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บทคัดย่อ 

รหัสโครงการ : A40 / 2558 

ชื่อโครงการ : การศึกษาการกระจายของเอ็นไซม์และการวิเคราะห์อัตราการไหลผ่านของคาร์บอน      
ในปฏิกิริยาชีวเคมีในเช้ือที่ผลติไขมัน 

ชื่อนักวิจัย : ดร. มนตรี ฉายสว่าง 

 การโตของเช้ือ thraustochytrid มีความเป็นไปได้ในการผลิตกรดไขมันอ่ิมตัวหรือมีความยาว
ปานกลาง สําหรับการผลิตไบโอดีเซล และกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มีพันธะคู่ในโมเลกุลต้ังแต่ 2 อันขึ้นไป 
ได้แก่ กรดอะราคิโดนิก, กรดอีโคซะเพนตะอีโนอิก, กรดโดโคซาเพนซาอีโนอิก และ กรดโดโคซาเฮกซา
อีโนอิก สําหรับการใช้ในทางโภชนเภสัช โดยใช้การเลี้ยงในขวดทดลองชนิดที่มีแผ่นก้ัน (baffled shake 
flask) และศึกษาโมเดลทางชีวเคมีด้วยวิธีการวิเคราะห์อัตราการไหล 

 ผลการวิจัยพบว่า 

1. ในการวิจัยน้ีได้เสนอเช้ือ Thraustochytrium sp. B01 เป็นสายพันธ์ุใหม่โดยยึดหลักด้วยลําดับ
เบส 18S rRNA โดยพบว่าเป็นเช้ือที่ใกล้เคียงและอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Thraustochytrium sp.  

2. ศึกษาสรีรวิทยาการโตและการสะสมไขมันของเชื้อโดยศึกษาพีเอชเริ่มต้น, ความเข้มข้นของนํ้า
ทะเล, ความเข้มข้นของกลูโคส และอุณหภูมิ พบว่าเช้ือโตได้ดีในสภาวะที่เหมาะสมโดย
เปรียบเทียบกับงานวิจัยก่อนหน้า และมีผลผลิตกรดไขมัน 0.35 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง เมื่อเลี้ยง
ด้วยกลูโคส ซึ่งพบว่ามีความเป็นไปได้ในการผลิตในระดับใหญ่ 

3. ข้อมูลจากกิจกรรมเอนไซม์พบว่าในสภาวะเหมาะสมมีอัตราการไหลผ่าน HMP pathway น้อย
ทําให้มีปริมาณ NADPH ไม่เพียงพอต่อความต้องการใช้ในการผลิตกรดไขมัน ดังน้ันเช้ือจึงใช้
เอนไซม์ malic และ isocitrate dehydrogenase ในการช่วยสร้าง NADPH ให้เพียงพอ 

  

คําสําคญั : “Thraustochytrids” “การวิเคราะห์การไหล” “เอนไซม์วิทยา” “การจัดหมวดหมู่” 

E-mail Address : Montri.Cha@rmutr.ac.th 

ระยะเวลาโครงการ : ตุลาคม 2558 – มีนาคม 2559  
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Abstract 

Code of project : A40 / 2558 

Project name : Localization of related enzyme and metabolic flux in                          
oleaginous species 

Researcher name : Dr. Montri Chaisawang 
Just as important is the high amount of MCFA and LC-PUFA produced by 

Thraustochytrium sp. B01, a potential source for large-scale oil production for biodiesel 
and DHA. Heterotrophic growth of thraustochytrid has potential in coproducing saturated 
fatty acid (SFA) or medium chain fatty acid (MCFA) for biodiesel and long-chain 
polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA), namely arachidonic acid (ARA), eicosapentaenoic 
acid (EPA), docosapentaenoic acid (DPA) and docosahexaenoic acid (DHA) for use in 
nutraceuticals. In this study, we proposed new Thailand thraustochytrid strains on the 
basis of 18S rRNA sequencing. The result showed a close phylogenic relationship and 
highest percentage of similarity to Thraustochytrids sp. strain. Physiological screening 
including initial pH, seawater concentration, glucose concentration and temperature was 
carry out for optimization of culture conditions of Thraustochytrid sp. B01 for biomass and 
total fatty acid production. The lipid productivity of 0.35 g/L/h was obtained by 
Thraustochytrium sp. B01 with glucose as carbon source in baffled shake flask cultivation 
indicating a potential source for large-scale oil production for biodiesel and DHA. The 
production of NADPH for fatty acid biosynthesis is dependent of malic enzyme, isocitrate 
dehydrogenase and glucose-6-phosphate dehydrogenase, respectively. 

 

Keywords: “Thraustochytrids” “metabolic flux analysis” “enzymology” “Classification” 
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M   Molarity 

 NADH   Nicotinamide adenine dinucleotide (reduced form) 
NADPH   Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  

(reduced form) 
NAD+   Nicotinamide adenine dinucleotide (oxidized form) 
NADP+   Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate  

(oxidized form) 
nM   Nanomole 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทท่ี 1 
บทนํา 

1. ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 
การเลี้ยง thraustochytrids มีความเป็นไปได้ในการผลิตสาร 2 ชนิด คือ กรดไขมันชนิด 

medium chain fatty acid (MCFA) สําหรับการผลิตเป็น biodiesel และกรดไขมันชนิด omega-3 
long-chain polyunsaturated fatty acids (LC-PUFA) โดยเฉพาะ  docosahexaenoic acid (DHA) 
สําหรับการใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและยา (nutraceuticals) กรดไขมัน Docosahexaenoic acid 
(DHA, 22:6 n-3) มีความจําเป็นต่อการทํางานของสมองในสภาวะปกติ (Garelli, A.; Rotstein, N.P.; 
Politi, L.E., 2006) และเป็นตัวรับแสงที่สําคัญต่อมนุษย์ด้วย (SanGiovanni, J.P.; Chew, E.Y., 2005) 
รวมถึงการพัฒนาสมองของเด็กทารกวัยก่อน 1 ปี และการเรียนรู้ของเด็ก กรดไขมัน DHA สามารถสกัดได้
จากนํ้ามันปลา แต่ในปัจจุบันมีการลดลงของปริมาณปลาในท้องทะเล สารพิษในสิ่งแวดล้อม อีกทั้งฤดูกาล
ที่มีผลต่อส่วนประกอบของไขมัน ดังน้ันจึงจําเป็นในการหาแหล่งไขมันอ่ืนโดยเฉพาะจุลินทรีย์ที่สามารถ
ผลิตไขมันได้เพ่ือหลีกเลี่ยงสารพิษ จุลินทรีย์ที่สามารถผลิตไขมันมีหลายชนิดแต่ชนิดที่สามารถผลิตในแง่
อุตสาหกรรมน้ันคือ heterotrophic microbes เพราะสามารถเลี้ยงในพ้ืนที่จํากัดและสามารถควบคุม
สิ่งแวดล้อมในการผลิตได้ โดยเฉพาะการเลี้ยงในถังหมักได้ (fermenter) หรือการเลี้ยงแบบเขย่า (Shake 
flask cultivation) เช่น อุณหภูมิ และ pH เป็นต้น การศึกษาทางสรีรวิทยายังมีข้อจํากัดโดยเฉพาะ 
dinoflagellate Cryptheconidium cohnii (Ward, O.P.; Singh, A., 2005) และ  thraustochytrids 
ชนิด Aurantiochytrium แต่อย่างไรก็ตาม ลักษณะพิเศษที่  thraustochytrids  มีคือมี gene ที่เรียกว่า 
polyketide system ที่สํ าคัญในการผลิตกรดไขมันไม่ อ่ิมตัว และเป็นระบบท่ีเ ติมพันธะคู่แบบ 
isomerization/dehydration มากกว่าการเติมพันธะคู่แบบการใช้ออกซิเจน (Qui, X., 2003) จุดที่
น่าสนใจตอนน้ีคือการศึกษาการผลิตไขมันใน thraustochytrids น้ันมีการวิจัยทางด้านการวิเคราะห์อัตรา
การไหลผ่านในกระบวนการสังเคราะห์ไขมันยังน้อยอยู่ จุดประสงค์ของการวิจัยน้ีเพ่ือศึกษากิจกรรม
เอ็นไซม์เพ่ือเป็นข้อมูลในการสร้างโมเดลทางชีวเคมีที่ถูกต้องในการสังเคราะห์ไขมันโดยเฉพาะข้อมูลของ
การกระจายของเอ็นไซม์ในส่วนประกอบต่างๆ ของเซลล์ซึ่งเป็นส่วนสําคัญที่ยังไม่มีการตีพิมพ์มาก่อนใน 
thraustochytrids นอกจากน้ียังวิเคราะห์และเปรียบเทียบอัตราการสังเคราะห์ medium chain fatty 
acid และ DHA ในเช้ือชนิดต่างๆ ด้วย 
2. วัตถุประสงค์การวิจัย  

การประยุกต์ใช้เทคโนโลยีการวิเคราะห์อัตราการไหลผ่านเพ่ือใช้ในการผลิตไขมัน จากข้อมูล
เอนไซม์และอตัราการผลิตไขมัน จะสามารถนําไปอธิบายกลไกการผลิตไขมันที่สามารถนําไปประยุกต์ใช้ใน
การพัฒนาการเพ่ิมปริมาณไขมันต่อไป ผู้ที่ได้รับผลประโยชน์คือนักวิทยาศาสตร์สาขาการหมัก และสาขา
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อ่ืนๆ รวมถึงนักพันธุวิศวกรรมที่ต้องการนําผลลัพธ์ของอัตราการไหลผ่านนี้ไปประยุกต์ใช้ในการผลิตไขมัน 
ในเช้ือสายพันธ์ุน้ีหรือสายพันธ์ุอ่ืนๆ ให้มีปรมิาณสูงตามต้องการ 

 
3. คําถามการวิจัย / สมมติฐานการวจิัย 
เอนไซม์ที่สําคญัต่อการสังเคราะห์กรดไขมันในเช้ือ Thraustochytrium sp. B02 กระจายอยู่ในสว่นใด
ของเซลล์ และมีความสําคัญต่อการสังเคราะห์กรดไขมันอย่างไรในเช้ือสายพันธ์ุน้ี 
 
4. กรอบแนวคิดการวิจยั  
สิ่งที่โครงการน้ีต้องดําเนินการปฏิบัติคือ 
ก) แยกเช้ือและหาสภาวะที่เหมาะสมพร้อมทั้งสูตรอาหาร 
ข) การวัดกิจกรรมเอนไซม์ที่เก่ียวข้องกับขบวนการสังเคราะห์ไขมันในเช้ือ thraustochytrids 
ค) การแยก mitochondria และวัดกิจกรรมเอนไซม์ 
ง) การวิเคราะห์อัตราการไหลผ่านของคาร์บอนในปฏิกิริยาชีวเคมีขณะเช้ือสะสมไขมัน 
 
5. นิยามศัพท์  
thraustochytrids กลุ่มสิ่งมีชีวิตซึงเป็นสาหร่ายเซลล์เดียวซึ่งสามารถสะสมไขมันสูงโดยเฉพาะ DHA 
และ EPA  
metabolic flux analysis การศึกษาและวิเคราะห์หาชุมทางหลักในกระบวนการปฏิกิริยาชีวเคมี
ภายในเซลล ์
enzymology การศึกษากิจกรรมของเอนไซม ์
Classification การจัดกลุ่มของสิ่งมีชีวิตออกเป็นหมวดหมู่ในลําดับขั้นต่างๆ 
 
 
 
6. ประโยชนท่ี์คาดว่าจะได้รับ 
 ผลสําเร็จของการวิจัยน้ีคือนักวิจัยสามารถเลีย้งและวัดกิจกรรมเอ็นไซม์ของเซลล์ที่ผลิตไขมัน มี
ความรู้และความสําเร็จในการแยกไมโทคอนเดรียอย่างง่ายจากเซลลท์ี่ผลิตไขมัน อีกทั้งได้โมเดลท่ีถูกต้อง
สําหรับการผลิตไขมัน ผลงานวิจัยน้ีสามารถนําไปต่อยอดในการผลิตไขมันเพ่ือผลิตเป็นไบโอดีเซลทั้งในเช้ือ 
Thraustochytrium หรือในเช้ือชนิดอ่ืน โดยใช้เทคนิคการตัดต่อพันธุกรรม โครงการวิจัยน้ีอาจมีส่วนใน
การเพ่ิมศักยภาพในการผลิต ของอุตสาหกรรมการผลิตไขมัน DHA และ biodiesel จึงเป็นโอกาสในการ
สร้างอุตสาหกรรมใหม่ในประเทศไทย   
 



 
 

บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้อง  

 
1. การจําแนกสายพนัธ์ุของ thraustochytrids (Classification of 

thraustochytrids) 
Thraustochytrium sp. ถูกจัดอยู่ใน Kingdom Straminipila, Phylum Heterokonta class 

Labyrinthulomycetes, order Labyrinthulales และ family Thraustochytriaceae (Dick, 2001) 
ปัจจุบันสายพันธ์ุถูกจัดอยู่ใน Thraustochytriaceae ซึ่งม ี 11 genera คือ genus Althornia, 
Aplanochytrium, Aurantiochytrium, Japanochytrium, Oblongichytrium, Schizochytrium, 
Thraustochytrium, Ulkenia, Sicyoidochytrium, Parietichytrium and Botryochytrium 
(Yokoyama et al., 2007a) 

Thraustrochytrids เป็นกลุ่มหน่ึงของ marine, osmoheterotrophic, fungoid protists ใน
หลายๆ ครั้ง Thraustochytrids ถูกอ้างว่าเป็นสาหร่ายเซลล์เดียว (microalgae) เมื่อมีการตีความในแง่
ของการประยุกต์ใช้ในทางเทคโนโลยีชีวภาพ แม้ว่าจะมคีวามใกล้เคียงกับสาหร่ายสีนํ้าตาล อย่างไรก็ตาม 
thraustochytrids ไม่ถูกจัดเป็นสาหร่าย (Armenta et al., 2012). 

