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บทคัดย่อ 

 
งานวิจยัน้ีมีวตัถุประสงคใ์นการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีผลิตรงควตัถุชีวภาพซ่ึงอาศยัร่วมกบั

ฟองน ้ าทะเลในอ่าวไทย ศึกษาการผลิตและชนิดของรงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียดงักล่าว ผลการศึกษา
พบว่าแบคทีเรียท่ีสามารถผลิตรงควตัถุชีวภาพไดดี้บนอาหาร modified Zobell medium จ านวน 3 สายพนัธ์ุจาก
แบคทีเรียท่ีอาศัยร่วมกับฟองน ้ าทะเลทั้ งหมด 8 สายพนัธ์ุ แบคทีเรียดังกล่าว ได้แก่ สายพนัธ์ุ CHOB06-6, 
KODA19-6 และ MAKB08-4 ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียสายพนัธ์ุดงักล่าวดว้ยวิเคราะห์ล าดบันิวคลี
โอไทดข์องยนี 16S rRNA  พบวา่แบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุอยูใ่นกลุ่ม -Proteobacteria โดยท่ีสายพนัธ์ุ CHOB06-
6 และสายพนัธ์ุ MAKB08-4 จดัเป็นแบคทีเรีย Sphingomonas phyllosphaerae และ สายพนัธ์ุ KODA19-6 จดัเป็น
แบคทีเรีย Sphingomonas natatoria  ทั้งน้ีแบคทีเรีย S. natatoria KODA19-6 มีความสามารถในการผลิตรงควตัถุ
ชีวภาพดีท่ีสุดภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมคือ pH 7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 150 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั โดยแบคทีเรียมีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 0.06 ต่อชัว่โมง และมีอตัราการผลิตรงควตัถุ
ชีวภาพ 6.27 ไมโครกรัมต่อลิตรชัว่โมง ส าหรับการวิเคราะห์รงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุ
ดว้ยเทคนิค HPLC โดยเทียบเวลาคงคา้งและ UV-visible Spectrum ของรงควตัถุชีวภาพ พบว่ารงควตัถุชีวภาพจดั
อยูใ่นกลุ่มคาโรทีนอยดช์นิดซีแซนทีนและอนุพนัธ์ของสารสีซีแซนทีน  
 
ค  าส าคญั : แบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล/รงควตัถุชีวภาพ/การพิสูจน์เอกลกัษณ์แบคทีเรีย 
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Abstract 
  

The investigation was aimed at identifying biopigment-producing sponge-associated bacteria from 
the Gulf of Thailand, studying biopigment production and determining biopigment type.  The results showed 
that 3 isolates, CHOB06-6, KODA19-6 and MAKB08-4, out of 8 sponge-associated bacteria were able to 
produce biopigment on a modified Zobell medium.  According to their 16S rRNA gene sequence analyses, 
they were member of-Proteobacteria in which CHOB06-6 and MAKB08-4 were closely related to 
Sphingomonas phyllosphaerae and KODA19-6 was related to Sphingomonas natatoria.  S. natatoria 
KODA19-6 was the best biopigment producer at the optimal condition of pH 7.0 at 30°C and shaking at 150 
rev/min for 4 days.  Biopigment production kinetics in flask fermentation showed that its specific growth 
rate (µmax) was 0.06 h-1 and biopigment productivity was 6.27 µg/l·h.  Biopigment analysis by HPLC 
comparing their retention times and UV-Spectra to standard pigments indicated that the biopigments were 
zeaxanthin and its derivatives.   
 
Keywords : Sponge-associated bacteria/Biopigments/ Bacterial identification 
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บทน า 

แบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลมีความหลากหลายโดยมีลกัษณะการอาศยัร่วมกนัค่อนขา้ง
จ าเพาะ อาทิ ฟองน ้าสายพนัธ์ุ Spongia officinalis Linnaeus, 1759 พบแบคทีเรียสายพนัธ์ุ Escherichia, 
Morganella, Proteus, Pasteurella, Aeromonas, Pseudomonas และ Acinetobacter (Kefalas et al., 2003) 
ฟองน ้าสายพนัธ์ุ Rhopaloeides odorabile พบ Actinobacteria, β-Proteobacteria, γ-Proteobacteria, Cytophaga, 
Flavobacterium, green sulfur bacteria และ green non-sulfur bacteria (Webster et al., 2001) นอกจากน้ียงัมีผู ้
พบแบคทีเรียในกลุ่ม Cyanobacteria 3 สายพนัธ์ุคือ Cyanobacterium stanieri, Prochloron sp. และ 
Synechocystis sp. จากฟองน ้า Mycale (Carmia) hentscheli (Webb et al., 2002) แบคทีเรียเหล่าน้ีมีความส าคญั
ต่อฟองน ้าทะเลอยา่งมากโดยช่วยในการดูดซึมสารอาหาร การยอ่ยหรือการขนส่งสารเมตาบอไลต ์(Metabolite) 
นอกจากน้ีฟองน ้าทะเลยงัไดรั้บสารท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมในเซลลแ์บคทีเรียเช่นการตรึง
ไนโตรเจน หรือกระบวนสงัเคราะห์ดว้ยแสงอีกดว้ย แบคทีเรียหลายชนิดเก่ียวขอ้งกบักระบวนการป้องกนั
อนัตรายท่ีจะเกิดจากส่ิงมีชีวติอ่ืน (Defense mechanism) โดยการสร้างสารต่อตา้นจุลินทรีย ์ (Antimicrobial 
agent) เช่น แบคทีเรียสายพนัธ์ุ α-Proteobacteria, γ-Proteobacteria, Corynebacterium และ Rhodococcus 
(Thiel and Imhoff, 2003; Chelossi et al., 2004) และสารต่อตา้นการเกาะติด (Antifouling agent) เช่น 
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Pseudoalteromonas (Holmström et al., 2002) สารอ่ืนๆท่ีแบคทีเรียท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้า
ทะเลสามารถผลิตไดเ้ช่น Cyclic peptide (Rosa et al., 2003), neuroactive compound (Perovic et al., 1998) 
รวมถึง  รงควตัถุชีวภาพหรือ biopigment (Osinga et al., 2001) จะเห็นไดว้า่แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้าทะเล
เป็นแหล่งหน่ึงของสารออกฤทธ์ิทางชีวภาพท่ีมีประสิทธิภาพ ทั้งน้ียงัไม่มีรายงานการศึกษาเก่ียวกบัแบคทีเรีย
ทะเลท่ีอยูร่่วมกบัฟองน ้าและผลิตรงควตัถุชีวภาพในประเทศไทย  

รงควตัถุชีวภาพ (Biopigments) คือสารสีตามธรรมชาติท่ีถูกผลิตโดยส่ิงมีชีวิต ไดแ้ก่พืช สัตว ์ หรือ
จุลินทรีย ์ สารสีเหล่าน้ีถูกน ามาใชป้ระโยชน์โดยเป็นสารปรุงแต่งสีในอาหาร สารเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการใน
อาหารสตัว ์ สีในเคร่ืองส าอางและใชใ้นทางเภสชักรรม รวมทั้งเป็นสารป้องกนัมะเร็ง และสารป้องกนัโรค
ผวิหนงัท่ีเกิดจากการรับแสงแดด ปัจจุบนัการน าเขา้สารสีจากต่างประเทศมีเป็นจ านวนมากซ่ึงส่วนใหญ่สารสี
ในอุตสาหกรรมมกัจะไดม้าจากพืชหรือการสังเคราะห์ 

ปัจจุบนัมีผูส้นใจศึกษาการผลิตรงควตัถุชีวภาพจากจุลินทรียเ์น่ืองจากสามารถเพาะเล้ียงไดง่้ายและ
เจริญเติบโตรวดเร็ว จุลินทรียห์ลายชนิดสามารถผลิตรงควตัถุชีวภาพ เช่น เช้ือรา Monascus sp., ยสีต ์
Rhodotorula sp. และ Phaffia rhodozyma , สาหร่าย Dunaliella sp., และแบคทีเรีย Flavobacterium 
multivorum (Margalith, 1992; Hejazi and Wijffels, 2003; Buzzini and Martini, 1999) เป็นตน้ ซ่ึงสามารถ   
ผลิตรงควตัถุชีวภาพในอุตสาหกรรมไดแ้ก่ Monascus pigment, β-carotene, astaxanthin, zeaxanthin, 
canthaxanthin, lycopene, torulene, torularhodin และ lutein เป็นตน้ 

สถาบนัวิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับูรพา อนุเคราะห์แบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล
บริเวณอ่าวไทยจ านวนหน่ึงซ่ึงน่าจะมีศกัยภาพในการผลิตรงควตัถุทางชีวภาพ อยา่งไรกต็ามแบคทีเรียเหล่าน้ี
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ยงัมิไดถู้กพิสูจน์เอกลกัษณ์ นอกจากน้ีคาดวา่อาจมีความเป็นไปไดใ้นการคน้พบรงควตัถุชีวภาพใหม่ ๆ ข้ึนได้
จากแบคทีเรียดงักล่าว 

 
วตัถุประสงค์ของงานวิจัย 

1.  พิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลบริเวณอ่าวไทยซ่ึงมีความสามารถใน
การผลิตรงควตัถุชีวภาพ 

2.  ศึกษาชนิดและคุณสมบติัของรงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตจากแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล
บริเวณอ่าวไทย 

ทั้งน้ีมีขอบเขตของโครงการวิจยั ดงัน้ี ท าการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีผลิตรงควตัถุชีวภาพได้
สูง จ านวน 3 – 5 สายพนัธ์ุ พร้อมทั้งท าการแยกรงควตัถุชีวภาพใหบ้ริสุทธ์ิและศึกษาคุณสมบติัรงควตัถุชีวภาพ 
1 ชนิดโดยใชเ้ทคนิคโครมาโตกราฟีและสเปคโตรสโกปีแบบต่าง ๆ 
 

การตรวจเอกสาร 

รงควตัถุชีวภาพท่ีสามารถผลิตไดใ้นอุตสาหกรรมโดยจุลินทรียมี์หลายชนิด ไดแ้ก่ -carotene, 
astaxanthin, lycopene, zeaxanthin และ Monascus pigment  

