ 
235 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที ใชเวลารวมทั้งสิ้น 16.28 นาที สรางกราฟมาตรฐานระหวาง
ความเขมขนของสารละลายกรดอะราชิโดนิคเมธิลเอสเทอรมาตรฐานและพื้นใตกราฟ ดังแสดงใน 
Figure 19

Figure 16. Standard curve of arachidonic acid methyl ester.
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2. การจัดจําแนกแบคทีเรียไกลดิง TISTR 1715 โดยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดของ 16S rDNA

2.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction)
ในการสกัดดีเอ็นเอของแบคทีเรียไกลดิง TISTR 1715 ใชชุดสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูป 

genomic DNA mini kit (Blood/Culture cell) ของบริษัท Geneaid ประเทศไตหวัน และวิธีตามที่
กําหนดโดยผูผลิต ซึ่งทําโดยปเปตสารแขวนลอยของเซลลแบคทีเรีย ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใสลงใน 
microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงดวยเครื่องเซนตริฟวจที่ความเร็วรอบ 
13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที นําตะกอนเซลลที่ไดมาเติม GT buffer ปริมาตร 200 ไมโคร 
ลิตร และตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 5 นาที จากนั้นเติมเอนไซม proteinase K (10 mg/ml) 
ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ผสมใหเขากัน แลวนํา microcentrifuge tube บมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซล 
เซียส เปนเวลา 10 นาที (เขยา microcentrifuge tube ทุกๆ 3 นาที) วางไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง จาก 
นั้นเติม GB buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร แลวดวยเขยาเครื่อง vortex mixer นาน 20 วินาที เติม
เอนไซม RNase (10 mg/ml) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันแลววางไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 5 นาที จากนั้นเติม 99% ethanol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นํามาเขยาดวยเครื่อง vortex mixer 
นาน 10 วินาที นําสารละลายทั้งหมดถายลงใน GD column ใน collection tube ขนาด 2 มิลลิลิตร นํา 
ไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เทสารละลายทิ้ง เติม W1 buffer 
ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 
วินาที และเทสารละลายใน collection tube ทิ้ง ลางดีเอ็นเอโดยการเติม wash buffer ใน GD column 
ปริมาตร 600 ไมโครลิตร นํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 วินาที
แลวเทสารละลายใน collection tube ทิ้งไป ทําให column matrix แหงโดยนํามาหมุนเหวี่ยง ที่ความ 
เร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที นํา GD column มาใสใน microcentrifuge tube หลอด
ใหม ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  จากนั้นจึงเติม elution buffer ที่ผานการบมที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 
ปริมาตร 40 ไมโครลิตร แลวนําไปหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 30 
วินาที เก็บตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส

2.2 การเพิ่มปริมาณของ 16S rDNA โดยวิธี polymerase chain reaction (PCR)
2.2.1 การเตรียม reaction miture สําหรับการเพิ่มปริมาณเพิ่มปริมาณของ 16S rDNA 

โดยวิธี PCR
ในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยวิธี PCR ใชสารเคมีและเอนไซมที่เกี่ยวกับการทํา 

PCR ของบริษัท Takara ประเทศญี่ปุน โดยเติม 10x Ex taq buffer (Mg2+ plus) ปริมาตร 5 ไมโคร 
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ลิตร dNTP mixture (2.5 mM) ปริมาตร 4 ไมโครลิตร primer 9F (20µM) และ primer 1492R 
(20µM) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase (5 unit/µl) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และเติม
ดีเอ็นเอที่สกัดไดจากขอ 2.1 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงใน PCR tube ขนาด 0.2 มิลลิลิตร และน้ํา 
miliQ water ที่ผานการฆาเชื้อปริมาตร 37.5 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันโดยใชปเปต นํา PCR tube 
ใสในเครื่อง PCR โดยมีสภาวะการทํางานของเครื่องดังนี้

95°C, 2.0 min Denaturing
95°C, 0.5 min

25 cycles 50°C, 0.5 min        Annealing
72°C, 1.0 min
72°C, 5.0 min Extension

Forward primer คือ 9F (5´-GAG TTT CCT GGC TCA G-3 )́
Reverse primer คือ1492R (5´-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3 )́

2.2.2 การตรวจสอบความบริสุทธิ์และปริมาณของ 16S rDNA
การตรวจสอบความบริสุทธิ์และปริมาณของ 16S rDNA ที่ไดจากปฏิกิริยา PCR 