สารสี หรือ pigments (β-carotene, echinenone, canthaxanthin, phoenicoxanthin, and 
astaxanthin) เป็นสาร intermediates ใน pathway ของการสร้าง astaxanthin จาก β-carotene ซึ่ง
เป็นเกณฑ์ในการจําแนกสายพันธ์ุ กรณีของสายพันธ์ุ Aurantiochytrium จะสามารถผลิต pigments ได้
ในปริมาณท่ีสูงเป็นผลให ้ colonies เป็นสสี้ม (Yokoyama & Honda, 2007) อย่างไรก็ตามผลของ
การศึกษาด้วย molecular phylogeny (18S rRNA gene tree) แนะนําว่าสายพันธ์ุ Aurantiochytrium 
ไม่ใช่สายพันธ์ุ Schizochytrium ดังน้ันการจําแนกสายพันธ์ุต้องใช้หลายเกณฑ์ เช่น ลักษณะของโครงสร้าง 
(morphology), ชนิดของ polyunsaturated fatty acids (PUFA) และcarotenoid pigments 
(Yokoyama & Honda, 2007) รวมถึง 18S rRNA sequencing  

 
การศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์ Aurantiochytrium ประกอบด้วย lipid bodies ซึ่งพัฒนาไป

เป็น eight zoospore ใน zoosporangium ซึ่ง zoospore ภายใน zoosporangium จะปล่อยออกมา
ในรูปของ zoospore (ภาพที่ 2.1) 

Thrautochytrids หลายสายพันธ์ุแบ่งตัวโดยการปล่อย heterokont และม ีbiflagellate ซึ่งเป็น
สายยาวรวมถึง straminopilan zoospores anterior, tinsel flagellum และ a shorter, posterior, 
whiplash flagellum การสร้าง zoospores ในแต่หละสายพันธ์ุน้ันแตกต่างกันระหว่าง  genera และ 
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taxonomic (Raghukumar, 2002) เช่น genus Thraustochytrium สร้าง zoospores โดยการแบ่งตัว
โดยตรงจาก cytoplasmic เป็น 9 mature cells และเกิด sporangium ส่วน genus Schizochytrium 
แบ่งแบบ bipartition ออกเป็น 2 ส่วนของ vegetative cell (ภาพที่ 2.1) แต่ละส่วนของกลุ่มเซลล์พัฒนา
ไปเป็น zoosporangium หรือ sorus ซึ่งสร้าง zoospores ต่อไป (Porter, 1990; Yokoyama et al., 
2007b) ภายใน genera โดยปกติ species ได้ถูกคัดแยกด้วยจํานวนการแบ่งตัว ขนาด และลักษณะของ 
sporangia 
 
 

 
ภาพท่ี 1 ลักษณะโครงสร้างและวงจรชีวิตของ Thraustochytrium spp. (A) เร่ิมจาก thallus 

(a) โตโดยการขยายขนาด และเริ่มแบ่ง nuclear เพ่ือผลิตเป็น sporangium (b) การแยกตัวของ 
protoplast (c) ซึ่งเกิดขึ้นใน sorus (d) ผนังเซลล์เริม่แตกออก (e) เพ่ือผลิต zoospores (f) และเริ่มเป็น 
thalli ใหม่อีกครั้ง (B) วงจรชีวิตของ Schizochytrium spp. เร่ิมจาก thallus (a) แบ่งออกเป็น 2 เซลล์
เพ่ือสร้างเป็น tetrad 4 เซลล ์(b) และกลุ่มของเซลล์ (c) แต่หละเซลล์เร่ิมเป็น sorus (d) และปล่อยออกมา
ในรูปของ zoospores (e) ซึ่งสามารถกลายเป็น thalli ใหม่อีกครั้ง (Porter, 1990) 

 
2. จุลินทรียท่ี์ผลิตไขมัน (Oleaginous microorganisms) 
โดยปกติจุลินทรีย์สามารถผลติไขมันได้ซึ่งเป็นส่วนประกอบของ membranes  (Certik, 

Megova, & Horenitzky, 1999) แต่มีบางจุลินทรีย์ที่สามารถสะสมไขมันได้มากกว่า 20% ซึ่งสะสมอยู่
ภายในเซลลซ์ึ่งเรียกจุลินทรีย์จําพวกนี้ว่า “oleaginous” ซึ่งเป็นการเกบ็ไขมันภายในเซลล ์หรือที่เรียกว่า 
oil vacuoles ในรูปของ triacylglycerols  ดังน้ันคําว่า “oleaginous species” คือ จุลินทรีย์ทีส่ามารถ
สะสมไขมันได้มากกว่า  20% ของน้ําหนัก บาง oleaginous species สามารถสะสมได้มากถึง 70% ของ
นํ้าหนัก ปกติหน้าที่ของการสะสมไขมันน้ันเพ่ือเก็บเป็นพลังงานซึ่งไว้ใช้ตอนขาดอาหาร แต่หน้าที่หลกัของ
ไขมันคือ การสร้างเซลล์เมน หน้าที่ต่างๆ รวมถึงโครงสร้างต่างๆ ของ membrane การสะสมไขมันน้ันพบ
ใน yeasts, fungi, bacteria บางชนิด, protists และ algae บางชนิด ในกรณีของ non-oleaginous 



6 
 

species หรือจุลินทรีย์ที่ไม่สะสมไขมันเกิน 20% ของน้ําหนัก เช่น Saccharomyces cerevisiae ซึ่งมี
ไขมันเพียง 3-7% (w/w) ซึ่งเป็นส่วนของเซลล์เมนเบรน  

 
3. กรดไขมันสายยาวท่ีไม่อ่ิมตัว (Polyunsaturated Fatty Acid: PUFA) 
 ไขมันจากเซลล์น้ันสามารถเติมในอาหารซึง่ทําหน้าที่เป็น nutritional supplement ในอาหาร 

ให้ในการเลี้ยงปลา หรืออาหารสัตว์ เพ่ือเป็นการเพ่ิม omega-3 จาก unsaturated fatty acid (PUFA) 
ซึ่งจะเห็นว่ากรดไขมันสามารถสกัดและใช้เป็นการเสริมอาหารและยาได้ (Nutraceuticals)  

ในทางอุตสาหกรรมกรดไขมันที่ผลิตจากจุลนิทรีย์ยังมีราคาที่สูงเน่ืองมาจากราคาของอาหารเลี้ยง
เช้ือ ดังน้ันจึงผลิตแบบต่อเน่ือง รวมถึงไม่จําเป็นต้องใช้พ้ืนที่ในปริมาณมากเหมือนการผลิตไบโอดีเซล ที่
ต้องปลูกต้นไม้ที่สะสมกรดไขมัน ดังน้ัน triacylglycerols (TG) อาจเป็นอีกทางเลือกหน่ึง ในทางแก้ไขเร่ือง
ราคาอาหารสําหรับเลี้ยงน้ัน มีผู้วิจัยได้พัฒนาคาร์โบไฮเดรทท่ีมี xylose ซึ่งช่วยลดราคาของอาหารได้ ใน
ขั้นที่ 2  คือใช้เทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพในการเพ่ิมผลผลิตและเพ่ิมปริมาณไขมัน ขั้นที ่ 3 คือ ใช้การ
เลี้ยงแบบโหมดต่างๆ fed-batch หรือ continuous fermentation ในการเพ่ิมความหนาแน่นของเซลล์ 
เป็นต้น (Li, Zhao, & Bai, 2007) 
 

4. ชีวเคมีในการสะสมไขมัน (Biochemistry of oil accumulation)  
จุลินทรีย์ทีส่ะสมไขมันภายในนั้นส่วนใหญต้่องมีปริมาณอาหารหรือ carbon source สูงแต่มี

ปริมาณไนโตรเจนที่จํากัด เมือ่ไนโตรเจนหมดไปจากอาหาร เซลล์จะเริ่มสะสมไขมันแบบ oil droplets 
Ratledge (2004) ได้ให้เหตุผลในการเกิดภาวะการสะสมไขมัน oleaginicity ออกเป็น 2 ส่วน 
1. ความสามารถในการสร้าง acetyl-CoA แบบต่อเน่ืองใน cytosol ซึ่งเป็นสารต้ังต้นที่สําคัญ

สําหรับเอนไซม์ fatty acid synthetase (FAS) 
2. ความสามารถในการสร้าง NADPH ซึ่งเป็นสารรีดิวซ์และเป็นสารต้ังต้นในการผลติกรดไขมัน

ด้วย ผ่านทาง transhydrogenase cycle (PYR→OAA→MAL→PYR) (Wynn, Hamid, Li, & 
Ratledge, 2001) 
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ภาพท่ี 2 แสดง ‘transhydrogenase cycle’ และ citrate-malate cycle ซึ่งสามารถผลิตสาร

ต้ังต้น acety-CoA และ NADPH สําหรับการผลิต PUFA ใน oleaginous microorganisms (Wynn et 
al., 2001) 1: pyruvate carboxylase, 2: malate dehydrogenase, 3: malic enzyme, 4: pyruvate 
dehydrogenase, 5: citrate synthase, 6: ATP-citrate lyase, 7: citrate-malate translocase 

 
เมตาบอลิซึมในการผลิตไขมันใน oleaginous microorganisms คือการมีเอนไซม์ ATP-citrate 

lyase (ACL) ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่สําคัญในการผลิต acetyl-CoA และมี oxaloacetate (OAA) เป็น by-
product โดยที่มี citrate เป็นสารต้ังต้น ซึ่งเช่ือว่า citrate ทีส่ะสมใน mitochondria น้ันเกิดจากการถูก
ทําให้เอนไซม์ NAD+-dependent isocitrate dehydrogenase ไม่ทํางานหรือมีกิจกรรมเอนไซม์ทีล่ดลง 
และ citrate ที่สะสมน้ันถูกป้ัมออกมาอยู่ใน cytosol ด้วย malate-citrate cycle และโดยเปลี่ยนเป็น 
acetyl-CoA ด้วย ACL แล้วถูกใช้เป็นสารต้ังต้นในการผลิตกรดไขมันต่อไป(Botham & Ratledge, 1979) 

