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บทคัดย่อ 

Docosahexaenoic acid (DHA) เป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัวโอเมก้า3 ท่ีเป็นประโยชน์ต่อ

สุขภาพของมนุษย์ กะปิเป็นเครื่องปรุงรสอาหารพื้นบ้านของไทยท่ีมีสัดส่วนของกรดไขมันนี้อยู่เช่นกัน 

สารอาหารในกะปิจะขึ้นอยู่กับกระบวนการหมักท่ีรับอิทธิพลจากวัตถุดิบและกิจกรรมของจุลินทรีย์ ท่ี

แตกต่างกันไปในแต่ละพื้นท่ี การศึกษานี้มีเป้าหมายเพื่อวิเคราะห์ความเกี่ยวข้องของชนิดของจุลินทรีย์

ท่ีมีความสัมพันธ์กับกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกะปิ จากกะปิ 7 ตัวอย่างใน 3 จังหวัดของประเทศไทย 

ได้แก่  สมุทรสงคราม ชลบุรี และสงขลา ท าการวิเคราะห์สัดส่วนของกรดไขมันในตัวอย่างกะปิท าด้วย

วิธีมาตรฐานของ Association of Official Analytical Chemists (AOAC) จากนั้นท าการศึกษาชนิด

ของแบคทีเรียด้วยวิธีทางเมตาจีโนม และคัดแยกแบคทีเรียด้วยวิธีทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์

หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ผลการศึกษาพบว่า ตัวอย่างกะปิศรีราชา จังหวัดชลบุรี (SR2) 

มีปริมาณ DHA มากท่ีสุด คือ 8.32155% จากปริมาณกรดไขมันท้ังหมด การศึกษาชนิดของแบคทีเรีย

ด้วยวิธีทางเมตาจีโนมในตัวอย่าง SR2 พบแบคทีเรียท่ีปริมาณมากท่ีสุดคือแบคทีเรียสกุล 

Lentibacillus sp. ท่ีค่าความถี่สัมพัทธ์ของชนิดแบคทีเรียในการวิเคราะห์เมตาจีโนมมากกว่า 90 

เปอร์เซ็นต์ และพบแบคทีเรียท่ีมีความเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อิ่มตัว ได้แก่ 

Lactobacillus spp. , Lachnospiraceae spp. และ Bacteodidetes spp.  ในขณะเดียวกันผล

การศึกษาในส่วนของการแยกเช้ือด้วยวิธีทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์

ของ 16S rDNA ของแบคทีเรีย พบว่ามีแบคทีเรีย 5 สายพันธุ์ท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดไขมัน

ไม่อิ่มตัวซึ่งอยู่ในสกุล Bacillus 

ค าส าคัญ: กะป,ิ Docosahexaenoic acid (DHA), โอเมก้า3, กรดไขมันไม่อิ่มตัว, เมตาจีโนม, 16S 

rDNA  
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Abstract 

Docosahexaenoic acid (DHA) are omega 3 polyunsaturated fatty acids (n-3 

PUFAs), which provide significant health benefits for human. Shrimp pastes are a 

good supplied of PUFAs source. Shrimp paste (Kapi) is a traditional Thai fermented 

food seasoning that is found in high proportions of PUFAs. The proportion of 

nutrients in shrimp paste samples is diverse and depends on the fermentation 

process, influenced by raw materials and microbial activities. This objective is to 

identify marine bacteria associated with PUFAs in shrimp paste from 7 samples in 

three parts of Thailand: Samut Songkhram province, Chonburi province, and Songkhla 

province. Fatty acid profile analysis in shrimp paste was performed with the 

Association of Official Analytical Chemists (AOAC) standard method and then identify 

bacteria by using metagenome and conventional bacteria isolation and identification 

by 16SrDNA sequence. From the result, it was found that Sriracha shrimp paste (SR2 

from Chonburi province) has the highest DHA content, which is 8.32155 percent per 

total fatty acid content. The DNA metagenome analysis of SR2 showed the mainly 

dominant bacteria is Lentibacillus sp. with a relative frequency of metagenomics 

analysis of bacterial species at more than 90 percent. Bacteria associated with PUFAs 

such as Lactobacillus spp., Lachnospiraceae spp. and Bacteodidetes spp. whereas 

analysis of 16S rDNA identify marine bacteria which PUFA-producing represent 5 

species of the genus Bacillus.  
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บทท่ี 1 

บทน า 

ที่มาและความส าคัญของปัญหา 

 กะปิ (Shrimp paste) เป็นผลิตภัณฑ์อาหารหมักพื้นบ้านของไทยท่ีใช้เป็นเครื่องปรุงรส

ชนิดให้ความเค็ม โดยการน าเคยมาถนอมอาหารผ่านกระบวนการแปรรูปท่ีง่ายท่ีสุดคือ การหมัก ซึ่ง

ความหลากหลายของกะปิจะขึ้นอยู่กับวัตถุดิบท่ีน ามาใช้ และกรรมวิธีในการผลิต โดยกรรมวิธีในการ

ผลิตกะปิจะอาศัยการเกิดปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบทางกายภาพโดยอาศัยเอนไซม์จาก

จุลินทรีย์ในธรรมชาติในกระบวนการหมัก (Cai et al., 2017)  

กระบวนการท่ีเกิดจากการหมักนี้จะได้สารประกอบท่ีท าให้กะปิแต่ละท้องท่ีมีกล่ิน รส และ

คุณค่าทางโภชนาการในกะปิท่ีแตกต่างกันไป การศึกษาของอรวรรณ คงพันธุ์ และวัชรี คงรัตน์ 

(2556) ได้ท าการส ารวจคุณลักษณะ และคุณภาพของกะปิพบว่า ในกะปินั้นมีปริมาณกรดไขมันท่ีสูง

สูง ซึ่งเป็นกรดไขมันท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกาย เช่น กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวในกลุ่มของโอเมก้า  3 

เช่น eicosapentaenic acid (EPA) และ docosahexaenoic acid (DHA) ท่ีมีประโยชน์ในทาง

สุขภาพมาก ไม่ว่าจะเป็นบทบาทในการพัฒนาตัวอ่อน ช่วยลดการอักเสบแบบเฉียบพลันท่ีเป็นสาเหตุ

ของการเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือด ช่วยลดโอกาสท่ีจะเกิดโรคอัลไซเมอร์ และยังมีส่วนช่วยในระบบ

ภูมิคุ้มกันอีกด้วย แต่ในทางอุตสาหกรรมการสังเคราะห์ DHA ให้บริสุทธิ์นั้นต้องใช้ค่าใช้จ่ายท่ีสูง อีก

ท้ังยังมีกล่ินไม่พึงประสงค์ และมีโอกาสเจือปนสารจ าพวกโลหะหนักได้ง่าย (Robles et al., 2018) 

ดังนั้นจึงมีการแนะน าให้ผู้บริโภครับประทานอาหารท่ีมีสัดส่วนของ  DHA ร่วมอยู่ด้วย เพื่อให้ได้รับ

ปริมาณสารอาหารอย่างเพียงพอต่อความต้องการของร่างกาย 

สัดส่วนของคุณค่าทางโภชนาการในอาหารท่ีแตกต่างกันออกไปนั้นขึ้นอยู่กับวัตถุดิบ และ

กรรมวิธีในการผลิตท่ีอาศัยจุลินทรีย์ที่แตกต่างกันในกระบวนการหมัก จุลินทรีย์ท่ีพบในการหมักกะปิ

อาจเป็นจุลินทรีย์ที่ได้มาพร้อมกับวัตถุดิบ หรือได้จากขั้นตอนการหมัก ส่วนใหญ่จุลินทรีย์ในกะปิเป็น

แบคทีเรีย ท่ี เจริญได้ ท้ัง ท่ีมีออกซิ เจน และไม่มีออกซิ เจน ( facultative anaerobe) เช่น 

Staphylococcus spp., Bacillus spp.,  Micrococcus spp. (จิตต์เรขา ทองมณี, 2544) เป็นต้น 

โดยแบคทีเรียเหล่านี้สามารถสร้างเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยโปรตีนให้เป็นเพปไทด์สายส้ันๆ ท่ีมีผลต่อ

รสชาติของอาหาร และคุณค่าทางโภชนาการด้วย (Wong and Mine, 2004) ดังนั้นกระบวนการท่ี
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อาศัยแบคทีเรียนี้จึงส่งผลต่อคุณภาพของกะปิในกะปิแต่ละท้องถิ่นแตกต่างกัน ปัจจุบันการศึกษา

จุลินทรีย์ที่ส่งผลต่อคุณค่าทางโภชนาการในกะปิแต่ละท้องถิ่นนั้นยังมีข้อมูลไม่ชัดเจน เนื่องจากการคัด

แยกจุลินทรีย์จากธรรมชาติร้อยละ 99 ไม่สามารถเพาะเล้ียงในห้องปฏิบัติการได้ ท าให้การศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างจุลินทรีย์กับคุณค่าทางโภชนาการยังคงมีน้อย การศึกษาวิเคราะห์จีโนมของ

จุลินทรีย์ทั้งหมดในตัวอย่างธรรมชาติ จนสามารถท าได้โดยวิธีเมตาจีโนมิกส์ เป็นวิธีการสกัดดีเอ็นเอ

ออกมาจากตัวอย่างท่ีต้องการศึกษาโดยตรงไม่ต้องท าการเพาะเล้ียงเช้ือ และน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไปใช้

เป็นแม่แบบในการเพิ่มปริมาณในส่วนล าดับยีนท่ีต้องการศึกษา ดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จะถูกน าเข้าสู่

เวคเตอร์พาหะที่เหมาะสม และน าเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน สร้างเป็น metagenomic library เพื่อน าไปใช้

ศึกษาคุณสมบัติท่ีสนใจท้ังการบ่งช้ีล าดับวิวัฒนาการ  และการค้นหาเอนไซม์ หรือสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพใหม่ๆ (อัชฌา บุญมี, 2556) ซึ่งวิธีการนี้เป็นวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการศึกษาจุลินทรีย์ท่ี

ไม่สามารถเพาะเล้ียงได้ 

Glinwong และคณะ (2018) ได้ท าการศึกษาปริมาณ docosahexaenoic acid และ

ตรวจสอบปริมาณโปรตีนในตัวอย่างกะปิพื้นบ้านของไทย ผลการตรวจสอบพบว่ากะปิเคยตาด า (KK3) 

มีปริมาณโอเมก้า 3 มากท่ีสุด และกะปิเคยตาด า (KK2) มีปริมาณโอเมก้า 3 น้อยท่ีสุด จากตัวอย่าง