-carotene เป็นรงควตัถุชีวภาพในกลุ่มคาโรทีนอยด ์ มีสีสม้ เป็นสารประเภทเตตระเทอร์ปีนส์ มีสูตร
โครงสร้างทางเคมีคือ C40H56 สารน้ีมีความส าคญัทางอุตสาหกรรมอยา่งมาก เน่ืองจากถูกน ามาใชเ้ป็นสีผสม
อาหาร เคร่ืองส าอาง สารเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการในอาหารสตัว ์ นอกจากน้ียงัใชใ้นทางเภสชักรรมเช่น เป็น 
provitamin A เป็นสารป้องกนัมะเร็ง เป็นตน้ จุลินทรียห์ลายชนิดสามารถผลิต -carotene ได ้ เช่น สาหร่าย 
Dunaliella sp. (Hejazi and Wijffels, 2003) ยสีต ์Rhodotorula glutinis (Buzzini and Martini, 1999) และ เช้ือรา 
Blakeslea trispora (Kim et  al., 1997)เป็นตน้  

Astaxanthin  เป็นรงควตัถุชีวภาพในกลุ่มคีโตคาโรทีนอยด ์มีสีแดง อยูใ่นจ าพวก Xanthophylls มีสูตร
โครงสร้างทางเคมีคือ C40H52O4 สารน้ีถูกใชเ้ป็นอาหารเสริมในการเล้ียงปลาแซลมอน ปู กุง้ และไก่ ช่วยในการ
เกิดสีในอาหาร เช่นไข่ไก่ ใชเ้ป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ป้องกนัโรคหวัใจ โรคทางภูมิคุม้กนั สารต่อตา้นการ
อกัเสบ ป้องกนัการเกิดโรคอลัไซเมอร์ จุลินทรียท่ี์สามารถผลิต astaxanthin ได ้ เช่น สาหร่าย Haematococcus 
pluvialis (Dufosse et al., 2005) ยสีต ์Xanthophyllomyces dendrorhous หรือ Phaffia rhodozyma (Parajo et al, 
1997) และแบคทีเรีย Agrobacterium aurantiacum(Yokohama and Miki, 1995) เป็นตน้ 

Lycopene เป็นสารในกลุ่มคาโรทีนอยดท่ี์มีสีแดงสด มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ C40H56 มีคุณสมบติั
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยลดความเส่ียงในการเกิดโรคหวัใจ มะเร็ง โรคเบาหวาน ภาวะกระดูกพรุน และ
การเป็นหมนัในผูช้าย นอกจากน้ียงัใชเ้ป็นสารใหสี้ในอาหารอีกดว้ย โดยส่วนมากจะพบ lycopene ในพืช 
โดยเฉพาะมะเขือเทศ แต่ปัจจุบนัมีการตดัแต่งพนัธุกรรมเพื่อใหแ้บคทีเรียสามารถผลิต lycopene ได ้แบคทีเรีย
ท่ีถูกน ามาศึกษาไดแ้ก่ Escherichia coli (Lee et al., 2003)  
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Monascus pigment เป็นกลุ่มของรงควตัถุชีวภาพจากเช้ือรา Monascus sp. ท่ีเรียกวา่ azophilones 

สารในรงควตัถุกลุ่มน้ีมีโครงสร้างและคุณสมบติัทางเคมีท่ีคลา้ยคลึงกนั ประกอบดว้ยรงควตัถุสีเหลืองคือ 
ankaflavine และ monascine สีส้มคือ rubropunctatine และ monascorubrine และสีม่วงคือ rubropunctamine 
และ monascorubramine สารในกลุ่มน้ีมีประโยชน์ทางการแพทย ์ เช่น ยบัย ั้งการสงัเคราะห์คลอเรสเตอรอลใน
ตบั ช่วยลดไขมนัในน ้าเลือด เพิ่มปริมาณ HDL ลดความเส่ียงการเกิดโรคหวัใจ นอกจากน้ีสารในกลุ่มน้ียงัใช้
เป็นสีผสมอาหารอีกดว้ย (Erdogrul and Azirak, 2005) 

Zeaxanthin เป็นรงควตัถุชีวภาพในกลุ่ม Xanthophylls มีสีเหลือง มีสูตรโครงสร้างทางเคมีคือ 
C40H56O2 ซ่ึงเป็นไอโซเมอร์กบัรงควตัถุชีวภาพ lutein โดยท่ีหมู่แอลกอฮอล ์ (-OH) สองหมู่ แตกต่างจากกนัท่ี
การเคล่ือนท่ีของพนัธะคู่เพยีงหน่ึงพนัธะ ท าใหพ้นัธะคู่ของ zeaxanthin ทั้งหมดเป็นconjugated double bond 
พบ zeaxanthin ไดท้ัว่ไปในขา้วโพดสีเหลือง ไข่แดง และผกัผลไมท่ี้มีสีเหลืองหรือสม้ ไม่แสดงสมบติัเป็น
วิตามินเอ มีบทบาทส าคญัในการป้องกนัโรคจอประสาทตาเส่ือม (AMD) ซ่ึงเป็นสาเหตุของอาการตาบอด 
และมีคุณสมบติัในการป้องกนัโรคมะเร็งเช่นเดียวกบัรงควตัถุท่ีอยูใ่นกลุ่มคาโรทีนอยดอ่ื์นๆ (Nishino et al., 
2002) สารน้ีถูกใชเ้ป็นอาหารเสริมและสารใหสี้ในอุตสาหกรรมอาหารส าหรับนก สุกรและปลา มีผลในการให้
สีเหลืองกบัผวิและไข่แดงของนก และใหสี้ผวิสีเหลืองกบัสุกรและปลา (Sajilata et al., 2008) จุลินทรีย์
สามารถผลิต zeaxanthin ได ้เช่น แบคทีเรีย Flavobacterium sp. (Alcantara and Sanchez, 1999; Bhosale and 
Bernstein, 2005) Zeaxanthinibacter enoshimensis (Asker et al.  2007a), Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens 
(Asker et al.  2007b), Synechocystis sp. (Lagarde et al. 2000), Erwinia herbicola (Hundle et al. 1993), 
Paracoccus  zeaxanthinifaciens (Berry et al. 2003), Sphingobacterium multivorum (Alcantara and Sanchez 
1999) and Leeuwenhoekiella sp. (Stafsnes et al. 2010).  สาหร่ายขนาดเลก็ Dunaliella salina (Jin et al., 2003) 
และยสีตสี์แดง Phaffia rhodozyma (Hoshino et al., 2004) เป็นตน้  

ส าหรับแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลมีหลายสายพนัธ์ุ อาทิ แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Escherichia, 
Morganella, Proteus, Pasteurella, Aeromonas, Pseudomonas และ Acinetobacter พบในฟองน ้าสายพนัธ์ุ 
Spongia officinalis Linnaeus, 1759 (Kefalas et al., 2003) แบคทีเรียสายพนัธ์ุ Actinobacteria, β-
Proteobacteria, γ-Proteobacteria, Cytophaga, Flavobacterium, green sulfur bacteria และ green non-sulfur 
bacteria พบในฟองน ้าสายพนัธ์ุ Rhopaloeides odorabile (Webster et al., 2000) แบคทีเรียสายพนัธ์ุในกลุ่ม 
Cyanobacteria, Cyanobacterium stanieri, Prochloron sp. and Synechocystis, พบในฟองน ้า Mycale (Carmia) 
hentscheli (Webb et al., 2002) เป็นตน้ แบคทีเรียเหล่าน้ีช่วยในการดูดซึมสารอาหาร การยอ่ย การใหแ้ละการ
ขนส่งสารเมตาบอไลต ์ (Metabolite) ท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมในเซลลแ์บคทีเรียใหก้บัฟองน ้าทะเล 
แบคทีเรียหลายชนิดเก่ียวขอ้งกบักระบวนการป้องกนัอนัตรายท่ีจะเกิดจากส่ิงมีชีวติอ่ืน (Defense mechanism) 
โดยการสร้างสารต่อตา้นจุลินทรีย ์ (Antimicrobial agent) สารต่อตา้นการเกาะติด (Antifouling agent) cyclic 
peptide (Rosa et al., 2003) neuroactive compound (Perovic et al., 1998) และรงควตัถุชีวภาพหรือ biopigment 
(Osinga et al., 2001) 
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วธีิการทดลอง 

แบคท่ีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล 8 สายพนัธ์ุ และน ้าทะเลไดรั้บการอนุเคราะห์จากสถาบนั
วิทยาศาสตร์ทางทะเล มหาวิทยาลยับูรพา ส าหรับอาหารเล้ียงเช้ือท่ีใชคื้อ Modified Zobell medium 
(องคป์ระกอบแสดงในภาคผนวก) 

1.  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลโดยใชว้ิธีการศึกษาทางสัณฐาน
วิทยาดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ ยอ้มแกรม การศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียในการใชน้ ้ าตาล การศึกษาคุณสมบติั
ของแบคทีเรียโดยใชชุ้ดทดสอบทางการคา้ (API test kit) และการศึกษาล าดบัเบสของ 16s rDNA ดว้ย
เทคนิคดา้น DNA (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก) 

2.  การศึกษาการผลิตรงควตัถุชีวภาพจากแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล และปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การผลิตรงควตัถุชีวภาพ (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก) 

3.  การศึกษาชนิดและปริมาณของรงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตข้ึนจากแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุโดยใช ้Thin-
layer chromatography (TLC) และ High performance liquid chromatography (HPLC) โดยใชค้อลมัน์แบบ 
C-18 (reverse phase column) (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก)  

4.   การศึกษาการแยกรงควตัถุเพื่อท าใหไ้ดร้งควตัถุบริสุทธ์ิโดยเทคนิค semi-preparative HPLC และ
วิเคราะห์น ้าหนกัโมเลกลุของสารรงควตัถุชีวภาพท่ีแยกไดโ้ดยใชเ้ทคนิค Liquid chromatography-Mass 
spectrometry (LC-MS) และศึกษาคุณสมบติัของรงควตัถุชีวภาพ เช่น คุณสมบติัการละลาย การทนต่อกรด
และด่าง และการทนต่อความร้อน เป็นตน้ (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก) 

