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บทที ่1  บทน ำ 
 

1.1 ทีม่ำและควำมส ำคัญของงำนวจัิย 
                            กรดแกมมาลิโนเลนิก  (-linolenic acid) เป็นกรดไขมนัจ าเป็นไม่อ่ิมตวั ท่ีร่างกายไม่สามารถ
สังเคราะห์ข้ึนเองในบางเง่ือนไข มีความส าคญัต่อสรีรวิทยา และการท างาน ของระบบประสาท โดยเป็นสารตั้ง
ตน้ ในการสังเคราะห์สาร Eicosanoid ซ่ึงมีคุณสมบติัคลา้ยฮอร์โมน  
  การผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิก เกิดข้ึนไดดี้ ในระยะท่ี เซลลก์ าลงัเจริญเติบโต โดยเฉพาะ 
ในช่วงท่ีเป็นเอก็ซ์โปเนนเชียล (Somashekar และคณะ, 2002) ซ่ึงเป็นช่วงท่ีเซลลมี์การเจริญสูงสุด การเล้ียงแบบ
กะ (Batch) จะมีขอ้จ ากดัของน ้าตาลเร่ิมตน้ในช่วงแรก ของการหมกัท่ีมีความเขม้ขน้สูง และสามารถยบัย ั้งการ
เจริญของเซลล ์ ท าใหไ้ดชี้วมวล และกรดแกมมา ลิโนเลนิกนอ้ย ไดมี้การน าระบบ การเล้ียงแบบก่ึงกะ (Fed 
batch fermentation) มาแกปั้ญหาน้ี โดยการเติมกลูโคสลงไปเป็นระยะๆ เพื่อ รักษาระดบัน ้าตาลในระบบให้อยู่
ในปริมาณท่ีเซลลส์ามารถเจริญไดดี้ และยงัสามารถยดืระยะเวลา ของช่วงเอก็ซ์โปเนนเชียลใหน้านข้ึน ท าให้
สามารถผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกไดม้ากข้ึน  (นุชาสินี นวลข า,  2549) แต่จากผลการวจิยั พบวา่ ถึงแมจ้ะได้
ปริมาณเซลลสู์งมาก (63.43  g/L)  และมีการผลิต กรดแกมมาลิโนเลนิกสูงถึง 1163.6 มิลลิกรัมต่อลิตร หรือ 
2.03 % (w/w) เม่ือคิดเทียบต่อน ้าหนกัแหง้ แต่ไม่สามารถด าเนินการทดลองต่อไปไดเ้น่ืองจากปริมาณเซลลท่ี์
หนาแน่นมากข้ึน ก่อปัญหาเก่ียวกบั การถ่ายเทมวลและอากาศภายในถงัหมกั ดงันั้นงานวจิยัน้ี จึงเสนอการหมกั
แบบต่อเน่ือง เพื่อการผลิต GLA จากรา Mucor rouxii  โดยศึกษาท่ีอตัราการเจริญ () ต่าง ๆ (หรือ Dilution rate 
ต่างๆ) ระหวา่งการหมกัแบบต่อเน่ือง 
 
1.2 วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย          

ศึกษาการผลิต GLA แบบต่อเน่ือง จากรา Mucor rouxii  โดยวธีิการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี Dilution 
rate ต่าง ๆ เพื่อหาช่วง Dilution rate ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต GLA 

 
1.3  ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 

(1)  ศึกษาค่าอตัราการเจริญสูงสุดของรา Mucor rouxii เพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาค่า Critical 
dilution rate ในการหมกัแบบต่อเน่ือง  

(2)  ศึกษาการผลิต GLA ท่ี dilution rate ต่าง ๆ ในการหมกัแบบต่อเน่ืองของรา Mucor rouxii  
        (3)  วเิคราะห์รูปร่างราระหวา่งการหมกั โดย image analyzer 
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บทที ่2 กำรตรวจเอกสำร  
 
กรดแกมมาลิโนเลนิก สามารถผลิตไดจ้ากพืชและจุลินทรีย์ มีการศึกษา การผลิต กรดแกมมาลิ

โนเลนิก ในราเส้นใยอย่างกวา้งขวาง เช่น ใน Mucor inaquisporus พบว่าการผลิตในแบบกะ (batch 
fermentation) ให้กรดแกมมาลิโนเลนิก 36% (w/w) (Emelyanova, 1996) และใน Mortierella ramanniana MM 
15-1   สามารถผลิตได ้18.3 % (w/w) ในการหมกัแบบกะ (Hiruta และคณะ, 1996) ส่วนใน Mucor rouxii 
สามารถผลิตได ้39.7% (w/w) โดยกระบวนการหมกัแบบกะ ซ่ึงถือวา่มีปริมาณ ค่อนขา้งสูง (Hansson และคณะ, 
1989)   

              การหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) เป็นระบบการหมกั ท่ีมีการเติมอาหาร ลงใน
ระบบและมีการเก็บเก่ียวผลผลิตเกิดข้ึนพร้อมๆ กนัรักษาปริมาตรระหวา่งการหมกั ให้คงท่ี โดยวิธีท่ีเรียกวา่แบบ 
Chemostat    

              จากงานวิจยัของ Teresa และคณะ (2003) ไดศึ้กษาการผลิต กรดแกมมาลิโนเลนิกใน Mucor 
fragilis โดยใชร้ะบบการหมกัแบบกะ เปรียบเทียบกบัการหมกัแบบ ต่อเน่ือง พบวา่ สามารถผลิตกรดแกมมาลิ
โนเลนิกได ้2.5 g GLA/g biomass และ 2.17 g GLA/g biomass ตามล าดบั จากขอ้มูล แมว้า่การหมกัแบบต่อเน่ือง
ให้ผลผลิตต ่ากวา่แบบกะ แต่ขอ้ดี คือ สามารถเก็บเก่ียว ผลผลิตไดย้าวนานกวา่และไม่ตอ้งเร่ิมตน้กระบวนการ
หมกัใหม่ ดงันั้น การน าระบบการหมกั แบบต่อเน่ือง มาใชใ้นการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิก จะเป็นผลดี ต่อการ
ผลิต กรดแกมมาลิโนเลนิก ในระดบัท่ีใหญ่ข้ึน จนถึงการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม 
 
2.1 รำทีผ่ลติกรดแกมมำลโินเลนิก 

มีการศึกษาการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกจากราอย่างกว้างขวาง  โดยเฉพาะรา ท่ี มี
ความสามารถ ในการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกในกลุ่ม Phycomycete ใน Class Oomycetes และ Zygomycete
ไม่พบราใน Class อ่ืน เช่น Ascomycetes และ Basidiomycetes  (Shaw, 1965)  
2.2 รำ Mucor  

Mucor rouxii  เป็นราใน Class Zygomycete หรือ order Mucorales ใน Family Mucorace   
ลกัษณะเป็นเส้นใยสีขาว  ไม่มีผนงักั้น  เจริญเติบโตไดท้ั้งลกัษณะเป็นเส้นใย  หรือคลา้ยยีสต ์(yeast- like form) 
จึงจดัอยูใ่นกลุ่ม dimorphic fungi ข้ึนอยูก่บัสภาวะแวดลอ้มในการเจริญ มีการสร้าง Zygospore ซ่ึงมีลกัษณะผิว
หนา และขรุขระ และมีการสร้างสปอร์ท่ีเป็น asexual spore เรียกวา่ Sporangiospore อยูภ่ายใน Sporangium 

2.2.1. ลกัษณะเส้นใย 
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                   เส้นใยของ Mucor spp. มีลกัษณะเรียวเล็ก อดัแน่น พฒันามาจากสปอร์ทั้ง 3 ชนิดรวมทั้ง
สามารถเจริญมาจากเซลล์ท่ีมีรูปร่างคลา้ยยีสต์ ในสภาวะท่ีขาดออกซิเจน มีการศึกษา Mucor rouxii  พบว่า 
EDTA สามารถชกัน าใหเ้กิดลกัษณะ เป็นเส้นใยได ้ในสภาวะไม่มีออกซิเจน (Zorzopulos และคณะ, 1973)  
2.2.2. ลกัษณะคล้ำยยสีต์ 

                    พฒันามาจากสปอร์ชนิด sporangiospore, arthrospore และสามารถเปล่ียนจาก รูปร่างเส้น
ใยมาเป็นลกัษณะคลา้ยยีสตไ์ดเ้ช่นเดียวกนั (Bartnicki – Garcia, 1963 ; Sypherd และคณะ, 1978)  มีรูปร่างกลม 
ผนงัเซลล์บางกว่าเซลล์ท่ีมีรูปร่างเป็นเส้นใย  องคป์ระกอบในเส้นใยและ เซลล์ท่ีมี รูปร่างคลา้ยยีสต์ส่วนใหญ่
เป็น chitin และ chitosan  ซ่ึงมีสัดส่วน ไม่แตกต่างกนัมากนกั ในเซลล์ทั้งสองชนิด  องคป์ระกอบท่ีแตกต่างกนั
ในสัดส่วนค่อนขา้งมากไดแ้ก่  mannose และ protein  ส่วนไขมนัพบวา่ในเซลล์ท่ีมีรูปร่างเป็นเส้นใยมีปริมาณ
ไขมนัมากกวา่เซลลท่ี์มีรูปร่างคลา้ยยสีตเ์ล็กนอ้ย   
2.3  ปัจจัยทีม่ีผลต่อลกัษณะสัณฐำนวทิยำ 

     โดยทัว่ไปปัจจยัท่ีมีผลต่อลกัษณะสัณฐานวทิยาของ Mucor  spp. ไดแ้ก่   
1. ความเขม้ขน้น ้าตาล hexose  ซ่ึงเป็นปัจจยัท่ีจ  าเป็นในการเกิดลกัษณะคลา้ยยสีต ์
2. สภาวะของออกซิเจนในส่ิงแวดลอ้ม  (Bartnicki- Garcia, 1963 : Sypherd และคณะ,1978) 

พบวา่ทั้งสองสภาวะมีผลต่อการสร้าง sporangiospore, arthrospore และ vegetative cell ในการ
เล้ียงทั้งบนอาหารแขง็ (solid state fermentation)  และ อาหารเหลว (submerged fermentation) 

มีการศึกษาพบวา่ Mucor ในแต่ละสายพนัธ์ุมีความแตกต่างกนั และสภาวะแวดลอ้ม เป็นปัจจยั
ท่ีมีผล ต่อการเปล่ียนแปลงลกัษณะสัณฐานวิทยา เช่น ใน Mucor rouxii   พบวา่สามารถพฒันา ไปเป็นเซลล์ ท่ีมี
รูปร่างคลา้ยยสีตไ์ดเ้ม่ือเจริญในสภาวะท่ีไม่มีออกซิเจน และมีน ้ าตาล hexose เป็นองคป์ระกอบ ในอาหาร และมี
การให้คาร์บอนไดออกไซด์ (มากกวา่ 0.3 atm) หรือมีปริมาณน ้ าตาลสูง (มากกวา่ 8%)   แต่จะเจริญไปเป็นเส้น
ใยถา้เจริญในสภาวะท่ีแตกต่างไปจากน้ี (Bartnicki- Garcia, 1968)    