OAA ที่เกิดขึน้จาก citrate cleavage จะถูกเปลี่ยนไปเป็น malate ด้วย pyruvate 
carboxylase ปฏิกิริยาตามมาคือ malate dehydrogenase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ active และมีกจิกรรม
เอนไซม์สูงซึ่งพบใน Aurantiochytrium สงูถึง 7,000 nmol/mg protein/min (Chaisawang et al., 
2014) และในบางจุลินทรีย์ เช่น Candida 107 (Botham & Ratledge, 1979) รวมถึง Mucor 
circinelloides (Kendrick & Ratledge, 1992) ปฏิกิริยาที่สามใน transhydrogenase cycle คือ malic 
enzyme ซึ่งมใีน oleaginous species เน่ืองจาก malic enzyme เป็นแหล่งของ NADPH ซึ่งเป็นสารต้ัง
ต้นในการผลิตไขมันด้วยกลไกของ fatty acid synthetase และ polyketide synthase (PKS)  
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บางสายพันธ์ุพบว่าไม่สามารถตรวจวัดกิจกรรมของเอนไซม ์ malic enzyme ได้ในบางสายพันธ์ุ 
เช่น Lipomyces sp. และ Candida sp. (Bruinenberg, van Dijken, & Scheffers, 1983) อีกทั้งเอนไซม ์
ACL ไม่ปรากฏในบางสายพันธ์ุทําให้ไม่สามารถสะสมไขมันได้สูงเท่ากับสายพันธ์ุที่มี เอนไซม์ เอนไซม์ 
isocitrate dehydrogenase สามารถทํางานได้เมื่อขาด AMP ใน Aurantiochytrium ดังน้ันเป็นไปได้ว่า
มีการใช้ pathway อ่ืนๆ ในการสร้าง NADPH เช่น 6-phosphogluconate dehydrogenase ใน HMP 
pathway ดังนั้นการศึกษาทางด้าน enzymology และ metabolic flux analysis จึงมีความสําคัญใน
การตรวจสอบ pathway ที่ใช้ในสายพันธ์ุน้ันๆ อีกทั้งยังสามารถปรับเปลี่ยน pathway ที่เซลลใ์ช้ด้วย
กระบวนการทาง genetic engineering หรือการเหน่ียวนําให้กลายพันธ์ุ 

Henriksen, Christensen, Nielsen, and Villadsen (1996) ได้วิจารณ์ routes ในการสร้าง 
acetyl-CoA ใน cytosolic compartment ซึ่งมีความสําคญัต่อปริมาณ ATP และ NADPH ที่ใช้ในการโต
ของเซลล ์เช่นใน Penicillium chrysogenum ซึ่งม ี3 route ในการสร้าง acetyl-CoA คือ 1. pyruvate 
decarboxylase ตามด้วย acetaldehyde dehydrogenase (ผ่านทาง acetate) 2. การป๊ัมacetyl-CoA 
ออกไปสู่  cytosolic compartment ด้วย carnitine carrier system และ 3. pyruvate/malate shunt 
(citrate-malate translocase) 

 
5. ปฏิกิริยาชีวเคมีของการสังเคราะห์กรดไขมัน (The biochemistry of fatty 

acid formation) 
ปฏิกิริยาในการสังเคราะห์กรดไขมัน ในรอบแรกส่วนของ acetyl ถกูใช้เป็น primer และ 

malonyl moietie ถูกใช้ในการต่อสายทําให้เกิด acyl-ACPs (buturyl-ACP) ซึ่งเป็น primers ต่อไปใน
กลไกการสังเคราะห์ (ตาราง 2.1) NADPH เป็น hydrogen donor ทั้งปฏิกิริยา keto group และ  
enoyl reduction  
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ตารางท่ี 1 หลักการปฏกิิริยาในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมัน (Stryer, 1988) 
 ขั้นท่ี ปฏิกิริยา         เอนไซม์  

1 Acety-CoA + HCO3
- + ATP  Malonyl-CoA + ADP + Pi + H+  Acetyl-CoA 

carboxylase 
2 Acetyl-CoA + ACP  Acetyl-ACP + CoA Acetyl transacylase 
3 Malonyl-CoA + ACP Malonyl-ACP + CoA   Malonyl 

transacylase 
4 Acetyl-ACP + Malonyl-ACP  Acetoacetyl-ACP + ACP + CO2 Acyl-malonyl-ACP  

          
 condensing enzyme 

5 Acetoacetyl-ACP + NADPH + H+       D-3-hydroxybutyryl-ACP β-Ketoacyl-ACP-
reductase  

+ NADP+     
  

6 D-3-hydroxybutyryl-ACP           Crotonyl-ACP + H2O   3-Hydroxyacyl-
ACP-        
 dehydratase 

7 Crotonyl-ACP + NADPH + H+              Butyryl-ACP + NADP+  Enoyl-ACP 
reductase 

  
หลังจากขั้นที ่ 7 ตามตาราง การต่อสายจะต่อทุก 2 โมเลกุล (2 คาร์บอน) และต่อจนได้  

palmitate (C16:0) ดังสมการ 
Acetyl-CoA + 7 Malonyl-CoA + 14 NADPH + 14 H+   C16:0 + 7 CO2 +            

14 NADP+ + 8 CoA + 6 H2O 
ดังน้ัน stoichiometry ของการสร้าง palmitate คือ  
8 Acetyl-CoA + 7 ATP + 14 NADPH + 7 H+      C16:0 + 14 NADP+ + 8 CoA +    6 

H2O + 7 ADP + 7 Pi 
แต่เน่ืองจาก 7 malonyl-CoA ถูกสังเคราะห์จาก 7 acetyl-CoA ดังน้ัน stoichiometry คือ  
7 Acetyl-CoA + 7 CO2 + 7 ATP            7 Malonyl-CoA + 7 ADP + 7 Pi + 7 H+  
มีรายงานว่าการสร้างกรดไขมันมี 2 ระบบ คือ ระบบที่ 1 ‘fatty acid synthase’ หรือ FAS ซึ่ง

พบในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม นก ยีสต์ เช้ือรา และบางแบคทีเรีย (รูป 2.3) ระบบที่ 2 คือ FAS ที่พบในพืช  
แบคทีเรียส่วนใหญ ่และ cyanobacteria ซึง่ใช้ชนิด polypeptide ที่แตกต่างจากระบบที่ 1 ในการ
สังเคราะห์ PUFA เอนไซม์ elongase และ desaturase ถูกทําการต่อสายและเติม double bond ใน 
palmitic acid ซึ่งมี 2 pathway ที่มีการแสดงไว้ทั้งแบบ n3 และ n6 ซึ่งข้ึนอยู่กับสารต้ังต้นเป็นกรด
ไขมัน C18:2 หรือ C18:3 
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ภาพท่ี 3 เมแทบอลิซึมการสงัเคราะห์กรดไขมันในจลุินทรย์ี (Ratledge, 2004) 
  
 
Pathway อ่ืนที่สามารถสังเคราะห์ DHA ได้ คือ polyketide synthase pathway ได้มีการ

แนะนําใน (รูป 2.4) Aurantiochytrium (Qui, 2003) pathway น้ีแตกต่างจาก FAS pathway ตรงที่ไม่
ต้องการออกซิเจนสําหรับปฏิกิริยา desaturation ในการเติม double bonds ลงใน acyl chain แต่ที่
เหมือนกันคือ มีการใช้โปรตีน acyl carrier protein (ACP) ต่อพันธะแบบ สําหรบัการสังเคราะห์สาย 
(ปฏิกิริยาน้ีต้องการ 1 ATP) กลไกที่สมบูรณ์คือการรวมตัวของ acyl-ACP และ malonyl-ACP เพ่ือ
สังเคราะห์ ketoacyl-ACP และถูกเปลี่ยนเป็น hydroxyacyl-ACP จากน้ัน dehydration ปล่อยโมเลกุล
ของน้ําจาก hydroxyaceyl-ACP เป็นผลให้เกิด unsaturated enoyl-ACP และ reduction ของ enoyl-
ACP ไปเป็น saturated aceyl chain ในกลไกของ polyketide synthesis จะไม่รวมปฏิกิริยา 
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dehydration และ reduction เป็นผลให้พบ double bonds ในปริมาณท่ีสูง (Qui, 2003) ตัวอย่างใน
การสังเคราะห์ EFA production ได้มีการเสนอในระบบ PKS system ดังรูป  

 
 

 
 
ภาพท่ี 4 polyketide pathway ถูกพบใน marine bacteria บางชนิด และพบใน eukaryotes 

เช่น Aurantiochytrium, เอ็นไซม์หลักได้แก่ ACP: acyl carrier protein, KS: 3-ketoacyl-ACP 
synthase, KR: 3-hydroxyacyl-ACP reductase, D/I: bifunctional dehydrase/isomerase, ER: 
enoly-ACP reductase (Qiu, 2003) 

Pathway การสังเคราะห์ DHA และ DPA ได้มีการนําเสนอในงานวิจัยของ มนตร ี และคณะ 
(2014) ส่วนการสังเคราะห์ EPA ได้มีการนําเสนอโดย Cao และคณะ (2012)  
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ภาพท่ี 5 polyketide pathway ถูกพบใน marine bacteria บางชนิด และพบใน eukaryotes 

เช่น Thraustochytrium, เอ็นไซม์หลักได้แก่ ACP: acyl carrier protein, ACCase, acetyl-CoA 
carboxylase; KS, β-ketoacyl-ACP synthase; KR, β-ketoacyl-ACP reductase; DH/IS, β-
hydroxyacylACP dehydratase/isomerase; ER, enoyl reductase (Cao, 2012) 

 
6. การวิเคราะห์อัตราการไหลผ่านของเมแทบอลิซึมและโมเดลปริมาณสารสัมพันธ์

ในกระบวนการสะสมไขมนั (Metabolic flux analysis and stoichiometric model 
during lipogenesis) 

ปัจจุบันการวิเคราะห์อัตราการไหลผ่านของเมแทบอลิซมึเป็นเทคนิคที่ถกูใช้ในงานของ 
bioprocess/biochemical engineering เพ่ือที่ใช้ในการติดตาม physiology ของเซลล ์ และการ
ปรับปรุงสายพันธ์ุสําหรับการสังเคราะห์ผลติภัณฑ์ที่มีคุณค่า   metabolic flux analysis เป็นวิธีที่ติดตาม
การทํางานของเมแทบอลิซมึของเซลล์ โดยทีอั่ตราการไหลผ่านปฏิกิริยาชีวเคมีถูกคํานวณโดยอาศัย
ปริมาณสารสัมพันธ์ของปฏิกิริยาชีวเคมีที่มีการสมดุลสมการโดยอาศัย mass balances ของ
intracellular metabolites ด้วยเหตุน้ีการประมาณกิจกรรมของแต่หละ pathway ในกิจกรรมของเซลล์ 
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ซึ่งเป็นการ intracellular fluxes ภายใต้สภาวะแวดล้อมต่างๆ เช่น ระดับของออกซิเจน เพ่ือที่จะหา
สภาวะที่เหมาะสมในการเลี้ยงต่อไป (Lee, Berthiaume, Stephanopoulos, & Yarmush, 1999) 

 
7. วิทยาเอนไซม์ (Enzymology) 
การตรวจสอบกิจกรรมเอนไซม์แบบ In vitro หรือในหลอดทดลอง เพ่ือใช้ตรวจสอบกิจกรรม

เอนไซม์ในเมแทบอลิซึมจริงในเซลล์  in vivo ในขณะที่มีและไม่มีเอนไซม์รวมถึง cofactor ที่จาํเพาะ
ภายใต้การโตในสภาวะที่จําเพาะ แต่ในความเป็นจริงการวัดกิจกรรมเอนไซม์น้ันไม่สามารถบอกถึงอัตรา
การไหลผ่านจริงในเซลล์แบบ  in vivo ได้เน่ืองจากมีหลายปัจจัยเช่น โมเลกุลบางชนิดสามารถกระตุ้น
กิจกรรมเอนไซม์ได้ และบางสภาวะสิ่งแวดล้อมสามารถลดกิจกรรมเอนไซม์ได้ แม้ว่ากิจกรรมเอนไซม์ใน in 
vitro จะไม่สามารถทํานายค่าอัตราเร็วใน in vivo ได้ แต่ในหลายคร้ังการเปลี่ยนแปลงของเอนไซม์มีความ
สัมพันธ์ุโดยตรงกับค่าอัตราเร็วที่ทํานายได้ เช่น กิจกรรมเอนไซม์ของ glucose-6-phosphate 
dehydrogenase ลดลงเป็นสัดส่วนกับการลดลงของการไหลผ่านใน HMP pathway และกจิกรรม
เอนไซม์ของ citrate synthase เพ่ิมขึ้นเป็นสัดส่วนกับ flux ของ TCA cycle flux (Moreira dos Santos, 
Raghevendran, KÖtter, Olsson, & Nielsen, 2004)  