กะปิท้ังสองแสดงถึงความหลากหลายของคุณค่าทางโภชนาการท่ีต่างกัน ถึงแม้ว่าแหล่งผลิตจะอยู่ใน

พื้นท่ีจังหวัดสมุทรสงครามเหมือนกัน การศึกษาครั้งนี้ จึงด าเนินการศึกษาเพิ่มเติมโดยท าการ

เปรียบเทียบคุณสมบัติในตัวอย่างผลิตภัณฑ์กะปิพื้นเมืองของไทย และท าการตรวจสอบปริมาณ

สารอาหารในกะปิอีกครั้ง จากนั้นท าการแยกเช้ือด้วยวิธีทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์หาล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของ 16S rDNA ซึ่งเป็นยีนในโพแคริโอติกเซลล์ท่ีมีความส าคัญ และได้รับการยอมรับเป็น

สากลในการน ามาใช้ช้ีเฉพาะชนิดของเช้ือแบคทีเรียได้อย่างแม่นย าและรวดเร็ว (Woo et al., 2008) 

เพื่อระบุชนิดของแบคทีเรียท่ีส าคัญในตัวอย่างท่ีศึกษา รวมท้ังศึกษาชนิดของแบคทีเรียด้วยวิธีทางเม

ตาจีโนมิกส์ โดยการท าเมตาจีโนมด้วยเทคนิค 16S rDNA V3-V4 region amplicon analysis 

(Klindworth et al., 2013) และใช้เทคนิค next-generation sequencing (Illumina Miseq, US) 

ในการหาล าดับเบสในกะปิ แล้วท าการเปรียบเทียบคุณค่าทางโภชนาการกับชนิดของแบคทีเรียใน

กะปิกลุ่มท่ีสนใจศึกษา จากผลการศึกษาจะทราบชนิด และสกุลของแบคทีเรียท่ีส าคัญท่ีส่งผลให้ใน

กะปิแต่ละชนิดมีคุณค่าทางโภชนาการต่างกัน เพื่อสามารถน าผลท่ีได้มาพัฒนา และต่อยอดในการเพิ่ม

คุณค่าทางโภชนาการในอุตสาหกรรมอาหาร 
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วัตถุประสงค์ของการศึกษา 

 เพื่อศึกษาชนิดและกลุ่มของแบคทีเรียท่ีมีผลต่อปริมาณ docosahexaenoic acid (DHA) ใน

ผลิตภัณฑ์กะปิ ด้วยวิธีการคัดแยกเช้ือร่วมกับการวิเคราะห์เมตาจีโนมิกส์ 
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บทท่ี 2 

เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. กะปิพื้นเมือง 

กะปิเป็นเครื่องปรุงรสชนิดหนึ่ง เป็นอาหารพื้นบ้านท่ีมักผลิตในครัวเรือน มีความนิยมใน

ประเทศไทย และประเทศในแถบเอเชียใต้ ซึ่งการผลิตกะปินั้นได้จากการน าเคย กุ้ง หรือปลา มาหมัก 

ในประเทศไทยนิยมใช้เคยในการหมักกะปิ ซึ่งเคยจะพบมากตามแนวแถบชายฝ่ังทะเล ดังนั้นการผลิต

กะปิในครัวเรือนส่วนใหญ่จะผลิตในพื้นท่ีท่ีติดกับทะเล (สุรินทร์พร ยิ้มกัน, 2559: ออนไลน์)  เอนไซม์

จากจุลินทรีย์ในกะปิจะช่วยในกระบวนการหมักท าให้กะปิมีคุณค่าทางโภชนาการสูงโดยมีโปรตีนร้อย

ละ 45-65 ต่อน้ าหนักแห้งของกะปิ มีกรดอะมิโนและวิตามิน ท้ังนี้กระบวนการในการหมักกะปิยังเป็น

กระบวนการท่ีชาวบ้านน ามาใช้ในการถนอมอาหาร เพราะเกลือท่ีใช้ในการหมักกะปิจะเป็นส่วนช่วย

ป้องกันไม่ให้กะปิเกิดการเน่าเสียอีกด้วย (จิตต์เรขา ทองมณี, 2544) 

 

2. ชนิดของเคยที่ใช้ในการผลิตกะปิ 

เคย (รูปท่ี 2.1) เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังชนิดหนึ่งท่ีอาศัยอยู่รวมกันเป็นฝูงบริเวณผิวน้ า

ทะเล ตามชายทะเล หรือป่าชายเลน มีลักษณะรูปร่างคล้ายกุ้ง แต่มีขนาดประมาณ 1.5 เซนติเมตร 

เปลือกมีลักษณะนิ่ม และบาง (อุดมศักดิ ์ดารุมาศ, 2008: ออนไลน์)   

 
 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ลักษณะท่ัวไปของเคย (Hewitt and Lipsky, 2009) 

 ภาคตะวันออกนิยมใช้เคยตาแดงสกุล Acetes sp. จับจากบริเวณจังหวัดระยองและชลบุรี 

ซึ่งเป็นเคยท่ีใช้เป็นวัตถุดิบท่ีมีท้ังขนาดเล็ก และขนาดตัวใหญ่ ส่วนการผลิตกะปิในภาคกลางซึ่งรวม
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จังหวัดสมุทรสาครด้วยนั้นนิยมใช้เคยตาด าสกุล Mesopodopsis sp. เป็นวัตถุดิบในการผลิตกะปิ 

(สุรินทร์พร ยิ้มกัน, 2559: ออนไลน์)  

จากการศึกษาการแพร่กระจายของเคยสกุล Acetes sp. บริเวณแหล่งหญ้าทะเล และคลอง

ป่าชายเลน ฝ่ังทะเลอันดามัน สามารถจ าแนกชนิดของเคยสกุล Acetes sp. ออกได้เป็น 3 ชนิด คือ 

Acetes erytraeus,  Acetes indicus และ Acetes japonicus โดยเคยแต่ละชนิด จะมีลักษณะ

หนวดคู่ล่าง และหางท่ีแตกต่างกัน (วีระชาติ เพ็งจ ารัส และทิพามาศ อุปน้อย, 2548) ซึ่งแหล่งท่ีอยู่

อาศัยของเคยสกุล Acetes sp. จะพบได้ท้ังบริเวณป่าชายเลนและแนวหญ้าทะเล ซึ่งสามารถอาศัยอยู่

ในระดับน้ าแต่บริเวณผิวน้ าไปจนถึงระดับน้ าท่ีความลึก 20 เมตร (จินตนา ชูเหล็ก, 2540) 

 เคยสกุล Mesopodopsis sp. มักอาศัยอยู่รวมกันเป็นฝูงบริเวณชายฝ่ัง และบริเวณท่ีเป็นน้ า

กร่อย ในช่วงเวลากลางวันจะอาศัยอยู่ด้านล่างบริเวณพื้นทะเล กลางคืนจะขึ้นมาบริเวณผิวน้ าเพื่อการ

สืบพันธุ์ เคยชนิดนี้มีลักษณะพิเศษ คือ เมื่อน ามาใช้หมักกับเกลือตัวเคยจะสลายกลายเป็นเนื้อเดียว 

ท าให้กะปิมีเนื้อท่ีละเอียด แต่จะหลงเหลือส่วนตาท่ีเป็นสีด าอยู่จึงสามารถสังเกตเห็นได้ชัดในเนื้อกะปิ 

(Eusebio, Coloso, and Gapasin, 2010)  
 

3. การจับเคยเพื่อน ามาท ากะปิ 

วิธีท่ีใช้ในการจับเคยมีหลากหลายขึ้นอยู่กับช่วงฤดูในการจับเคย หรือบริเวณท่ีเคยเข้ามา

อาศัย ซึ่งจะเริ่มต้ังแต่ประมาณเดือนมกราคมของทุกปีเป็นต้นไป การเก็บเคยจะแบ่งเป็นสามช่วง คือ 

ช่วงแรกจะอยู่ในเดือนมกราคม ในช่วงนี้จะใช้สวิงในการตักตัวเคยบริเวณผิวน้ า ดังนั้นกะปิท่ีผลิต

ในช่วงนี้จะมีความบริสุทธิ์สูง สะอาด และมักเป็นตัวเคยล้วนๆ ไม่มีสัตว์น้ าอื่นผสมอยู่ 

         ช่วงท่ีสองอยู่ในช่วงประมาณเดือนกุมภาพันธ์ จะเป็นช่วงของการเก็บเคยบริเวณผิวดินใต้ทะเล 
ซึ่งจะเก็บเคยด้วยวิธีการรุนเคย โดยจะใช้อวนรุน (รูปท่ี 2.2 ) ติดไว้ที่หัวเรือ ลักษณะปากอวนเปิดเป็น
สามเหล่ียมตามคันรุน โดยจะไสไปตามบริเวณท่ีเคยอยู่รวมกันเป็นฝูงในลักษณะเป็นแนวราบอย่าง
ต่อเนื่อง จึงมักจะมีทรายปนมากับตัวเคยเพราะเป็นการรุนท่ีผิวดิน และนอกจากนี้ยังมีลูกปลาอื่นๆ
นอกเหนือจากตัวเคยติดมาด้วย 
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รูปที่ 2.2 อวนรุนโดยใช้เรือกล (วิชาญ ศิริชัยเอกวัฒน,์ 2539) 

ช่วงท่ีสามอยู่ในช่วงปลายเดือนมีนาคม จะใช้วิธีรุนเคยท่ีผิวดินเช่นกัน แต่เคยท่ีเก็บได้จะมี

ขนาดใหญ่กว่า (อุดมศักดิ์ ดารุมาศ, 2008: ออนไลน์) นอกจากนี้ยังมีกรรมวิธีท่ีใช้ในการจับเคยอีกวิธี

คือ การยกยอ 

  การยกยอคือการใช้ยอเป็นเครื่องมือ โดยจะใช้ยอในการดักเคยบริเวณผิวดิน มักจะท าใน
บริเวณท่ีเป็นปากน้ า คอยดักเคยท่ีผ่านเข้ามา ซึ่งการยกยอบริเวณปากน้ านั้นจะท าให้มีทรายปนเปื้อน
จ านวนไม่มากเท่าการรุนเคย (รูปท่ี 2.3)  (ยุทธหัตถ์ อยู่สมบูรณ์, สัมภาษณ์, 19 ธันวาคม  2562) 

 

รูปที่ 2.3 การยกยอ 
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4. ขั้นตอนการหมักเคยเป็นกะปิ 