ใน Mucor genevensis พบวา่เม่ือเล้ียงในสภาวะท่ีมีน ้ าตาล hexose สูงเพียงอยา่งเดียว ก็สามารถ
ชกัน าใหเ้กิดลกัษณะคลา้ยยสีตไ์ด ้(Roger และคณะ, 1974)  หรือใน Mucor racemosus  เม่ือเล้ียงในสภาวะ ไม่มี
ออกซิ เจน  พบว่าสามารถ เจ ริญเ ป็น เซลล์ ท่ี มี รูป ร่า งคล้า ยยีสต์  ได้โดยไม่ จ  า เ ป็น  ต้อง มีก ารให้
คาร์บอนไดออกไซด์หรือมีความเขม้ขน้น ้ าตาล hexose สูง  ก็ให้ผลเช่นเดียวกนั (Sypherd, 1978) และจาก
การศึกษาใน Mucor  หลายสายพนัธ์ุ พบวา่ การเล้ียงในอาหารท่ีไม่มีน ้ าตาล hexose เป็นองคป์ระกอบ  จะไม่
สามารถพฒันา ไปเป็นเซลลท่ี์มีรูปร่างคลา้ยยสีตไ์ด ้(Orlowski, 1991) 

นอกไปจากน ้าตาล  hexose ซ่ึงจ าเป็นต่อการเจริญไปเป็นเซลล์ท่ีมีรูปร่างคลา้ยยีสตแ์ลว้  แหล่ง
ไนโตรเจนยงัเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกปัจจยัหน่ึง โดยพบว่า การเจริญไปเป็นเซลล์ ท่ีมีรูปร่าง คล้ายยีสต์ นั้นมี
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ความจ าเพาะต่อแหล่งไนโตรเจนมากกวา่การเจริญไปเป็นเส้นใย   เช่น  ใน M. racemosus  เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี 
ammonium salt เพียงอยา่งเดียวก็สามารถเจริญไปเป็นเส้นใยได ้ แต่ในการเจริญ ไปเป็นเซลล์ท่ีมีลกัษณะคลา้ย
ยีสตน์ั้นนอกเหนือไปจาก ammonium salt แลว้ตอ้งมี glutamate เป็นองคป์ระกอบในอาหารดว้ย (Peters และ 
Sypherd , 1979)  
2.4 ผลของสภำวะแวดล้อมต่อกำรผลติไขมันและกรดไขมันในรำ 
2.4.1 แหล่งคำร์บอน 

มีการศึกษา ชนิดของแหล่งคาร์บอนต่อการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิก ในราหลาย สายพนัธ์ุ  
เช่น ใน Mucor rouxii  และรายงานวา่ กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน ท่ีเหมาะสมต่อการผลิต กรดแกมมา ลิโนเลนิก 
มากท่ีสุด (Somashekar  และคณะ, 2002) ซ่ึงสอดคลอ้ง กบังานวิจยัของ Hansson  และ Dostálek  (1988) ซ่ึง
ศึกษาการผลิต GLA ใน Mortierella ramanniana  CBS 112.08 
 

นอกจากชนิดของแหล่งคาร์บอนแล้ว  ปริมาณของแหล่งคาร์บอน ก็มีผลต่อ การผลิตกรด
แกมมาลิโนเลนิกเช่นเดียวกนั ใน Mortierella ramanniana MM-15-1 พบวา่ การใชก้ลูโคส ความเขม้ขน้สูงมีผล
ต่อการเกิด osmotic pressure ในอาหาร ซ่ึงอาจไปยบัย ั้ง การเจริญ และการสังเคราะห์ ไขมนัของเซลล์ (Hiruta 
และคณะ, 1996) ท าให้การสังเคราะห์กรดแกมมา ลิโนเลนิกมีปริมาณต ่า  สอดคล้องกบัการศึกษาใน Mucor 
rouxii ATCC 24905 พบวา่ ความเขม้ขน้ กลูโคสเพิ่มข้ึน มีผลท าใหร้้อยละของกรดแกมมาลิโนเลนิกเม่ือเทียบต่อ
กรดไขมนัทั้งหมดลดลง (พรทิพย,์ 2538) 
2.4.2 แหล่งไนโตรเจน 

เม่ือศึกษาถึงผลของแหล่งไนโตรเจนต่อการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกใน Mucor rouxii ATCC 
24905 พบวา่เม่ือความเขม้ขน้ NH4Cl  ลดลงท าให้ชีวมวลและกรดไขมนัทั้งหมดเพิ่มข้ึน (พรทิพย,์ 2538) ซ่ึง
สนบัสนุนวา่เม่ือความเขม้ขน้ของแหล่งไนโตรเจนในอาหารเล้ียงเช้ือต ่า และเกิดสภาวะ ขาดแคลนไนโตรเจนจะ
ชกัน าให้เกิดการสะสมของไขมนั  เน่ืองจาก มีการสังเคราะห์โปรตีน รวมทั้ง การแบ่งเซลล์ลดลง และมีการน า
คาร์บอนในอาหารไปสร้างไขมนัภายในเซลล์ (Wynn และคณะ , 2001) ผลท่ีได้คล้ายกับการศึกษาใน 
Mortierella  ramanniana ซ่ึงสามารถผลิต กรดแกมมาลิโนเลนิกได้ ปริมาณสูงในอาหารท่ีมีปริมาณไนโตรเจน
ต ่าและเกิดสภาวะการขาดแคลนไนโตรเจนและชีวมวลท่ีไดมี้ ปริมาณนอ้ย (Hansson และ Dostálek, 1988)  และ
ใน Mucor inaquisporus พบวา่ในช่วง logarithmic phase  รามีการผลิตไขมนัเพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว (Emelyanova, 
1996) 
2.4.3 ไอออนของโลหะ 
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ไอออนของโลหะบางชนิดช่วยเพิ่มการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิก มีการศึกษาใน  Mortierella 
ramanniana  พบวา่เม่ือเล้ียงราชนิดน้ีในอาหารท่ีมี Cu2+ และ Zn2+ เป็นองคป์ระกอบ  ราสามารถผลิตกรดแกมมา
ลิโนเลนิกไดใ้นปริมาณสูงข้ึน  เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารท่ีไม่มี Cu2+และ Zn2+(Hansson และ Dostálek, 1988)  
ผลท่ีไดค้ลา้ยกบัการศึกษาผลของ Zn2+ ต่อการผลิตกรด แกมมาลิโนเลนิกใน Mucor rouxii ATCC 24905  ซ่ึง
พบวา่การผลิตกรดไขมนัโดยท่ีความเขม้ขน้ของ Zn2+ ปริมาณ 5 mg/L และ 10 mg/L มีผลท าให้ กรดแกมมาลิ
โนเลนิกในองคป์ระกอบ ของกรดไขมนั ทั้งหมดสูงข้ึน (เสาวลกัษณ์, 2540) 
2.4.4 ช่วงเวลำในกำรเจริญ 

การสะสมของกรดไขมนัในเซลล์แบ่งเป็น  2 ระยะ  คือ  ระยะท่ีมีสารอาหารมากเพียงพอ เป็น
ช่วงท่ีเซลล์มีปริมาณกรดไขมนัค่อนขา้งคงท่ีและระยะท่ี 2 เป็นช่วงท่ีแหล่งไนโตรเจนหมดไป ท าให้ การ
สังเคราะห์โปรตีน ในระยะน้ีลดลงท าให้เซลล์ใชแ้หล่งคาร์บอนเปล่ียนเป็นกรดไขมนั(Wynn  และคณะ, 2001) 
ส่วนการสะสมของกรดไขมนัในรามี  2 รูปแบบคือ  เกิดการสังเคราะห์ และสะสม กรดไขมนัอย่างรวดเร็ว
ในช่วง logarithmic phase จากนั้นน าไขมนัไปใชใ้นช่วง stationary phase และในราบางสายพนัธ์ุมีการสะสม
ไขมนัตามปริมาณเซลลท่ี์เพิ่มข้ึน (Emelyanova,1996) 

มีการศึกษาใน Mucor inaquisporus พบวา่ในช่วง logarithmic phase การผลิต ไขมนัเพิ่มข้ึน
อยา่งรวดเร็ว  และลดลงเม่ือจุลินทรียมี์อายุเพิ่มข้ึน (Emelyanova,1996) ให้ผลสอดคลอ้งกบั Mucor fragilis ท่ีมี
การผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกลดลงในช่วง stationary phase (Silva และคณะ, 2003) หรือการศึกษาใน Mucor 
sp. 1b และ Mucor rouxii ATCC 386  ท่ีมีการผลิต กรดแกมมา ลิโนเลนิกไดสู้งสุดในช่วง logarithmic phase 
และลดลงเม่ือเขา้สู่ช่วง stationary phase (Somashekar และคณะ , 2002)  และใน Mucor rouxii ATCC 24905 
พบวา่ กรดแกมมาลิโนเลนิก มีสัดส่วน สูงกวา่ กรดไขมนัชนิดอ่ืนๆในช่วง early logarithmic phase  โดยพบ
ปริมาณสูงสุดท่ี 45.6 % ของกรดไขมนั ทั้งหมด (เสาวลกัษณ์, 2540) 
2.4.5 ผลจำกอุณหภูม ิ

จากงานวิจยัของเสาวลกัษณ์  (2540)  ศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิต กรดแกมมา ลิโนเลนิก 
ใน Mucor rouxii ATCC 24905 พบวา่ท่ีอุณหภูมิต ่า จะท าให้ราชนิดน้ีสามารถผลิตกรด แกมมาลิโนเลนิกไดสู้ง
กวา่ท่ีเล้ียงในอุณหภูมิสูง และท่ีทุกอุณหภูมิท่ีศึกษา (10,  15, 25 และ 30 องศาเซลเซียส)  รามีการ ผลิต กรด
ไขมนัเพิ่มมากข้ึนตั้งแต่ช่วง logarithmic phase จนถึง stationary phase โดยมีการสะสมกรดไขมนัมากท่ีสุด
ในช่วง stationary phase แต่อตัราส่วนของกรดแกมมาลิโนเลนิกต่อ กรดไขมนัทั้งหมด พบในทางตรงกนัขา้มกบั
การเพิ่มของกรดไขมนัทั้งหมดในเส้นใยรา  

การศึกษาผลของอุณหภูมิต่อการผลิตกรดไขมันและองค์ประกอบของกรดไขมันในรา 
Mucorales โดยเฉพาะ Mucor  sp. และ Mortierella  sp. พบวา่ให้ผลเช่นเดียวกนั โดยพบว่า เม่ือเล้ียงรา ท่ี
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อุณหภูมิต ่า (20C) ราผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกได ้21.0% (w/w) ของกรดไขมนัทั้งหมด  ในขณะท่ี การเล้ียงท่ี
อุณหภูมิสูง (30C) ราผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกได ้14.6% (w/w) ของกรดไขมนัทั้งหมด (Hansson และ 
Dostálek, 1988) 
2.5 กระบวนกำรหมักที่เกีย่วข้องกบักำรผลติกรดแกมมำลิโนเลนิกจำกรำ          
 การเล้ียงราเพื่อผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกสามารถท าไดท้ั้งในอาหารแขง็และอาหารเหลว
สภาวะการเล้ียงเช้ือในอาหารแขง็  สามารถใชแ้หล่งอาหารราคาถูก    เช่น  ของเหลือจากอุตสาหกรรม อาหาร  
(Conti และคณะ, 2001) เช่น การใชเ้ปลือกขา้วเป็นแหล่งอาหารในการเล้ียง Cunninghamella japonica  สามารถ
ผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกได ้  3.5 g/kg moist substrate (Stredansky และคณะ, 2000) และใน Cunninghamella 
elegands CCF 1318  เม่ือเล้ียงบนขา้วบาร์เลยร่์วมกบัมอลต ์  สามารถผลิตกรด แกมมาลิโนเลนิกได ้ 14.2 mg/g 
dry substrate (Conti และคณะ, 2001) การเล้ียงราในอาหารเหลว เป็นสภาวะท่ีศึกษากนัอยา่งกวา้งขวางโดย
รูปแบบการเล้ียงมีทั้งแบบกะ (Batch fermentation) แบบก่ึงกะ (Fed batch fermentation)   และแบบต่อเน่ือง 
(Continuous fermentation)  โดยแหล่งอาหารและ สภาวะท่ีใชใ้นการเล้ียงแตกต่างกนัออกไป   
2.5.1 กำรหมักแบบกะ (Batch fermentation) 