5.  การศึกษาโครงสร้างของรงควตัถุชีวภาพท่ีแยกไดโ้ดยใชเ้ทคนิคการวิเคราะห์ต่างๆ เช่น Nuclear 
Magnetic Resonance (NMR) (รายละเอียดแสดงในภาคผนวก) 

 

ผลการทดลองและการวจิารณ์ผล 

1.  การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล 
การศึกษาลกัษณะของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล ซ่ึงไดแ้ก่ สี การเคล่ือนท่ี การติดสีแกรม 

การเจริญในอาหารก่ึงเหลว รูปร่างและขนาด แสดงในตารางท่ี 1 แบคทีเรียมีสีเหลืองถึงส้ม แบคทีเรียติดสี    
แกรมลบทั้งหมด ส าหรับรูปร่างของแบคทีเรียมีทั้งแบบกลม แบบแท่งสั้นและแบบแท่ง โดยมีขนาดแตกต่าง
กนั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานการพบแบคทีเรียแกรมลบรูปแท่งในถ่ินท่ีอยูอ่ื่น (Olson et al. 2002; Chelossi et al. 
2004) โดยพบวา่แบคทีเรียท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้า Petrosia ficiformis ประมาณ 58% เป็นแบคทีเรียแกรมลบแบบ
แท่งสั้นและแท่งยาว ไม่สร้างสปอร์และมีสีเหลือง สม้ แดง หรือน ้าตาล อยา่งไรกต็ามมีรายงานการพบ
แบคทีเรีย แกรมบวกแบบกลม Micrococcus luteus ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้า Xestospongia sp. บริเวณ New 
Caledonia และแบคทีเรียแกรมบวกแบบแท่ง Bacillus sp. ท่ีแยกไดจ้ากฟองน ้า Sigmadocia fibulatus บริเวณ
ชายฝ่ัง Tuticorin ในอินเดียตะวนัออกเฉียงใต ้(Bultel-Poncé et al. 1998; Anand et al. 2006) 
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ตารางที ่1 ลกัษณะสณัฐานของแบคท่ีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล 
 

Strain Color Mobility Gram stain Growth* Shape Size (m) 
Length Width 

CHOB 06-6 Yellow - Negative ++ Short rod 2.2-2.3 0.9-1.1 
CHOB 09-1 Brown - Negative ++ Rod 4.2-4.6 1.4 
CHOB 14-2 Brown - Negative ++ Cocci 1.1-1.5 
MAKB 07-1 Brown - Negative +++ Rod 5.2-6.2 1.1-1.2 
MAKB 08-4 Yellow + Negative +++ Short rod 2.1-2.4 1.0-1.2 

MAKB 13-3 
 

Pale 
organge 

+ Negative +++ Rod 3.4-3.6 1.1-1.9 

KODA 19-6 
 

Yellow + Negative ++ Short 
rod/cocci 

1.3-1.5 1.3-1.7 

SAMD 03-1 White - Negative + Rod 4.0-4.6 0.9-1.1 
*on Modified Zobell semi solid medium 

 
ผลการทดสอบความสามารถของแบคทีเรียในการใชน้ ้ าตาล 9 ชนิด แสดงในตารางท่ี 2 แบคทีเรียบาง

สายพนัธ์ุท่ีไม่สามารถใชน้ ้ าตาลทุกชนิด แต่สามารถเจริญเติบโตได ้เช่น MAKB 13-3 แสดงวา่น ้ าตาลเหล่าน้ี
ถูกใชใ้นการเจริญ แต่ผลผลิตท่ีไดไ้ม่มีกรด ท าใหเ้ปล่ียนสีอาหารทดสอบ หรือแบคทีเรียสามารถผลิตกรดจาก
น ้าตาล และสามารถใชก้รดท่ีผลิตข้ึนอยา่งรวดเร็ว ท าใหไ้ม่เห็นการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึในอาหารทดสอบ 
นอกจากน้ียงัพบวา่ไม่มีสายพนัธ์ุใดใชน้ ้ าตาลแลคโตสและเมลิไบโอส แสดงวา่ทั้ง 8 สายพนัธ์ุไม่ใช่ Enteric 
bacteria ท่ีมีความสามารถในการใชน้ ้ าตาลแลคโตส ท าใหใ้นการทดลองต่อไป ผูว้ิจยัจึงเลือกใชชุ้ดทดสอบ
แบคทีเรียชนิด API 20 NE ซ่ึงเป็นชุดทดสอบส าหรับแบคทีเรียแกรมลบท่ีไม่ใช่ Enteric bacteria ในการพิสูจน์
เอกลกัษณ์แบคทีเรียทางชีวเคมีกบัแบคทีเรียท่ีมีสีเด่นชดัไดแ้ก่ แบคทีเรียสายพนัธ์ุ KODA 19-6, CHOB 06-6 
และ MAKB 08-4 

ผลการทดสอบแบคทีเรีย 3 สายพนัธ์ุดว้ยชุดทดสอบ API 20 NE แสดงในตารางท่ี 3 
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ KODA 19-6 จดัเป็น Chryseomonas luteola โดยมีความเหมือน (Identity) ถึง 99.9% ขณะท่ี
แบคทีเรียสายพนัธ์ุ CHOB 06-6 จดัเป็น Moraxella spp. โดยมีความเหมือนเพียง 82.2% และแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุ MAKB 08-4 จดัเป็น Methylobacterium mesophilicum โดยมีความเหมือนเพียง 81% นอกจากน้ีมีรายงาน
เก่ียวกบัแบคทีเรีย Chryseomonas luteola หรือ Pseudomonas luteola เป็นแบคทีเรียก่อโรคในคนท าใหเ้กิด
อาการ Septicemia, Meningitis และ Endocarditis (Chihab et al., 2003) ดงันั้นการพิสูจน์เอกลกัษณ์โดย
การศึกษาล าดบัเบสของ 16s rDNA ดว้ยเทคนิคดา้น DNA มีความจ าเป็นในการบ่งช้ีถึงสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย 
 



 13 
 
ตารางที ่2 การใชน้ ้ าตาลของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเล 
 

Strain Lactose Sucrose Mannitol Mannose Maltose Galactose Glucose Fructose Melibiose 

CHOB 06-6 - -* -* + -* -* + + -* 
CHOB 09-1 - - - +/- -* - + + - 
CHOB 14-2 - - - + - - - - - 
MAKB 07-1 - - + + - - - + -* 
MAKB 08-4 - - +/- - - - - - - 
MAKB 13-3 -* -* -* -* -* -* -* -* -* 
KODA 19-6 -* -* -* -* -* -* -* -* -* 
SAMD 03-1 - - + + - + + + - 

หมายเหตุ +   สามารถใชน้ ้ าตาลแลว้สร้างกรด 
-    ไม่สามารถสร้างกรด 
+/- ไม่สามารถสรุปได ้
*    มีการเจริญ แต่ไม่เปล่ียนน ้าตาลเป็นกรด 

 
ตารางที ่3 การพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลโดยชุดทดสอบทางการคา้ (API 20 
NE test kit)  

Strain  Identification  %ID 
KODA 19-6  Chryseomonas luteola  99.9 
CHOB 06-6  Moraxella spp.  82.2 
MAKB 08-4  Methylobacterium mesophilicum  81 

 
ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้า 3 สายพนัธ์ุ (CHOB 06-6, KODA 

19-6 และ MAKB 08-4) ดว้ยล าดบัเบสของยนี 16S rRNA โดยใชค้วามยาวของล าดบัเบสของแบคทีเรียสาย
พนัธ์ุ CHOB 06-6, KODA 19-6 และ MAKB0 8-4 คือ 1450, 1450 และ 1448 คู่เบส ตามล าดบั และวิเคราะห์
ล าดบัเบสของเช้ือแบคทีเรียทั้ง 3 ในฐานขอ้มูลของ EMBOSS pairwise alignment algorithms option และ 
EMBOSS needle method พบวา่ ล าดบัเบสของ CHOB 06-6 มีความใกลเ้คียงกบั Sphingomonas 
phyllosphaerae FA2T 88.8% (1334 bp/1502 bp) ล าดบัเบสของ KODA 19-6 มีความใกลเ้คียงกบั 
Sphingomonas (Blastomonas) natatoria DSM 3183T 98.0% (1447 bp/1477 bp) และล าดบัเบสของ MAKB 
08-4 มีความใกลเ้คียงกบั Sphingomonas phyllosphaerae FA2T 89.0% (1322 bp/1485 bp) (ตารางท่ี 4) ดว้ย 
GenBank accession number ไดแ้ก่ FJ999661, FJ999662 และ FJ843590 ตามล าดบั ทั้งน้ีรูปท่ี 1 แสดง  



 14 
ตารางที ่4 ผลการพิสูจน์เอกลกัษณ์ของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลโดยการศึกษาล าดบัเบสของยนี 
16S rRNA 

Strain  Identification   
KODA 19-6  Springomonas natatoria   
CHOB 06-6  Springomonas phyllosphaerae  
MAKB 08-4  Springomonas phyllosphaerae  

 
Phylogenetic tree ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุท่ีถูกสร้างดว้ยวิธี neighbor-joining method จะเห็นไดว้า่
แบคทีเรียทั้งสามสายพนัธ์ุมีความเก่ียวขอ้งกบัแบคทีเรียในกลุ่ม α-Proteobacteria  