 การหมักเคยให้เป็นกะปิท่ีมีคุณภาพนั้น ส่วนประกอบหลักของการท ากะปิคือ ตัวเคยและ

เกลือสมุทร ซึ่งกรรมวิธีการผลิตกะปิจะอาศัยหลักการเช่นเดียวกับการผลิตน้ าปลา โดยจะอาศัย

เอนไซม์จากตัวกุ้งเป็นตัวท่ีท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางเคมีและจุลินทรีย์ในกระบวนการหมัก ท าให้

เกิดการย่อยสลายโปรตีนและไขมันด้วยเอนไซม์จากจุลินทรีย์ ซึ่งเป็นผลท าให้เกิดสารประกอบท่ีท าให้

เกิดกล่ิน และรสของผลิตภัณฑ์ ขั้นตอนการท ากะปิเริ่มจากการท าความสะอาดเคย โดยหลังจาก 

ชาวประมงจับเคยได้แล้วก็จะใช้ตะแกรงตาถี่ๆ ร่อนตัวเคย ใช้น้ าทะเลท าความสะอาดเพื่อให้เคยคง

ความสด และไม่เสียรสชาติท่ีดีของกะปิ จากนั้นน าเคยสดท่ีได้มาคลุกเคล้าให้เข้ากับเกลือ โดยเกลือท่ี

ใช้คือเกลือสมุทร อัตราส่วนขึ้นอยู่กับแต่ละท้องท่ี โดยท่ัวไปหมักใช้อัตราส่วนเกลือ 1 ส่วนต่อเคย 10 

ส่วน จากนั้นจะน าเคยท่ีหมักเกลือไปพักไว้โดยใส่ในภาชนะท่ีมีช่องระบาย เช่น ตะกร้า หรือห่อด้วย

อวนตาถี่แล้วปิดทับด้วยวัสดุหนักๆ ปล่อยท้ิงไว้เพื่อให้น้ าระเหยออกไปจากเคย และปล่อยให้เคยหมัก

ตัวผสมกับเกลือ โดยต้ังท้ิงไว้ 1-2 คืน ต่อมาน ากะปิท่ีหมักไว้มาตากแดด แล้วน ามาต าหรือโขลกใน

ครกไม้ให้ละเอียด วิธีนี้จะช่วยให้เนื้อกะปิเข้ากันมากขึ้น แล้วท าการบรรจุลงภาชนะหมัก ซึ่งภาชนะท่ี

นิยมใช้คือ ถังไม้หรือโอ่งเคลือบ โดยการบรรจุกะปิจะต้องอัดกะปิลงไปให้แน่น ไม่ให้มีช่องว่าง เพื่อ

ป้องกันการท าปฏิกิริยาระหว่างเนื้อกะปิกับอากาศ ซึ่งอาจจะท าให้เกิดกล่ินไม่พึงประสงค์ขึ้น จากนั้น

โรยเกลือเม็ดปิดหน้ากะปิ เพื่อช่วยรักษาผิวหน้าของกะปิเอาไว้ สามารถเก็บกะปิไว้ได้นานกว่า 6-7 

เดือน (Mantiri, Ohtsuka, and Sawamoto, 2012)  
 

5. จุลินทรีย์ในกะปิ  
กะปิคือผลิตภัณฑ์อาหารหมัก ท่ีอาศัยกิจกรรมของจุลินทรีย์เพื่อช่วยในการหมัก ซึ่งจุลินทรีย์

ท่ีมักพบในการหมักกะปิอาจจะเป็นจุลินทรีย์ท่ีได้มาพร้อมกับวัตถุดิบ หรืออาจจะเกิดขึ้นใหม่จาก
ขั้นตอนการหมัก ส่วนใหญ่จุลินทรีย์ในกะปิเป็นแบคทีเรียท่ีเจริญได้ท้ังท่ีมีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) เช่น Staphylococcus spp., Bacillus spp., Micrococcus spp. (จิตต์
เรขา ทองมณี, 2544) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยหลายฉบับท่ีรายงานว่า Lentibacillus spp. 
เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ในกะปิพื้นบ้านของไทย อย่างในงานวิจัยของ Pakdeeto และคณะ 
(2007) ท่ีท าการคัดแยกเช้ือจากตัวอย่างกะปิและท าการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของ 16S 
rDNA แล้วพบว่ามีความใกล้เคียงกับ Lentibacillus salaries 96.5% ซึ่งจากการตรวจสอบลักษณะ
พื้นฐานของจุลินทรีย์และสัดส่วนของโมเลกุลจึงถูกเสนอให้เป็นสปีชีส์ใหม่ คือ Lentibacillus 
kapialis sp. nov.หรืองานวิจัยของ Booncharoen และคณะ (2019) ท่ีท าการคัดแยกเช้ือจาก

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Auttaporn+Booncharoen&option1=author&noRedirect=true
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ตัวอย่างกะปิ และท าการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rDNA ซึ่งพบว่ามีความ

ใกล้เคียงกับ Lentibacillus juripiscarius และ Lentibacillus halophilus ท่ี 98.7% และ97.2 % 
ตามล าดับ ซึ่งจากพื้นฐานของลักษณะของจุลินทรีย์ และ chemotaxonomic character จึงถูกเสนอ
ให้เป็นสปีชีส์ใหม่ คือ Lentibacillus lipolyticus sp. nov. โดยแบคทีเรียเหล่านี้สามารถสร้าง
เอนไซม์ท่ีสามารถย่อยโปรตีนให้เป็นเพปไทด์สายส้ันๆ ท่ีมีผลต่อรสชาติของอาหาร และคุณค่าทาง
โภชนาการด้วย (Wong and Mine, 2004) 

 
6. กรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวโอเมก้า3 (Omega3) 

กรดไขมันโอเมก้า3 (Omega-3 Polyunsaturated fatty acid, ω-3 PUFAs, n-3 PUFAs) 
เป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อนท่ีมีพันธะคู่ตัวแรกอยู่ในต าแหน่งคาร์บอนตัวท่ีสามนับจากปลายด้าน 

methy กรดไขมันโอเมก้า3 ประกอบไปด้วยกรดไขมันท่ีส าคัญ 3 ชนิด ได้แก่ α-linoleic acid (ALA), 
eicosapentaenoic (EPA) และ docosahexaenoic acid (DHA) (ถนอมพงษ์ เสถียรลัคนา, 2561: 
ออนไลน์) ซึ่งมีโครงสร้างดังรูปท่ี 2.4 เป็นกรดไขมันท่ีมนุษย์ไม่สามารถสังเคราะห์ขึ้นมาเองได้ ต้องได้
จากการรับประทานเข้าไปเท่านั้น PUFAs สามารถพบได้ในสัตว์บางชนิด พืชบางชนิด รา สาหร่าย
ขนาดเล็ก (microalgea) และแบคทีเรียบางชนิด แต่อย่างไรก็ตามแหล่งอาหารท่ีส าคัญท่ีมีสารอาหาร
จ าพวก DHA และ EPA อยู่ก็จะเป็นสัตว์พวกปลาทะเล  รวมถึงสัตว์ทะเลท่ีรับประทานพวกสาหร่ายท่ี
สร้าง PUFAs ได้เข้าไปแล้วสามารถเก็บสะสม PUFAs ไว้ในร่างกายของมันได้ (Guedes et  al., 
2011)  

 

 
รูปที่ 2.4 โครงสร้างของ ALA, EPA และ DHA (Olgunoglu, 2017) 

 

https://doi.org/10.1601/nm.8669
https://doi.org/10.1601/nm.10228
https://doi.org/10.1601/nm.5045
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 แบคทีเรียในทะเล (marine bacteria) บางชนิดมีความสามารถในการสังเคราะห์กรดไขมัน
ไม่อิ่มตัวสายยาว (Very-long-chain polyunsaturated fatty acids: VLCPUFAs) อย่าง EPA หรือ 
DHA ได้ด้วยกระบวนการ elongation และ desaturation ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีอาศัยออกซิเจน 

โดยอาศัยเอนไซม์ในการสังเคราะห์ 3 ชนิดคือ ω-desaturase, front-end desaturase และ 
elogase (รูปท่ี 2.5) 

 
 

รูปที่ 2.5 การสังเคราะห์ PUFAs โดยอาศัยออกซิเจน (Monroig and Kabeya, 2018) 
นอกจากนี้แบคทีเรียบางชนิด เช่น shewanella sp. และ Vibrio sp. สามารถสังเคราะห์ 

PUFAs ได้โดยไม่ใช้ออกซิเจนผ่านกระบวนการ polyketide synthase pathway (PKS pathway) 
(รูปท่ี 2.6) โดยมีกระบวนการส าคัญ 4 กระบวนการได้แก่ ketoacyl-ACP synthase (KS), 
ketoreduction (KR), dehydration (DH), และ enoylreduction (ER) (Meesapyodsuk and 
Qiu, 2016) 
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รูปที่ 2.6 การสังเคราะห์ PUFAs โดยไม่อาศัยออกซิเจนผ่าน PKS pathway 

 (Meesapyodsuk and Qiu, 2016) 
 
7. การตรวจสอบการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในจุลินทรีย์ 

กรดไขมันไม่อิ่มตัวเป็นโมเลกุลท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยากับออกซิเจนและอนุพันธ์ของ
ออกซิเจน (Reactive Oxygen Species, ROSs) หากเป็นจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถในการผลิตกรด
ไขมันไม่อิ่มตัว ก็จะมีการสร้างกรดไขมันไม่อิ่มตัวและสะสมไว้ท่ีบริเวณผนังเซลล์ ซึ่งเมื่อสัมผัสกับสาร
กลุ่มอนุมูลอิสระ (free radical)  ก็จะเกิดปฏิกิริยาต่อกันท าให้ไม่มีโมเลกุลของอนุมูลอิสระท่ีเป็นพิษ
ต่อเซลล์หลงเหลืออยู่ จุลินทรีย์จึงมีความสามารถในการอยู่รอดและเจริญเติบโตได้  ดังนั้น H2O2 
plate assay จึงเป็นวิธีการตรวจสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในจุลินทรีย์ได้อย่าง
ง่าย และสะดวกรวดเร็ว โดยอาศัยหลักในการต้านสารอนุมูลอิสระ (antioxidant) (ประดินันท์ เอี่ยม
สะอาด, 2561) 