กระบวนการหมกัแบบกะเป็นการหมกัท่ีมีการเติมอาหารลงไปเพียงคร้ังเดียว มีการ ศึกษาการ
ผลิต กรดแกมมาลิโนเลนิกในกระบวนการหมกัแบบกะอยา่งแพร่หลาย  เช่น ใน Mortierella  ramanniana  var.  
ramanniana   ในอาหารท่ีมี  dextrose 5%  yeast extract 1%  และมีการ เติม Mn2+ 5 mg/L และน ้ ามนัสกดัเมล็ด
ป่าน (flax oil)  ลงไปในอาหาร พบวา่ราสามารถผลิต กรดแกมมา ลิโนเลนิกได ้15.8 % ของกรดไขมนัทั้งหมด 
และไดป้ริมาณไขมนั 54.2% ของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (Dyal และคณะ, 2005)     

การศึกษาใน Mortierella  alpina  32222   ถึงผลขององค์ประกอบ ในอาหาร และสภาวะ
แวดลอ้ม เม่ือเล้ียงในระบบการเล้ียงแบบกะพบวา่เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมี soluble starch เป็นแหล่งคาร์บอน  และ 
KNO3 เป็นแหล่งไนโตรเจนในอตัราส่วน 2:1  สามารถผลิตกรดไขมนัไดดี้ โดยผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกได ้
17.0 mg/g-carbon  กรดไขมนัท่ีผลิตไดท้ั้งหมดเท่ากบั 194.2 mg/g-carbon (Jang และคณะ, 2005)  

การศึกษาใน Mucor rouxii โดยศึกษาถึงชนิดของแหล่งอาหาร พบวา่แหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสม
คือ กลูโคสและแหล่งไนโตรเจนท่ีเหมาะสมคือ KNO3 และมีการเติม sesame oil ลงไปในอาหารเล้ียงเช้ือ พบวา่ 
สามารถชกัน าให ้M. rouxii   สามารถผลิตกรดไขมนัได ้ในปริมาณสูงข้ึน โดยปริมาณไขมนัท่ีผลิตไดคื้อ 44.5% 
(w/w) และปริมาณกรดแกมมาลิโนเลนิก ท่ีไดเ้ท่ากบั 13.8% (w/w) (Somashekar และคณะ, 2002) 

การศึกษาการผลิตกรดไขมนัจาก Mucor inaquisporus   เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีเอธานอล เป็น
แหล่งคาร์บอนพบวา่ราสามารถสะสมไขมนัไดต้ั้งแต่ช่วง logarithmic phase และมีการผลิตกรด แกมมาลิโนเล
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นิกเป็นสัดส่วนกบักรดไขมนัทั้งหมดเท่ากบั 36 % (w/w) และมีปริมาณ กรดแกมมา ลิโนเลนิก ต่อน ้ าหนกัเซลล์
แหง้เท่ากบั 2% (w/w) (Emelyanova, 1996) 
2.5.2  กำรหมักแบบกึง่กะ (Fed -batch fermentation) 

การเพาะเล้ียงแบบก่ึงกะ (Fed- batch fermentation) เป็นการหมกัท่ีมีการเติมสับสเตรท เป็น
ระยะ อาจมีการดึงน ้ าหมกัออกมาหรือไม่มีการดึงน ้ าหมกัออก ท าให้ปริมาตรสารต่างๆ ในถงัหมกัอาจเพิ่มข้ึน
หรือเปล่ียนแปลงไดต้ามเวลาท่ีใชใ้นการหมกั  ในกรณี ท่ีมีการเติมสับสเตรท ท่ีมีความเขม้ขน้สูง  ปริมาตรของ 
น ้ าหมกัจะเปล่ียนแปลงไม่มากนัก (Dunn และคณะ, 2003) การหมกัแบบก่ึงกะ เป็นเทคนิค การเพาะเล้ียง
จุลินทรียท่ี์มีประสิทธิภาพสูง โดยเฉพาะในสภาวะยบัย ั้ง การเจริญของจุลินทรีย ์จากสับสเตรท ความเขม้ขน้สูง 
ท าไดโ้ดย ควบคุมอตัราการเติมสับสเตรท ท่ีจะท าให้การเพาะเล้ียง อยูใ่นสภาวะท่ี เหมาะสมต่อการเติบโตหรือ
การเกิดผลิตภณัฑต์ลอดเวลา  

มีการศึกษาการหมกัแบบก่ึงกะในราหลายชนิดดว้ยกนั เช่น ใน Mortierella alpina ในการเล้ียง
แบบก่ึงกะพบว่า รามีการสะสมไขมนั โดยเฉพาะ ARA (Arachinodic acid) ไดดี้เม่ือเล้ียงในอาหาร ท่ีมีความ
เขม้ขน้น ้ าตาลต ่า แต่เม่ือความเขม้ขน้ของน ้ าตาลต ่ากวา่ 10 g/L ราจะหยุดการเจริญ เน่ืองจากมีแหล่งอาหารไม่
เพียงพอ โดยพบวา่เม่ือเล้ียงแบบก่ึงกะ สามารถผลิต ARA ได ้7.74 g/L ซ่ึงเป็นปริมาณท่ีสูงข้ึนเม่ือเปรียบเทียบ
กบัการเล้ียงแบบกะ  

การศึกษาการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกโดยการเล้ียงแบบก่ึงกะใน Mucor rouxii  CBS 416.77 
โดยใชน้ ้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน  รักษาระดบัความเขม้ขน้น ้ าตาลท่ี 20 – 50 g/L พบวา่สามารถผลิตกรด
แกมมาลิโนเลนิกได ้ 0.85 g/L และปริมาณไขมนั 14.3 g/L และสามารถผลิตไขมนัท่ีมีกรดแกมมาลิโนเลนิกเป็น
องคป์ระกอบไดสู้งถึง 39.7% ของกรดไขมนัทั้งหมด  ในช่วงท่ีมีอตัราการเจริญสูงสุด (maximum growth rate) 
(Hansson และคณะ, 1989) 

มีการศึกษาใน Mucor circinelloides  เม่ือเล้ียงในอาหารท่ีมีแป้ง เป็นแหล่งคาร์บอน ในการ
เล้ียงแบบก่ึงกะ  พบวา่ สามารถผลิตกรด แกมมาลิโนเลนิกได ้505 mg/L  โดยมีสัดส่วน ของกรดแกมมาลิโนเล
นิก ต่อกรดไขมนัทั้งหมด เท่ากบั 19.4%  (w/w)  (Immelman และคณะ, 1997) 
2.5.3  กำรหมักแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 

ในการเล้ียงรา Mucor rouxii  CBS 416.77  ในระบบการหมกัแบบต่อเน่ือง  โดยศึกษาท่ี 
dilution rate ต่างๆ พบวา่สามารถผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกไดสู้งเม่ือใช ้dilution rate สูง  แสดงให้เห็นวา่รา
ชนิดน้ีเม่ือมีการเจริญเติบโตสูงมีความสามารถในการผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกไดดี้กวา่ขณะท่ีมีอตัราการเจริญ
ต ่า  และจากการทดลอง พบวา่สัดส่วน ของกรดแกมมาลิโนเลนิก ในไขมนัทั้งหมดเท่ากบั 37.5% (w/w)  และ
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สามารถผลิตกรดแกมมาลิโนเลนิกไดเ้ท่ากบั 318 mg/L  ปริมาณไขมนัทั้งหมดท่ีผลิตไดเ้ท่ากบั 980 mg/L 
(Hansson และคณะ, 1989) 

การศึกษากระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองใน Mucor inaquisporus   ในอาหารท่ีมีกลูโคส และ
เอธานอลเป็นแหล่งคาร์บอน โดยเล้ียงในอาหารท่ีมีเอธานอลเป็นแหล่งคาร์บอนก่อน เพื่อชักน าให้ เกิดการ
สะสมไขมนัจากนั้นจึงเติมอาหารท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนลงไปเพื่อให้ราสามารถเพิ่มจ านวน และสามารถ
เจริญจนไดป้ริมาณชีวมวลสูงข้ึน จากการทดลอง พบวา่ สัดส่วนของกรดแกมมาลิโนเลนิก ต่อกรดไขมนัทั้งหมด
เป็น 37.0 % (w/w) และปริมาณกรดแกมมาลิโนเลนิกในน ้ าหนกัเซลล์แห้งเท่ากบั 2.5- 2.7 % (w/w) ซ่ึงเป็น
ปริมาณท่ีสูงกวา่ผลการทดลองท่ีไดจ้ากการทดลองแบบกะ (Emelyanova, 1996)  

นอกจากน้ียงัมีการศึกษาใน Mucor  fragilis CCMI 142  ในการผลิตกรด แกมมา ลิโนเลนิก 
แบบต่อเน่ืองในอาหารท่ีมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน และเติมเอธานอล เป็นช่วง ๆ ตลอด การทดลอง  เพื่อ
กระตุน้ให้รามีการผลิตกรดไขมนัมากข้ึน  พบวา่การเติมเอธานอล 0.5 % (v/v) สามารถผลิตกรดแกมมาลิโนเล
นิกไดสู้งสุด  2.44 g GLA/ g biomass (Silva และคณะ, 2003) 
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บทที ่3 
วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 

 
3.1 วสัดุอุปกรณ์และวธีิกำรทดลอง 

3.1.1 วสัดุอุปกรณ์  
1. ถงัหมกั (Fermenter) ระดบัหอ้งปฏิบติัการ 

 2.  ตูอ้บแหง้ควบคุมอุณหภูมิ (hot air oven) 
 3. ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) 
  4. ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ (Incubator shaker) 

5. เคร่ืองแกว้  เช่น ฟลาสก,์ จานเล้ียงเช้ือ, ปิเปต,  บีกเกอร์, กระบอกตวง เป็นตน้ 
6. อุปกรณ์วิเคราะห์โดย Image analyzer (Instruments for Image Analysis Technique) 

- Software: Olympus micro imaged DP70 for Windows Software, Media Cybernetics Inc., Silver 
Spring, USA 

- Microscope: Microscope: Olympus BX51 series microscope and Olympus Automatic Exposure 
Photomicrographic System Model PM-10 AK, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan  

- Video Camera: Olympus DP70 Color Video Camera Model DXC-151AP, Sony Corporation, Japan  
3.1.2 สารเคมี  
 