 
8. งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
มีงานวิจัยที่แสดงถึงการผลิตไขมันมันจากเช้ือต่างๆ เช่น genus Aurantiochytrium, 

Schizochytrium, Thraustochytrium and Ulkenia เป็นต้น ซึง่มีความสามารถในการใช้ชนิดของ
อาหารท่ีแตกต่างกันรวมถึงอัตราการผลิตไขมันที่แตกต่างกันด้วย เช้ือ Australian thraustochytrid (Lee 
Chang et al., 2014) สายพันธ์ุ Aurantiochytrium sp. สามารถใช้ glucose จาก 2 ถึง 4 เปอร์เซ็นต์ 
เมื่อเพ่ิม glucose เป็น 4 เปอร์เซ็นต์ พบว่าปริมาณเซลลแ์ห้ง (Biomass yield) เพ่ิมขึ้นด้วย factor เฉลี่ย 
1.7 แต่มีข้อจํากัดคือ Ulkenia sp. strain TC 010 และ Thraustochytrium sp. strain TC 033 ไม่
สามารถใช้ glucose ได้ ในขณะที่ Schizochytrium sp. strain TC 002 ใช้ glucose น้อยกว่าครึ่งแม้ว่า
ใช้เลี้ยงเช้ือไปนานแล้วถึง 14 วัน และเช้ือ Thraustochytrium sp. strain TC 004 ใช้ glucose ที ่4 % 
w/v แต่ไม่ใช้ที ่2 % w/v แสดงให้เห็นว่าเช้ือมีข้อจํากัดในการใช้ระดับนํ้าตาลที่แตกต่างกัน  

งานวิจัยของ Lagunas and Gancedo (1973) ได้รายงานว่า reported that the HMP 
pathway เป็น pathway หลักในการสังเคราะห์ NADPH ในอาหารทีม่ี glucose ใน  Saccharomyces 
cerevisiae แต่ transhydrogenation ไม่มีความสําคญัในการสังเคราะห์ NADPH Saccharomyces 
cerevisiae มกีิจกรรมเอนไซม์ NADH kinase ที่ตํ่ามากซึ่งเปลี่ยน NAD(H) และ ATP ไปเป็น NADP(H) 
และ ADP ดังนั้นวิถีของ transhydrogenation จึงไม่ได้นํามารวมใน model 

มีรายงานไม่กี่รายงานที่ใช้เทคนิคของ stoichiometric model ในการคํานวณ metabolic 
fluxes ในการสร้างกรดไขมัน arachidonic acid เช่นใน Mortierella alpine (Mingjie, He, Kun, Jie, 
& Zhen, 2007) ในที่น้ีค่าพลังงาน  energetics ของการสร้างกรดไขมันซึ่งใช้ปฏิรยิาชีวเคมียังไม่มีการ
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ประมาณค่าที่แท้จริงในกระบวนการสร้างกรดไขมันโดยเฉพาะการสังเคราะห์กรดไขมัน DHA ใน protist 
แต่มีรายใน Mortierella alpine (Mingjie, 2007) ซึ่งใช้ P/O ratio เท่ากับ 2.5 ซึ่งเป็นค่าที่สูงกว่าค่าที่
แท้จริงทําให้การประมาณค่า flux ไม่ใกล้เคียงกับความเป็นจริง แต่อย่างไรก็ตาม model ได้แสดงให้เห็น
ว่าสภาวะ limited nitrogen source ทําใหม้ีอัตราการไหลผ่านของคาร์บอนไปยังการสังเคราะห์ไขมันเพ่ิม
มากข้ึนดังภาพที่ 2.5 และค่าของ flux สามารถนําไปใช้ในงานของ Bioinformatics ได้อีกด้วย  

 
ภาพท่ี 6 แสดงการกระจายตัวของ flux ในช่วง exponential phase, decelerating phase, 

stationary phase และหลังจากเติม NaNO3 ในสภาวะ limited N-source 
แต่เร่ิมมีรายงานการประมาณค่า P/O ratio ใน Aurantiochytrium sp. B072 ในหลาย models 

ดังภาพที่ 2.6 (Chaisawang et al., 2014) ซึ่งได้เสนอว่า model 2 เป็นโมเดลที่เป็นไปได้มากที่สุดและยัง
มี P/O ratio ใกล้เคียงกับที่มรีายงานใน แบคทีเรีย, ยีสต์ และเช้ือรา 
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ภาพท่ี 7 แสดง metabolic models ใน central metabolism สําหรบัการสังเคราะห์ Acetyl-

CoA และ NADPH ระหว่างการสังเคราะห์ไขมันซึ่งประกอบไปด้วย 4 โมเดลท่ีเป็นไปได้ 



 
 

บทที ่3 
ระเบยีบวิธีการวิจัย 

1. ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 
เช้ือ Thraustochytrium ได้มาจากใบไม้ที่ตกอยู่บนโคลนที่มีนํ้าทะเลหรือลอยนํ้ามาในบริเวณป่า

ชายเลนในหลายจังหวัด เช่น ชลบุรี กาญจนบุรี ภูเก็ต และกรุงเทพฯ 
 
2. เครื่องมือทีใ่ช้ในการวิจัย 

Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Gas Chromatography 
High Performance Liquid Chromatography (HPLC) 
Centrifugation 
Spectrophotometer 
Microscope 

  
3. วิธีการทดลอง 

3.1 เชื้อและการเพาะเช้ือต่อช่วง (Strain and subculture for maintenance) 
 เช้ือ Thraustochytrium sp. A01 ได้มาจากใบไม้ที่ตกอยู่บนโคลนบริเวณป่าชายเลนจังหวัด
ต่างๆ เลือกเฉพาะใบที่มีรอยด่างและรอยแตกเท่าน้ัน นําใบไม้แช่ในนํ้าป่าชายเลนใส่ในถุง ภายใน 3 ช่ัวโมง
นําใบไม้ตัดเฉพาะส่วนรอยด่าง และรอยแตก 1 × 1 cm รวมถึงตัดให้ละเอียดด้วยใบมีด และนํามาวางบน
อาหารเลี้ยงเช้ือต่างๆ และกระจายให้ทั่วอาหารด้วย sterilized loop อาหารท่ีใช้เลี้ยงในขั้นต้นคือ YPG 
agar ที่ใส่ยาฆา่เช้ือแบคทีเรียเพ่ือป้องกันเช้ือแบคทีเรียโต ส่วนประกอบของ YPG agar คือ sea salts, 15 
g/L (gram per liter); glucose, 1 g/L; yeast extract, 1 g/L; peptone, 1 g/L; MnCl2, 1 mg/L; และ 
agar, 15 g/L จากน้ันเพาะเลี้ยงเช้ือต่อช่วงด้วย YPG agar โดยการต่อช่วง (subcultured) ทุกๆ 1 เดือน 
ในกรณีที่ไม่ใช้เช้ือทําการเก็บที่อุณหภูมิ -80 °C ใน glycerol อัตราส่วน glycerol ต่อ อาหารเลี้ยงเช้ือ 1:2 
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ภาพท่ี 8 ใบจากต้นโกงกางในป่าชายเลน ที่ตกจากต้นและลอยนํ้ามา 
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ภาพท่ี 9 ใบจากต้นโกงกางในป่าชายเลนได้ถูกเก็บในถุงพลาสติก  
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ภาพท่ี 10 ใบจากต้นโกงกางนํามาตัด และวางบนอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง 
 

 
 
ภาพท่ี 11 เช้ือที่โตนํามาแยกให้เป็นเช้ือที่มีสายพันธ์เดียว 
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3.2 การจําแนกชนิดของสายพันธุ์ (Identification of strain) 
นําเช้ือที่แยกได้ไปเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือแบบแข็ง (agar plate) เป็นเวลา 3 วัน จากน้ันเมื่อเช้ือ

โตทําการย้ายเช้ือจากโคโลนีเด่ียวไปเลี้ยงในหลอดทดลอง 50 มิลลลิิตร ทีม่ีอาหารเลี้ยงเช้ือ 10 มิลลิลติร ที่
มีส่วนประกอบของ นํ้าเกลือทะเล (artificial seawater), glucose 4 กรัมต่อลิตร, yeast extract 2 กรัม
ต่อลิตร, peptone 1 กรัมต่อลิตร ภายใต้การควบคุมอุณหภูมิที่ 25 °C ในเคร่ืองเขย่า (150 rpm) เป็นเวลา 
4 วัน จากน้ันแยกเซลลอ์อกด้วยการป้ันเหว่ียง (centrifugation (9,000×g, 10 min)) เป็นเวลา 10 นาที 
ล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วยนํ้ากลั่น (sterile deionized water) และทําแห้งก่อนทําการสกัด DNA การสกัด DNA 
สกัดด้วย DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Germantown, MD, USA) จากน้ันเช็ค DNA ด้วยเทคนิค 
agarose gel electrophoresis (0.8% agarose) จากน้ันทําการเพ่ิมปริมาณ 18S rRNA gene ด้วย 
primer 2 ช้ิน คือ forward primer: 5′-TCCTGCCAGTAGTCATATGC-3′ and reverse primer: 5′-
TGATCCTCTCGCAGGTTCAC-3′ ตามการศึกษาของ Chaisawang et al. (6), Grzebyk et al. (12) and 
Yang et al. (32) จากน้ันเพ่ิมปริมาณ  genomic DNA ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) 
ที่มีส่วนประกอบดังน้ี 50 μL of 1× Taq PCR buffer (New England Biolabs, UK), 0.2 mM dNTP, 
0.2 μM of 16S1N, and 16S2N primers และ 2.5 U Taq polymerase (New England Biolabs, UK) 
จากน้ันทําการแยกสาย DNA ที่อุณหภูมิ 94°C เป็นเวลา 5 นาท ี PCR โปรแกรมที่ต้ังไว้คือ 30 วินาที ที่ 
94°C และ 30 วินาที ที ่60.8°C (annealing temperature) 2 นาที ที ่72 °C ทําทั้งหมด 40 รอบ และ 7 
นาทีสําหรับเพ่ิมปริมาณท่ี (final extension) ที ่72 °C จากน้ันส่งหาลําดับ (DNA sequencing) ผลที่ได้ 
18S rRNA gene sequences ทําการเปรียบเทียบลําดับใน GenBank database ของ National Center 
for Biotechnology Information โดยใช้ Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) และ 
โปรแกรม (multiple alignment program CLUSTAL W โดยใช้ MEGA6 software) ค่าของ bootstrap 
ถูกวิเคราะห์ซ้ําจํานวน 1,000 รอบ (32) 
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ภาพท่ี 12 วิธีการนําลําดับเบส 18sRNA ไปเทียบคู่เบสในฐานข้อมูล GenBank ของ National Center for 
Biotechnology Information 
 

 
 
ภาพท่ี 13 แสดงการเปรียบเทียบลําดับเบสและตัดด้วยโปรแกรม MEGA 6 
 

3.3 การเลี้ยงเชื้อแบบเขย่า (Shake flask cultivation) 
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เช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็งถูกย้ายจากหลุมไปยัง Erlenmeyer flask (250 mL) 
ประกอบด้วย 50 mL GPY-broth pH 6.5 และทําการเขย่าที่ 200 rpm ภายใต้อุณหภูมิ 25 °C ใน orbital 
shaker (Innova 4900, New Brunswick, USA) หลังจาก 22 ช่ัวโมง O.D. ของ zoospore หรือกรณีลง
เช้ือด้วยเซลล์ประมาณ 2 ทําการลงเช้ือให้ได้ 5% (v/v) ของ inoculum ใน 100 mL ของexperimented 
culture โดยให้มี O.D. ประมาณ 1 อาหารเลี้ยงเช้ือใน 500 mL cotton stopped baffled flasks มี 
mineral medium ทําการบ่มเช้ือใน orbital shaker ที่ 200 rpm ภายใต้อุณหภูมิต่างๆ หรือที ่25 °C 
ตามเก็บเช้ือจนกระทั้งอาหารเลี้ยงเช้ือหมด  

ในการเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือต่างๆ เช่น glucose, fructose, glycerol หรือ olive oil ซึ่งเป็น
แหล่งcarbon source และ 10 g/L yeast extract หรือบางกรณี 10 g/L peptone เป็นแหล่ง nitrogen 
รวมถึง vitamin และ trace elements อาหารเลี้ยงเช่ือใส่ 15 g/L sea salts, 1 mg/L MnCI2 และ 
initial pH 6.5 และทําการศึกษาการโตใน mineral medium ซึ่งประกอบด้วย 60-120 g/L glucose 
เ ป็ น แหล่ ง  carbon source, 3-18 g/L monosodium glutamate เ ป็ น  nitrogen source, 0.6 g/L 
K2HPO4 เ ป็น  potassium source และ  15 g/L sea salts อาหาร  mineral medium ไ ด้มีการเ ติม 
vitamins and trace elements ดังน้ี สารละลาย trace mineral solution ประกอบด้วย มิลลิกรัมต่อ
ลิ ต ร , Na2EDTA, 15 mg; ZnSO4.7H2O, 4.5 mg; CoCl2.6H2O, 0.3 mg; MnCl2.4H2O, 9.0 mg; 
CuSO4.5H2O, 0.3 mg; FeSO4.7H2O, 3.0 mg; NaHCO3, 100 mg; KH2PO4, 200 mg; MgSO4.7H2O, 
200 mg; ZnSO4.7H2O, 1 mg; H3BO3, 1.0 mg; สารละลาย vitamin ประกอบด้วย มิลลิกรัมต่อลิตร, 
para-aminobenzoic acid (PABA), 0.20 mg; riboflavin, 0.1 mg; biotin, 0.05 mg; folic acid, 0.04 
mg; nicotinic acid, 1.00 mg; myo-inositol, 25.00 mg; thiamine hydrochloride (B1), 0.50 mg; 
pyridoxine hydrochloride (B6), 0.50 mg; cyanocobalamine (B12), 0.10 mg จากน้ันใช้  filter-
sterilized (0.20 m) กรองวิตามินลงสู่อาหาร glucose และ แหล่ง carbon อ่ืนๆ ถูก autoclaved 
แยกท่ี 110 C นาน 15 นาที จากน้ันปรับ initial pH ให้เหมาะสมเช่น pH 6.5 ก่อนทําให้ปราศจากเช้ือ 
(sterilization) ที่ 121 oC เป็นเวลา 15 นาที หลังจาก sterilize สารละลายวิตามินที่มีส่วนประกอบ
ข้างต้นได้ถูกใส่ในอาหารก่อนการ inoculation ด้วยเช้ือ  
 

3.4 วิเคราะหป์ริมาณน้ําตาล (Analysis of culture supernatant) 
Glucose ถูกทําการวัดปริมาณด้วย commercial glucose oxidase kit (Sigma, St. Louis, 

USA) Fructose, glycerol, and sorbitol ถูกทําการวัดปริมาณด้วย HPLC (Waters, Milford, USA) 
เคร่ืองมือใช้Sugar Pak 1 column (6.5×300mm) สารละลายที่เป็น mobile phase คือ 50 mg/L Ca-
EDTA มี flow rate เท่ากับ 0.5 mL/min detector เป็น refractive index (RI) detector ซื่งใช้ตรวจวัด
ปริมาณนํ้าตาล อุณหภูมิของ column และ detector เป็น 90 °C และ 35 °C  

Monosodium glutamate (MSG) ใน  supernatant ทําการ วัด ด้วย  TNBS (trinitrobenzo 
sulfonic acid) procedure (Adler-Nissen, 1979) supernatant ถูกผสมด้วย TNBS solution (0.17 
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mL ใน 50 mL distilled water) ที่มีส่วนประกอบของ 0.21 M sodium phosphate buffer pH 8.2 
Glycine ถูกใช้เป็น standard และใช้ absorbance ที่ 340 nm Ammonium analysis was assayed 
by the phenol-hypochloride method (Weatherburn, 1967).  
 

3.5 วิเคราะหป์ริมาณเซลลแ์ห้ง (Assay of culture dry weight) 
ตัวอย่างปริมาณ 2 mL ถูกเก็บด้วยวิธี centrifuge ที ่9,000×g เป็นเวลา 10 min ที่ 4 °C 

Biomass ที่เก็บได้ถูกทําการล้างด้วย distilled water 2 รอบ ส่วนของเซลลถ์ูกทําใหแ้ห้งด้วยวิธี freeze 
dry ส่วนเซลล์ที่แห้งแล้วถูกช่ังเพ่ือให้ทราบนํ้าหนักแห้ง 
 

3.6 วิเคราะหป์ริมาณกรดไขมัน (Analysis of fatty acid) 
นําเซลลแ์ห้งประมาณ 15-20 mg ที่ได้จากการ freeze-dried ถูกนํามาทํา esterified ด้วย 4% 

sulphuric acid ใน methanol และ butylated hydroxytoluene (antioxidant) สําหรับ 1 h ที่ 90 
oC Heptadecanoic acid หรือ nonadecanoic acid (Sigma, St. Louis, USA) ถกูใช้เป็น internal 
standard ตัวอย่างได้ถูกฉีดด้วย auto-injector ในอัตราส่วน 1:100 split ใน Shimadzu gas 
chromatography instrument (GC-17A) ซึ่งมี Supelco OmegawaxTM 250 fused silica เป็น 
capillary column (30m ×0.25 mm) ส่วนของอุณหภูมิของ injector และ detector ถูกกําหนดที ่250 
˚C และ 260 ˚C ตามลําดับ โปรแกรมสําหรับการวิเคราะห์คือ อุณหภูมิของ column เท่ากับ 200 °C เป็น
เวลา 10 min และถูกเพ่ิมเป็น 230 °C เป็นเวลา 17 นาที Helium ถูกใช้เป็น carrier gas ด้วย linear 
velocity ที่ 30 cm/s     

ปริมาณ Total fatty acid content ทําการวัดด้วยวิธี Bligh and Dyer (1959) นําเซลลแ์ห้ง
ประมาณ 20 mg ทําการสกัดด้วย chloroform-methanol-distilled water (1:2:0.8 v/v/v) ตามด้วย 
sonication (Sonicator Model. 500 S/N 5737, Langford) ประมาณ 15 นาที และต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้อง
ประมาณ 18 ช่ัวโมง จากน้ันเติม 1.25 mL ของ chloroform และ 1 M NaCl จากนั้น votexed และ 
centrifuged ที่ 1,000×g เป็นเวลา 15 นาที จากน้ันสว่นล่าง (lower phase) ถูกทําให้แห้งด้วยแก๊ส
ไนโตรเจน ที่อยู่ใน vial ที่ช่ังนํ้าหนักแล้ว จากน้ันนําไปช่ังนํ้าหนัก 
 

3.7 วิธีการเตรียมสารสกัดจากเซลล์โดยการแยกผนงัเซลล์ออก (Preparation of cell free 
extracts) 

เซลล์เปียกทีม่ีเซลลแ์ห้งประมาณ 300 mg จากตัวอย่างในช่วงหลังของ log phase ถูกเก็บด้วยวิธี 
low speed centrifugation (10,000×g) และล้างเซลล์ 1 รอบด้วย 4 mL ของ extraction buffer ซึ่ง
ประกอบด้วย 100 mM Tris-HCl buffer pH 7.2, 10% (w/v) glycerol, 1 mM dithiothreitol and 1 
mM EDTA (Titriplex III) และเติม 4 mL of extraction buffer อีกครั้ง ในกรณีของ NADPH and NADH 
dehydrogenase เติมสาร 1 % v/v ของ Triton X 100 ใน extraction buffer  
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เซลล์ถกูทําใหแ้ตกด้วยวิธี vortexing กับ 1 g ของ glass bead ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง เป็นเวลา 
10 นาที ที่  4 °C เศษเซลลแ์ละเซลลท์ี่ไมแ่ตกถูกแยกออกด้วย high speed centrifugation (Backman, 
LE-80K) ที่  100,000×g 4 ◦C เป็นเวลา 30 นาท ีส่วนใสถูกแยกออกและถูกใช้เป็น cell free extract ที่
ใช้สําหรับการวัดเอนไซม์ซึ่งมีโปรตีนอยู่ประมาณ 2-4.5 mg protein/mL ระหว่างการวัด cell free 
extract จะต้องอยู่ในนํ้าแข็งตลอดเวลา ในกรณีแยกไมโตรคอนเดรียด เซลล์ถูกย่อยด้วย protease และ
ทําให้แตกด้วย vortexing กับ 1 g ของ glass bead ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง เป็นเวลา 30 วินาท ี
 

3.8 การวัดกิจกรรมเอนไซม์ (Enzyme assays) 
กิจกรรมเอนไซมุถูกวัดด้วยเครื่อง Jasco model B-530 spectro-photometer ที่มีความยาว 1-

cm light path cell (Tokyo, Japan) ที่อุณหภูมิ 30 °C นํ้าที่ใช้ในการวดัเป็น milli-q water ในการวัด
จําเป็นต้องเช็ค linearity ของวิธีโดยใช้ 2 ความเข้มข้นของ cell free extract อัตราการเกิดปฏิกิริยาแปร
ผันตรงกับปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ ทั้ง buffer และ cofactor มีการเปลี่ยนแปลงเพ่ือตรวจสอบกิจกรรม
เอนไซม์ด้วย กจิกรรมเอนไซม์ถูกตามที่ 340 nm ที่อุณหภูมทิี่ 30 °C โดยตามปริมาณการเกิดและถูกใช้ของ 
NAD(P)+ or NAD(P)H (ε340 = 6.22 mM-1.cm-1)  
 

3.9 เอนไซม์ใน HMP pathway (Enzymes of the HMP pathway) 
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.1.49) ถูกตรวจวัดในปฏิกิริยาที่มี

ส่วนประกอบของ 50 mM Tris–HCl pH 8.0, 5 mM MgCl2, 0.4 mM NADP+ และ cell free extract 
เร่ิมต้นปฏิกิริยาด้วยการเติม 10 mM glucose-6-phosphate disodium salt (Harris, Diderich, van 
der Krogt, Luttik, Raamsdonk, Bovenberg, van Gulik, et al., 2006) 

6-Phosphogluconate dehydrogenase (EC 1.1.1.44) ถูกตรวจวัดในปฏิกิริยาที่มี
ส่วนประกอบของ 50 mM glycylglycine buffer, pH 8.0, 0.4 mM NADP+ และ cell free extract 
เร่ิมต้นปฏิกิริยาด้วยการเติม 4 mM 6-phosphogluconate trisodium salt (Bruinenberg, van Dijken, 
& Scheffers 1983) 
 

3.10 เอนไซม์ใน “transhydrogenase cycle” (Enzymes of the “transhydrogenase 
cycle”) 

Pyruvate carboxylase (EC 6.4.1.49) ถูกวัดโดยควบคู่ปฏิกิริยากับ malate dehydrogenase 
และตามด้วยการออกซิเดชันของ NADH ที่ 340 nm (Wynn, Kendrick, & Ratledge, 1997) ปฏิกิริยามี
ส่วนประกอบของ 100 mM Tris-HCl pH 7.8, 3.5 mM ATP, 20 mM KHCO3, 6.7 MgSO4, 5 Units 
malate dehydrogenase, 10 mM pyruvate, 0.15 mM NADH ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยการเติม 10 mM 
pyruvate. 
Pyruvate + CO2 + ATP   OAA  

MDH 
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OAA + NADH   NAD+ + Malate 
Malate dehydrogenase (EC 1.1.1.37) ถูกตรวจวัดในปฏิกิริยาที่มีส่วนประกอบของ 100 mM 

potassium phosphate buffer, pH 8.0, 0.15 mM NADPH หรอื NADH และ cell free extract 
ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยการเติม 1 mM oxaloacetatic acid (Harris et al., 2006) 

Malic enzyme [L-malate: NAD+ oxidoreductase (decarboxylation); EC 1.1.1.39] 
decarboxylate ใช้ NAD+ เป็นโคเอนไซม์  

ในกรณีของ NADP+ เป็นโคเอนไซม์ [L-malate: NADP+ oxidoreductase (decarboxylation); 
EC 1.1.1.40] Malic enzyme ถูกตรวจวัดโดยมีส่วนประกอบดังน้ี 100 mM Tris–HCl pH 7.5, 10 mM 
MgCl2, 0.4 mM NADP+ และ cell free extract ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยการเติม 100 mM L(-)-malic acid 
(Harris et al., 2006) และ 25 mM L(-)-malic acid ซึ่งใช้สําหรับกิจกรรมสูงสุด นอกจากน้ัน 0.4 mM 
NAD+ ถูกใช้แทนด้วย NADP+ เพ่ือตรวจสอบ 
 