H2O2 plate assay (รูปท่ี 2.7) จะใช้โซเดียมเอไซด์เคลือบบนอาหารเล้ียงเช้ือ เพื่อใช้ในการ
ยับย้ังเอนไซม์คะตะเลส (catalase enzyme) ท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระชนิดหนึ่งท่ีพบได้ในเซลล์ของ
แบคทีเรีย เพื่อเป็นการยืนยันว่า จุลินทรีย์นี้มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว และท า
หน้าท่ีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระได้จริง และใช้ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) เป็นตัวแทนของอนุมูล
อิสระในกลุ่มของ ROSs โดยการทดสอบนี้จะใช้ H2O2 ท่ีความเข้มข้นแตกต่างกันสามความเข้มข้นใน
การทดสอบ คือ 0.01% 0.1% และ 0.5% หากจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว
ก็จะสามารถเจริญเติบโตได้ใน H2O2 ท่ีความเข้มข้น 0.01% และ 0.1% (no inhibition zone) ดังรูป
ท่ี 2.8 (a) เนื่องจากท่ีความเข้มข้นของ H2O2  0.5% อาจเป็นปริมาณท่ีเข้มข้นเกินไปจึงเป็นพิษกับ
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แบคทีเรียทุกชนิดท่ีใช้ทดสอบท าให้แบคทีเรียไม่สามารถเจริญเติบโตได้ จึงใช้เป็นตัวเทียบ inhibition 
zone (Tilay and Annapure, 2012) 

 

รูปที่ 2.7 H2O2 plate assay (Tilay and Annapure, 2012) 
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(a) No zone of inhibition                        (b) Zone of inhibition 
                   (PUFAs producer)                             (PUFAs non-producer) 
รูปที่ 2.8 ผลจากการทดสอบ H2O2 plate assay (Tilay and Annapure, 2012) 

8. เมตาจีโนมิกส์ 
เมตาจีโนมิกส์ เป็นวิธีทางชีววิทยาระดับโมเลกุลท่ีใช้ในการศึกษาจีโนมของจุลินทรีย์ท้ังหมด

ในตัวอย่างจากธรรมชาติท่ีไม่สามารถเพาะเล้ียงได้ เนื่องจากอาหารที่ใช้ในการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์จะมี 
จุลินทรีย์ที่เพาะเล้ียงได้จึงไม่ได้เป็นตัวแทนของชุมชีพจุลินทรีย์ ซึ่งพบว่า จุลินทรีย์กว่าร้อยละ 99 ไม่
สามารถเพาะเล้ียงได้ในห้องปฏิบัติการ จึงใช้วิธีการทางเมตาจีโนมิกส์ในการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่าง
ในธรรมชาติโดยตรง จากนั้นจึงวิเคราะห์ดีเอ็นเอเหล่านั้นโดยมุ่งเน้นไปท่ีการค้นหายีนในการถอดรหัส
ท่ีต้องการ จากฐานข้อมูลเมตาจีโนม (metagenomic library) 

แนวทางการศึกษาเมตาจีโนมิกส์ 

 การศึกษาเมตาจีโนมนั้นเริ่มจากการสกัดดีเอ็นเอของจุลินทรีย์จากส่ิงแวดล้อมโดยตรง 
จากนั้นจะใช้วิธีวิเคราะห์ดีเอ็นเอเหล่านั้น ดังนี้ คือ แนวทางท่ีหนึ่ง เพิ่มจ านวนในส่วนล าดับเบสของ
ยีน 16S rDNA หรือ 18S rDNA ด้วยวิธีการ polymerase chain reaction  เพื่อศึกษาชนิดของ
จุลินทรีย์ในตัวอย่างนั้นๆ แนวทางท่ีสองคือ น าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้เข้าสู่พาหะและน าเข้าสู่เซลล์เจ้าบ้าน 
เพื่อสร้างเป็น metagenomic library ใช้ส าหรับการศึกษาคุณสมบัติท่ีน่าสนใจของจุลินทรีย์ เช่น 
การบ่งช้ีล าดับวิวัฒนาการ หรือการค้นหาเอนไซม์ สารออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีมีประโยชน์ เป็นต้น และ
แนวทางสุดท้ายคือการวิเคราะห์เพื่อหาล าดับเบสท้ังหมดของเมตาจีโนมในจุลินทรีย์ (รูปท่ี 2.9) 
(อัชฌา บุญมี, 2556) 
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รูปที่ 2.9 วิธีการสร้างและคัดเลือกเอนไซม์หรือสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพ 

จากmetagenomic library (อัชฌา บุญมี, 2556) 
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บทท่ี 3 

 วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินการ 

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี  

       วัสดุอุปกรณ์ 

1. เครื่องเขย่าสาร (Vision Scientific, Korea)  

2. เครื่องเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Bio-Active, Thailand) 

3. เครื่องปั่นเหวี่ยง (Hettich, Germany)  

4. ชุดสกัดส าเร็จรูป E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-tek, Georgia, USA) 

5. ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel, Germany)  

6. เจลอะกาโรส (agarose gel)  

7. ไมโครปิเปตต์ (micropipette)  

8. ไมโครปิเปตต์ทิป (micropipette tip)  

  

สารเคมี 

1. สารเคมีท่ีใช้ในอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.1. Sodium chloride (NaCl) 

1.2. Tryptone 

1.3. Yeast extract 

1.4. Agar 

2. สารเคมีท่ีใช้การทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 

2.1. Sodium azide (NaN3) 

2.2. Hydrogen peroxide (H2O2) 

3. สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากกะปิ NucleoSpin® Soil kit (Macherey-Nagel, 

Germany) 

3.1. Lysis Buffer SL1 

3.2. Lysis Buffer SL2  
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3.3. Lysis Buffer SL3  

3.4. Enhancer SX  

3.5. Binding Buffer SB 10  

3.6. Wash Buffer SW1  

3.7. Wash Buffer SW2  

3.8. น้ ากล่ันท่ีผ่านกระบวนการ autoclave (ใช้แทน elution buffer SE) 

4. สารเคมีท่ีใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจากแบคทีเรีย E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-

tek, USA) 

4.1. TE Buffer 

4.2. BL Buffer 

4.3. HBC Buffer  

4.4. DNA Wash Buffer  

4.5. Elution Buffer  

4.6. Proteinase K Solution  

4.7. RNase A  

4.8. Lysozyme 

5. สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR 

5.1. 5x Phusion taq (BioLabs, USA) 

5.2. dNTPs set 

5.3. DNA template 

5.4. 5X Phusion HF Buffer (BioLabs, USA)  

5.5. น้ ากล่ันท่ีผ่านกระบวนการ autoclave 

5.6. 27F primer 

5.7. 1492R primer 

6. สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

6.1. VC 1Kb DNA Ladder (Vivantis, Malaysia) 

6.2. 1X TBE Buffer (Tris-borate-EDTA)  

6.3. Agarose gel 1.0% 
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วิธีการด าเนินงาน 

1. การรวบรวมตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

  ตัวอย่างผลิตภัณฑ์กะปิพื้นเมืองของไทย รวบรวมจากบริเวณอ่าวไทย 3 บริเวณ คือ จังหวัด

สมุทรสงคราม (อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันตก) จังหวัดชลบุรี (อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันออก) และ

จังหวัดสงขลา (อ่าวไทยตอนล่าง) น าตัวอย่างกะปิมาเก็บไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

2. การตรวจสอบปริมาณสารอาหารในกะปิด้วยวิธีมาตรฐาน  

 ส่งตัวอย่างกะปิไปตรวจสอบปริมาณสารอาหารในกะปิ อ้างอิงวิธีการตามมาตรฐาน Association 

of Official Analytical Chemists (AOAC) โดยวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรต องค์ประกอบของ

ไน โต ร เ จน  และปริ ม าณก รด ไ ข มั น  ณ  สถ าบั น ค้ นคว้ า และ พัฒนาผ ลิตภัณฑ์ อ าหา ร 

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

3. การศึกษาเมตาจีโนมของตัวอย่างกะปิ 

3.1. การสกัดดีเอ็นเอ 

น าตัวอย่างกะปิท่ีพบว่ามีปริมาณ DHA มากท่ีสุด และผลิตภัณฑ์กะปิท่ีมีปริมาณ DHA 

น้อยท่ีสุดท่ีได้จากการวิเคราะห์ในข้อ 2  มาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin® 

Soil (Macherey-Nagel, Germany) ท าการทดสอบเงื่อนไขในการสกัด โดยศึกษาเงื่อนไขการ

ใช้ Lysis Buffer ในการสกัดระหว่าง Lysis Buffer SL1 และ Lysis Buffer SL2 รวมถึงการจะ

เลือกใช้ Enhancer SX ร่วมด้วยหรือไม่ เพื่อให้ได้เงื่อนไขท่ีดีท่ีสุดท่ีจะใช้ในการสกัดดีเอ็นเอจาก

กะปิ จากนั้นเก็บดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.2. การตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ 

 ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดได้โดยวิธี 1.0% agarose gel electrophoresis วัดค่า

ดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ี

ความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Epoch micro plate spectrophotometer 

(BioTek, USA) ซึ่งค่าท่ีได้จะต้องมีค่า A260 / A280 อยู่ระหว่าง 1.7-2.0 และมีค่าความเข้มข้น

ของปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่าง 20-200 ng/µl จึงจะยอมรับว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธิ์ 
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และสามารถส่งตรวจได้ตามมาตรฐานของศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์ และชีวสารสนเทศ คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

3.3. ส่งวิเคราะห์เมตาจีโนม 

ท าการส่งดีเอ็นเอของแบคทีเรียท่ีสกัดได้จากกะปิตัวอย่าง ท่ีท าการตรวจสอบแล้วว่ามี  

คุณภาพ และมีความบริสุทธิ์ไปวิเคราะห์เมตาจีโนมด้วยเทคนิค 16S rDNA V3-V4 region 

amplicon analyses (Klindworth et al, 2013) และใช้เทคนิค next-generation 

sequencing (Illumina Miseq, US) ในการหาล าดับเบสท่ีศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์ และชีว-

สารสนเทศ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

4. การคัดแยกเช้ือทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  
4.1 การคัดแยกเช้ือทางจุลชีววิทยา 

คัดแยกจุลินทรีย์จากกะปิทุกตัวอย่างท่ีท าการเก็บมา โดยการน าสารละลายตัวอย่างกะปิ

ใส่ใน LB broth บ่มในเครื่องเขย่าสาร (Vision Scientific, Korea) ท่ีอุณหภูมิ 28 องศา

เซลเซียสเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ด้วยรอบการเขย่า 170 rpm น าไป spread-plate บนอาหาร

ชนิดแข็ง LB agar และน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ท าการ

เลือกไอโซเลตจากแต่ละตัวอย่างมาตัวอย่างละ 5 ไอโซเลต และน าไปเล้ียงใน LB broth บ่มใน