3.2 องค์ประกอบของอำหำรเลีย้งเช้ือเพือ่กำรผลติกรดแกมมำลโินเลนิก 
ใน 1 ลิตรของอาหารประกอบดว้ย : 

 Yeast extract  5.0    g 
 KH2PO4   2.4  g 
 MgSO4.7H2O  0.5  g 
 CaCl2   0.1  g 
 NH4Cl   0.79  g 
 FeCl3. 6H2O  15  mg 
 ZnSO4.7H2O  7.5  mg 
 CuSO4.5H2O  0.5  mg 
 MnSO4.H2O  10  mg 
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โดยมีกลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้ท่ีตอ้งการ  และปรับ pH เป็น 5.5 ก่อนน าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121C ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว  นาน 15 นาที 
3.3 สภำวะทีใ่ช้ในกำรเลีย้งรำในถังหมัก  

เล้ียง Mucor rouxii ATCC 24905  ใน  Fermenter รุ่น Bioflo 110 ขนาด  2 L  ปริมาตรอาหารเร่ิมตน้  1.5 
L (working volume) โดยมีองคป์ระกอบดงัแสดงในหวัขอ้ 13.2 ปลูกสปอร์ลงไปโดยใชจ้  านวนสปอร์เร่ิมตน้ 3 
X 107 สปอร์ต่อปริมาตรอาหาร 50 mL  ปริมาตรอากาศ 1 vvm ท่ีอุณหภูมิ 30 C  ความเร็วรอบในการกวน 600 
rpm   pH เร่ิมตน้ 5.5 และไม่ควบคุม pH ตลอดระยะการหมกั 
3.4 กำรเลีย้งรำในอำหำรเหลว  
3.4.1 จุลนิทรีย์ 

1. ราสายพนัธ์ุ Mucor rouxii ATCC 24905  เจริญในอาหารเล้ียงเช้ือ Malt extract agar ท่ีอุณหภูมิ 4 C 
และท าการยา้ยเช้ือบนอาหารใหม่ทุก 3 เดือน 

 2. การเตรียมหวัเช้ือ : เล้ียงรา Mucor rouxii ATCC 24905  ในอาหารYPG ท่ีอุณหภูมิ 30 C เป็นเวลา 5 
วนั  ขดูสปอร์รา เพื่อน าไปใชส้ าหรับเป็นหวัเช้ือต่อไป 
 
3.4.2 กำรหมักแบบกะ 

เล้ียง Mucor rouxii ATCC 24905 แบบกะในถงัหมกั (โดยใชส้ภาวะดงัขอ้ 13.3 ) ปริมาณกลูโคส
เร่ิมตน้ 30 g/L   เก็บตวัอยา่งวเิคราะห์ปริมาณกลูโคส น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และปริมาณกรดไขมนั 
3.4.3 การเล้ียงแบบต่อเน่ือง  
  เล้ียง Mucor rouxii ATCC 24905 แบบกะ โดยใชส้ภาวะดงัขอ้ 13.3 นาน 18 ชัว่โมง หรือ
จนกวา่ราจะอยูใ่นช่วง late logarithmic phase จากนั้นด าเนินการหมกัแบบต่อเน่ือง (Continuous fermentation) 
โดยต่อเขา้กบั reservoir ท่ีบรรจุอาหารเพื่อป้อนเขา้สู่ถงัหมกั ปรับ dilution rate ให้ไดต้ามตอ้งการ และปล่อยให้
เกิดการไหลของน ้าหมกัเขา้สู่ถงัหมกัแบบต่อเน่ือง นาน 3 resident time เป็นอยา่งต ่า เพื่อให้เขา้สู่ steady state ใน
การหมกัแบบต่อเน่ือง  
3.5 วธีิวเิครำะห์ต่ำงๆ 

3.5.1 กำรวดักำรเจริญของรำ Mucor rouxii ATCC 24905 
 หาน ้าหนกัเซลลแ์หง้โดยกรองตวัอยา่งผา่นกระดาษกรอง Whatman  number 4 ท่ีทราบ น ้ าหนกัแน่นอน
แลว้  ลา้งดว้ยน ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 3 คร้ัง  น าไปอบท่ี 80 C จนกวา่ น ้าหนกัแหง้จะคงท่ี 
3.5.2 ปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์  (Chaplin, 1986)  

โดยวธีิ Dinitrosalicylic acidซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
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1. ปิเปตสารตวัอยา่งท่ีมีปริมาณน ้าตาลท่ีเหมาะสมมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลาย DNS 0.5 มิลลิลิตร แลว้น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 

          3. หยดุปฏิกิริยาโดยแช่ในน ้าแขง็ 
4. เติมน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร 
5.วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร อ่านค่าความเขม้ขน้ของน ้าตาลรีดิวซ์ จากกราฟ

มาตรฐาน ซ่ึงใชน้ ้าตาลกลูโคส ความเขม้ขน้ 0 – 3 กรัมต่อลิตร เป็นมาตรฐาน 
3.5.3 กำรวเิครำะห์องค์ประกอบของกรดไขมัน 
 ก. กำรเตรียมเมทลิเอสเทอร์ของกรดไขมันด้วยวิธี Direct transmethylation  ที่ดัดแปลง มำจำกวิธีของ 
Lapage และ Roy  (Lapage and Roy, 1984) 

1. ชัง่เซลลแ์หง้บดละเอียด 100 mg ใส่ใน vial เล็กๆ เติม 0.1  ml ของ internal standard (21:0)  จ านวน 
2  ml ของ 5% HCl ใน เมธานอล 

2. กวนโดยใช ้magnetic bar และใหค้วามร้อน 80C นาน 1 ชัว่โมง 
3. เติมน ้าและ 0.1 BHT ในเฮกเซน อยา่งละ 1 ml  
4. เขยา่แรงๆ  ทิ้งใหแ้ยกชั้น 
5. ดูดชั้นกรองเฮกเซนผ่าน Na2SO4 ใน Pasteur  pipette เก็บส่วนท่ีผ่านการกรองเพื่อวิเคราะห์ 

องคป์ระกอบ ของกรดไขมนัโดยใชก้๊าซโครมาโตกราฟฟี (GC) 
ข. กำรวิเครำะห์องค์ประกอบของเอทิลเอสเทอร์ของกรดไขมันโดยใช้ก๊ำซโครมำโตกรำฟฟี (Gas 
chromatography) 

 วิเคราะห์โดยใช้เคร่ือง Gas chromatography model 17A ของบริษทั Shimadzu ซ่ึง
ประกอบดว้ย คอลมัน์ capillary ยาว 30 m เส้นผา่ศูนยก์ลาง 0.25  มิลลิเมตร  อุณหภูมิคอลมัน์ 205  C injector 
250C และ detector 160C มี ก๊าซไนโตรเจนเป็นตวัพา (carrier gas) ใช ้Detector แบบ FID (Flame Ionization 
Detector) 
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บทที ่4 
ผลและวจิำรณ์ผลกำรทดลอง 

 

4.1 กำรหมักแบบกะ (Batch fermentation) 
4.1.1 กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell Growth)  
 เล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในถงัหมกัขนาด 1.5 ลิตร ดว้ยอาหาร modified fermentation 

medium (MFM) และเก็บตวัอยา่งทุก 4 ชัว่โมง เพือ่วิเคราะห์หาปริมาณน ้าตาลกลูโคส น ้าหนกัเซลลแ์หง้ GLA
กรดไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบและปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด และวเิคราะห์อตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด 
(maximum specific growth rate , µm) ของ รา M. rouxii ATCC 24905 ระหวา่งกระบวนการหมกัในระบบ 
Batch 

 ผลการทดลองพบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ M. rouxii ATCC 24905 เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วงเวลา 2-
12 ชัว่โมงของการหมกั ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการลดลงของปริมาณน ้าตาลกลูโคส (รูปท่ี 4.1) และพบวา่ท่ีเวลา 44 
ชัว่โมงของการหมกัไดค้่าน ้าหนกัแหง้ของเซลลแ์หง้สูงสุด (10.6 g/L) 

 
รูปที ่4.1 ปริมาณกลูโคส และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบกะ ในถงัหมกั
ขนาด  2 ลิตรท่ีมีปริมาตรอาหาร 1.5 L MFM,  30ºC, 600 rpm 
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4.1.2 การวิเคราะห์อัตราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (Maximum specific growth rate) 
 

โดยน ำคำ่น ำ้หนกัแห้งของ M. rouxii ATCC 24905 ท่ีระยะ 4-10 ชัว่โมงซ่ึงเป็นระยะ logarithmic มา
ใชใ้นการค านวณค่าอตัรำกำรเจริญจ ำเพำะสงูสดุ โดยใช้สมกำรกำรเจริญเตบิโต (growth equation) ดงัแสดง
ในรูป 4.2 ท่ีแสดง natural logarithmic scale dry weight (lnDW) ของรำ M. rouxii ATCC 24905   

dX/dT  =  µX where X = DW, T = time   
                                                                                                  
                                                                                                  

             
รูปที่ 4.2       การหาอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µm)  ของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบกะใน

อาหาร 1.5 L MFM, 30ºC, 600 rpm แสดงการพล็อตระหวา่ง lnDW กบัเวลาท่ีเวลา 0-48 ชม. 
ระหวา่งการหมกั (A)  การพล็อตระหวา่ง lnDW เฉพาะช่วง logarithmic phase , 4-10 ชม. (B) 

 วเิคราะห์ค่า µmโดยสมการการเจริญเติบโต (Ahmad and Holland, 1994): 
dX/dT  =  µX …….....(1)  
∫(1/X)dX = ∫µdT ……….(2) 
lnX  = µT ……….(3)  (y = mx ; m = µ = slope)   

จากรูป 4.2  y  =  0.4314 x  ; เม่ือ y  = lnDW and x  = time (T) 

(A) 

(B) 
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  lnDW = 0.4314 T ดงันั้น , µ = 0.4314 h-1 

จากการทดลอง สรุปไดว้า่อตัราการเจริญสูงสุดของรา M. rouxii ATCC 24905 เท่ากบั 0.4314 h-1 ซ่ึงคา่
ดงักล่าวน้ี จะเป็นค่าสูงสุดของ dilution rate ในกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ือง หรือคือค่า Dcritical โดยการหมกั
แบบ Continuous culture dilution rate ตอ้งต ่ากวา่อตัราการเจริญสูงสุดเพื่อหลีกเล่ียงการ wash-out 
 

4.1.3 ปริมำณกรดไขมันทั้งหมด องค์ประกอบของกรดไขมัน และ กำรผลติ GLA  

 ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ในเซลลแ์ห้งของรา M. rouxii ATCC 24905ท่ีไดจ้ากกระบวนการ
หมกัแบบกะมีปริมาณเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาของการหมกัและมีค่าลดลงภายหลงัจากระยะ logarithmic phase 

(รูป 4.3)ปริมาณของกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ของเซลล์แห้งมีค่าสูงสุดเท่ากบั 16.9% (w/w) และ 2.8 % 
(w/w) ซ่ึงความเขม้ขน้ของปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 1559.8 mg/L และ 258.3 mg/L 
ตามล าดบั พรทิพย ์พึ่งม่วง (1995) รายงานวา่ ปริมาณGLA ในเซลล์แห้งและปริมาณความเขม้ขน้ GLA ของรา 
M. rouxii ATCC 24905 ในการเล้ียงแบบกะ (shake flask) มีค่าเท่ากบั 2.9 % และ 274 mg/L ตามล าดบั 
 