แบคทีเรีย S. phyllosphaerae FA2T ถูกคน้พบคร้ังแรกในการแยกไดจ้ากบริเวณ phyllosphere ของพืช
ตระกลูถัว่ (legumous tree) ในประเทศอาร์เจนตินาในปี 2004 (Rivas et al., 2004) แบคทีเรียน้ีสร้างโคโลนีสี
เหลืองบนอาหาร nutrient agar ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแบคทีเรียสายพนัธ์ุ CHOB 06-6 และ MAKB 08-4 ท่ีสร้าง
โคโลนีสีเหลืองบนอาหาร modified Zobell agar เช่นกนั อยา่งไรกต็าม ถ่ินท่ีอยูข่องแบคทีเรียสายพนัธ์ุ CHOB 
06-6 และ MAKB 08-4 มีความแตกต่างกบัแบคทีเรีย S. phyllosphaerae FA2T ส าหรับแบคทีเรียสายพนัธ์ุ 
KODA 19-6 มีถ่ินท่ีอยูแ่ตกต่างจาก S. (Blastomonas) natatoria DSM 3183T ซ่ึงถูกรายงานการคน้พบคร้ังแรก
ในตวัอยา่งน ้าจากสระวา่ยน ้า (Sly and Hargreaves, 1984) แต่มีผูพ้บวา่ แบคทีเรีย S. (Blastomonas) natatoria 
DSM 3183T สร้างโคโลนีสีเหลืองและสม้ซ่ึงเป็นรงควตัถุในกลุ่มคาโรทีนอยด ์(Hiraishi et al., 2000) 

 

 
รูปที ่1 Phylogenetic treeของแบคทีเรียท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าทะเลโดยการศึกษาล าดบัเบสของยนี 16s rRNA 
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2. การศึกษาการผลิตรงควตัถุชีวภาพจากแบคทีเรีย 
 ผลการทดสอบเบ้ืองตน้และขอ้มูลท่ีจะกล่าวต่อไปในหวัขอ้ท่ี 5 พบวา่แบคทีเรียทั้ง 3 สามารถผลิตสาร
สีซีแซนทีนอยา่งนอ้ย 1 ชนิดจากรงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตข้ึน จึงแสดงผลของการผลิตสารสีซีแซนทีนจาก
แบคทีเรีย ซ่ึงพบวา่แบคทีเรียสายพนัธ์ุ CHOB 06-6, KODA 19-6 และ MAKB 08-4 ผลิตสารสีซีแซนทีนดงั
แสดงในรูปท่ี 2 แบคทีเรียสามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดป้ระมาณ 0.08 – 0.62 มิลลิกรัมต่อลิตร และพบวา่
แบคทีเรีย S. natatoria KODA 19-6 สามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดดี้ท่ีสุดท่ี 0.62 มิลลิกรัมต่อลิตร และให้
ปริมาณมวลเซลลน์อ้ยท่ีสุดท่ี 0.15 กรัมต่อลิตร จุลินทรียท่ี์ถูกคน้พบวา่สามารถผลิตคาโรทีนอยดโ์ดยเฉพาะ
สารสีซีแซนทีน ไดแ้ก่ สาหร่าย (Neospongiococcum excentricum และ Spirulina sp.) สาหร่ายขนาดเลก็ 
(Dunaliella salina และ Microcystis aeruginosa) ยสีตสี์แดง (Xanthophyllomyces dendrohous หรือ Phaffia 
rhodozyma) และ แบคทีเรีย (Flavobacterium sp., Erwinia herbicola, Synechocystis sp., Zeaxanthinibacter 
enoshimensis and Mesoflavibacter zeaxanthinifaciens) ส าหรับแบคทีเรีย Flavobacterium sp. สามารถผลิต
สารสีซีแซนทีนเป็นรงควตัถุหลกั (Sajilata et al., 2008) โดยในอาหารท่ีมี yeast extract เป็นแหล่งคาร์บอน
ชนิดเดียวนั้น Flavobacterium sp. สามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดถึ้ง 0.75 มิลลิกรัมต่อลิตรในเวลา 32 ชัว่โมง  
 
 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
รูปที ่2 การเจริญเติบโตและการผลิตซีแซนทีนของแบคทีเรียทะเลท่ีอาศยัร่วมกบัฟองน ้าในอาหารเล้ียงเช้ือ 
Modified Zobell medium ท่ี pH 7.6, อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 120 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 4 วนั  
ตวัอกัษร a, b และ c แทนขอ้มูลท่ีแสดงความแตกต่างของตวัเลขอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p 
< 0.05) 
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(Alcantara and Sanchez, 1999) นอกจากน้ี Bhosale and Bernstein (2005) ยงัพบวา่ Flavobacterium 
multivorum ผลิตสารสีซีแซนทีนไดถึ้ง 1.6 มิลลิกรัมต่อกรัม อยา่งไรกต็าม มีการพฒันาสายพนัธ์ุจุลินทรียโ์ดย
การท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุ (mutation) และการตดัแต่งพนัธุกรรม (genetic recombination) เพื่อท าใหจุ้ลินทรีย์
มีความสามารถในการผลิตสารสีซีแซนทีนเพิ่มมากข้ึน เช่น สาหร่ายขนาดเลก็ Dunaliella salina ท่ีท าใหเ้กิด 
การกลายพนัธ์ุโดยใชส้ารเคมี ethylmethyl sulfonate สามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดถึ้ง 6 มิลลิกรัมต่อกรัม (Jin 
et al., 2003) ในยสีตสี์แดง Phaffia rhodozyma ท่ีผา่นการตดัแต่งพนัธุกรรมสามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดสู้ง
ถึง 2.2 – 5.7 มิลลิกรัมต่อลิตร (Hoshino et al., 2004) นอกจากน้ีแบคทีเรีย Pseudomonas putida ท่ีผา่นการตดั
แต่งพนัธุกรรม สามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดสู้งถึง 51 มิลลิกรัมต่อลิตร และหลงัจากมีการเติม lecitin ลงใน
อาหารเล้ียงเช้ือ แบคทีเรียสามารถผลิตสารสีซีแซนทีนไดม้ากถึง 239 มิลลิกรัมต่อลิตร ดงันั้นแบคทีเรียทั้ง 3 
สายพนัธ์ุในงานวิจยัน้ี มีความสามารถในการผลิตสารสีซีแซนทีนต ่ากวา่งานวิจยัขา้งตน้ เน่ืองจากสายพนัธ์ุของ
แบคทีเรีย สภาวะการเล้ียง องคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือและความตอ้งการสารอาหารของแบคทีเรีย 
3. ปัจจยัท่ีมีผลต่อการผลิตรงควตัถุชีวภาพของแบคทีเรีย Sphingomonas natatoria KODA 19-6 
 ผลการศึกษาพบวา่ ความเป็นกรด-ด่างมีผลต่อการเจริญและการผลิตสารสีซีแซนทีนของ
แบคทีเรีย S. natatoria KODA 19-6 ดงัแสดงในรูปท่ี 3 โดยแบคทีเรียสามารถผลิตสารสีซีแซนทีน 
 

 

 

 

 

 

 

   

 
รูปที ่3 ผลของความเป็นกรด-ด่าง (pH) ต่อการเจริญเติบโตและการผลิตซีแซนทีนของแบคทีเรีย S. natatoria 
KODA 19-6 ในอาหารเล้ียงเช้ือ Modified Zobell medium ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่
ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 4 วนั  
ตวัอกัษร a และ b แทนขอ้มูลท่ีแสดงความแตกต่างของตวัเลขอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p < 0.05) 
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สูงสุด (0.62 มิลลิกรัมต่อลิตรหรือ 4.1 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนกัเซลลแ์หง้) ท่ี pH 7.0 ในขณะท่ี
แบคทีเรียผลิตมวลเซลลสู์งสุด (0.6 กรัมต่อลิตร) ท่ี pH 6.0 ผลการทดลองมีความสอดคลอ้งกบัรายงาน 
ของ Sarada และคณะ (2002) ท่ีพบวา่ สาหร่ายขนาดเลก็ Haematococcus pluvialis สามารถผลิตสารสี
แอสตาแซนทีนและมวลเซลลสู์งสุดท่ี pH 7.0 และยสีตสี์แดง Rhodotorula glutinis สามารถผลิตคาโรที
นอยดสู์งสุดท่ี pH 6.0 และผลิตมวลเซลลสู์งสุดท่ี pH 6.5 (Aksu and Eren, 2007) ส าหรับยสีตสี์แดง 
Xanthophyllomyces dendrorhous ท่ีสามารถผลิตสารสีแอสตาแซนทีนและมวลเซลลไ์ดสู้งสุดท่ี pH 5.0 
และ pH 6.0 ตามล าดบั (Hu et al., 2006) โดยทัว่ไป pH มีผลต่อการสงัเคราะห์คาโรทีนอยดใ์นเซลล์
จุลินทรียเ์น่ืองจากมีความเก่ียวขอ้งในการท างานของเอนไซมท่ี์มีบทบาทส าคญัในกระบวนการ 
carotenogenesis และการเจริญของจุลินทรีย ์
 อุณหภูมิมีผลต่อการผลิตสารสีซีแซนทีนและการเจริญของแบคทีเรีย S. natatoria KODA 19-6 ดงั
แสดงในรูปท่ี 4 แบคทีเรียสามารถผลิตซีแซนทีนไดสู้งสุดท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยสามารถผลิตสารสี
ไดถึ้ง 0.73 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือคิดเป็น 4.9 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และผลิตมวลเซลลต์  ่าสุดท่ี 
0.15 กรัมต่อลิตร ซ่ึงคาดวา่อุณหภูมิท่ี 30 องศาเซลเซียสมีความเหมาะสมต่อการท างานของเอนไซม ์β-carotene 