3.11 เอนไซม์สําหรบัการสร้าง acetyl-CoA (Enzymes of the acetyl-CoA producing) 
ATP-citrate lyase (EC 4.1.3.8) ถูกวัดกิจกรรมเอนไซม์ตามวิธีของ Srere, 1962 โดยมีการ

ปรับปรุงส่วนประกอบเล็กน้อยโดยมีปฏิกิริยาคือ OAA เป็นสารต้ังต้นของปฏิกิริยาโดยเอนไซม์ malate 
dehydrogenase ตามโดยการออกซิเดช่ันของ NADH ที ่340 nm ปฏิกิริยาประกอบด้วย 0.1 mM Tris 
pH 7.3, 10 mM MgCl2, 0.3 mM CoA, 10 mM mercaptoethanol or thioehanol, 0.15 mM NADH, 
5 mM ATP, and 20 mM potassium citrate, 50 Unit malate dehydrogenase ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วย
การเติม 5 mM ATP    
Citrate + ATP + CoA    Acetyl-CoA + OAA   
OAA + NADH   NAD+ + Malate 
 

Carnitine acetyltransferase (EC 2.3.1.7) ถูกวัดกิจกรรมเอนไซม์โดยตามการสร้าง CoA จาก 
acetyl-CoA และ L-carnitine โดยใช้สาร 5,5´-dithiobis-(2-nitrobenzoate) โดยตามกิจกรรมเอนไซม์
ที่ 412 nm และม ีmolar extinction coefficient เท่ากับ 13.6 mM-1cm-1 (Kohlhaw & Tan-Wilson, 
1977) ส่วนประกอบปฏิกิริยาคือ 0.1 M Tris/HCl pH 7.8, 0.25 mM Acetyl-CoA, 2 mM L-Carnitine 
และ 0.4 mM 5,5´-dithiobis-(2-nitrobenzoate) ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยการเติม cell free extract 

 
L-carnitine + acetyl CoA   D,L-Acetyl carnitine + CoA   
CoA + 5,5´-dithiobis-(2-nitrobenzoate)          5-thio-2-nitrobenzoate 
 

MDH 

ACL 

Carnitine acetyltransferase
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Acetyl-CoA hydrolase (EC 3.1.2.1) ถูกเช็คเพ่ือตรวจสอบโดยไม่เติม L-carnitine ในปฏิกิริยา 
กิจกรรมเอนไซม์ Carnitine acetyltransferase ต้องลบกิจกรรมของ Acetyl-CoA hydrolase activity 
(ปกติจะมีกิจกรรมเอนไซม์ Acetyl-CoA hydrolase) 
 
Acetyl CoA   Acetyl + CoA   
 

3.12 เอนไซม์ใน Tricarboxylic acid cycle (Enzymes in TCA cycle) 
Isocitrate dehydrogenase (EC 1.1.1.41 (NADH), 1.1.1.42 (NADPH) ปฏิกิริยาประกอบด้วย 

100 mM potassium phosphate buffer pH 7.0, 2.5 mM MgCl2, 0.4 mM NADP+/NAD+ และ cell 
extract ปฏิกิริยาเอนไซม์เร่ิมต้นด้วยการเติม 5 mM D,L-isocitric acid trisodium salt (Harris et al., 
2006) ทําการตรวจสอบโคเอนไซม์ AMP ว่าเป็น activator หรือไม ่

3.13 เอนไซม์ใน oxidative phosphorylation (Enzyme of the oxidative 
phosphorylation pathway)  

NADPH dehydrogenase (EC 1.6.99.1) และ NADH dehydrogenase (EC 1.6.99.3) ถูก
ตรวจวัดกิจกรรมเอนไซม์ด้วย ferricyanide เป็นตัวรับอิเล็คตรอน  ส่วนประกอบของปฏิกิริยาคือ 50 mM 
phosphate buffer pH 6.0, 5 mM potassium cyanide, 1 mM potassium ferricyanide และ 0.15 
mM NADPH หรือ NADH ปฏิกิริยาเร่ิมต้นด้วยการเติม cell free extract และติดตามกิจกรรมเอนไซม์ที่ 
340 nm (Bruinenberg, van Dijken, Kuenen, & Scheffers, 1985) 
 

3.14 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน (Analysis of protein) 
ความเข้มข้นของโปรตีนถูกตรวจวัดด้วยวิธี Lowry method (Lowry, Rosebrough, Farr, & 

Randall, 1951) ซึ่งม ีBovine serum albumin (fatty acid free; Sigma) ถูกใช้เป็น standard 
 
3.15 ความหมายและการคาํนวณ (Definition and calculation) 
Fatty acid free biomass (FFB, g/L) คือ นํ้าหนักเซลลแ์ห้งที่ปราศจากไขมันซึ่งถูกคํานวณด้วย

การลบ total fatty acid content (g/L) จากนํ้าหนักแห้ง หรือ biomass (g/L) อัตราการไหลผ่าน หรือ 
Flux (mmol/gFFB/h) คือ อัตราการไหลผ่านของ metabolite ใน metabolic pathway รวมถึงการไหล
ผ่านข้าม permeable membrane ในหน่อยของ mmol ของสารต้ังต้นต่อกรัมของ FFB ต่อช่ัวโมง ค่า 
flux สามารถคํานวณด้วยการเพ่ิมขึ้นของ slope ของกรดไขมันต่อกรัม FFB ต่อเวลา (g/gFFB/h) ค่า
อัตราส่วนของ C/N ratio ถกูคํานวณจากจํานวนคาร์บอน (g/L) ต่อจํานวนไนโตรเจน (g/L) ค่า overall 
productivity ของ total fatty acid และ DHA ถูกคํานวณจากปริมาณของ TFA (g/L) หรือ DHA (g/L) 
ต่อจํานวนเวลาทั้งหมดของการเลี้ยง ค่า intracellular fluxes ของ acetyl-CoA-provision ถูกคํานวณ
จาก acetyl-CoA requirement สําหรับการสังเคราะห์กรดไขมัน ค่า maximum flux ถูกคํานวณจาก

Acetyl‐CoA hydrolase 
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กิจกรรมเอนไซม์ Vmax (Postma, Verduyn, Scheffers, & van Dijken (1989) ยกตัวอย่างเช่น specific 
activity ของ ACL เท่ากับ 203 nmol/mg protein/min ซึ่งเท่ากับ 3.9 mmol/gFFB/h 
(203*(33/40)*60*(38.8/100)*1000*10-6) ซึ่งยอมรับว่าอัตราส่วน soluble/total protein เท่ากับ 
33/40 ซึ่ง condition น้ีมีปริมาณโปรตีนเท่ากับ 65.4 % ใน FFB  
 
 
 

3.16 โมเดลปริมาณสารสัมพันธ์ (Stoichiometric model)  
โมเดลทางชีวเคมีใช้โมเดลท่ี 2 ของ Chaisawang, 2012 โดยย่อ acetyl-CoA เป็นสารต้ังต้นใน

การสร้าง malonyl-CoA ซึง่จะผลิตเป็นกรดไขมันผ่านทางระบบ pathway FAS และ PKS การสร้าง 
acetyl-CoA พบใน cytosol โดย citrate ซึ่งมาจาก mitochondria และจะถูกตัดเป็น acetyl-CoA และ 
OAA โดย ATP-citrate lyase (ACL) (Evan et al., 1983a) ซึ่งมีความสําคัญในการสะสมไขมันใน 
oleaginous yeast และ Thraustochytrium  วิธีการสร้าง acetyl-CoA metabolism และ NADPH ใน 
Thraustochytrium ได้ทําการตรวจสอบโดยวิธีทางกิจกรรมเอนไซม์ซึ่งใช้ในโมเดล  
 
4. สถิติที่ใชใ้นการวิจัย 

ในแต่ละชุดข้อมูลได้ทําการหาค่าเฉลี่ยแบบ triplicate observations ข้อมูลดิบถูกใช้ในการ
วิเคราะห์ทางสถิติด้วยโปรแกรม SPSS (SPSS Inc., 1998, Chicago, IL, USA) version 15 สําหรับ 
windows (Duncan’s test). ความแตกต่างที่มีนัยสําคัญ (Significant difference) ถูกรายงานโดย P 
value < 0.05 
 
 
 
 
 



 
 

บทที ่4 
ผลการวิจัย/ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
1. การแยกสายพันธุ์ด้วยระบบ 18S rRNA 

การ วิ เ ค ร าะ ห์  18S rRNA เ ช้ื อ  Thraustochytrium sp. สาย พัน ธ์ุ  B01 ถู ก จั ด ใ ห้ อ ยู่ ใ น 
Thraustochytrium sp. ซึ่งมีความเหมือนกับ Thraustochytrium sp. IQ81 (96% identity และ 89% 
coverage) ซึ่งพบว่าแยกเช้ือได้จากชายฝั่งทะเลของชิลี และกรดไขมันในสายพันธ์ุ B01 พบว่าใกล้เคียงกับ 
genus Thraustochytrium ซึ่งประกอบไปด้วย arachidolnic acid (ARA, C20:4 n6) ซึ่งต่างจาก genus 
Aurantiochytrium ที่มีปริมาณ ARA น้อยมาก (Fan et al., 2009) ด้วยเหตุน้ีจึงเป็นเหตุผลที่จัดสาย
พันธ์ุ B01 เป็น Thraustochytrium sp. B01   
 

 
 
ภาพท่ี 14 ผลจากการเปรียบเทียบสายพันธ์โดยใช้ลําดับเบส 18sRNA ในฐานข้อมูล GenBank ของ 
National Center for Biotechnology Information 
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ภาพท่ี 15 แสดงการเปรียบเทียบสายพันธ์ Thraustochytrium sp. B01 ที่ใช้เทคนิค 18S rRNA gene 
และ Crypthecodinium cohnii เป็น outgroup 
 
 
2. อัตราการสะสมไขมันต่อการเปลี่ยนแปลงสภาวะแวดล้อม 

ผลของ initial pH ต่อปริมาณเช้ือ (biomass) และ อัตราการผลิตกรดไขมันทั้งหมด (total fatty 
acid productivity) ระหว่างการสังเคราะห์ไขมัน (lipogenic phase) ของสายพันธ์ุ Thraustochytrium 
sp. B01 พบว่าค่าสุดท้ายหรือ final pH ของอาหารเล้ียงเช้ือเป็นเบสใกล้ pH 8 จากผลการทดลองพบว่า 
Thraustochytrium sp. B01 สามารถทน pH ได้กว้าง (pH 4-8) สําหรับการโต ซึ่งพบว่าไม่มีผลต่อ 
biomass และ fatty acid productivity ระหว่าง pH 3 ถึง 8 
 

sp. B01



31 
 

ตารางที่ 2 Biomass, total fatty acid contents และ fatty acids productivity ของสายพันธ์ุ 
Thraustochytrium sp. B01 เลี้ยงด้วย initial pH ที่ต่างกัน 

Initial  
medium pH 

Biomass  
(g/L) 

Fatty acid content  
(g/L) 

Fatty acid productivity 
(g/L/h) 

3 27 ± 1a 18 ± 0.8a 0.22 ± 0.03a 

4 28 ± 2a,b 19 ± 0.7a,b 0.27 ± 0.02b 

5 29 ± 1a,b 20 ± 1.0b 0.28 ± 0.01b 

6 30 ± 1b 20 ± 0.8b 0.30 ± 0.02b 

7 29 ± 1a,b 19 ± 0.7a,b 0.30 ± 0.03b 

8 27 ± 2a,b 18 ± 1.0a 0.28 ± 0.02b 

ตวัอกัษร a และ b ท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

ผลของปริมาณความ เ ข้มข้นของ  sea salt ที่ มี ผล ต่อ  biomass และ  total fatty acid 
productivity ระหว่างการสังเคราะห์ไขมันของ Thraustochytrium sp. B01 จากผลการทดลองพบว่า 
biomass สูงสุดที่ 15 g/L ของความเข้มข้นนํ้าทะเล อย่างไรก็ตามที่ความเข้มข้นตํ่าโดยเฉพาะไม่ใช้นํ้า
ทะเลพบว่ามีระดับ biomass เท่ากับ 18 g/L จากการศึกษานี้สามารถบอกได้ว่าสายพันธ์ุ B01 สามารถโต
ได้โดยไม่มีเกลือ แต่อย่างไรก็ตาม biomass สูงสุดพบที่ความเข้มข้นเกลือเท่ากับ 15 g/L  