    
รูปที่ 4.3  ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด (TFA) และ GLA ในน ้ าหนกัแห้ง (A), ความเขม้ขน้ TFA และ GLA  (B) ใน

การหมกัแบบกะของ M. rouxii ATCC 24905 ในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี 30ºC , 600 rpm  
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 ในรา M. rouxii ATCC 24905 นั้น พบองคป์ระกอบของกรดไขมนัท่ีส าคญัไดแ้ก่ กรดพาลมิติก 

(C16:0), กรดพาลมิโทเลอิก (C16:1), กรดเสตียริก (C18:0), กรดโอเลอิก (C18:1), กรดลิโนเลอิก (C18:2) 
และกรดแกมมำ-ลิโนเลนิก (C18:3) (หรือ GLA) โดยกรดไขมนัท่ีมีการเปล่ียนแปลงอยา่งชดัเจนในระหวา่ง
กระบวนการหมกัไดแ้ก่กรดไขมนัชนิด C18  โดยกรดโอเลอิก (C18:1) มีสัดส่วนเพิ่มข้ึนในขณะท่ีกรดแกมมา-
ลิโนเลนิก(C18:3) จะลดลงในระยะ stationary phase (รูปท่ี 4.4) เน่ืองจากกรดแกมมา-ลิโนเลนิก (C18:3) เป็น
ส่วนประกอบท่ีส าคญัของเมมเบรนและมีความจ าเป็นต่อการงอกของ sporangiospore (Khunyoshyeng, 
2002) นอกจากน้ีปริมาณกรดโอเลอิก (C18:1) มีสัดส่วนท่ีสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบักรดไขมนัชนิดอ่ืนตั้งแต่ท่ี
ระยะ late-logarithmic phase จนส้ินสุดกระบวนการหมกั ซ่ึงกรดไขมนัโอเลอิก (C18:1) นั้นเกิดจากการ 
desaturation ของกรดเสตียริก (C18:0) เป็นกรดโอเลอิก(C18:1) กรดลิโนเลอิก (C18:2) และแกมมา-ลิโนเล
นิก (C18:3) ตามล าดบั (Ratledge, 2004) ดงันั้นท่ีระยะ stationary phase จะมีการสะสมของ saturated fatty 

acid (C18:0)และ monounsaturated fatty acid (C18:1) เน่ืองจากกระบวนการสร้างเมมเบรนท่ีมีไขมนัเป็น
องคป์ระกอบนั้นลดลง (Emelyanova, 1996) นอกจากน้ีกรดโอเลอิก (C18:1) ยงัท าหนา้ท่ีเป็น storage lipid 

ในระยะ stationary phase ของรา M. rouxii ATCC 24905 อีกดว้ย อยา่งไรก็ตามในการทดลองน้ีไม่พบความ
แตกต่างขององคป์ระกอบของกรดพาลมิติก (C16:0) กรดพาลมิโทเลอิก (C16:1) กรดเสตียริก (C18:0) กรดลิ
โนเลอิก (C18:2) ตลอดระยะเวลาในกระบวนการหมกั 

 
รูปที่ 4.4  แสดงสัดส่วนกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ ในกรดไขมนัทั้งหมดของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกั

แบบกะในถงัหมกัท่ีมีอาหาร 1.5 L MFM ท่ี 30ºC, 600 rpm  

 ในตาราง 4.1 แสดง Productivity และ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905 ในกระบวนการหมกัแบบ
กะ ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 0.24 g/L/h และ 4.3 × 10-3 g/g/h ตามล าดบั 
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ตำรำงที่ 4.1  แสดงค่าต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการหมกั  M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบกะ ในอาหาร MFM 
(modified fermentation medium) 

Dry weight 
(g/L) 

%GLA in DW 
(%w/w) 

GLA concentration 
(mg/L) 

Productivity on 
Cell (g/L/h) GLA (g/g/h) 

10.6 2.8 258.3 0.24 4.3 x 10-3 

 

4.1.4 สัณฐำนวิทยำ (Morphology) 
เล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905  แบบกะ ท่ีมี 3% glucose ในอาหาร MFM พบวา่ รา M. rouxii 

ATCC 24905 มีการเจริญจาก sporangiospore จนถึง non-septate hypha ซ่ึงเป็นลกัษณะปกติของราชนิดน้ี  
และพบวา่รา M. rouxii ATCC 24905 มีการเจริญแบบเส้นใยและพบ arthrospore ท่ีระยะ late-logarithmic 
phase (รูปท่ี 4.5) ซ่ึงการพฒันาของ arthrospore ท่ีเกิดมากในระยะ stationary phase นั้นเป็นผลมาจาก
คาร์บอนในแหล่งอาหารมีไม่เพียงพอต่อการเจริญ (Barrera, 1985) นอกจากน้ีความเครียดจากส่ิงแวดลอ้มเช่น 
pH ต ่า ปริมาณความเขม้ขน้ของเช้ือตั้งตน้สูง สามารถชกัน าใหเ้กิดการสร้าง arthrospore ของรา M. rouxii 
ATCC 24905 ไดเ้ช่นกนั 

 
รูปที่ 4.5   สัณฐานวทิยาของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบกะในถงัหมกั ท่ีระยะ late-logarithmic 

phase (18 h) (200x)  ลูกศรแสดง  arthrospore และ hyphae 
 

4.2 กระบวนกำรหมักแบบต่อเน่ืองของรำ M. rouxii ATCC 24905 ที ่dilution rate 0.3 h-1 

4.2.1 กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell Growth) 
เล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในถงัหมกัขนาด 1.5 ลิตร ในอาหาร modified fermentation 

medium (MFM)ในระบบการหมกัแบบกะจนเขา้สู่ระยะ late-logarithmic phase (18 ชัว่โมง) หลงัจากนั้นเขา้

200µm 

Arthrospore 

Hyphae 
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สู่กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ือง (0 ชัว่โมง) โดยท าการเติมอาหาร MFM สู่ถงัหมกัดว้ย dilution rate ท่ี 0.3h-1 

ซ่ึงควบคุมโดย peristaltic pump ค่า RT (resident time) ท่ี 3RT และ 5RT ของกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ือง
ท่ี dilution rate ท่ี 0.3h-1 มีค่าเท่ากบั 9.9 และ16.6 ชัว่โมง ตามล าดบันบัจากจุดเช่ือมต่อของกระบวนการหมกั 
เก็บตวัอยา่งทุกชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์ปริมาณน ้าตาลกลูโคส น ้าหนกัแหง้ GLA องคป์ระกอบของกรดไขมนัและ
ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด และวเิคราะห์ค่า maximum specific growth rate (µm) ในกระบวนการหมกัอีก
เช่นกนั (ซ ้ า) 

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ของรา M. rouxii ATCC 24905 หลงัจากหมกัแบบกะ 18 ชม. และต่อเขา้กบั
กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองมีค่าเท่ากบั 8.1 g/L และมีความเขม้ขน้กลูโคสเท่ากบั 13.8 g/L  จากนั้นระบบเขา้
สู่สภาวะ steady state ระหวา่ง 12 – 24 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียงในระบบต่อเน่ือง โดยท่ีระยะsteady state 

พบค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และกลูโคสมีค่าเท่ากบั 4.9 g/L และ 22.6 g/L ตามล าดบั (รูปท่ี 4.6) แต่ภายหลงั 24 
ชัว่โมงพบวา่เกิดการสะสมของน ้าหนกัเซลลแ์หง้ภายในถงัหมกัเน่ืองจากเกิดการเกาะจบักนัเป็นกอ้นของ pellet 
ท่ี dilution rate ท่ี 0.3 h-1น้ีและสะสมภายในถงัหมกัเพิ่มข้ึน (ไม่สามารถออกจากถงัหมกัโดยระบบป๊ัมได)้ 

ดงันั้นสภาวะ steady stateของ dilution rate ท่ี 0.3 h-1จึงถูกรบกวนภายหลงัจาก 24 ชม. ของการหมกั และ 
Effluent ท่ีสภาวะ steady state ประกอบไปดว้ยกลูโคสความเขม้ขน้สูง (22.6 g/L) 
 

 
รูปที ่4.6  แสดงปริมาณกลูโคส และน ้าหนกัแหง้ของ M. rouxii ATCC 24905  ในการหมกัแบบต่อเน่ืองใน

อาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate  0.3 h-1, 30ºC , 600 rpm ลูกศรช้ีระยะเวลาท่ี 3 RT และ 5 RT 
 

3RT 5RT 

SS 

(SS = Steady state) 
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4.2.2 ปริมำณกรดไขมันทั้งหมด องค์ประกอบของกรดไขมัน และ กำรผลติ GLA 

ในรูปท่ี 4.7 แสดงปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและความเขม้ขน้ของ GLA ของ M. rouxii ATCC 24905 
ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate เท่ากบั 0.3 h-1 พบวา่ท่ีจุดเช่ือมต่อกบัระบบการหมกัแบบต่อเน่ือง (0 

ชม.) มีปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ในน ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 12.1% (w/w)  และ 2.8% (w/w)  ซ่ึงมี
ความเขม้ขน้ของกรดไขมนัและ GLA เท่ากบั 978.9 mg/L และ 226.8 mg/L ตามล าดบั 

ท่ีสภาวะ steady state พบวา่ในเซลลแ์หง้มีปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ลดลงเป็น 10.0% 
(w/w)  และ 2.5% (w/w)  ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของกรดไขมนัและ GLA เท่ากบั 488.3  mg/L และ 122.9 mg/L 

ตามล าดบั นอกจากน้ีการใช ้dilution rate สูงท่ี 0.3 h-1ยงัส่งผลใหร้า M. rouxii ATCC 24905 เกิดการเจริญท่ี
รวดเร็ว ซ่ึงในสภาวะการเจริญท่ีรวดเร็วน้ีท าใหก้ระบวนการใชน้ ้าตาลกลูโคสของ M. rouxii ATCC 24905 ไม่
เกิดการสะสมของกรดไขมนัภายในเซลลม์ากเทียบกบัท่ี dilution rate ต ่ากวา่ 

 
รูปที่ 4.7  แสดงปริมาณ TFA และ GLA ในน ้ าหนกัแห้ง, ความเขม้ขน้ TFA และ GLA ของ M. rouxii ATCC 

24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ีมีอาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.3 h-1, 30ºC, 600 rpm 

รูปท่ี 4.8 แสดงองคป์ระกอบกรดไขมนั M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate 0.3 h-1พบวา่ปริมาณ
กรดโอเลอิก (C18:1) มีค่าลดลงจาก 34.3% (%g-FA/g-TFA) ท่ีจุดเช่ือมต่อ (0 ชม.) และมีค่า 28.2% ท่ีสภาวะ 
steady state  

SS 

SS 

(SS = Steady state) 
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ปริมาณกรดพาลเมติก (C16:0) และ GLA (C18:3) เพิ่มข้ึนเล็กนอ้ย จาก 16.5%  และ 23.1% (ณ จุด
เช่ือมต่อ ท่ียงัเป็น unsteady state) เป็น 19.9% และ 25.2% ท่ีสภาวะ steady state ตามล าดบั  Ratledge และ 
Wynn (2002) รายงานวา่การสะสมของไขมนันั้น จะเกิดข้ึนเม่ือท าการเล้ียงดว้ยอตัราการเจริญต ่า ดว้ยเหตุน้ีเอง
ในการทดลองน้ีการเล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในช่วงการเจริญท่ีรวดเร็วท่ี dilution rate ท่ี 0.3 h-1  จึงไม่
พบการสะสมของไขมนั โดยไม่พบการเปล่ียนแปลงปริมาณกรดพาลมิโทเลอิก (C16:1), กรดเสตียริก (C18:0), 