hydroxylase ท่ีท าหนา้ท่ีเปล่ียนเบตา้แคโรทีนไปเป็นสารสีซีแซนทีน โดยพบวา่สาหร่าย Haematococcus 
pluvialis ผลิตสารสีแอสตาแซนทีนสูงสุดท่ีอุณหภูมิน้ี (Tjahjono et al., 1994) อยา่งไรกต็ามยสีตสี์แดง Phaffia 
rhodozyma สามารถผลิตสารสีแอสตาแซนทีนสูงสุดท่ีอุณหภูมิ 22 องศาเซลเซียส และเม่ืออุณหภูมิสูงข้ึน การ
ผลิตสารสีแอสตาแซนทีนของยสีตจ์ะลดลงอยา่งรวดเร็ว (Johnson and Lewis, 1979) 
4.  การศึกษาจลนศาสตร์การผลิตสารสีซีแซนทีนของแบคทีเรีย S. natatoria KODA 19-6 
 ผลการศึกษาจลนศาสตร์การผลิตสารสีซีแซนทีนของแบคทีเรีย S.natatoria KODA 19-6 แสดงในรูป
ท่ี 5 แบคทีเรียผลิตสารสีซีแซนทีนค่อนขา้งชา้ 2 วนัแรกของการหมกัและเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วจนถึงชัว่โมงท่ี 
72 ของการหมกั หลงัจากครบ 96 ชัว่โมงปริมาณสารสีซีแซนทีนท่ีผลิตข้ึน 602 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยมีอตัรา
การผลิตสารสีซีแซนทีน (Zeaxanthin productivity; Qp)  6.27 ไมโครกรัมต่อลิตร-ชัว่โมง (µg/l·h) ส าหรับการ
เจริญของแบคทีเรีย พบวา่ แบคทีเรียเขา้สู่ log phase ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 จนถึงชัว่โมงท่ี 60 โดยมีอตัราการเจริญ
จ าเพาะสูงสุด (Maximum specific growth rate; µmax) ท่ี 0.06 ต่อชัว่โมง (h-1) ผลการศึกษาแสดงวา่แบคทีเรีย 
S.natatoria KODA19-6 ผลิตสารสีซีแซนทีนแบบ growth associated ซ่ึงสอดคลอ้งกบัแบคทีเรีย 
Flavobacterium multivorum ผลิตสารสีซีแซนทีนควบคู่ไปกบัการเจริญจากรายงานของ Bhosale and 
Bernstein (2004) เช่นเดียวกบัสาหร่ายChlorella zofingiensis ท่ีเจริญภายใตส้ภาวะ heterotrophic condition ใน
ท่ีมืดและผลิตสารสีแอสตาแซนทีนแบบ growth associated (Wang and Peng, 2008) อยา่งไรกต็าม Fang และ 
Cheng (1993) รายงานวา่ ยสีตสี์แดง Phaffia rhodozyma NCHU-FS301 ผลิตสารสีแอสตาแซนทีนไดท้ั้งแบบ 
growth associated และ non-growth associated เม่ือเล้ียงในอุณหภูมิท่ีต่างกนั นอกจากน้ีรายงานของ Margalith 
(1999) และ Boussiba (2000) แสดงวา่สาหร่าย Haematococcus pluvialis ผลิตสารสีแอสตาแซนทีนแบบ non-
growth associated  
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รูปที ่4 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญเติบโตและการผลิตซีแซนทีนของแบคทีเรีย S. natatoria KODA 19-6 ใน
อาหารเล้ียงเช้ือ Modified Zobell medium ท่ี pH 7.0 เขยา่ดว้ยเคร่ืองเขยา่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 4 
วนั  
ตวัอกัษร a, b และ c แทนขอ้มูลท่ีแสดงความแตกต่างของตวัเลขอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (p 
< 0.05) 

 
ปัจจุบนัการตดัแต่งเมตาบอลิซึม (Metabolic engineering) ในแบคทีเรียเป็นท่ีนิยมใชเ้ป็นเคร่ืองมือใน

การผลิตเพิ่มผลผลิตของคาโรทีนอยด ์อาทิ แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α ท่ีผา่นการตดัแต่งพนัธุกรรม
สามารถใหผ้ลผลิตเบตา้แคโรทีนไดใ้นอตัรา (β-carotene productivity; Qp)  9.8 มิลลิกรัมต่อลิตร-ชัว่โมง 
(µg/l·h) และมีอตัรการเจริญจ าเพาะสูงสุด (Maximum specific growth rate; µmax) 0.48 ต่อชัว่โมง (h-1) เม่ือเล้ียง
ในอาหารท่ีเติมกลีเซอรอล ท่ีอุณหภูทิ 37 องศาเซลเซียส (Kim et al., 2009a) นอกจากน้ี E.coli ท่ีผา่นการ
ดดัแปลงเมตาบอลิซึมสามารถผลิตไลโคปีนไดสู้งถึง 260 มิลลิกรัมต่อลิตรภายในเวลา 60 ชัว่โมง (Kim et al., 
2009b) 
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รูปที ่5 จลนศาสตร์การผลิตซีแซนทีนจากแบคทีเรีย S.natatoria KODA 19-6 ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสม (pH 
7.0 อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 150 รอบต่อนาที) 
 
5.  การศึกษาชนิดของรงควตัถุชีวภาพจากแบคทีเรีย 

ผลการทดสอบรงควตัถุชีวภาพเบ้ืองตน้โดย TLC แสดงดงัรูปท่ี 6 จะเห็นวา่สารสกดัจากแบคทีเรีย 
S.natatoria KODA 19-6ไม่สามารถแยกไดโ้ดยใชเ้ทคนิคน้ี ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะสภาวะแยกไม่เหมาะสม 
อยา่งไรกต็ามจะเห็นไดว้า่ สารสกดัท่ีได ้ไม่ใช่สารสีแอสตาแซนทีน เน่ืองจากมีสีท่ีแตกต่างกนั และไม่ใช่
เบตา้แคโรทีน เน่ืองจากระยะเคล่ือนท่ีไดไ้ม่เท่ากนั (ตารางท่ี 5) การแยกโดยใชเ้ทคนิค HPLC จึงมีความ
จ าเป็นเพื่อน ามาใชใ้นการแยกและวิเคราะห์รงควตัถุชีวภาพ 

 

รูปที ่ 6 TLC chromatogram ของ (a) รงควตัถุมาตรฐานแอสตาแซนทีน (b) เบตา้แคโรทีน (c) รงควตัถุ
มาตรฐานผสมของแอสตาแซนทีนและเบตา้แคโรทีน (d) รงควตัถุชีวภาพท่ีสกดัจากแบคทีเรีย S.natatoria 
KODA 19-6 (e ) รงควตัถุมาตรฐานแอสตาแซนทีนผสมกบัรงควตัถุชีวภาพท่ีสกดัจากแบคทีเรีย และ (f)      
รงควตัถุมาตรฐานเบตา้แคโรทีนผสมกบัรงควตัถุชีวภาพท่ีสกดัจากแบคทีเรีย 
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ตารางที ่5 ระยะทางในการเคล่ือนท่ีของรงควตัถุชีวภาพท่ีสกดัจากแบคทีเรียและรงควตัถุมาตรฐาน 

Solution Distance (cm) Rf 
Solvent 11 1 
Astaxanthin 10.5 0.95 
-carotene 10.9 0.99 
KODA 19-6 extract 10.2 0.93 

 

รูปท่ี 7 แสดงผลการวิเคราะห์รงควตัถุชีวภาพโดยใชเ้ทคนิค HPLC จะเห็นไดว้า่แบคทีเรียทั้ง 3 สาย
พนัธ์ุผลิตรงควตัถุชีวภาพไดอ้ยา่งนอ้ย 3 ชนิดโดยมีเวลาคงคา้งท่ีประมาณ 2.70, 3.10 และ 3.30 นาที อยา่งไร
กต็ามแบคทีเรีย MAKB08-4 สามารถผลิตรงควตัถุชีวภาพชนิดอ่ืนท่ีนอกเหนือจาก 3 ชนิดดงักล่าวซ่ึงมีเวลา
คงคา้งท่ีประมาณ 2.00 นาที 

เม่ือเปรียบเทียบเวลาคงคา้งของรงควตัถุชีวภาพจากแบคทีเรียทั้ง 3 ชนิดเทียบกบัรงควตัถุมาตรฐาน
แอสตาแซนทีนและซีแซนทีนพบวา่เวลาคงคา้งของรงควตัถุชีวภาพท่ี 2.70 และ 3.30 นาที มีความใกลเ้คียง
กบัเวลาคงคา้งของรงควตัถุมาตรฐานแอสตาแซนทีนและซีแซนทีน ตามล าดบั อยา่งไรกต็ามเม่ือท าการ
วิเคราะห์UV-Visible Spectrum (190-800 nm) ของรงควตัถุชีวภาพจากแบคทีเรียทุกชนิด พบวา่รงควตัถุ
ชีวภาพท่ีเวลาคงคา้ง 2.70 นาที มี Spectrum แตกต่างไปจาก Spectrum ของสารสีแอสตาแซนทีนอยา่งส้ินเชิง 
ส าหรับรงควตัถุชีวภาพท่ีเวลาคงคา้ง 3.30 นาที มีความคลา้ยกบัSpectrum ของสารสีซีแซนทีน ส าหรับ      
รงควตัถุชีวภาพอ่ืน ๆ ของแบคทีเรียทั้ง 3 สายพนัธ์ุคาดวา่น่าจะเป็นอนุพนัธ์ของสารสีซีแซนทีน  
6.  การวิเคราะห์น ้าหนกัโมเลกลุและโครงสร้างโมเลกลุของรงควตัถุชีวภาพ 
 เน่ืองจากรงควตัถุชีวภาพท่ีผลิตข้ึนจากแบคทีเรีย S.natatoria KODA 19-6 มีปริมาณไม่มากและ
สูญเสียรงควตัถุชีวภาพอยา่งมากในระหวา่งการท าใหบ้ริสุทธ์ิ จึงไม่สามารถวิเคราะห์น ้าหนกัโมเลกลุและ
โครงสร้างโมเลกลุของสารสีซีแซนทีนและสารสีอ่ืนๆ ท่ีแยกไดจ้ากรงควตัถุชีวภาพของแบคทีเรีย (รูปท่ี 7c)
โดยใชเ้ทคนิค Mass Spectrometry (MS) และ Nuclear Magnetic Resonance (NMR) ตามล าดบั อยา่งไรก็
ตามสารสีซีแซนทีนมีสูตรโมเลกลุ C40H56O2 และมีมวลโมเลกุล 568.88 ดาลตนั (Aman et al, 2005; Dachtler 
et al, 2001) 
7. การศึกษาคุณสมบติัของรงควตัถุชีวภาพ  
 เน่ืองจากสารสีซีแซนทีนจากแบคทีเรีย S.natatoria KODA 19-6 ยงัไม่สามารถท าใหบ้ริสุทธ์ิ จึงไม่ได้
ศึกษาคุณสมบติัของสารสีซีแซนทีน อยา่งไรกต็ามสารน้ีไม่สามารถละลายในน ้า แต่ละลายไดดี้ในตวัท า
ละลายชนิดต่าง ๆ อาทิ methanol, ethanol, chloroform, DMSO, dichloromethane, acetone, ethyl ether และ 
tetrahydrofuran และละลายไดน้อ้ยในตวัท าละลาย อาทิ hexane และ petroleum ether (Craft and Soares, 
1992) นอกจากน้ีสารสีซีแซนทีนไม่สามารถทนกรดและด่างไดดี้นกั และมีการเปล่ียนสีเม่ือ pH เปล่ียนแปลง 
(Sajilata et al, 2008)  ส าหรับการคงตวัต่ออุณหภูมิ จากรายงานของ Hurst et al (2004) พบวา่สารสี              
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ซีแซนทีนมีความเสถียรท่ีอุณหภูมิ 37°C แต่ไม่สามารถคงตวัท่ีอุณหภูมิสูงและอุณหภูมิมีผลต่อปริมาณ
สารสีซีแซนทีนและการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของสารสีซีแซนทีน (isomerization) และแสงมีผลต่อการ
ออกซิเดชัน่ของสารสี 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่7  HPLC โครมาโตแกรมของ (a) รงควตัถุมาตรฐาน: 1 astaxanthin, 2 zeaxanthin, 3 -carotene และ    
รงควตัถุชีวภาพท่ีสกดัจาก (b) แบคทีเรีย CHOB 06-6 (c) แบคทีเรีย KODA 19-6 (d) แบคทีเรีย MAKB08-4 
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สรุปผลการทดลอง 