ตารางที่ 3 Biomass, total fatty acid contents และ fatty acids productivity ของสายพันธ์ุ 
Thraustochytrium sp. B01 เลี้ยงด้วยความเข้มข้นของนํ้าทะเลท่ีต่างกัน 

Sea water concentration 
(% g/L) 

Biomass  
(g/L) 

Fatty acid content  
(g/L) 

Fatty acid productivity 
(g/L/h) 

0 18 ± 2a 14 ± 0.7a 0.14 ± 0.02a 

5 26 ± 1b 19 ± 0.7b 0.29 ± 0.02b 

10 29 ± 1c,d 20 ± 1.0b 0.29 ± 0.04b 

15 30 ± 1d 19 ± 0.9b 0.35 ± 0.05c 

20 27 ± 1b,c 19 ± 0.8b 0.32 ± 0.03b,c 

30 28 ± 2b,c,d 20 ± 0.8b 0.31 ± 0.04b,c 

ตวัอกัษร a, b, c และ d ท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

ผลของกลูโคสต่อ biomass และ total fatty acid productivity ระหว่างการสังเคราะห์ไขมัน
พบว่า biomass และ fatty acid productivity ของ B01 ใน 90 g/L glucose medium มีอัตราการ
สังเคราะห์กรดไขมันสูงกว่าความเข้มข้นอ่ืน ดังน้ันสามารถบอกได้ว่าเช้ือสามารถโตได้ในอาหารที่มีกลูโคส
สูง  150 g/L glucose และความเข้มข้นตํ่า 15 g/L glucose แต่อัตราการสังเคราะห์ไขมันที่ดีน้ันอยู่ใน
ช่วงกว้าง 30-120 g/L glucose 
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ตารางที่ 4 Biomass, total fatty acid contents และ fatty acids productivity ของสายพันธ์ุ 
Thraustochytrium sp. B01 เลี้ยงด้วยความเข้มข้นของกูลโคสที่ต่างกัน 

Glucose concentration 
(g/L) 

Biomass  
(g/L) 

Fatty acid content  
(g/L) 

Fatty acid productivity 
(g/L/h) 

15 5 ± 1f  3 ± 0.7f 0.17 ± 0.03a 

30 9 ± 2e 5 ± 0.5e 0.33 ± 0.02b,c 

60 18 ± 1d 10 ± 0.7d 0.34 ± 0.01b,c 

90 30 ± 1c 19 ± 0.9c 0.35 ± 0.05b,c 

120 36 ± 1b 22 ± 0.4b 0.30 ± 0.01b 

150 47 ± 3a 27 ± 0.8a 0.18 ± 0.01a 

ตวัอกัษร a, b, c, d, e และ f ท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

ผลของอุณหภูมิต่อการสังเคราะห์กรดไขมันพบว่าที่อุณหภูมิตํ่า 10 °C ความเข้มข้นของกล 
โคสลดลงขณะเลี้ยงด้วยอัตราที่ตํ่า และยังเหลือปริมาณกลูโคสอีก 20 g/L ซึ่งต่างจาก condition อ่ืนที่มี
อัตราการลดลงของกลูโคสสูงและเชื้อใช้กลูโคสหมด อย่างไรก็ตามหลาย condition อัตราส่วนของ DHA 
ต่อ DPA หรืออัตราส่วนของ omega-3 ต่อ omega-6 คงที่ อุณหภูมิที่เหมาะสมในการสังเคราะห์ไขมัน
และ biomass พบที่ 25 °C ซึ่งพบว่าไกล้เคียงกับที่พบในเช่ือ oleaginous ที่อุณหภูมิระหว่าง 20 ถึง 30 
°C (Arafiles et al., 2011) 
 

ตารางที่ 5 Biomass, total fatty acid contents และ fatty acids productivity ของสายพันธ์ุ 
Thraustochytrium sp. B01 เลี้ยงด้วยอุณหภูมิที่ต่างกัน 

Temperature  
(°C) 

Biomass  
(g/L) 

Fatty acid content  
(g/L) 

Fatty acid productivity 
(g/L/h) 

15 12 ± 2a 15 ± 1.0a 0.07 ± 0.01a 

20 28 ± 2c 16 ± 0.9a 0.28 ± 0.02b 

25 30 ± 1c 19 ± 0.9b 0.35 ± 0.05c 

30 22 ± 2b 15 ± 0.4a 0.27 ± 0.04b 

ตวัอกัษร a, b และ c ท่ีแตกต่างกนัตามแนวตั้ง หมายถึง มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

 

กรดไขมันที่พบในสายพันธ์ุ B01 เหมือนกับในสายพันธ์ุ Thrasutochytrium spp. ซึ่งมีปริมาณ 
EPA และ DHA เป็นกรดไขมันหลักตามด้วย ARA และ DPA ที่อุณหภูมิตํ่า 15 °C ปริมาณ DHA และ EPA 
เพ่ิมขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิ 25 °C แต่มีอัตราการผลิตกรดไขมันที่ตํ่า อย่างไรก็ตามสายพันธ์ุน้ีมี
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ชนิดกรดไขมันที่ดีซึ่งสามารถใช้เป็นอาหารสัตว์และอาหารเสริมในระดับอุตสาหกรรมได้ต่อไปเมื่อเลี้ยงที่
อุณหภูมิเหมาะสม   
 

ตารางที่ 6 ส่วนประกอบของกรดไขมัน (percentage of total fatty acids) ของสายพันธ์ุ 
Thraustochytrium sp. B01 

Temperature  
(°C) C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 

C20:4 n-6 
(ARA) 

C20:5 n-
3 (EPA) 

C22:5 n-6 
(DPA) 

C22:6 n-3 
(DHA) 

15 6.3±0.2 29.5±0.0 19.1±0.3 0.1±0.0 6.0±0.1 13.0±0.4 6.0±0.0 20.0±0.2 
20 5.4±0.1 26.0±0.1 14.0±0.2 0.1±0.0 8.0±0.2 17.3±0.2 7.8±0.1 21.4±0.0 
25 6.6±0.0 33.2±0.2 20.0±0.0 0.2±0.0 6.0±0.1 12.0±0.4 6.0±0.2 16.0±0.1 

ได้มีการทําลองใส่ emulsifier บางตัวเช่น เบต้ากลูแคน แซนแทนกัม กัวกัม พบว่าไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงอย่างนัยสําคัญของ Biomass และกรดไขมันแต่อย่างใด เพียงแต่มีอัตราการสร้างกรดไขมันที่
ลดลง อาจเนื่องมาจากปริมาณออกซิเจนท่ีละลายในอาหารเลี้ยงเช้ือมีปริมาณลดลง เมื่อเปรียบเทียบกับ
การลดออกซิเจนโดยตรง อีกทั้งเบต้ากลูแคนไม่สามารถกระตุ้นการสร้างกรดไขมันได้ 

 

3. การวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์และอัตราการไหลผ่าน 
จากผลการทดลองกา รแยก ไม โทคอน เดรี ยพบ ว่ า  NADP+-malic enzyme และ  6-

Phosphogluconate dehydrogenase อ ยู่ ใ น  cytosolic ส่ ว น  Pyruvate carboxylase, NAD+-
isocitrate dehydrogenase, Fumarase อ ยู่ ใ น ไ ม โ ท ค อ น เ ด รี ย  แ ต่ ส่ ว น  NADP+-isocitrate 
dehydrogenase พบทั้งสองส่วน ดังน้ันเอนไซม์น้ีกระจายตัวไปในหลายส่วนของเซลล์ (compartments) 
ดังน้ัน NADP ที่ได้จากกิจกรรมเอนไซม์ isocitrate dehydrogenase น้ันสามารถใช้ในการสร้างไขมันได้
ส่วนหนึ่งโดยเฉพาะใน cytosol ส่วน compartment อ่ืนๆอาจตกรวมไปอยู่กับส่วนของไมโทคอนเดรีย 
ดังน้ันค่ากิจกรรมเอนไซม์ในส่วน cytosol สามารถนํามาคํานวณอัตราการไหลผ่านได้ ดังน้ันเอนไซม์ G-6-
PDH, NADP+-ICDH และ malic enzyme เป็นเอนไซม์ที่สร้าง NADPH ที่ใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมัน 
ส่วน NADPH ที่สร้างจาก NADP+-ICDH ในไมโทคอนเดรีย ไม่สามารถผ่านผนังไมโทคอนเดรียออกมาใช้
เพ่ือสังเคราะห์กรดไขมันได้ ในส่วนของ NADH และ NADPH oxidase จากผลการทดลองพบว่าไม่พบ
กิจกรรมเอนไซม์ ดังน้ันจึงไม่ได้นํามาคํานวณกิจกรรมของเอนไซม์ตัวอ่ืนด้วย 
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ตารางที่ 7 กิจกรรมเอนไซม์ nmol/mg protein/min ใน cytoplasmic และ mitochondrial enzymes 
ของสายพันธ์ุ Thraustochytrium sp. B01 

 

  Activity 
Enzyme Cytosol Mitochondria 

Pyruvate carboxylase 27 ± 3 272 ± 2 
6-Phosphogluconate dehydrogenase 120 ± 1 18 ± 2 

Isocitrate dehydrogenase (NAD+) 7 ± 1 92 ± 1 

Isocitrate dehydrogenase (NADP+) 70 ± 6 68 ± 4 
Fumarase 222 ± 12 2174 ± 14 

Malic enzyme (NAD+) 174 ± 3 18 ± 1 

Malic enzyme (NADP+) 213 ± 1 N.D. 
Unidentified activity (N.D.) 

 

จากผลการทดลองกิจกรรมเอนไซม์พบว่า ATP:citrate lyase และ Carnitine 
acetyltransferase (CAT) เป็นเอนไซม์สังเคราะห์ acetyl-CoA แต่เน่ืองจาก CAT มีเพียงงานวิจัยจํานวน
น้อยมากที่เสนอว่าเป็น acetyl-CoA provision พบในเช้ือยีสต์ ถึงแม้จะมีรายงานในเช้ือราบางชนิดก็ตาม 
แต่ในหลายรายงานเช่ือว่า ATP:citrate lyase ก็ยังคงเป็นเอนไซม์สังเคราะห์ acetyl-CoA ในส่วนทีส่องคือ 
NADPH จากผลการทดลองพบว่า ME เป็นเอนไซม์หลักในการผลิต G-6-PDH ก็ยังคงเป็นเอนไซม์ที่ผลิต 
NADPH ด้วยเช่นกันเพราะเนื่องจากคาร์บอนต้องไหลผ่านปฏิกิริยาน้ีก่อนเน่ืองจากกิจกรรมเอนไซม์ของ 
HMP pathway ยังมีอยู่ไม่หมดไป และอีกแหล่งการสังเคราะห์ NADPH คือ isocitrate dehydrogenase 
ซึ่งเป็นเอนไซมท์ี่สามารถผลิต NADPH ได้ใน cytosolic compartment  
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ตารางที่ 8 กิจกรรมเอนไซม์ nmol/mg protein/min ในการสกัดเซลลข์องสายพันธ์ุ Thraustochytrium 
sp. B01 

 

Enzyme 

Enzyme activity  

10 h1 18 h2 24 h3 

ATP:Citrate lyase  88 ± 6 90 ± 17 164 ± 19 

Carnitine acetyltransferase      264 ± 7 233 ± 5 243 ± 9 

Malic enzyme (NADP+) 211 ± 45 224 ± 23 228 ± 7 

Malic enzyme (NAD+) 217 ± 12 213 ± 18 217 ± 33 

Isocitrate dehydrogenase (NADP+) 52 ± 4 97 ± 1 89 ± 3 

Isocitrate dehydrogenase (NAD+) 56 ± 0 22 ± 0 35 ± 2 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase 111 ± 2 72 ± 3 62 ± 2 

6-Phosphogluconate dehydrogenase 234 ± 1 224 ± 5 214 ± 2 
1 Growth phase (ปริมาณไนโตรเจนเหลือ 50%) 2 ช่วงการสังเคราะห์ไขมันเริ่มต้น 3 ช่วงสุดท้ายของการสังเคราะห์ไขมัน  

 