และกรดลิโนเลอิก (C18:2) ตลอดระยะเวลาเพาะเล้ียง 

 
รูปที ่4.8  แสดงสัดส่วนกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ  ในกรดไขมนัทั้งหมดของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกั

แบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution of 0.3 h-1, 30ºC, 600 rpm  
   

ในตาราง 4.2 แสดงถึง productivity และ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ีdilution rate เท่ากบั 
0.3 h-1  พบค่า productivity และ GLA เท่ากบั 1.47g/L/h และ 7.5× 10-3 g/g/h ตามล าดบั พบวา่ค่า 
productivity และ GLA ท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate 0.3 h-1 มีค่าสูงกวา่กระบวนการ
หมกัแบบกะ (0.24 g/L/h และ 4.3× 10-3 g/g/h) 

 

ตำรำงที ่4.2  แสดงค่าต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการหมกัแบบต่อเน่ืองในสภาวะ steady state ของ M. rouxii ATCC 24905 

ในอาหาร  MFM (modified fermentation medium) ท่ี dilution rate 0.3 h-1 
Dry weight 

(g/L) 
%GLA in DW 

(%w/w) 
GLA concentration 

(mg/L) 
Productivity on 

Cell (g/L/h) GLA (g/g/h) 
4.9 2.5 122.9 1.47 7.5 x 10-3 

SS 

(SS = Steady state) 
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4.2.3 สัณฐำนวิทยำ (Morphology) 
 ลกัษณะสัณฐานวทิยาของรา M. rouxii ATCC 24905 ในการเล้ียงแบบกะ ก่อนท่ีจะเขา้สู่ระบบการหมกั
แบบต่อเน่ือง มี ลกัษณะเป็น hypha ท่ีมี arthrospore (รูปท่ี 4.9A) ซ่ึง arthrospore  จะประกอบดว้ย mycelium ท่ี
มีก่ิงกา้นสาขามากมายและมีทิศทางท่ีไม่แน่นอน (รูปท่ี 4.9B) อยา่งไรก็ตามท่ีสภาวะ steady state พบวา่ 
mycelium ของรา M. rouxii ATCC 24905 มีการเจริญเกาะกนัเป็นกลุ่ม (รูปท่ี 4.9C-D) ซ่ึงการเกาะกลุ่มกนัของ 
mycelium น้ีอาจส่งผลใหไ้ดป้ริมาณ GLA ท่ีนอ้ยลงเน่ืองมาจาก mycelium ท่ีเกาะกนัเป็นกลุ่มกอ้นไดรั้บออกซิเจน
และสารอาหารไม่เพียงพอต่อการเจริญเติบโตตลอดจนมีผลต่อกระบวนการ desaturation ของกรดไขมนั 
นอกเหนือจากน้ี ยงัพบวา่ เซลลร์าท่ีเกาะกนัเป็นกลุ่มน้ี ภายในยงัเกิดการตาย เน่ืองจากเกิดการยอ่ยตวัเอง (autolysis) 

และการขาดออกซิเจนและสารอาหารภายในเช่นเดียวกนั (Clark, 1962) 
 

 

 
รูปที ่ 4.9  สัณฐานวทิยาของ  M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี 

dilution rate  0.3 h-1 ท่ีระยะเวลาการหมกัท่ีเวลา 0 h (A), 8 h (B), 16 h (C) and 28 h (D)  (200x, 
except D=100x) ลูกศร แสดง  arthrospore, pellet และการเกิด core autolysis 

 

A B 

C D 

200µm 200µm 

200µm 

Arthrospore 

200µm 

Core autolysis 

Pellet 



 27 

4.3 กระบวนกำรหมักแบบต่อเน่ืองของรำ M. rouxii ATCC 24905 ที ่dilution rate 0.1 h-1 

4.3.1 กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell Growth) 
เล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในถงัหมกัขนาด 2 ลิตรท่ีมีอาหาร 1.5 ลิตร MFM ในระบบการหมกั

แบบกะ จนเขา้สู่ระยะ late-logarithmic phase (18 ชม.)  และศึกษา dilution rate ท่ี 0.1h-1  

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ของรา M. rouxii ATCC 24905  ก่อนต่อเขา้กบัระบบการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ีชม. ท่ี
18 มีค่า 7.6 g/L และกลูโคส 16.6 g/L  และในระบบการหมกัต่อเน่ืองท่ี สภาวะ steady state ของกระบวนการ
หมกั ซ่ึงเกิดข้ึนระหวา่งชม.ท่ี 32 – 48  ชม. พบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และกลูโคสมีค่าเท่ากบั 8.6g/L และ 11.5 g/L 
ตามล าดบั (รูปท่ี 4.10)  แต่หลงัจาก 48 ชม. พบการสะสมของเซลลร์าภายในถงัหมกั เน่ืองจากเกิดการเกาะจบั
กนัของเซลลท่ี์มีลกัษณะคลา้ยยสีต ์ (Yeast like form)  เป็นผลให้ระบบถูกรบกวน และเสียสภาวะ  steady 
state หลงัการหมกั 48 ชม. 

 
 

รูปที ่ 4.10  แสดงปริมาณกลูโคส และน ้าหนกัแหง้ของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองใน
อาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.1 h-1, 30ºC, 600 rpm ลูกศรช้ีระยะเวลาท่ี 3RT และ 5RT 

 

4.3.2 ปริมำณกรดไขมันทั้งหมด องค์ประกอบของกรดไขมัน และ กำรผลติ GLA 

ในรูปท่ี 4.11 แสดงปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและความเขม้ขน้ของ GLA ของรา M. rouxii ATCC 

24905 ท่ี dilution rate 0.1 h-1 โดยปริมาณเซลลห์ลงัจากการหมกัแบบกะ มีปริมาณกรดไขมนัและ GLAใน
น ้าหนกัแหง้เท่ากบั 15.1% (w/w) และ 2.5 % (w/w) และความเขม้ขน้กรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 
1149.0 mg/L และ 173.2 mg/L ตามล าดบั  

3RT 5RT 
SS 

(SS = Steady state) 
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ท่ีสภาวะ steady state พบปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ในเซลลแ์หง้ เป็น18.6% (w/w)  และ 
2.6% (w/w)  และความเขม้ขน้ของกรดไขมนัและ GLA เท่ากบั 1593.2  mg/L และ 223.5 mg/L ตามล าดบั 
พบวา่ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดในเซลลแ์หง้ของ M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate 0.1h-1 มีค่าสูงกวา่ท่ี 
dilution rate ท่ี 0.3h-1นอกจากน้ียงัพบวา่การใช ้dilution rate ท่ี 0.1h-1 ยงัพบการสะสมของกรดไขมนัมากกวา่
ท่ี dilution rate ท่ี 0.3h-1 แต่ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ GLA เม่ือใช ้dilution rate ท่ีแตกต่างกนั 

 
รูปที่ 4.11   แสดง TFA และ GLA ในน ้ าหนกัแห้ง, ความเขม้ขน้ TFA และ GLA ของ M. rouxii ATCC 24905  

ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.1 h-1, 30ºC, 600 rpm 
 

รูปท่ี 4.2 แสดงองคป์ระกอบกรดไขมนัของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate 0.1 h-1พบวา่
สัดส่วนของกรดโอเลอิก (C18:1) ท่ีสภาวะ steady state มีค่าใกลเ้คียงกบัเซลลท่ี์เล้ียงในระบบ Batch ก่อนต่อ
เขา้กบัระบบต่อเน่ือง โดยพบการสะสมกรดไขมนัของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate 0.1h-1มีค่า
ไม่แตกต่างกบัในระยะ late-logarithmic phase ของกระบวนการหมกัแบบกะ ซ่ึงสภาวะอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี

SS 

SS 

(SS = Steady state) 
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ความเขม้ขน้ของกลูโคสต ่า (ท่ี dilution rate ต ่า) อาจส่งผลต่อการสะสมของกรดไขมนัเพื่อการอยูร่อดในสภาวะ
อดอาหาร (Rogers et al., 1974) 

ปริมาณกรดพาลเมติก (C16:0) และ GLA (C18:3) ไม่แตกต่างจากเซลลใ์นระบบการหมกัแบบกะก่อน
ต่อเขา้กบัระบบต่อเน่ือง โดยมีปริมาณลดลงเล็กนอ้ย จาก 25.2%  และ 15.1% (ในระบบกะ) เป็น 22.2% และ 
13.6% ท่ีสภาวะ steady state ท่ี dilution rate  0.1 h-1พบวา่ปริมาณกรดพาลมิโทเลอิก (C16:1), กรดเสตียริก 

(C18:0), และกรดลิโนเลอิก (C18:2) ไม่มีการเปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาเพาะเล้ียง 

 
รูปที ่ 4.12  แสดงสัดส่วนกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ ในกรดไขมนัทั้งหมดของ M. rouxii ATCC 24905  ในการ

หมกัแบบต่อเน่ืองใน 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.1 h-1, 30ºC, 600 rpm  
  
ในตาราง 4.3 แสดงถึง productivity และ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905  ท่ี dilution rate  0.1 

h-1  พบค่า productivity และ GLA เท่ากบั 0.86g/L/h และ 2.6× 10-3 g/g/h ตามล าดบั ถึงแมว้า่ค่า productivity 
และ GLA ท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate เท่ากบั 0.1 h-1  จะมีค่านอ้ยกวา่ท่ี dilution 

rate 0.3 h-1  แต่ไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของ GLA ท่ีมากกวา่ 
 
 
 
 
 

SS 

(SS = Steady state) 
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ตำรำงที ่4.3 แสดงค่าต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการหมกัแบบต่อเน่ืองในสภาวะ steady state ของ M. rouxii ATCC 24905 

ในอาหาร MSM (modified fermentation medium) ท่ี dilution rate 0.1 h-1 
 

Dry weight 
(g/L) 

%GLA in DW 
(%w/w) 

GLA concentration 
(mg/L) 

Productivity on 
Cell (g/L/h) GLA (g/g/h) 

8.6 2.6 223.5 0.86 2.6 x 10-3 

 
 

4.3.3 สัณฐำนวทิยำ (Morphology) 
สัณฐานวทิยาของรา M. rouxii ATCC 24905 เม่ือเล้ียงในระบบการหมกัแบบกะ ก่อนต่อเขา้กบัระบบการ

หมกัแบบต่อเน่ือง มีลกัษณะเป็น  arthrospore ซ่ึงอยูใ่นระยะ late-logarithmic phase (รูปท่ี 4.13A) ซ่ึงพบวา่ 
arthrospore มีปริมาณเพิ่มข้ึนตามระยะเวลาเพาะเล้ียงและมีการพฒันาต่อไปจนเขา้ลกัษณะเป็น yeast-like form 

(รูปท่ี 4.13B-C) ท่ีสภาวะ steady state จะพบรา M. rouxii ATCC 24905 เจริญในทิศทางท่ีไม่แน่นอน และอยูใ่น
รูปของ yeast-like form เป็นส่วนใหญ่ (รูป 4.13D) และท่ี เวลา 48 ชม. พบการเกาะกนัของ yeast-like cells เป็น
กอ้นท าให้ระบบเสียสมดุลย ์ เน่ืองจาก ป้ัมหรือท่อ feed อาหารออกไม่สามารถล าเลียงเซลลไ์ปยงัส่วนเก็บของเสีย
ได ้อยา่งไรก็ตาม มีรายงานวา่การเกิด yeast-like form เป็นรูปร่างท่ีส่งผลดีต่อกระบวนการหมกักรดไขมนัมากกวา่
เซลลท่ี์อยูใ่นรูปเส้นใย hyphal เน่ืองจาก การส่งผา่นสารอาหารและออกซิเจนไปสู่เซลล ์ สามารถท าไดดี้กวา่ 
(Znidarsic and Pavko, 2001) 
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รูปที ่ 4.13  สัณฐานวทิยาของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี 
dilution rate 0.1h-1 ท่ีระยะเวลาการหมกัท่ี  0 h (A), 12 h (B), 40 h (C) และ 52 h (D)  (200x). 