งานวิจยัน้ีเป็นงานแรกในการคน้พบแบคทีเรีย Sphingomonas phyllosphaerae และแบคทีเรีย 
Sphingomonas natatoria อาศยัร่วมกบัฟองน ้ าทะเลและผลิตรงควตัถุชีวภาพในกลุ่มคาร์โนทีนอยด์ท่ี
ประกอบดว้ยสารสีซีแซนทีนและอนุพนัธ์ของสารสีซีแซนทีน ทั้งน้ีแบคทีเรีย Sphingomonas natatoria 
KODA 19-6 สามารถในการผลิตสารสีซีแซนทีนสูงสุด 4.1 มิลลิกรัมต่อกรัมน ้ าหนกัเซลลแ์หง้ ในอาหารเล้ียง
เช้ือ Modified Zobell medium นอกจากน้ีความเป็นกรด-ด่างและอุณหภูมิมีผลต่อการผลิตสารสีซีแซนทีนของ
แบคทีเรียดงักล่าว  โดยแบคทีเรียผลิตสารสีซีแซนทีนไดดี้ท่ี pH 7.0 (0.62 มิลลิกรัมต่อลิตรหรือ 4.1 มิลลิกรัม
ต่อกรัมน ้ าหนกัเซลลแ์หง้) และอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (0.73 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 4.9 มิลลิกรัมต่อกรัม
น ้ าหนกัเซลลแ์หง้) และแบคทีเรียมีอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ท่ี 0.06 ต่อชัว่โมง (h-1) และมีอตัราการ
ผลิตสารสึซีแซนทีน (Qp) ท่ี 6.27 ไมโครกรัมต่อลิตรชัว่โมง (µg/l-h) 

 
ข้อเสนอแนะ 

งานวิจยัน้ียงัคงมีเร่ืองท่ีควรศึกษาเพิ่มเติม ดงัน้ี 
1. การพฒันาประสิทธิภาพการผลิตรงควตัถุชีวภาพดว้ยวิธีการตดัแต่งพนัธุกรรมของแบคทีเรียหรือ

การปรับปรุงสภาวะการเล้ียงและอาหารเล้ียงเช้ือใหมี้ความเหมาะสมส าหรับการผลิตรงควตัถุชีวภาพ 
2. การศึกษาการใชว้สัดุเหลือท้ิงท่ีมีประสิทธิภาพในการเล้ียงแบคทีเรียเพื่อผลิตรงควตัถุชีวภาพ 
3. การศึกษาโครงสร้างและขนาดโมเลกุลของรงควตัถุชีวภาพอ่ืน ๆ ท่ีแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุผลิตข้ึน 
4. การศึกษาความปลอดภยัและการประยกุตใ์ชร้งควตัถุชีวภาพท่ีผลิตไดใ้นผลิตภณัฑอ์าหารคนและ

อาหารสตัว ์รวมถึงเคร่ืองส าอางต่างๆ 
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ภาคผนวก 

อาหารเลีย้งเช้ือ Modified Zobell medium 
 Proteose peptone  1  กรัม 
 Phytone peptone  0.5  กรัม 
 Yeast extract   1  กรัม 
 Sodium thiosulfate 0.2 กรัม 
 Sodium sulfite  0.05  กรัม 
 Ferric citrate  0.002% (เตรียมจากสารละลาย 2% ท่ีละลายโดยใชค้วามร้อน) 
 น ้ ากลัน่    100  มิลลิลิตร 
 น ้ าทะเล   900 มิลลิลิตร 

น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้าทะเลผสมน ้ากลัน่ ฆ่าเช้ือในหมอ้น่ึงความดนัท่ี 15 ปอนดต่์อ
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที ส าหรับอาหารแขง็ ใหล้ะลายผงวุน้ 1.5% ดว้ยความร้อน
แลว้จึงน าไปฆ่าเช้ือ 
การเตรียมแบคทีเรีย 

1. เตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ Modified Zobell broth 100 มิลลิลิตร ใส่ลงในขวดรูปชมพู่ขนาด 250 
มิลลิลิตร แลว้น าไปน่ึงฆ่าเช้ือ ท้ิงไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

2. เข่ียโคโลนีเด่ียวจากอาหารแขง็ไปเล้ียงในอาหารเหลวท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขยา่
ดว้ยอตัราเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ชัว่โมงส าหรับเตรียมเป็นหวัเช้ือส าหรับศึกษา 
การศึกษาลกัษณะภายนอกโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ 

ท าการศึกษาลกัษณะภายนอก (รูปร่าง ขนาดและการติดสีแกรม) ของแบคทีเรียทั้ง 29 สายพนัธ์ุโดยใช้
กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Light microscope) และ Image analyzer รวมทั้งศึกษาลกัษณะสี การเจริญและ
การเคล่ือนท่ีของแบคทีเรียท่ีเล้ียงบนอาหาร Modified Zobell agar ท่ีอุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
วนั 
การศึกษาความสามารถในการใช้น า้ตาลของแบคทเีรีย 

ทดสอบแบคทีเรียในอาหารทดสอบซ่ึงประกอบดว้ย yeast extract 5 กรัม bromocresol purple 0.02 
กรัม น ้ าตาล (Lactose, Sucrose, Mannitol, Mannose, Maltose, Galactose, Glucose, Fructose และ Melibiose) 
5 – 10% ปรับ พีเอช ท่ี 6.4 บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้ง สงัเกตผลการใชน้ ้ าตาลและการเจริญภายใน 7 วนั ถา้สีของ
อาหารทดสอบเปล่ียนจากสีม่วงเป็นสีเหลือง เป็นผลบวก แสดงวา่แบคทีเรียสามารถเปล่ียนน ้าตาลชนิดนั้นๆ 
เป็นกรดได ้หากอาหารทดสอบไม่เกิดการเปล่ียนสี เป็นผลลบ  
การจ าแนกแบคทีเรียโดยตรวจสอบทางชีวเคมีด้วยชุดทดสอบ API 20 NE 

-  หลักการ เป็นชุดทดสอบมาตรฐานใชใ้นการจ าแนกแบคทีเรียกลุ่มแกรมลบ รูปแท่ง ไม่เป็นเช้ือในระบบ
ทางเดินอาหาร (non-enteric) และเจริญง่าย (non-fastidious) ไดแ้ก่ Pseudomonas, Acinetobacter, 
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio และ Aeromonas, etc. 
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-  การทดสอบ เข่ียโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรียบริสุทธ์ิ 1-4 โคโลนี ลงในหลอดทดลองท่ีมี 0.85% NaCl 
ปราศจากเช้ือ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แลว้ท าการปรับความเขม้ขน้ใหมี้ความขุ่นประมาณ 0.5 McFarland แลว้ดูด
ใส่อาหาร API AUX Medium ปริมาตร 200 ไมโครลิตร หลงัจากนั้นท าการหยดสารละลายเช้ือใน 0.85% NaCl 
ท่ีมีความขุ่น 0.5 McFarland ลงหลุมในชุดตรวจสอบตั้งแต่การทดสอบ NO3 ถึง PNPG ใหพ้อดีกบัส่วนเวา้ของ
หลุม ส่วนเช้ือในอาหาร API AUX Medium หยดลงในหลุม การทดสอบ GLU ถึง PAC  หลงัจากนั้นท าการ
หยด mineral oil ท่ีปราศจากเช้ือลงในหลุม การทดสอบ GLU ADH และ URE น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง การอ่านผลการทดสอบแสดงในตารางท่ี 5 น าผลท่ีอ่านไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ย
โปรแกรม Apiweb 
การจัดจ าแนกแบคทีเรียโดยการวิเคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ของยนี 16S rRNA 
-   วธีิการสกดัดีเอนเอจากแบคทีเรีย (Promega, 2002) 
 1. เล้ียงแบคทีเรียใน Modified Zobell broth บนเคร่ืองเขยา่ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (ประมาณ 
27 – 30 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 72 ชัว่โมง น าสารละลายเช้ือ 1 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอด microcentrifuge แลว้
ป่ันแยกเซลลท่ี์ 13,000 – 16,000 × g เป็นเวลา 2 นาที แลว้เทอาหารเล้ียงเช้ือท้ิง 
 2. ละลายเช้ือแบคทีเรียโดยเติม 50 mM EDTA 480 ไมโครลิตร 
 3. เติม 10 mg/ml lysozyme 100 ไมโครลิตร เขยา่เบาๆ แลว้น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลาหน่ึงชัว่โมง จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 13,000 – 16,000 × g เป็นเวลา 2 นาที เทสารละลายส่วนใสท้ิง 
 4. เติมสารละลาย Nuclei Lysis Solution 600 ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนั บ่มในอ่างน ้ าร้อนท่ี
อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นปล่อยใหเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
 5. เติมสารละลาย RNase Solution 3 ไมโครลิตร แลว้ผสมให้เขา้กนัโดยการพลิกหลอด 
microcentrifuge เบาๆ น าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลาหน่ึงชัว่โมง 
 6. เติมสารละลาย Protein Precipitate Solution 200 ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง vortex 
ท่ีความเร็วสูงเป็นเวลา 20 วินาที จากนั้นน าไปบ่มในถงัน ้ าแขง็เป็นเวลา 5 นาที แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
13,000 – 16,000 × g เป็นเวลา 3 นาที  
 7. ดูดสารละลายส่วนใสดา้นบนใส่หลอดใหม่ท่ีบรรจุ isopropanol 600 ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั
จนกระทัง่มองเห็นสาย DNA สีขาว จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 – 16,000 × g เป็นเวลา 2 นาที 
ค่อยๆเทสารละลายส่วนใสท้ิง 
 8. ลา้ง DNA ท่ีตกตะกอนดว้ย 70% ethanol 600 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 
– 16,000 × g เป็นเวลา 2 นาที เท ethanol ท้ิง แลว้ท้ิงใหแ้หง้เป็นเวลา 10 นาที 
 9. ละลาย DNA โดยเติมสารละลาย DNA Rehydrate Solution 100 ไมโครลิตร แลว้น าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็ยเวลาหน่ึงชัว่โมง 
 10. เกบ็สารละลาย DNA ไวท่ี้อุณหูมิ 2 – 8 องศาเซลเซียสเพื่อน ามาท าการเพิ่มจ านวน 
      ดีเอนเอ ดว้ยวิธี Polymerase Chain Reaction (PCR) ในขั้นตอนต่อไป 
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ตารางที่ 6 การอ่านผลการทดสอบ 
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-   การเพิม่ปริมาณดีเอนเอจากปฏิกริิยา Polymerase Chain Reaction 