จากการคํานวณ flux จากกิจกรรมเอนไซม์ NADP+-ICDH พบว่ากิจกรรมเอนไซม์ไม่เพียงพอต่อ
การสร้าง NADPH สําหรับการสังเคราะห์กรดไขมัน ดังน้ันจึงต้องการกิจกรรมเอนไซม์จาก ME และ G-6-
PDH ในการสร้างด้วย โดยเฉพาะ ME ซึ่งมีปริมาณกิจกรรมเอนไซม์สูงสุดและพบมากในเช้ือจําพวก 
oleaginous species แต่เน่ืองจากกิจกรรมเอนไซม์ใน HMP pathway ยังมีอยู่จํานวนหน่ึงดังน้ันคาร์บอน
จึงไหลผ่าน pathway น้ี รวมถึง ICDH เน่ืองจากมีอ้างอิงว่า aconitase กระจายอยู่ทั้ง cytosol และ ไม
โทคอนเดรีย ดังนั้นโมเดลได้มีการรวมทั้ง ICDH และ HMP pathway ที่เหลือคํานวณจาก ME โดยการยึด
ปริมาณการไหลผ่านเข้า HMP pathway ก่อน และตามด้วย ICDH และจากการคํานวณพบว่า P/O ratio 
เท่ากับ 1.6 ซึ่งคํานวณโดยรวมปริมาณ ATP สําหรับ maintenance แล้ว พบว่าค่าที่ได้อยู่ในช่วงปกติที่
พบในเช้ือยีสต์ ดังน้ันโมเดลน้ีจึงถูกใช้อธิบายการไหลผ่านของคาร์บอนได้   
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ภาพที่ 16 อัตราการไหล่ผ่าน (mmol/gFFB/h) ของเช้ือ Thraustochytrium sp. B01 โตใน 
mineral medium ที่อุณหภูมิ 25 °C  
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



 
 

บทที ่5 
สรุปผล อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 
1. สรุปผลการวิจัย 

การโตของเช้ือ thraustochytrid มีความเป็นไปได้ในการผลิตกรดไขมันอ่ิมตัวที่มีความยาวปาน
กลาง สําหรับการผลิตไบโอดีเซล และกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวที่มีพันธะคู่ในโมเลกุลต้ังแต่ 2 อันขึ้นไป 
ได้แก่ กรดอะราคิโดนิก, กรดอีโคซะเพนตะอีโนอิก, กรดโดโคซาเพนซาอีโนอิก และ กรดโดโคซาเฮกซา
อีโนอิก สําหรับการใช้ในทางโภชนเภสัช ในการวิจัยน้ีได้เสนอเช้ือ thraustochytrid สายพันธ์ุใหม่โดยยึด
หลักด้วยลําดับเบส 18S rRNA โดยพบว่าเป็นเช้ือที่ใกล้เคียงและอยู่ในกลุ่มเดียวกับ Thraustochytrium 
sp. และยังศึกษาสรีรวิทยาการโตและการสะสมไขมันของเช้ือโดยศึกษาพีเอชเริ่มต้น, ความเข้มข้นของนํ้า
ทะเล, ความเข้มข้นของกลูโคส และอุณหภูมิ พบว่าเช้ือโตได้ดีในสภาวะที่เหมาะสม และมีผลผลิตกรด
ไขมัน 0.35 กรัมต่อลิตรต่อช่ัวโมง เมื่อเลี้ยงด้วยอาหารเลี้ยงเช้ือแบบ mineral medium ในขวดทดลอง
ชนิดที่มีแผ่นก้ัน (baffled shake flask) ซึ่งพบว่ามีความเป็นไปได้ในการผลิตในระดับใหญ่ต่อไป เมื่อลด
อุณหภูมิพบว่ามีการสร้างกรดไขมันเพ่ิมข้ึนแต่พบว่าอัตราการผลิตน้อยลง การศึกษากิจกรรมเอนไซม์ได้
ดําเนินการวัดและพบว่าการกระจายตัวของเอนไซม์ไม่เหมือนกับที่มีรายงานในเช้ือราที่ผลิตไขมัน แต่
คล้ายกับเช้ือสายพันธ์ุ Rhodosporidium toruloides และยังได้ศึกษาอัตราการไหลผ่านโดยใช้โมเดลจาก
เช้ือ Aurantiochytrium sp. และใช้ข้อมูลจากกิจกรรมเอนไซม์พบว่าในสภาวะเหมาะสมมีอัตราการไหล
ผ่าน HMP pathway น้อยทําให้มีปริมาณ NADPH ไม่เพียงพอต่อความต้องการใช้ในการผลิตกรดไขมัน 
ดังน้ันเช้ือจึงใช้เอนไซม์ malic และ isocitrate dehydrogenase ในการช่วยสร้าง NADPH ให้เพียงพอ  

 
2. การอภิปรายผล 

จากผลการวิจัยพบว่าเช้ือสายพันธ์ุ Thraustochytrium sp. A01 สามารถโตได้ใน mineral 
medium ซึ่งเป็นอาหารเลี้ยงเช้ือที่มีราคาถูกกว่าอาหารเลี้ยงเช้ือที่ใช้ yeast extract และ peptone 
ดังน้ันเช้ือว่าเช้ือสายพันธ์ุน้ีสามารถนําไปพัฒนาต่อยอดในการผลิตในโรงงานอุตสาหกรรมได้ดี อีกทั้งมี
อัตราการผลิตที่ ดี เมื่อเปรียบเทียบกับรายงานก่อนหน้า อีกทั้ งมีข้อดีเมื่อเปรียบเทียบกับเ ช้ือ 
Aurantiochytrium เน่ืองด้วยเช้ือสายพันธ์ุน้ีสามารถผลิตกรดไขมันไม่อ่ิมตัวชนิด กรดอะราคิโดนิก และ 
กรดอีโคซะเพนตะอีโนอิก ได้ซึ่งสามารถนําไปผลิตเป็นยาและอาหารเสริมต่อไปได้ (nutraceuticals) ใน
อุตสาหกรรม อีกทั้งเช้ือไม่มีความจําเป็นต้องลดอุณหภูมิเกิน 10 องศาเซลเซียส เพียงแค่ 5 องศาเซลเซียส 
เช้ือสามารถผลิตกรดไขมันได้เพ่ิมขึ้นในกรณีที่อุตสาหกรรมต้องการผลิตกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ซึ่งสามารถลด
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ต้นทุนในการผลิตในอุตสาหกรรมได้ และสามารถเลี้ยงที่อุณหภูมิห้องได้ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมซึ่งใช้ใน
อุตสาหกรรมการผลิตไบโอดีเซลเน่ืองด้วยเช้ือมีอัตราการผลิตสูงสุด และจากการศึกษากิจกรรมเอนไซม์
และอัตราการไหลผ่านพบว่าเช้ือใช้เอนไซม์ glucose-6-phosphate น้อยและใช้ malic enzyme รวมถึง 
isocitrate dehydrogenase เป็นส่วนที่ผลิต NADPH ที่ใช้ในการสังเคราะห์กรดไขมัน ดังน้ันจึงเป็น
เอนไซม์ที่อาจใช้ในการตัดแต่งพันธุกรรมต่อไปให้มีลักษณะดังกล่าวเพ่ือลดปริมาณคาร์บอนที่สูญเสียไปใน 
HMP pathyway และเพ่ิมการผลิต NADPH ด้วย isocitrate dehydrogenase ซึ่งช่วยให้เช้ือสามารถลด
การสูญเสียพลังงานในรูปแบบ ATP หลังจากกระบวนการผลิต NADPH ของ malic enzyme ดังน้ัน
โมเดลน้ีอาจสามารถนําไปใช้ในการดัดแปรสารพันธุกรรมโดยการเพ่ิม isocitrate dehydrogenase ใน 
cytosolic compartment ต่อไปได้ และอาจนําไปใช้ในการพัฒนาเช้ือยีสต์ที่มีกระบวนการสังเคราะห์
ไขมันแบบเดียวกันน้ีต่อไป เน่ืองจากเช้ือยีสต์มีอัตราการโตเร็วกว่าเช้ือ Thraustochytrium sp. A01 แต่
อย่างไรก็ตามการเพ่ิมปริมาณเอนไซม์ isocitrate dehydrogenase ในเช้ือสายพันธ์ุน้ีก็มีความน่าสนใจ
เพราะว่ามีกลไกการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวอยู่แล้วด้วย PKS system  

 

3. ข้อเสนอแนะ 
ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในเรื่องการเปลี่ยนแปลงการผลิตไขมันโดยใช้แสง UV เพ่ือให้สร้างไขมันที่

สูงข้ึนหรือเปลี่ยนแปลงส่วนประกอบของไขมันโดยหลีกเลี่ยงการใช้การตัดแต่งพันธุกรรม อีกทั้งควรศึกษา
ในการเลี้ยงแบบ fed-batch เพ่ือให้มีอัตราการผลิตที่สูงข้ึนต่อไป 
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ลําดับเบส 18s rRNA ของเช้ือ Thraustochytium sp. B01 
CTGCGAACGGCTCATTATATCAGTAATAATTTCTTCGGTAGTTTCTTTTATATGGATACCTGCAGTA
ATTCTGGAAATAATACATGCTGTAAGAGCCCTGTATGGGGCTGCACTTATTAGATTGAAGCCGATTT
TATTGGTGAATCATGATAATTGAGCAGATTGACTTTTTTGGTCGATGAATCGTTTGAGTTTCTGCCC
CATCAGTTGTCCACGGTAGTGTATTGGACTACGGGGACTATAACGGGGGACGGAAAGTTAGGGCTC
GACTCCGGAAAGGGAGCCTGAAAAACGGCTACCATATCCTTTAGAAACAATACATGCTTGGAGGCC
TGACGGCGTTTTCACTGAATTGCTGCATTTATTTGATGTTAGGACCAATACCTTTCGGGGTGATTCG
GGTGATTCAGAGTAACTATGCGAACCGCAGTGGCTTTTGGTCGGCGGTGACTTTTTGAGGTTCTGCC
CTATCAGGCTTTGCAACCGGTATTGTCCTTTGCAACCGGTCACGGGTGACGGAGAATCAGGGTTCG
ATTCCGGAGAGGGAGCCTGAGAGACGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACT
CTATGCCAACGCGGCGAAGTAGTGACGATTAATAGGACTGGGTAGCGCTTTGCGTTATCTTTGTCCA
ATGAGAGCAATGTAAAAGCCTCATCGAGGATCCATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCCTTC
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTACACTTAAGTTGTTGCAGTTATTAAGCTCGTAGTCTAATGTATG
GGAGTTGCAAAGTGGGTGCTTGGGTTGGTTTTGCCGACTTTGCAATACTCGCTCCGCTTATTTGCTT
GAAAAGCTCTCTTTTATAGAAGGCAAATGTTTCACTGTAAGTAAAATCACTCCCTCAACAGCAAGGT
TATCTTGATATGAATTAGTATGGGATGATGAGATAGGCTCGGTCCGTATGGTGTTGGTTTTAGTGGT
CTGAGAATGATGAAGAGGGACAATTGGGGGTATTCGTATTTACATGTCAGAGGTGGAATTCTTGGAT
TTTGGAAAGACGAACTAATGCGAAAGCATCTACCAAAGATGTTATCATTGATCAAGAACGAGGGATT
TGGGGATCGAAGATGATTAGATATCATCGTAGTCTAAACCATAAACTATGCCGACTTGCGATTGTTT
TGTGTCATTTAATGAGCAGAACAACAACAATTTTTCAAAAGCTTGGGGTAACGGGGGAAGAAGGGC
CCAAAGCCGAAACTAAAAGAAATGACGAAAGGCACAACAAGCCGGAACCCGCGCCTAAATTGATGT
TAAACGGAAAAACTAACAAGGCCATTTAAAAGAAAGAATGAAAAAATGAAAACCCTTTCCTGAATCC
AAGGGGGGGGGGGCAAGGCCCGTCTTAAGTGGGGGAACCAATTGGTCGGGTAAATCCCGTAAACAA
ACAAAACAAAACCCAACAACCAAGGGGGGCTAAGGCCAAAAAAGGGAATGCCTCTTAAAAGGAAAA
TTCCGGTTTAACCGAAAGAAAGTTGGGGCATTAAAAAGGCTGGGAAGCCCCTAAAACAAACGATCC
CTCGCCCCACTATATAGCGCGGGATAGGAAAACATAGTACGCCTTAACCTTTTAAAGGAACTTTCCG
GTTTTCCGGGCGAAAATTT 
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