เครื่องเขย่าสาร ท่ีอุณหภูมิ 28 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง ด้วยรอบการเขย่า 170 

rpm จากนั้นน าจุลินทรีย์แต่ละไอโซเลตไปทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว

ด้วย H2O2 plate assay method (Tilay and Annapure, 2012)  
   

 4.2 ระบุชนิดจุลินทรีย์ด้วยยีน 16S rDNA 

น าโคโลนีเด่ียวที่ผ่านการทดสอบแล้ว่ามีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวมา

ท าการสกัดดีเอ็นเอด้วย E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-tek, USA) และเพิ่ม

ปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) ในล าดับเบส 

16S rDNA ด้วยการใช้ universal primer คือ 27F: 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' และ 

1492R: 5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3' (Turner et al, 1999) ท าการตรวจสอบคุณภาพ

ของผลิตภัณฑ์ PCR ด้วยวิธี gel electrophoresis และวัดค่าดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอท่ีความ

ยาวคล่ืน 260 นาโนเมตรและค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
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ด้วยเครื่อง Epoch micro plate spectrophotometer (BioTek, USA) ค่าท่ีได้จะต้องมีค่า 

A260 / A280 อยู่ระหว่าง 0.8-1.0 และมีค่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่าง 20-200 

ng/µl จึงจะยอมรับว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธิ์ และสามารถส่งตรวจได้แล้วจึงน าไป

วิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ท่ีบริษัท Pacific Science จากนั้นน าล าดับนิ

วคลีโอไทด์ท่ีได้มาเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับล าดับนิวคลีโอไทด์ของส่ิงมีชีวิตต่างๆ ใน

ฐานข้อมูล Genbank โดยใช้โปรแกรม BLASTn (NCBI) (Altschul et al, 1990) จากนั้นท าการ

เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ด้วยโปรแกรม ClustalW (Thompson et 

al,  1994) 
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บทท่ี 4 

ผลการทดลอง 

การรวบรวมตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา  

ตัวอย่างกะปิถูกรวบรวมจาก 3 จังหวัด ได้แก่ จังหวัดสมุทรสงคราม จ านวน 3 ตัวอย่าง 

ได้แก่ KK1, KK2 และ KK3  จังหวัดชลบุรี จ านวน 3 ตัวอย่าง ได้แก่ SR1, SR2, และ SR3 และจังหวัด

สงขลา 1 ตัวอย่าง คือ TP1 รวมท้ังหมดเป็น 7 ตัวอย่าง โดยมีรายละเอียดดังตารางท่ี 4.1   

ตารางที่ 4.1 ตัวอย่างกะปิ 7 ชนิดท่ีใช้ในการศึกษา 

บริเวณ
เก็บ 

ตัวอย่าง ข้อมูลของกะป ิ ลักษณะภายนอกของกะปิ 

อ่าวไทย
ตอนบนฝ่ัง
ตะวันตก 

 

KK1 

กะปิเคยตาด า (คลองโคน) 
ต าบลคลองโคน อ าเภอเมืออง จังหวัดสมุทรสงคราม 
GPS location: 13.427913,99.979099 
ลักษณะ: มีสีน้ าตาลคล้ า เนื้อกะปิค่อนข้างเนียน
ละเอียด มีจุดสีด าเล็กๆกระจายอยู่ท่ัวเนื้อกะปิ 

 

KK2 

กะปิคลองโคน 
ต าบลคลองโคน อ าเภอเมืออง จังหวัดสมุทรสงคราม 
GPS location: 13.563737, 100.2540 
ลักษณะ: มีสีน้ าตาลคล้ า เนื้อกะปิค่อนข้างเนียนมี
ความหยาบเล็กน้อย มีจุดสีด าเล็กๆกระจายอยู่ท่ัวเนื้อ
กะป ิ  

KK3 

กะปิเคยตาด า (คลองโคน) 
ต าบลคลองโคน อ าเภอเมืออง จังหวัดสมุทรสงคราม 
GPS location: 13.468371, 100.20611 
ลักษณะ: มีสีน้ าตาลเข้ม เนื้อกะปิค่อนเนียน และมี
ความเหนียว 
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ตารางที่ 4.1(ต่อ) ตัวอย่างกะปิ 7 ชนิดท่ีใช้ในการศึกษา 

บริเวณ
เก็บ 

ตัวอย่าง ข้อมูลของกะป ิ ลักษณะภายนอกของกะปิ 

 
อ่าวไทย

ตอนบนฝ่ัง
ตะวันออก 

SR1 

กะปิศรีราชา 
ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
GPS location: 13.16489, 100.9306 
ลักษณะ: มีส าน้ าตาลเข้ม เนื้อกะปิมีความหยาบ
เล็กน้อย มีจุดสีด าเล็กๆกระจายท่ัวเนื้อกะป ิ

 

SR2 

กะปิศรีราชา 
ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
GPS location: 13.16489, 100.9306 
ลักษณะ: มีส าน้ าตาลเข้ม เนื้อกะปิเนียนละเอียด 
ค่อนข้างละเอียด มีจุดสีด าเล็กๆกระจายท่ัวเนื้อกะปิ 

 

SR3 

กะปิศรีราชา 
ต าบลบางพระ อ าเภอศรีราชา จังหวัดชลบุรี 
GPS location: 13.16489, 100.9306 
ลักษณะ: มีส าน้ าตาลเข้ม เนื้อกะปิค่อนข้างแห้ง มีจุดสี
ด าเล็กๆกระจายท่ัวเนื้อกะปิ 

 

อ่าวไทย
ตอนล่าง 

TP1 

กะปิเทพา 
ต าบลเทพา อ าเภอเทพา จังหวัดสงขลา 
GPS location: 6.8700960, 100.9690240 
ลักษณะ: มีสีน้ าตาลคล้ า เนื้อกะปิเนียนละเอียด มีจุดสี
ด าเล็กๆกระจายท่ัวเนื้อกะปิ 

 

การตรวจสอบปริมาณสารอาหารในตัวอย่างกะปิด้วยวิธีมาตรฐาน AOAC 

 จากการส่งตัวอย่างกะปิท้ัง 7 ตัวอย่างดังนี้ KK1, KK2, KK3, SR1, SR2, SR3 และTP1 ไป
ตรวจสอบปริมาณสารอาหาร ทดสอบโดยวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตด้วยวิธี Analysis for 
Nutrition Labeling 1995 chapter 1,5  ปริมาณโปรตีนด้วย AOAC (2016) 991.20 และ
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องค์ประกอบของกรดไขมันด้วย AOAC (2019) 996.06 พบว่าในกะปิท้ัง 7 ชนิดมีสัดส่วนของกรด
ไขมันอิ่มตัวมากกว่าไขมันไม่อิ่มตัว และจากการวิเคราะห์ปริมาณ DHA ในกะปิตัวอย่าง พบว่า กะปิ 
SR2 มีปริมาณ DHA สูงมากท่ีสุด คิดเป็น 8.32155% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด และ ในกะปิ 
TP1 มีปริมาณ DHA น้อยท่ีสุด คิดเป็น 0.78290% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด ดังรูปท่ี 4.1 และ
ตารางท่ี 4.2 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.1 ตัวอย่างกะปิท่ีมีปริมาณ DHA จากสูงท่ีสุดไปต่ าท่ีสุด 

ตารางที่ 4.2 ข้อมูลทางโภชนาการในกะปิแต่ละชนิด 

บริเวณที่
เก็บ

ตัวอย่าง 

ตัวอย่าง
กะปิ 

กรดไขมัน
อิ่มตัว 
(%) 

กรดไขมัน
ไม่อิ่มตัว

(%) 

โอเมก้า 3 
โปรตีน 
g/100g 

คาร์โบไฮเดรต 
g/100g 

ALA 
(%) 

EPA 
(%) 

DHA 
(%) 

อ่าวไทย
ตอนบน

ฝ่ัง
ตะวันตก 

KK1 86.43451 13.56549 0.00000 3.53269 1.94473 15.75 - 
KK2 67.17482 32.8252 0.00000 7.69012 7.34676 28.17 6.89 

KK3 79.46222 20.53777 0.00000 7.93904 5.08702 14.40 14.16 

อ่าวไทย
ตอนบน

ฝ่ัง
ตะวันออก 

SR1 73.95424 26.04574 0.00000 6.79486 7.28456 26.67 3.80 

SR2 72.99434 28.6841 0.00000 7.41375 8.32155 27.04 4.80 

SR3 78.41428 21.58571 0.00000 5.61552 3.66873 - - 

อ่าวไทย
ตอนล่าง 

TP1 84.38803 15.61197 0.76393 0.97551 0.78290 21.76 - 

             *- คือ ไม่มีข้อมูล 
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การศึกษาเมตาจีโนมของตัวอย่างกะปิ  

น าตัวอย่างกะปิ   SR2 และ TP1 ท่ีท าการวิเคราะห์แล้วพบว่ามีปริมาณ DHA มากท่ีสุดและ
น้อยท่ีสุดตามล าดับ โดยมาสกัดดีเอ็นเอ และตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดได้โดยวัดค่าดูดกลืนแสง
ของดีเอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 
นาโนเมตร ด้วยเครื่อง Epoch micro plate spectrophotometer (BioTek, USA) โดยศึกษา
เงื่อนไขในการสกัด พบว่าเงื่อนไขท่ีใช้ SL2 ร่วมกับ Enhancer SX  ในการสกัดดีเอ็นเอเหมาะสมท่ีสุด 
คือมีค่าA260 / A280 อยู่ระหว่าง 1.7-2.0 และมีค่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่าง 20-200 
ng/µl โดยในกะปิ SR2 มีค่า A260 / A280 เท่ากับ 2.008 มีปริมาณดีเอ็นเอ 24.895 ng/µl และ ใน
กะปิ TP1 มีค่า A260 / A280 เท่ากับ 1.763 ปริมาณดีเอ็นเอ 7.026 ng/µl โดยเงื่อนไขนี้มีความ
ใกล้เคียงกับเกณฑ์ในการพิจารณามากท่ีสุด และให้ปริมาณดีเอ็นเอมากท่ีสุด จึงเป็นเงื่อนไขท่ีจะใช้ใน
การสกัดดีเอ็นเอเพื่อศึกษาเมตาจีโนมในการศึกษาครั้งนี้ ดังตารางที่ 4.3 

ตารางที่ 4.3 คุณภาพของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้โดยใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin® Soil kit   