1. เตรียม PCR reaction mixture (ยกเวน้ DNA template) ปริมาตร 50 ไมโครลิตรต่อหน่ึงปฏิกิริยา ใส่
ในหลอด microcentrifuge แลว้บรรจุลงในถงัน ้าแขง็ ดงัน้ี 

10x Qiagen PCR buffer         5 ไมโครลิตร 
25 mM MgCl2          2 ไมโครลิตร 
25 mM dNTP mix         1 ไมโครลิตร 
20 pmol/µl 8F Primer (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')  1 ไมโครลิตร 
20 pmol/µl 1492R Primer (5'-GGGTTACCTTGTTACGACTT-3')  1 ไมโครลิตร 
Taq DNA Polymerase                0.25ไมโครลิตร 
Distilled water             39.75 ไมโครลิตร 

2. เจือจางสารละลายดีเอนเอท่ีสกดัได ้ดงัน้ี 
 KODA19-6  10-1 
 CHOB06-6  10-2 
 MAKB08-4  10-2 
4. ดูดสารละลายดีเอนเอของเช้ือแบคทีเรียแต่ละชนิดใส่ลงใน PCR tube ท่ีบรรจุ PCR reaction 

mixture ปริมาตรหลอดละ 1.5 ไมโครลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงหลอด PCR tube นาน 30 วินาที เพื่อใหส้ารละลาย
ผสมกนัดีและไม่ติดคา้งหลอด 

5. จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอนเอดว้ยเคร่ือง thermal cycler (GeneAmp, PCR system 9700) โดยให้
เกิดปฏิกิริยาจ านวน 25 รอบ โดยแต่ละรอบเคร่ืองจะท างานท่ีเวลาและอุณหภูมิดงัตารางท่ี 6 

 

ตารางที ่7  สภาวะการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิค PCR 
 

ขั้นตอน เวลา อุณหภูมิ (°C) 
- Initial denaturation 5 นาที 95 
- 3-step cycling   
       Denaturation 50 วินาที 95 
       Annealing 30 วินาที 55 
       Extension 2 นาที 72 
- Final extension 7 นาที 72 

 

-   การเพิม่ปริมาณดีเอนเอเพือ่การอ่านล าดับเบส 

 1. ผสม ligation solution reaction ดงัส่วนผสมต่อไปน้ี 
  2X T4 DBA ligase buffer  5 ไมโครลิตร 
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  pGEM-T   1 ไมโครลิตร 
  PCR product   variable 
  T4 DNA ligase   1 ไมโครลิตร 
  dH2O    variable 
  Total     10 ไมโครลิตร 
   บ่มสารละลายท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 ชัว่โมง หรือบ่มขา้มคืนท่ี 4 องศาเซลเซียส 
 2. ดูดสารละลาย ligation reaction solution 2 ไมโครลิตร ลงในหลอดบรรจุ competent cell E.coliท่ีอยู่
ในถงัน ้าแขง็ แลว้บ่มเป็นเวลา 30 นาที 
 3. ใหค้วามร้อน (Heat shock) ท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที แลว้ยา้ยไปท่ีถงัน ้ าแขง็เพื่อบ่ม
เป็นเวลา 2 นาที  
 4. เติม LB medium 500 ไมโครลิตรแลว้เขยา่ใหเ้ขา้กนัท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลาหน่ึงชัว่โมง 
 5. น าสารละลายเช้ือแบคทีเรีย 100 ไมโครลิตรมาเกล่ีย (Spread) ลงบนอาหารแขง็ LB medium ท่ีเติม 
ampicillin และ x-gal แลว้น าไปบ่มขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 6. เกบ็เซลลแ์ละสกดัพลาสมิดโดยวิธี Alkaline-lysis Miniprep Protocol ดงัน้ี 
  6.1 เข่ียโคโลนีเด่ียวของเช้ือ E.coli ท่ีมีพลาสมิดลงในอาหาร LB medium 5 มิลลิลิตร ท่ีมี 
ampicillin 5 ไมโครลิตร บ่มบนเคร่ืองเขยา่ขา้มคืนท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
  6.2 ดูดสารละลายเช้ือ 1.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด microcentrifuge แลว้น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 20 วินาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส 
  6.3 ค่อยๆดูดอาหารเล้ียงเช้ือท้ิง และปล่อยใหก้อ้นเช้ือแบคทีเรียแหง้ 
  6.4 ละลายกอ้นเช้ือแบคทีเรียดว้ย Solution I* ท่ีเยน็จดั ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex 
  6.5 เตรียม Solution II* และเติมลงในสารละลายเช้ือแบคทีเรียจากขอ้ 6.4 จ านวน 200 
ไมโครลิตร ผสมโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา แลว้วางในถงัใส่น ้ าแขง็ 
  6.6 เติมสารละลาย Solution III* ท่ีเยน็จดั 150 ไมโครลิตร ค่อยๆผสมใหเ้ขา้กนั แลว้วางท้ิงไว้
ในถงัน ้าแขง็ 3 – 5 นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาทีท่ี 4 องศาเซลเซียส 
  6.7 ดูดสารละลายใสส่วนบนลงในหลอดใหม่ แลว้ตกตะกอน DNA สายคู่ (dsDNA) ท่ี
อุณหภูมิหอ้ง โดยการเติม ethanol 1 เท่าของสารละลายส่วนใส (1 Volume) หรือ เติม isopropanol 600 
ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง vortex เป็นเวลา 2 นาที 
  6.8 น าสารละลายไปป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็ว 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ท่ี 4 องศา
เซลเซียส ดูดสารละลายส่วนใสออกแลว้คว  ่าหลอด ปล่อยใหแ้หง้ 
  6.9 ลา้ง dsDNA ดว้ย 70%ethanol ท่ี 4 องศาเซลเซียส เทสารละลายส่วนใสออก ปล่อยใหแ้หง้  
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  6.10 ละลาย dsDNA ดว้ย สารละลาย TE buffer (pH 8.0) ท่ีมีเอนไซม ์pancreatic RNase ท่ี
ปราศจาก DNase (20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 50 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 
*การเตรียมสารละลาย Solution I, Solution II และ Solution III 
 Solution I 

50 mM glucose 
25 mM Tris-HCl (pH 8.0): 

- 20% glucose   5 ml 
- 1M Tris-HCl  2.5 ml 
- 0.5 mM EDTA 0.2 ml 
- dH2O to final volume 100 ml  

10 mM EDTA (pH 8.0) 
Autoclaved 

 Solution II 
0.2 N NaOH (freshly diluted from 10 N NaOH): 
 - 10 N NaOH  2  ml 

- 20% SDS      5  ml 
- dH2O to final volume 100 ml 

1% SDS 
Solution III (100 ml) 

5 M Potassium acetate     60  ml 
Glacial acetic acid           11.5  ml 
H2O                                 28.5  ml 

-   การอ่านล าดับเบสของดีเอเอที่สกดัได้และการแปลผล 
- วิเคราะห์ล าดบัเบสของ 16S rDNA บนพลาสมิดโดยวิธี Sanger deoxy method ดว้ยเคร่ือง DNA 

sequencer (ABI PRISM 3730 Genetic analyzer, CA, USA) และ ABI BigDye Terminator version 3.1 
chemistry kit (CA, USA).   