โดยวิธี agarose gel electrophoresis ซึ่งเปนการแยกขนาดของดีเอ็นเอดวยกระแสไฟฟาบนแผน 
agarose gel ซึ่งระยะที่ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ไดจะขึ้นอยูกับขนาดของดีเอ็นเอ ความเขนขนของ agarose 
gel และกระแสไฟฟาที่ใช ดีเอ็นเอที่ผานการแยกแลวจะยอมดวย ethidium brominde solution เพื่อ
ตรวจสอบบริสุทธิ์และปริมาณดีเอ็นเอที่เรืองแสงภายใตรังสี UV 

ขั้นตอนการตรวจสอบความบริสุทธิ์และปริมาณของดีเอ็นเอ ทําโดยเตรียม 1% 
agarose gel ดวย 1x TAE buffer pH 8.0 โดยการใหความรอนแก agarose ดวยเครื่องไมโครเวฟ เมื่อ 
agarose ละลายเปนเนื้อเดียวกันทิ้งใหเย็นลงสักครู จากนั้นเท agarose ที่ละลายดีแลวในถาดที่เตรียม
ไว วางทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาที เมื่อ agarose gel แข็งตัวจึงดึงหวีออกจะได 
agarose gel ที่มีชองสําหรับ load ดีเอ็นเอ จากนั้นปเปต 5x dye (Organge G, SIGMA) ปริมาตร 2 
ไมโครลิตร แลวหยดลงบนแผน parafilm ผสมกับ PCR product จากขอที่ 2.2.1 ปริมาตร 5 ไมโคร 
ลิตร ดวยการดูดปเปตขึ้นลงบนแผน parafilm แลวดูดสารละลายทั้งหมดปลอยลงในชองเจลที่เตรียม
ไว ใช 1x TAE buffer pH 8.0 เปนสารอิเล็กโตรไลท และใหกระแสไฟฟา 100 โวลท เปนเวลา 23 
นาที จากนั้นนําเจลที่ไดไปแชในสารละลาย ethidium brominde solution เปนเวลา 10 นาที ทําการ 
destain โดยแชในน้ํากลั่นเปนเวลา 5 นาที จึงนําไปสองภายใตรังสี UV ซึ่งจะเห็นแถบของดีเอ็นเอ
เรืองแสง สังเกตขนาดดีเอ็นเอโดยเปรียบเทียบกับ DNA maker 
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2.3 การทําบริสุทธิ์ของ amplified PCR product โดย HiYield Gel/PCR DNA Fragments 
Extraction Kit (RBC Bioscience, Taiwan)

นํา amplified PCR product ปริมาตร 40 ไมโครลิตร เติม DF buffer ปริมาตร 5 เทา
(200 µl) ของ PCR product ผสมใหเขยากันดวยปเปต จากนั้นถายสารละลายทั้งหมดลงใน DF 
column ที่อยูใน collection tube นํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 
นาที เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง เติม wash buffer ปริมาตร 600 ไมโครลิตร ใน DF column 
ที่อยูใน collection tube แลวนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 1 นาที 
เทสารละลายใน collection tube ทิ้ง จากนั้นนํา DF column ที่อยูใน collection tube มาหมุนเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที จากนั้นจึงนําเฉพาะ DF column ใสลงใน 
microcentrifuge tube อันใหม เติม elution buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร วางไวที่อุณหภูมิหองเปน
เวลา 2 นาที จากนั้นนํามาหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,000 รอบตอนาที เปนเวลา 2 นาที เก็บรักษา
amplified PCR product ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส

2.4 การหาลําดับเบสของ 16S rDNA 
นํา amplified PCR product ที่ผานการทําบริสุทธิ์จากขอ 2.3 แลวไปหาลําดับนิวคลี

โอไทดโดยสงไปวิเคราะหลําดับเบสที่บริษัท Ward Medic ประเทศสิงคโปรโดยใช primer 9F และ 
1492R 

2.4.1 การเทียบเคียงสายพันธุแบคทีเรียไกลดิงที่ผลิตกรดอะราชิโดนิคที่คัดเลือกได
นําลําดับนิวคลีโอไทดของแบคทีเรียไกลดิง TISTR 1715 ที่ไดจากการสงวิเคราะห

หาลําดับนิวคลีโอไทด มาวิเคราะหโดยการเปรียบเทียบขอมูล (blast) กับฐานขอมูล ncbi (http://
www. ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 