*เครื่องหมาย + คือเติม Enhancer SX และเครื่องหมาย – คือ ไม่เติม Enhancer SX 

จากนั้นน าเงื่อนไขท่ีได้มาท าการสกัดดีเอ็นเอในตัวอย่างกะปิท้ัง 2 เพื่อใช้ในการส่งวิเคราะห์เม-
ตาจีโนม เมื่อสกัดได้แล้วท าการตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอท่ีสกัดได้โดยวัดค่าดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอท่ี
ความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร 
ด้วยเครื่อง Epoch micro plate spectrophotometer (BioTek, USA) พบว่าในตัวอย่างกะปิ SR2 
มีค่า A260 / A280เท่ากับ 1.859 มีปริมาณดีเอ็นเอ 26.366 ng/µl และ ในกะปิ TP1 มีค่า A260 / A280

เท่ากับ 1.931 ปริมาณดีเอ็นเอ 5.895 ng/µl เก็บตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสก่อนน าส่งไปวิเคราะห์เมตาจีโนม  

 ตัวอย่างกะปิ   SR2 ตัวอย่างกะปิ   TP1 

Buffer SL1 SL2 SL1 SL2 

Enhancer SX + - + - + - + - 

A260 / A280 2.381 1.769 2.008 1.267 2.409 1.867 1.763 1.778 

ปริมาณดีเอ็นเอ 
(ng/µl) 

5.263 4.875 24.895 4.019 5.579 2.941 7.026 6.697 
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ผลการส่งวิเคราะห์เมตาจีโนม 

จากการส่งวิเคราะห์ทางเมตาจีโนมในกะปิตัวอย่าง SR2 และ TP1 ด้วยเทคนิค next-
generation sequencing (Illumina Miseq, US) พบว่าตัวอย่างกะปิ TP1 ไม่สามารถท าการ
วิเคราะห์ผลได้ แต่ในตัวอย่างกะปิ SR2 สามารถวิเคราะห์ผลได้โดยพบแบคทีเรียท่ีปริมาณมากท่ีสุด
คือแบคทีเรียสกุล Lentibacillus spp. ท่ีค่าความถ่ีสัมพัทธ์ของชนิดแบคทีเรียในการวิเคราะห์เมตาจี
โนมมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ Ruminococcus torques และ Blautia sp. ตามล าดับ  
(รูปท่ี 4.2) 

 
 

รูปที่ 4.2 ผลการวิเคราะห์เมตาจีโนมในกะปิตัวอย่าง SR2 

 

Lentibacillus spp. 

Ruminococcus torques  

Blautia spp. 

Lactobacillus spp. 

Bacteroides dorei 

Ruminococcus spp. 

Intestinimonas  spp. 

Ruminiclostridium spp. 

Alloiococcus spp. 

Bacteroides spp. 

Lachnoclostridium spp. 

Lactobacillus salivarius 

Salinicoccus spp. 

Salinivibrio spp. 

Other bacteria (ตารางที่ ผ.ค1) 
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การคัดแยกเชื้อทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 

น ากะปิท้ัง 7 ชนิดมาท าการคัดแยกเช้ือทางจุลินทรีย์ โดยในกะปิแต่ละชนิดท าการแยก
เช้ือจุลินทรีย์ออกมาชนิดละ 5 ไอโซเลต ได้ท้ังหมด 35 ไอโซเลต จากนั้นน ามาท าการตรวจสอบ
ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในจุลินทรีย์แต่ละไอโซเลต (H2O2 plate assay) ดังตาราง
ท่ี 4.4 – 4.6 พบว่า ในตัวอย่างกะปิท้ัง 7 ชนิดพบจุลินทรีย์ท้ังหมด 5 ไอโซเลตท่ีมีความสามารถใน
การผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว ได้แก่ KK1-1, KK1-3, SR1-4, SR2-2 และ TP1-1 ดังรูปท่ี 4.3 

ตารางที่ 4.4 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกะปิท่ีเก็บบริเวณ 
   อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันตก 

ตัวอย่าง Isolate H2O2 (%) PUFA 

0.01 0.1 0.5 +ve/-ve 

KK1 KK1-1 + +   - +ve 

KK1-2 - - - -ve 

KK1-3 + + - +ve 

KK1-4 - - - -ve 

KK1-5 - - - -ve 

KK2 KK2-1 - - - -ve 

KK2-2 - - - -ve 

KK2-3 - - - -ve 

KK2-4 + - - -ve 

KK2-5 - - - -ve 

KK3 KK3-1 + - - -ve 

KK3-2 + - - -ve 

KK3-3 + - - -ve 

KK3-4 + - - -ve 

KK3-5 + - - -ve 

*+คือมีการเจริญของจุลินทรีย์ (no inhibition zone), - คือไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์ (inhibition 

zone), +ve คือจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว และ -ve คือจุลินทรีย์ไม่มี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 
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ตารางที่ 4.5 ผลการทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกะปิท่ีเก็บ 

       บริเวณอ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันออก 

ตัวอย่าง Isolate H2O2 (%) PUFA 

0.01 0.1 0.5 +ve/-ve 

SR1 SR1-1 - - - -ve 

SR1-2 - - - -ve 

SR1-3 + - - -ve 

SR1-4 + + - +ve 

SR1-5 - - - -ve 

SR2 SR2-1 + - - -ve 

SR2-2 + + - +ve 

SR2-3 + - - -ve 

SR2-4 + - - -ve 

SR2-5 + - - -ve 

SR3 SR3-1 + - - -ve 

SR3-2 + - - -ve 

SR3-3 + - - -ve 

SR3-4 + - - -ve 

SR3-5 + - - -ve 

*+คือมีการเจริญของจุลินทรีย์ (no inhibition zone), - คือไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์ (inhibition 

zone), +ve คือจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว และ -ve คือจุลินทรีย์ไม่มี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 
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ตารางที่ 4.6 การทดสอบความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในกะปิท่ีเก็บบริเวณอ่าวไทย

ตอนล่าง 

ตัวอย่าง Isolate H2O2 (%) PUFA 

0.01 0.1 0.5 +ve/-ve 

TP1 TP1-1 + + - +ve 

TP1-2 - - - -ve 

TP1-3 + - - -ve 

TP1-4 - - - -ve 

TP1-5 - - - -ve 

*+คือมีการเจริญของจุลินทรีย์ (no inhibition zone), - คือไม่มีการเจริญของจุลินทรีย์ (inhibition 

zone), +ve คือจุลินทรีย์มีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว และ -ve คือจุลินทรีย์ไม่มี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 

 

 

รูปที่ 4.3 แบคทีเรียท้ัง 5 ไอโซเลตท่ีมีความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัว 
   ทดสอบด้วย H2O2 plate assay 
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การระบุชนิดจุลินทรีย์ด้วยยีน 16S rDNA 

น าโคโลนีเด่ียวของท้ัง 5 ไอโซเลต ได้แก่ KK1_1, KK1_3, SR1_4, SR2_2 และ TP1_1 มา

ท าการสกัดดีเอ็นเอด้วย E.Z.N.A.® Bacterial DNA kit (Omega Bio-tek, Georgia, USA) หลังจาก

สกัดดีเอ็นเอแล้วจึงน าดีเอ็นมาตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Quantification) และตรวจความ

บริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (DNA purity) ด้วยเครื่อง nanodrop พบว่าในแต่ละไอโซเลตมีปริมาณดีเอ็นเอ 

และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ดังตารางท่ี 4.7 จากนั้นน าไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา

พอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: PCR) ในล าดับเบส 16S rDNA  

ตารางที่ 4.7 ปริมาณดีเอ็นเอ (DNA Quantification) และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (DNA purity) 

หลังสกัด 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วย gel electrophoresis 

 หลังจากกระบวนการ PCR ในส่วนของยีน 16S rDNA แล้วจึงน า PCR products มา

ตรวจสอบด้วย gel electrophoresis พบว่า PCR products เกิดแถบขึ้นบริเวณความยาว ประมาณ 

1500 bp ท้ัง 5 ตัวอย่าง ดังรูปท่ี 4.4 จากนั้นท าตรวจวัดปริมาณดีเอ็นเอ  และตรวจความบริสุทธิ์ของ

ดีเอ็นเอพบว่าค่า A260 / A280 อยู่ระหว่าง 0.8-1.0 และมีค่าความเข้มข้นของปริมาณดีเอ็นเอใน

ตัวอย่างอยู่ในช่วง 20-200 ng/µl ดังตารางท่ี 4.8 แสดงว่าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสุทธิ์ และ

Isolate A260 A280 A260 / A280 ปริมาณดีเอ็นเอ ( ng/µl ) 

KK1_1 0.028 0.008 3.275 27.521 

KK1_3 0.034 0.011 3.075 34.186 

SR1_4 0.030 0.009 3.393 39.824 

SR2_2 0.059 0.026 2.226 58.707 

TP1_1 0.029 0.008 3.443 28.632 
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สามารถส่งตรวจได้แล้วจึงน าไปวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA ท่ีบริษัท Pacific 

Science ได้ 

  

รูปที่ 4.4 เจลท่ีได้จากการตรวจสอบ PCR product ของ 16S rDNA มีควายาวประมาณ 1500 bp  

 

ตารางที่ 4.8 ปริมาณดีเอ็นเอ และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ของ PCR products 

 

 

 

 

 

 

 

Isolate A260 A280 A260 / A280 ปริมาณดีเอ็นเอ ( ng/µl ) 

KK1_1 0.109 0.115 0.952 109.349 

KK1_3 0.106 0.117 0.900 105.553 

SR1_4 0.118 0.131 0.900 117.847 

SR2_2 0.165 0.176 0.938 164.716 

TP1_1 0.114 0.125 0.909 113.79 

   M         1          2         3         4          5        N 

M: 1kb ladder 

1: KK1_1 

2: KK1_3 

3: SR1_4 

4: SR2_2 

5: TP1_1 

N: negative control (ใช้น้ ากล่ัน

แทนดีเอ็นเอท่ีสกัดได้) 
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การวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA 

 น าล าดับเบสนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จากการส่งวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์มาท าการเทียบกับ

ฐานข้อมูล NCBI (BLASTn) ผลท่ีได้คือ ไอโซเลต SR2_2 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus 

paramycoides และ Bacillus albus 99.52% ไอโซเลต SR1_4 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus 

paramycoides 86.47% ไอโซเลต TP1_1 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus proteolyticus 99.53% 

ไอโซเลต KK1_1 มีความใกล้เคียงกับ Bacillus paramycoides 99.52% และไอโซเลต KK1_3 มี

ความใกล้เคียงกับ Bacillus paramycoides 99.18% (ตารางท่ี 4.9) 

ตารางที่ 4.9 ผลการเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้ของยีน 16S rDNA 

 

 

 

 

 

ตัวอย่าง

ท่ี 

Isolate species %identity Total score Accession no. 