ลูกศรแสดง  arthrospore, yeast-like cell และการจบัตวักนัของ yeast-like cell (clump of 
yeast-like cell) 

 

4.4 กระบวนกำรหมักแบบต่อเน่ืองของรำ M. rouxii ATCC 24905 ที ่dilution rate 0.05 h-1 

4.4.1 กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell Growth) 
เล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในถงัหมกัขนาด 1.5 ลิตร ในอาหาร MFMในระบบการหมกัแบบกะ

จนเขา้สู่ระยะ late-logarithmic phase (18 ชม.) และต่อเขา้กบัระบบการหมกัแบบต่อเน่ือง โดยเติมอาหาร 
MFM สู่ถงัหมกัดว้ย dilution rate ท่ี 0.05 h-1 ซ่ึง 3RT และ 5RT ท่ี dilution rate 0.05 h-1 มีค่าเท่ากบั 60 และ 
100 ชม. ตามล าดบั เก็บตวัอยา่งทุก 6 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์กลูโคส น ้าหนกัแหง้ GLA องคป์ระกอบของกรด
ไขมนัและปริมาณกรดไขมนัทั้งหมด 

A B 

C D 

200µm 200µm 

200µm 200µm 

Clump of yeast-like cell  

Arthrospore 

Yeast-like cell  



 32 

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ของรา M. rouxii ATCC 24905 ก่อนต่อเขา้กบัระบบต่อเน่ืองมีค่าเท่ากบั 7.7g/L และ
กลูโคสเท่ากบั 13.5g/L และท่ี สภาวะ steady state ของกระบวนการหมกัซ่ึงเกิดระหวา่งชม.ท่ี  52–70 ชม. 
ของการเพาะเล้ียง พบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้กลูโคสมีค่าเท่ากบั 15.9 g/L และ 3.2 g/L 
ตามล าดบั (รูปท่ี 4.14) แต่ภายหลงั 72 ชม. พบการสะสมของชีวมวลภายในถงัหมกัเน่ืองจากเกิดการเกาะจบักนั
ของเซลลท่ี์มีลกัษณะคลา้ยยสีต ์(yeast like cells) ซ่ึงท าใหร้ะบบถูกรบกวน และเสียสมดุลยใ์นท่ีสุด 

 
รูปที ่4.14   แสดงปริมาณกลูโคส และน ้าหนกัแหง้ของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองใน

อาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.05 h-1, 30ºC , 600 rpm ลูกศรช้ีระยะเวลาท่ี 3 RT 
 
 

4.4.2 ปริมำณกรดไขมันทั้งหมด องค์ประกอบของกรดไขมัน และ กำรผลติ GLA 
ในรูปท่ี 4.15 แสดงปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและความเขม้ขน้ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905 

ท่ี dilution rate 0.05 h-1 โดยพบวา่หลงัการเล้ียงในระบบกะ ก่อนต่อเขา้กบัระบบต่อเน่ือง (0 ชม.) เซลลแ์หง้มี
ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 11.8% (w/w)  และ 1.9% (w/w) และความเขม้ขน้ของกรดไขมนั
ทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 1111.1 mg/L และ 174.8 mg/L ตามล าดบั  

ท่ีสภาวะ steady state ท่ี dilution rate 0.05 h-1 พบวา่เซลลแ์หง้มีปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA 

มีค่าเพิ่มข้ึนเป็น 26.1% (w/w)  และ 3.4% (w/w)  และความเขม้ขน้ของกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 
4159.2  mg/L และ 536.5 mg/L ตามล าดบั  

SS 

3RT 

(SS = Steady state) 
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สรุปไดว้า่ ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดในเซลลแ์หง้ของรา M. rouxii ATCC 24905 มีค่าสูงท่ี dilution 

rate ท่ี 0.1 h-1  แต่ท่ี dilution rate 0.05 h-1 มีการสะสมของกรดไขมนัดีกวา่ท่ี dilution rate ท่ี 0.1h-1และ 0.3h-1 
รวมทั้งมีปริมาณ GLA ท่ีมากกวา่ดว้ย 

 
รูปที่ 4.15  แสดงTFA และ GLA ในน ้ าหนกัแห้ง, ความเขม้ขน้ของ TFA และ GLA ของ M. rouxii ATCC 

24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ีมีอาหาร 1.5 L MFM  ท่ี dilution rate 0.05 h-1, 30ºC, 600 
rpm 

 

 สัดส่วนของกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ ใน Total fatty acid ของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate 
เท่ากบั 0.05 h-1 แสดงในรูปท่ี 4.16 พบวา่สัดส่วนของกรดโอเลอิก (C18:1) ท่ีสภาวะ steady state มีค่าเป็น 
46.4%  (ก่อนต่อเขา้กบัระบบต่อเน่ืองมีค่าเป็น 38.4% ในระบบกะ) ในขณะท่ีกรดพาลเมติก (C16:0) และ GLA 
มีค่าเป็น 21.6% และ 13.0%  (ก่อนต่อเขา้ระบบต่อเน่ืองมีค่าเป็น 26.6% และ15.7% ในระบบกะ) ตามล าดบั 

แสดงใหเ้ห็นวา่ในระบบการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate ต ่า เมทาบอลิสมของการใชน้ ้าตาลในรา 
M. rouxii ATCC 24905 เก่ียวขอ้งกบัการสร้างกรดไขมนัเพื่อการสะสมภายในเซลลม์ากกวา่การสร้างชีวมวล มี
รายงานวา่ภายหลงัส้ินสุดกระบวนการหมกัแบบก่ึงกะ และกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองโดยใชอ้ตัราการ
เจริญเติบโตต ่า ของรา M. ramaniana และ M. rouxii CBS 416.77 พบปริมาณกรดโอเลอิกสูงในขณะท่ีพบ

SS 

SS 

(SS = Steady state) 
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องคป์ระกอบ GLA ท่ีต  ่า (Hansson et.al., 1989) ในการทดลองน้ีปริมาณกรดพาลมิโทเลอิก (C16:1), กรดเสตีย
ริก (C18:0), และกรดลิโนเลอิก (C18:2) ไม่มีการเปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาเพาะเล้ียง 

 
รูปที ่4.16  แสดงสัดส่วนกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ ในกรดไขมนัทั้งหมดของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกั

แบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate  0.05 h-1, 30ºC, 600 rpm  
 

ตาราง 4.4 แสดงถึง productivity และ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ี dilution rate เท่ากบั 
0.05 h-1  พบวา่มีค่า productivity และ GLA เท่ากบั 0.80 g/L/h และ 1.7 × 10-3 g/g/h ตามล าดบั ถึงแมว้า่ค่า 
productivity และ GLA ท่ีไดจ้ากกระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate เท่ากบั 0.05 h-1  จะมีค่านอ้ย
กวา่ท่ี dilution rate เท่ากบั 0.3 h-1  และ 0.1 h-1  แต่ไดป้ริมาณความเขม้ขน้ของ GLA ท่ีมากกวา่ 

 

ตำรำงที่ 4.4  แสดงค่าต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการหมกัแบบต่อเน่ืองในสภาวะ steady state ของ M. rouxii ATCC 24905 

ในอาหาร MFM (modified fermentation medium) ท่ี dilution rate  0.05 h-1 
 

Dry weight 
(g/L) 

%GLA in DW 
(%w/w) 

GLA concentration 
(mg/L) 

Productivity on 
Cell (g/L/h) GLA (g/g/h) 

15.9 3.4 536.5 0.80 1.7 x 10-3 
 
 
 

SS 

(SS = Steady state) 
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4.4.3 สัณฐำนวิทยำ (Morphology) 
สัณฐานวทิยาของรา M. rouxii ATCC 24905 ในสภาวะการหมกัแบบกะ ก่อนต่อเขา้กบัระบบการหมกั

แบบต่อเน่ือง พบลกัษณะ hypha ประกอบดว้ย arthrospore ซ่ึงเป็นเซลลร์ะยะ late-logarithmic phase ใน
กระบวนการหมกัแบบกะ (รูปท่ี 4.17A) พบปริมาณ arthrospore เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาเพาะเล้ียงและมีการพฒันา
ลกัษณะเป็น yeast-like form (รูปท่ี 4.13 B-C) และท่ีสภาวะ steady state จะพบรา M. rouxii ATCC 24905 ใน
รูปของ yeast-like form เป็นส่วนใหญ่ มีการเจริญโดยการแตกหน่อและมีทิศทางการเจริญท่ีไม่แน่นอน (รูป 
4.13D) และหลงัจาก 48 ชม.ของการหมกัแบบต่อเน่ือง พบการเกาะกนัของ yeast-like cells 

 

 

 
 

รูปที ่ 4.17  สัณฐานวทิยาของ  M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFMท่ี 
dilution rate of 0.05 h-1 ท่ีระยะเวลาการหมกัท่ี 0 h (A), 24 h (B), 48 h (C) และ 72 h (D) 

(200x). ลูกศรแสดง arthrospore, yeast-like cell และการเกาะกลุ่มกนัของ yeast-like cell 
(clump of yeast-like cell) 

 

200µm 

200µm 

200µm 

200µm C 

A B 

D 
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4.5  กระบวนกำรหมักแบบต่อเน่ืองของรำ M. rouxii ATCC 24905 ที ่dilution rate 0.03 h-1 

4.5.1 กำรเจริญเติบโตของเซลล์ (Cell Growth) 
ท าการเล้ียงรา M. rouxii ATCC 24905 ในถงัหมกัขนาด 1.5 ลิตร ใน  MFM ในระบบการหมกัแบบกะ

เป็นเวลา 18 ชม. ก่อนต่อเขา้กบัระบบการหมกัแบบต่อเน่ือง โดยการเติมอาหาร MFM สู่ถงัหมกัดว้ย dilution 
rate 0.03 h-1 เก็บตวัอยา่งทุกๆ 6 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์กลูโคส น ้าหนกัแหง้ กรดไขมนัทั้งหมด GLA ชนิดของ
กรดไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบ (3RT และ 5RT ของ dilution rate 0.05 h-1เท่ากบั 100 และ 166.7 ชม. 
ตามล าดบั) 

น ้าหนกัแหง้ของรา M. rouxii ATCC 24905 ในระบบการหมกัแบบกะ ก่อนต่อเขา้กบัระบบต่อเน่ือง มี
ค่าเท่ากบั 7.5 g/L และความเขม้ขน้กลูโคสเท่ากบั 13.8 g/L  ท่ีสภาวะ steady state ของกระบวนการหมกัซ่ึง
เกิดข้ึนท่ี 162 ชม.จนส้ินสุดเวลาการเพาะเล้ียง พบน ้าหนกัเซลลแ์หง้ และความเขม้ขน้ของกลูโคสมีค่าเท่ากบั 
16.8g/L และ 1.8 g/L ตามล าดบั (รูปท่ี 4.18)  ท่ี dilution rateน้ี (0.03 h-1) ไม่พบการสะสมของชีวมวลเกิดข้ึน
ระหวา่งการหมกั ซ่ึงท าใหพ้บสมดุลยห์รือ steady state เกิดข้ึนไดต้ลอดระยะเวลาการหมกั (204 ชม.) 