- แปลผลโดยเปรียบเทียบล าดบัเบสกบัแบคทีเรียอ่ืนใน GenBank database ของ National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) โดยใชโ้ปรแกรม BLAST และวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ทางสายวิวฒันาการ 
(Phylogenetic analysis)และสร้างแผนภูมิตน้ไม ้(Phylogenetic tree) โดยใชซ้อฟตแ์วร์ molecular evolutionary 
genetics analysis (MEGA) software version 4.0 (Tamura et al., 2007) 
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การศึกษาการผลติรงควตัถุชีวภาพจากแบคทเีรียทีอ่าศัยร่วมกบัฟองน า้ทะเล  
 ท าการเล้ียงแบคทีเรียแต่ละสายพนัธ์ุในอาหาร Modified Zobell broth 100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 120 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั วดัการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดว้ยการ
วิเคราะห์น ้าหนกัแหง้และเกบ็เซลลเ์พื่อสกดัรงควตัถุชีวภาพและวิเคราะห์ดว้ย HPLC 
การศึกษาปัจจัยทีม่ีผลการเจริญเติบโตของแบคทเีรียและการผลติรงควัตถุชีวภาพจากแบคทีเรียที่อาศัยร่วมกบั
ฟองน า้ทะเล  

ท าการศึกษาปัจจยัท่ีมีผลการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและการผลิตรงควตัถุชีวภาพ ไดแ้ก่ พีเอช และ
อุณหภูมิ โดยเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีสร้างรงควตัถุชีวภาพสูงสุดใน Modified Zobell broth 100 มิลลิลิตร 
โดยใชส้ภาวะการเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั และ
เปล่ียนแปลงปัจจยัท่ีศึกษา คือ ปรับพีเอชท่ี 6, 7 และ 8 (ท า 3 ซ ้ า) และใชส้ภาวะการเล้ียงท่ีพีเอช 7 อตัราการ
เขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั อุณหภูมิท่ี 25, 30 และ 35 องศาเซลเซียส ท าการวิเคราะห์การ
เจริญเติบโตของแบคทีเรียดว้ยน ้าหนกัแหง้และวิเคราะห์รงควตัถุชีวภาพดว้ย HPLC 
การศึกษาจลนศาสตร์การผลติรงควตัถุชีวภาพจากแบคทเีรียทีอ่าศัยร่วมกบัฟองน า้ทะเล 
 ท าการเล้ียงแบคทีเรียสายพนัธ์ุท่ีสร้างรงควตัถุชีวภาพสูงสุดในอาหาร Modified Zobell broth 100 
มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 7 อตัราการเขยา่ 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 4 วนั เกบ็ตวัอยา่งทุก
วนัเพื่อวดัการเจริญเติบโตของแบคทีเรียดว้ยการวเิคราะห์น ้าหนกัแหง้และเกบ็เซลลเ์พือ่สกดัรงควตัถุชีวภาพ
และวิเคราะห์ดว้ย HPLC 
การสกดัรงควตัถุจากแบคทเีรีย 

1. น าเซลลแ์บคทีเรียมาท าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 7000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ท่ี 4 องศา
เซลเซียส เทส่วนใสดา้นบนท้ิง ยา้ยเซลลแ์บคทีเรียใส่ลงในขวดรูปชมพู ่

2. เติม 95% ethanol 10 มิลลิลิตร ปิดฝาขวดใหมิ้ดชิดแลว้น าไปสกดัโดยการเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ขา้มคืน 

3. น าสารสกดัท่ีไดจ้ากการสกดัขา้มคืนมาป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกตะกอนเซลลท่ี์ 7000 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 15 นาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เกบ็ส่วนใสดา้นบนท่ีมีสีเหลือง 

4. ท าใหส้ารละลายเขม้ขน้ข้ึนโดยการระเหย ethanol ดว้ยเคร่ือง Vacuum Evaporator ให้หมดแลว้
ละลายตะกอนรงควตัถุกลบัดว้ย methanol 2 มิลลิลิตร น าสารละลายสกดัเขม้ขน้ส่วนน้ีไปวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค 
TLC และ HPLC ร่วมทั้งวิธีการอ่ืน ๆ 
การวิเคราะห์สารสกดัจากแบคทีเรียด้วยเทคนิคโครมาโทกราฟี 
- Thin Layer Chromatography (TLC) 
 1. น าสารสกดัเขม้ขน้มาจุดลงบนแผน่ C-18 TLC โดยหลอด Capillary ใหห่้างกนัจุดละประมาณ 2 
เซนติเมตร แลว้รอใหแ้หง้ 
 2. น าแผน่ TLC ไปวางในโถท่ีบรรจุวฎัภาคเคล่ือนท่ีคือ Hexane:Acetone 90:10 โดยปริมาตร และ
อบอวลไปดว้ยไอของวฎัภาคเคล่ือนท่ี 
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 3. ตั้งไวใ้นท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิหอ้ง สงัเกตการเคล่ือนท่ีของรงควตัถุตวัอยา่งเทียบกบัรงควตัถุมาตรฐาน 
ไดแ้ก่ -carotene และ astaxanthin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
- High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
 น าสารสกดัเขม้ขน้มาวิเคราะห์ดว้ยเทคนิค HPLC โดยมีสภาวะดงัน้ี 

Column  A Polaris C18 HPLC column (Varian) 150 × 4.6 mm combined with 
MetaGuard column (Varian) 

 Mobile phase  Acetonitrile: Methanol: Tetrahydrofuran (58:35:7, v/v) 
 Flow rate  1 ml/min 
 Temperature  Room Temperature 
 Detector  Photodiode array detector  
 Wavelength  450 nm 
 Injection volume 20 µl 

เปรียบเทียบเวลาคงคา้ง (retention time) ของรงควตัถุตวัอยา่งกบัรงควตัถุมาตรฐาน ไดแ้ก่ -carotene, 
zeaxanthin และ astaxanthin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
การแยกรงควตัถุให้บริสุทธ์ิด้วยเทคนิค semi-preparative HPLC 
ประกอบดว้ย 
 - Solid phase extraction (SPE) 

1. ปรับสภาพ sorbent ในแท่ง Solid phase extraction โดยใส่ 10% methanol, 50% methanol, 80% 
methanol และ 100% methanol 

2. น าสารสกดัเขม้ขน้มาหยอดใส่ Solid phase extraction cartridge ปล่อยใหดู้ดซบัใน sorbent 
3. ลา้งสารสกดัท่ีจบักบั sorbent ดว้ยน ้ากลัน่ และ 10% methanol 
4. ชะรงควตัถุทั้งหมดออกโดยใช ้100% methanol 
5. น าสารละลายท่ีไดไ้ปท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยการระเหย methanol ดว้ยเคร่ือง Vacuum Evaporator จน

มีปริมาตรเหลือประมาณ 5 มิลลิลิตร แลว้น าไปแยกรงควตัถุใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย HPLC 
- High Performance Liquid Chromatography 

1. น าสารละลายรงควตัถุเขม้ขน้มาแยกใหบ้ริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค HPLC โดยมีสภาวะดงัน้ี 
Column C18-AR-II (Waters) 20 × 250 mm 
Mobile phase Isocratic, 100% MeOH 
Flow rate 4 ml/min 
Injection volume 25-200 µl 
Temperature 30°C 
Detector UV-VIS detector 
Wavelength 450 nm 



 37 
 2. เกบ็รงควตัถุท่ีแยกไดโ้ดยดูจากโครมาโทแกรมการแยกสาร แลว้น าไปท าใหเ้ขม้ขน้ข้ึนโดยเคร่ือง 
Rotary evaporator และ Vacuum evaporator จนมีปริมาตรเหลือประมาณ 2 มิลลิลิตร 

3. น ารงควตัถุแต่ละส่วน (fraction) ไปท าให้บริสุทธ์ิอีกคร้ังดว้ยเทคนิค HPLC ขา้งตน้ เก็บรงควตัถุ
บริสุทธ์ิท่ีไดไ้ประเหยตวัท าละลาย methanol ออกจนแหง้ 

4. น าตะกอนรงควตัถุมาลา้งอีกคร้ังโดยแช่ใน methanol ขา้มคืน (หา้มเขยา่) เท methanol ส่วนบนออก
แลว้ระเหย methanol ท่ีเหลือติดตะกอนรงควตัถุออกใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง vacuum evaporator แลว้น าตะกอนสี
ไปวิเคราะห์โครงสร้างดว้ยเคร่ือง Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy 
การวเิคราะห์โครงสร้างรงควตัถุด้วยเทคนิค NMR 
 1. ละลายตะกอนรงควตัถุบริสุทธ์ิดว้ยตวัท าละลาย CDCl3 0.75 มิลลิลิตร ใหต้ะกอนละลายจนหมด 
 2. ดูดสารละลายรงควตัถุลงในหลอด NMR ใหมี้ความสูงประมาณ 4 เซนติเมตร ปิดฝาหลอดแลว้พนั
ดว้ยพาราฟินใหมิ้ดชิด 
 3. ท าความสะอาดหลอดแลว้น าไปวิเคราะห์ดว้ยเคร่ือง NMR spectroscopy (1H, 13C, DEPT135, HH-
COSY, HMQC และ HMBC) 
 4. วิเคราะห์โครงสร้างของสารจาก NMR spectrum 
การวเิคราะห์น า้หนักโมเลกลุของรงควตัถุด้วย Mass spectrometry 
เทคนิค Liquid chromatography-Mass spectrometry (LC-MS) ท าตามวธีิการของ Dachtler et al (2001) 
การศึกษาคุณสมบัติของรงควตัถุชีวภาพ  
- คุณสมบติัการละลาย  
 1. ละลายตะกอนรงควตัถุบริสุทธ์ิดว้ยตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ อาทิ น ้ า methanol, ethanol, hexane, 
chloroform และ dichloromethane เป็นตน้ 
 2. สังเกตการละลายของรงควตัถุในตวัท าละลายชนิดต่าง ๆ 
- การทนต่อกรดและด่าง  
 1. ละลายตะกอนรงควตัถุบริสุทธ์ิดว้ยตวัท าละลาย methanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 0.1 mg/ml 
 2. ปรับ pH ของสารละลายรงควตัถุเป็นค่าต่างๆ ตั้งแต่ 4-7 ดว้ย 1 N HCl หรือ 1 N NaOH ตั้งท้ิงไวท่ี้
อุณหภูมิหอ้งนาน 1 ชัว่โมง จากนั้นวดัการเปล่ียนแปลงสีและความเขม้ขน้ของรงควตัถุ 
- การทนต่อความร้อน  
 1. ละลายตะกอนรงควตัถุบริสุทธ์ิดว้ยตวัท าละลาย methanol ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ี 0.1 mg/ml 
 2. ตั้งสารละลายรงควตัถุท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิต่างๆ (30-60oC) นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นวดัการเปล่ียนแปลงสี
และความเขม้ขน้ของรงควตัถุ 