1 SR2_2 B. paramycoides 99.52 1910 NR_157734.1 

B. albus 99.52 1910 NR_157729.1 

2 SR1_4 B. paramycoides 86.47 1339 NR_157734.1 
3 TP1_1 B. proteolyticus 99.53 3865 NR_157735.1 
4 KK1_1 B. paramycoides 99.52 3808 NR_157734.1 

5 KK1_3 B. paramycoides 99.18 3876 NR_157734.1 
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บทท่ี 5 

อภิปรายผล  

ปริมาณสารอาหารในตัวอย่างกะปิ 

จากการตรวจสอบคุณค่าทางโภชนาการในกะปิท้ัง 7 ตัวอย่างท่ีท าการศึกษา พบว่าตัวอย่าง

กะปิท่ีมีปริมาณ DHA เรียงจากมากท่ีสุดไปน้อยท่ีสุดเป็นดังนี้ SR2, KK2, SR1, KK3, SR3, KK1, และ 

TP1 นอกจากนี้ยังท าการตรวจสอบคุณค่าทางอาหารอื่นๆ อีก อย่างเช่น EPA ท่ีเป็นกรดไขมันไม่

อิ่มตัวในกลุ่มของโอดมก้า 3 อีกชนิดหนึ่ง โดยพบว่า ตัวอย่างกะปิท่ีมีปริมาณ EPA เรียงจากมากท่ีสุด

ไปน้อยที่สุดเป็นดังนี้ KK3, KK2, SR2, SR1, SR3, KK1, และ TP1 ดังตารางท่ี 4.2 แสดงให้เห็นว่าแม้

บริเวณท่ีท าการเก็บตัวอย่างจะอยู่บริเวณเดียวกัน แต่คุณค่าทางโภชนาการท่ีวิเคราะห์ได้ก็แตกต่างกัน

ออกไปโดยไม่ขึ้นอยู่กับบริเวณท่ีท าการเก็บตัวอย่าง ซึ่งสัดส่วนของคุณค่าทางโภชนาการในอาหารท่ี

แตกต่างกันออกไปนั้นขึ้นอยู่กับวัตถุดิบ และกรรมวิธีในการผลิตของแต่ละพื้นท่ี ซึ่งจะท าให้ได้

จุลินทรีย์ที่เกิดในขั้นตอนการหมักกะปิหรือท่ีได้มาพร้อมกับวัตถุดิบนั้นแตกต่างกันไปด้วย (จิตต์เรขา 

ทองมณี, 2544)  โดยจุลินทรีย์เหล่านี้สามารถสร้างเอนไซม์ท่ีสามารถย่อยโปรตีนให้เป็นเพปไทด์สาย

ส้ันๆ ท่ีมีผลต่อรสชาติของอาหาร และคุณค่าทางโภชนาการด้วย (Wong and Mine, 2004) ดังนั้นจึง

ส่งผลท าใหก้ะปิแต่ละท้องท่ีนั้นมีคุณภาพที่แตกต่างกัน 

การศึกษาเมตาจีโนม 

การวิเคราะห์เมตาจีโนมในตัวอย่างกะปิท่ีมีปริมาณ DHA มากท่ีสุด คือกะปิตัวอย่าง SR2 

และน้อยท่ีสุด คือกะปิตัวอย่าง TP1 พบว่าในตัวอย่างกะปิ TP1 ไม่สามารถวิเคราะห์เมตาจีโนมได้ 

เนื่องจากไม่สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพอลิเมอเรส (polymerase chain reaction: 

PCR) ในล าดับเบส 16S rDNA16S rDNA V3-V4 region ได้ การจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

PCR นั้นความส าคัญอยู่ท่ีความบริสุทธิ์ และปริมาณดีเอ็นเอต้ังต้นท่ีสกัดได้จากตัวอย่าง ซึ่งจ าเป็น

จะต้องใช้ดีเอ็นเอท่ีมีคุณภาพสูงในการน ามาท า PCR (Sarkinen et al., 2012)  จากตารางท่ี 4.3 

แสดงให้เห็นว่าเงื่อนไขท่ีดีท่ีสุดของการใช้ชุดสกัดส าเร็จรูป NucleoSpin® Soil kit ในการสกัดดีเอ็น

เอของจุลินทรีย์จากกะปิในการศึกษานี้ คือ ใช้ SL2 เป็น lysis buffer ร่วมกับการใช้ enhancerX ซึ่ง

ผลการสกัดดีเอ็นในกะปิ TP1 ท่ีได้คือ มีค่า A260 / A280เท่ากับ 1.931 ปริมาณดีเอ็นเอ 5.895 ng/µl 

และในกะปิ SR2 มีค่า A260 / A280 เท่ากับ 1.859 มีปริมาณดีเอ็นเอ 26.366 ng/µl จากนั้นจึงท าการ
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ส่งวิเคราะห์ท่ีศูนย์วิทยาศาสตร์โอมิกส์ ซึ่งทางศูนย์ได้ท าการตรวจสอบความเข้มข้นของตัวอย่างก่อน

น าเข้าไปเพิ่มจ านวนด้วยเทคนิค PCR ผลปรากฏว่าปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอใน TP1 เหลือ 

2.85 ng/µl และในกะปิ SR2 เหลือ 21.50 ng/µl จากคู่มือของเครื่อง Illumina Miseq 16S 

Metagenomic Sequencing Library Preparation (15044223 B) ระบุว่าปริมาณความเข้มข้น

ของดีเอ็นตัวอย่างท่ีใช้ในแต่ละปฏิกิริยา ต้องมีความเข้มข้น 5 ng/µl ดังนั้นการท่ีความเข้มข้นของดี

เอ็นเอท่ีท าการสกัดได้มีปริมาณความเข้มข้นท่ีต่ าจึงส่งผลต่อประสิทธิ ภาพในการท า PCR ได้ 

(Demirhan, Ulca, and Senyuva, 2012) 

ในผลิตภัณฑ์กะปินั้นมีส่วนผสมต่างๆมากมายโดยเฉพาะในผลิตภัณฑ์อาหารท่ีมีส่วนผสมของ

ปลาและอาหารทะเลท่ีมีไขมันประกอบด้วย ซึ่งไขมันก็เป็นหนึ่งในปัจจัยท่ีมีผลต่อขั้นตอนในการสกัดดี

เอ็นเอ ไขมันเหล่านี้ท าให้การสกัดดีเอ็นเอยุ่งยากขึ้น เนื่องจากต้องผ่านขั้นตอนในการการก าจัดไขมัน

ออกไปเพื่อให้เหลือเพียงส่วนของดีเอ็นเอ ดังนั้นหากเป็นอาหารที่มีปริมาณไขมันจ านวนมากก็จะส่งผล

ต่อความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้ (Krishnaswamy et al., 2006) และในการศึกษาของ Mafra 

และคณะ (2008) ท่ีท าการศึกษาการเปรียบเทียบวิธีการสกัดดีเอ็นเอในผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากถั่วเหลือง 

ระบุว่าจ านวนขั้นตอนในการแปรรูปผลิตภัณฑ์นั้นมีผลอย่างมากต่อปริมาณดีเอ็นเอ ซึ่งหากผลิตภัณฑ์

ผ่านขั้นตอนกรรมวิธีในการแปรรูปมากเกินไป เช่นการหมักในน้ าเกลือ การกล่ัน หรือการใช้ความร้อน

ก็จะท าให้ปริมาณดีเอ็นเอในตัวอย่างถูกท าลายไป ซึ่งน าไปสู่ความล้มเหลวในกระบวนการ PCR ได้  

ในส่วนของผลการวิเคราะห์เมตาจีโนมของกะปิ SR2 ท่ีสามารถวิเคราะห์ได้นั้น พบว่าปริมาณ

แบคทีเรียท่ีพบมากท่ีสุดสามอันดับแรกคือ Lentibacillus spp., Ruminococcus torques และ

Blautia spp. รูปท่ี 4.2 ซึ่ง Lentibacillus spp. ท่ีพบมากท่ีสุดนั้น เป็นแบคทีเรียทนเค็มและมี

ความสามารถในการผลิตกรดไขมัน (fatty acid) โดยเฉพาะ C14:0, C15:0, C16:0 และ C17:0 

(Heyrman and Vos, 2015) จากผลของ gas chromatography ในภาคผนวก ข รูปท่ี ผ.ข5 fatty 

acid profile ของ SR2 ก็แสดงให้เห็นว่ามีสัดส่วนของ C14:0, C15:0, C16:0 และ C17:0 โดยเฉพาะ 

C16:0 (Palmitic acid) ท่ีพบมากถึง 31.62906% ของปริมาณกรดไขมันท้ังหมด ซึ่งก็สอดคล้องกับ

ผลของการวิเคราะห์เมตาจีโนมท่ีว่าพบ Lentibacillus spp. ในปริมาณท่ีมากท่ีสุด มีงานวิจัยหลาย

ฉบับรายงานว่า Lentibacillus spp. เป็นแบคทีเรียท่ีสามารถพบได้ในกะปิพื้นบ้านของไทย อย่างใน

งานวิจัยของ Pakdeeto และคณะ (2007) ท่ีท าการคัดแยกเช้ือจากตัวอย่างกะปิและท าการวิเคราะห์

หาล าดับนิวคลีโอไทด์ 16S rDNA แล้วพบว่ามีความใกล้เคียงกับ Lentibacillus salaries 96.5% ซึ่ง

จากการตรวจสอบลักษณะพื้นฐานของจุลินทรีย์และสัดส่วนของโมเลกุลจึงถูกเสนอให้เป็นสปีชีส์ใหม่ 
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คือ Lentibacillus kapialis sp. nov.หรืองานวิจัยของ Booncharoen และคณะ (2019) ท่ีท าการ

คัดแยกเช้ือจากตัวอย่างกะปิ และท าการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของยีน 16S rDNA ซึ่ง

พบว่ามีความใกล้เคียงกับ  Lentibacillus juripiscarius ท่ี 98.7% และ Lentibacillus 

halophilus  และ 97.2 % จากพื้นฐานลักษณะของจุลินทรีย์และchemotaxonomic character จึง

ถูกเสนอให้เป็นสปีชีส์ใหม่ คือ Lentibacillus lipolyticus sp. nov. ในส่วนของแบคทีเรียอื่นๆ ท่ีพบ 

(ตามตารางท่ี ผ.ค1) มีสัดส่วนของปริมาณน้อยแต่ก็มีความส าคัญในการสร้างเอนไซม์ต่างๆ ท่ีมีผลต่อ