 
รูปที ่4.18   แสดงปริมาณกลูโคส และน ้าหนกัแหง้ของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองใน

อาหาร  1.5 L MFM ท่ี dilution rate  0.03 h-1, 30ºC, 600 rpm 
 

4.5.2 ปริมำณกรดไขมันทั้งหมด องค์ประกอบของกรดไขมัน และ กำรผลติ GLA 
ในรูปท่ี 4.19 แสดงปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและความเขม้ขน้ของ GLA ของรา M. rouxii ATCC 

24905 ในระบบการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate เท่ากบั 0.03 h-1 โดยเซลลใ์นระบบการหมกัแบบกะ ก่อน
ต่อเขา้กบัระบบการหมกัแบบต่อเน่ือง (0 ชม.) ในเซลลแ์หง้มีปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 

SS 

3RT 
5RT 

(SS = Steady state) 
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10.1% (w/w)  และ 1.7% (w/w)  และความเขม้ขน้ของกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 755.8 mg/L และ 
127.0 mg/L ตามล าดบั  

ท่ีสภาวะ steady state พบวา่เซลลแ์หง้มีปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เป็น 21.2% (w/w)  และ 
2.5% (w/w)  และความเขม้ขน้ของกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 3563.6  mg/L และ 425.4 mg/L 
ตามล าดบั  

พบวา่ปริมาณกรดไขมนัทั้งหมดในเซลลแ์หง้รา M. rouxii ATCC 24905  และการสะสมกรดไขมนั ท่ี 
dilution rate 0.03 h-1 มีค่านอ้ยกวา่ท่ี dilution rate 0.05 h-1 รวมทั้งปริมาณของ GLA ในเซลลแ์หง้ ท่ี dilution 
rate 0.03 h- (2.5 % w/w) นอ้ยกวา่ ท่ีdilution rate  0.05 h-1(3.4 % w/w)    

 
 

 
รูปที่ 4.19  แสดง TFA และ GLA  ในน ้ าหนกัแห้ง , ความเขม้ขน้ TFA และ GLA ของ M. rouxii ATCC 24905 

ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ีมีอาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.03 h-1, 30ºC, 600 rpm  
 

SS 

SS 

(SS = Steady state) 
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รูปท่ี 4.20 แสดงองคป์ระกอบกรดไขมนัของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ีเล้ียงดว้ยกระบวนการหมกั
แบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate เท่ากบั 0.03 h-1พบวา่สัดส่วนของกรดโอเลอิก (C18:1) ท่ีสภาวะ steady state มี
ค่า 48.6% ในขณะท่ี GLA (C18:3) มีปริมาณเป็น 11.9 % 

ผลการทดลองพบวา่กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate 0.03 h-1มีปริมาณกรดไขมนัสะสม
ในปริมาณสูงกวา่เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช ้dilution rate อ่ืน ผลการทดลองยงัแสดงใหเ้ห็นวา่เมทาบอลิสมของ
รา M. rouxii ATCC 24905 ในสภาวะการเจริญเติบโตท่ีชา้ จะมีการใชน้ ้าตาลท่ีเก่ียวขอ้งกบัการสร้างกรดไขมนั
สะสมมากกวา่  ผลการทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัผลวิจยัท่ีมีรายงานรูปแบบการสะสมไขมนัในยสีตแ์ละราท่ีเกิดท่ี
อตัราการเจริญเติบโตชา้ (Ratledge and Boulton, 1985) ในการทดลองน้ีปริมาณกรดพาลมิโทเลอิก (C16:1), 

กรดเสตียริก (C18:0), และกรดลิโนเลอิก (C18:2) ไม่มีการเปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาเพาะเล้ียง 
 
 

 
 
 

รูปที ่ 4.20  แสดงสัดส่วนกรดไขมนัชนิดต่าง ๆ  ในกรดไขมนัทั้งหมดของ M. rouxii ATCC 24905 ในการ
หมกัแบบต่อเน่ืองในอาหาร 1.5 L MFM ท่ี dilution rate 0.03 h-1, 30ºC , 600 rpm  

 
 
 

SS 

(SS = Steady state) 
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ตาราง 4.5 แสดงถึง productivity และ GLA ของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ีdilution rate เท่ากบั 
0.03 h-1  พบวา่มีค่า productivity และ GLA เท่ากบั 0.50g/L/h และ 7.6× 10-3 g/g/h ตามล าดบั ผลการทดลอง
ไม่เพียงแต่พบวา่ท่ี dilution rate ท่ี 0.03 h-1 จะใหค้่า productivity และ GLA ท่ีต  ่าแลว้ยงัไดป้ริมาณและความ
เขม้ขน้ของ GLA ในปริมาณต ่ากวา่ท่ี dilution rate ท่ี 0.05 h-1อีกดว้ย 

 

ตำรำงที่ 4.5  แสดงค่าต่าง ๆ ท่ีไดจ้ากการหมกัแบบต่อเน่ืองในสภาวะ steady state ของ M. rouxii ATCC 24905  ใน
อาหาร MFM (modified fermentation medium) ท่ี dilution rate  0.03 h-1 

 
Dry weight 

(g/L) 
%GLA in DW 

(%w/w) 
GLA concentration 

(mg/L) 
Productivity on 

Cell (g/L/h) GLA (g/g/h) 
16.8 2.5 425.4 0.50 7.6 x 10-4 

 
4.5.3 สัณฐำนวิทยำ (Morphology) 

ลกัษณะสัณฐานวทิยาของรา M. rouxii ATCC 24905 ในการเล้ียงแบบกะ ก่อนท่ีจะต่อเขา้กบัระบบการ
หมกัแบบต่อเน่ือง (0 ชม.) มีลกัษณะเป็น hypha ท่ีประกอบดว้ย arthrospore (รูปท่ี 4.21A) ซ่ึงปริมาณของ 
arthrospore เพิ่มข้ึนตามระยะเวลาเพาะเล้ียงและมีการพฒันาต่อไปเป็น yeast-like cells (รูปท่ี 4.21 B-D) ท่ีสภาวะ 
steady state จะพบรา M. rouxii ATCC 24905 ในรูปของ yeast-like cells เป็นส่วนใหญ่ ซ่ึงมีลกัษณะสัณฐาน
วทิยาคลา้ยคลึงกบัการเล้ียงท่ี dilution rate ท่ี 0.01 และ 0.05 h-1 
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รูปที ่4.21  สัณฐานวทิยาของ M. rouxii ATCC 24905 ในการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate 0.03 h-1 ท่ี
ระยะเวลาการหมกัท่ี 0 h (A), 96 h (B), 162 h (C) และ 204 h (D) (200x) ลูกศรแสดง 
arthrospore, yeast-like cell ลกัษณะ การจบัตวัเป็นกอ้นของ yeast-like cell (clump of yeast-
like cell) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

200µm 

200µm 200µm 

200µm 

A B 

C D 
Yeast-like cell  

Arthrospore 

Clump of yeast-like cell  
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บทที ่5 

สรุปผลกำรทดลอง 
 

งานวจิยัน้ี ศึกษาผลของการใช ้ dilution rate ท่ีค่าต่าง ๆ คือ 0.30, 0.10, 0.05 และ 0.03h-1ใน
กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ืองของรา M. rouxii ATCC 24905 ท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโต สัณฐานวทิยา การ
ผลิต GLA และกรดไขมนัท่ีเป็นองคป์ระกอบ และวเิคราะห์ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุด (µmax) ของรา M. 

rouxii  ท่ีเล้ียงดว้ยระบบการหมกัแบบกะ  สรุปไดด้งัน้ี 
1. ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดในกระบวนการหมกัแบบกะดว้ยอาหาร MFM ท่ีค  านวณจากน ้าหนกั

เซลลแ์หง้ท่ีเจริญในช่วง logarithmic phase (4-10 ชม. ของการเพาะเล้ียง) มีค่าเท่ากบั 0.43 h-1

แสดงในรูปของ “µmax” ซ่ึงเป็นค่าประมาณการ (estimate value) 
2. การศึกษาการหมกัแบบต่อเน่ืองท่ี dilution rate ท่ี 0.30, 0.10, 0.05 และ 0.03h-1 พบวา่ท่ี dilution 

rate สูงคือ 0.30 h-1 ไดค้่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ท่ีต ่าคือ 4.9 g/L ในขณะเดียวกนัการใช ้dilution rate ท่ี 
0.10, 0.05 และ 0.03 h-1 มีค่าน ้าหนกัเซลแ์หง้เท่ากบั 8.6, 15.9 และ 16.8 g/L ตามล าดบั การ
เปล่ียนแปลงลกัษณะสัณฐานวทิยาของรา  M. rouxii ATCC 24905 เกิดข้ึนเพื่อตอบสนองต่อ
สภาวะส่ิงแวดลอ้มท่ีกดดนัหรือเป็นอนัตรายต่อเซลล ์ ดงันั้นท่ี dilution rate สูง (0.30 h-1) จะเกิด
การเกาะกนัของเซลล ์ในขณะท่ีการใช ้dilution rate ท่ีต  ่า ( 0.10, 0.05 และ 0.03 h-1) พบการเจริญ
ลกัษณะคลา้ยยสีต ์(Yeast-like cells) ซ่ึงมีผลดีต่อการหมกัแบบต่อเน่ือง เน่ืองจากช่วยลดปัญหาใน
เร่ืองของความหนืด การแพร่ผา่นสารอาหารและออกซิเจนและท าใหก้ารหมกัเป็นเน้ือเดียวกนั 

3. การใช ้ dilution rate ต ่า (0.05 h-1) ท าใหเ้กิดการสะสมของไขมนัของราM. rouxii ATCC 24905 
ใหป้ริมาณกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA ในน ้าหนกัแหง้สูงสุด (26.1%  (w/w) และ 3.4% (w/w) 

ตามล าดบั) โดยมีค่าความเขม้ขน้ของกรดไขมนัทั้งหมดและ GLA เท่ากบั 536.5 และ 26.8 mg/L 
ตามล าดบั อยา่งไรก็ตามการใช ้ dilution rate ต ่าท่ี 0.05 h-1 พบวา่มีปริมาณสัดส่วนของกรดโอเล
อิกในปริมาณท่ีสูงเน่ืองจากเกิดการสะสมของไขมนั ซ่ึงกรดไขมนัโอเลอิกเป็นกรดไขมนัหลกัท่ีมี
การสะสมเม่ือรา M. rouxii ATCC มีอตัราการเจริญเติบโตชา้ 
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