คุณค่าทางโภชนาการ อย่างเช่น Vibrio spp. ท่ีมคีวามสามารถในการสร้าง eicosapentaenoic acid 

(EPA) ซึ่งเป็นหนึ่งในกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวโอเมก้า 3 (Estupiñán et al., 2020) เนื่องจาก

แบคทีเรียสกุล Vibrio สามารถสร้างกลุ่มของเอนไซม์ท่ีผลิต Polyunsaturated fatty acid (PUFA) 

ได้โดยอาศัย  polyketide synthase pathway (PKS) ซึ่งเป็นกระบวนการท่ีไม่ใช้ออกซิเจน 

(Monroig and Kabeya, 2018 ) และเป็นกระบวนการท่ีมีความส าคัญท่ีสามารถสังเคราะห์ 

docosahexaenoic acid (DHA) ได้เช่นกัน (Peng et al., 2016) นอกจากนี้ยังมีงานวิจัยบางส่วนท่ี

กล่าวถึงผลของปริมาณโอเมก้า 3 ท่ีมีต่อแบคทีเรียบางสกุล อย่างในงานวิจัยของ Velasco และคณะ 

(2018) ท่ีกล่าวไว้ว่า PUFAs มีผลต่อการเปล่ียนสัดส่วนของปริมาณจุลินทรีย์ในล าไส้ (gut 

microbiota) เช่นหากมีการเสริมโอเมก้า 3 เข้าไปจะมีผลต่อการเพิ่มปริมาณของ Lactoibacillus 

sp., Lachnospiraceae sp. และ Bacteodidetes sp. ซึ่งท้ังสามสกุลนี้พบในตัวอย่างกะปิ SR2 (รูป

ท่ี 4.2) 

การคัดแยกเชื้อทางจุลชีววิทยาร่วมกับการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA  
 จากการคัดแยกเช้ือในตัวอย่างกะปิท้ัง 7 ตัวอย่างแล้วท าการทดสอบจุลินทรีย์ ท่ีมี
ความสามารถในการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวเพื่อหาความสัมพันธ์กับการผลิต Docosahexaenoic 
acid (DHA) เนื่องจาก DHA เป็นหนึ่งในกรดไขมันไม่อิ่มตัวสายยาวในกลุ่มกรดไขมันโอเมก้า 3 (n-3 
PUFAs) ซึ่งผลจากการวิเคราะห์หาล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA พบว่าเป็นแบคทีเรียสปีชีส์ 
B. paramycoides, B. albus และ B. proteolyticus เมื่อเปรียบเทียบกับผลการวิเคราะห์เมตา
จีโนมท่ีสามารถตรวจสอบได้ในระดับสกุล ก็พบแบคทีเรียในกลุ่มของสกุล Bacillus เช่นกัน  
 การตรวจสอบการผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวในจุลินทรีย์การคัดแยกเช้ือทางจุลชีววิทยา ด้วย

H2O2 plate assay นั้นเป็นเพียงการทดสอบเบื้องต้น ไม่สามารถยืนยันผลได้อย่างชัดเจนว่าแบคทีเรีย

นั้นมีสามารถผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวชนิดใดได้ จึงต้องท าการตรวจสอบการผลิดกรดไขมันเพิ่มเติมด้วย

การสกัดน้ ามันแล้วน ามาตรวจสอบชนิดของกรดไขมันด้วย Gas chromatography เพื่อเป็นการ

ยืนยันผลอีกครั้ง (Tilay and Annapure, 2012) 

https://www.microbiologyresearch.org/search?value1=Auttaporn+Booncharoen&option1=author&noRedirect=true
https://doi.org/10.1601/nm.8669
https://doi.org/10.1601/nm.10228
https://doi.org/10.1601/nm.10228
https://doi.org/10.1601/nm.5045
https://doi.org/10.1601/nm.5045
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บทท่ี 6 

สรุปผลการศึกษา 

 การศึกษาเมตาจีโนม และชนิดของแบคทีเรียท่ีเกี่ยวข้องกับปริมาณ Docosahexaenoic 

acid (DHA) ในผลิตภัณฑ์กะปิ 7 ตัวอย่าง จากจากบริเวณอ่าวไทย 3 บริเวณ คือ จังหวัด

สมุทรสงคราม (อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันตก) จังหวัดชลบุรี (อ่าวไทยตอนบนฝ่ังตะวันออก) และ

จังหวัดสงขลา (อ่าวไทยตอนล่าง)  ผลการศึกษาพบว่า กะปิท่ีมีปริมาณ DHA มากท่ีสุดคือ SR2 จาก

จังหวัดชลบุรี รองลงมาคือ KK2 SR1 KK3 SR3 KK1 และน้อยท่ีสุดคือ TP1 จากจังหวัดสงขลา และ

จากการทดลองผลการวิเคราะห์เมตาจีโนมพบว่าในกะปิ SR2 พบ Lentibacillus spp. มากท่ีสุดพบ 

ท่ีค่าความถ่ีสัมพัทธ์ในการวิเคราะห์เมตาจีโนมมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี้ยังพบจุลินทรีย์สกุล 

Vibro, Lactoibacillus, Lachnospiraceae และ Bacteodidetes sp. ท่ีเกี่ยวข้องกับปริมาณกรด

ไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (Polyunsaturated fatty acids: PUFAs) อย่างเช่น EPA หรือ DHA  

การทดลองการคัดแยกเช้ือทางจุลชีววิทยาแล้วท าการคัดเลือกจุลินทรีย์ท่ีมีความสามารถใน

การผลิตกรดไขมันไม่อิ่มตัวโดยการทดสอบด้วยวิธี H2O2 plate assay และท าการวิเคราะห์หาล าดับ

นิวคลีโอไทด์ของยีน 16S rDNA พบจุลินทรีย์ 5 ไอโซเลตในตัวอย่างกะปิ SR1 จ านวน 1 ไอโซเลต มี

ความคล้ายคลึงกับ Bacillus paramycoides ท่ี 86.47% ในตัวอย่างกะปิ SR2 จ านวน 1 ไอโซเลต 

มีความคล้ายคลึงกับ Bacillus paramycoides และ Bacillus albus ท่ี 99.52% ในตัวอย่างกะปิ 

KK1 จ านวน 2 ไอโซเลต มีความคล้ายคลึงกับ Bacillus paramycoides ท้ังสองไอโซเลตท่ี 99.52% 

และ 99.18% และในตัวอย่างกะปิ TP1 จ านวน 1 ไอโซเลต มีความคล้ายคลึงกับ  Bacillus 

proteolyticus ท่ี 86.47%  

สามารถสรุปผลของการวิเคราะห์คุณค่าทางโภชนาการท่ีส าคัญในกะปิอย่าง EPA DHA และ 

ALA ท่ีเป็นหนึ่งในกลุ่มของกรดไขมันโอเมก้า 3 กับจุลินทรีย์ที่คัดแยกได้ดังตารางท่ี 6.1 

 

 

 

 

https://doi.org/10.1601/nm.5045
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ตารางที่ 6.1 fatty acid profile และชนิดของแบคทีเรียท่ีตรวจสอบได้ 

ตัวอย่าง
กะปิ 

กรดไขมัน
อิ่มตัว (%) 

กรดไขมันไม่
อิ่มตัว(%) 

ALA (%) EPA (%) 
DHA 
(%) 

จ านวนไอโซ
เลตที่ผลิต

กรดไขมันไม่
อิ่มตัว 

Species 

SR2 72.9943 28.6841 0 7.41375 8.32155 1 
B. paramycoides 

or 
B. albus 

KK2 67.1748 32.8252 0 7.69012 7.34676 0 - 

SR1 73.9542 26.0457 0 6.79486 7.28456 1 B. paramycoides 

KK3 79.4622 20.5378 0 7.93904 5.08702 0 - 

SR3 78.4143 21.5857 0 5.61552 3.66873 0 - 

KK1 86.4345 13.5655 0 3.53269 1.94473 2 

B. paramycoides 

B. paramycoides 

TP1 84.388 15.612 0.76393 0.97551 0.7829 1 B. proteolyticus 
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ภาคผนวก ก 

สูตรอาหารส าหรับเลี้ยงเช้ือ 

 

LB broth ประกอบด้วย 

    Yeast extract     5  g/L 

    Tryptone     10 g/L 

    Sodium chloride    15 g/L 

LB Agar ประกอบด้วย 

    Yeast extract     5  g/L 

    Tryptone     10 g/L 

    Sodium chloride    15 g/L 

    Agar      15 g/L 
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ภาคผนวก ข 
ผล Gas Chromatography  
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รูปที่ ผ.ข1 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ KK1 
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รูปที่ ผ.ข2 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ KK2 
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รูปที่ ผ.ข3 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ KK3 
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รูปที่ ผ.ข4 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ SR1 
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รูปที่ ผ.ข5 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ SR2 
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รูปที่ ผ.ข6 fatty acid profile ของตัวอย่างกะปิ SR3 
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ภาคผนวก ค 
จุลินทรีย์ที่พบจากการวิเคราะห์เมตาจีโนม  
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ตารางที่ ผ.ค1 จุลินทรีย์ที่พบในกะปิ SR2 จากการวิเคราะห์เมตาจีโนม 

Microorganism Microorganism 

Acinetobacter spp. Lachnoclostridium spp. 
Acinetobacter spp. Lachnospiraceae spp. 
Alistipes spp. Lactobacillus spp. 
Alkalibacterium spp. Lentibacillus spp. 
Alloiococcus spp. Merdibacter spp. 
Anaerofilum spp. Methanobrevibacter spp. 
Anaerotruncus spp. Negativibacillus spp. 
Bacillus spp. Oscillibacter spp. 
Bacteroides spp. Paraclostridium spp. 
Bilophila spp. Pir4 lineage (uncultured organism) 
Blautia spp. Planococcaceae spp. 
Butyricicoccus spp. Pontibacillus spp. 
Candidatus Arthromitus Ruminiclostridium spp. 
Caproiciproducens spp. Ruminococcus gauvreauii 
Christensenellaceae spp. Ruminococcus spp. 
Clostridium spp. Salinicoccus spp. 
Deinococcus spp. Salinivibrio spp. 
Eisenbergiella spp. Sellimonas spp. 
Erysipelatoclostridium spp. Shigella spp. 
Eubacterium coprostanoligenes group Shuttleworthia spp. 
Eubacterium hallii group Staphylococcus spp. 
Flavonifractor spp. Streptococcus spp. 
Fournierella spp. Subdoligranulum spp. 
Intestinimonas spp. Tyzzerella spp. 
Jeotgalicoccus spp. Vibrio spp. 
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