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บทคัดย่อ 
การพฒันาวิธีการติดตามการเจริญมีความส าคญัต่อกระบวนการเลีย้งเชือ้ออแรนธิโอไคเตรียม เพื่อผลิตชีวมวลส าหรับใช้

เป็นแหล่งดีเอชเอ งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษารูปแบบการตรวจวดัการเจริญร่วมกบัการสงัเกตลกัษณะทางสณัฐานวิทยา
ของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ท่ีเลีย้งในฟลาสก์และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยเลีย้ง Aurantiochytrium sp. FIKU018  แบบ
แบทช์ด้วยอาหารเหลว GYP ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเหลว 50 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส              
บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในสภาวะไม่มีแสง จากนัน้จึงน ามาศึกษาการเลีย้งเชือ้แบบเฟด-แบทช์ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพขนาด 22 ลิตร บรรจอุาหารเหลว 6 ลิตร ท่ีอณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส ควบคมุพีเอชท่ี 6.0 อตัราการกวน 450 รอบต่อนาที 
และอัตราการให้อากาศ 1 ลิตรอากาศต่อลิตรอาหารต่อนาที เก็บตัวอย่างทุก 4 ชั่วโมง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่าการเลีย้ง 
Aurantiochytrium sp. FIKU018 แบบแบทช์ในฟลาสก์ให้อตัราการเจริญจ าเพาะและน า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุ 0.11 ต่อชัว่โมง และ 
12.47 ± 0.70 กรัมต่อลิตร ตามล าดับ เมื่อเลีย้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพพบว่าการเลีย้งเชือ้ในช่วง 0 – 20 ชั่วโมง ให้อัตราการเจริญ
จ าเพาะ  0.21 ต่อชัว่โมง และน า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเท่ากบั 15.20 ± 0.44 กรัมต่อลิตร ช่วง 20 – 42 ชัว่โมง ซึง่ให้อาหารเหลวท่ีมี
สดัส่วนแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนสงู ได้น า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเท่ากบั 25.17 ± 0.23 กรัมต่อลิตร และเมื่อเข้าสู่ช่วง 42 - 72 
ชัว่โมง ซึง่ให้อาหารเหลวท่ีไม่มีแหล่งไนโตรเจน ได้น า้หนกัเซลล์แห้งสงูสดุเท่ากบั 38.87 ± 0.71 กรัมต่อลิตร เชือ้ Aurantiochytrium 
sp. FIKU018 มีการเปลี่ยนแปลงลกัษณะตามการเจริญและการสะสมไขมนั  วิธีวดัน า้หนกัเซลล์แห้งสามารถน ามาใช้ติดตามการ
เจริญได้ทัง้การเลีย้งเชือ้แบบแบทช์และเฟด-แบทช์ ส่วนวิธีวดัค่าการดดูกลืนแสงและการนบัเซลล์สามารถใช้ติดตามการเจริญในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพช่วงการเลีย้ง 0 – 42 ชัว่โมง ดงันัน้การพฒันาวิธีการติดตามกระบวนการเลีย้งเชือ้ Aurantiochytrium sp. FIKU018 
สามารถใช้วิธีวดัค่าการดดูกลืนแสง การนบัเซลล์ และน า้หนกัเซลล์แห้งได้ และเมื่อเลีย้งเซลล์ในอาหารปราศจากไนโตรเจนเซลล์จะ
สะสมไขมนั การตรวจวดัน า้หนกัเซลล์แห้งร่วมกบัการศกึษาสณัฐานวิทยาเป็นวิธีท่ีเหมาะสมในการติดตามการเจริญ 
ค าส าคัญ  :  การเลีย้งแบบเฟด-แบทช์ ; ค่าการดดูกลืนแสง ; การนบัเซลล์ ; น า้หนกัเซลล์แห้ง ; อตัราการเจริญจ าเพาะ 
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Abstract 

 The development of growth monitoring method is significant for the biomass production of Aurantiochytrium 
as a DHA resource. This study aimed to examine the growth measurement methods and morphological observation 
of Aurantiochytrium cultured in flasks and bioreactors.  The batch cultivation of Aurantiochytrium sp.  FIKU018 was 
carried on 50 mL of GYP broth in 250 mL flask.  The cultivation was performed at 30 °C on 200 rpm rotary shaker 
under dark condition. Then, the fed-batch fermentation was examined in 22 L bioreactor contained 6 L GYP broth. 
The incubation was carried on 30 °C, pH 6.0, 450 rpm of agitation speed and 1.0 VVM of aeration rate.  Samples 
were taken every 4 h for 72 h.  In shaking flask, it was found that the batch cultivation of Aurantiochytrium sp. 
FIKU018 gave specific growth rate (SGR) and maximum dry cell weight (DCW) at 0.11 h-1 and 12.47 ± 0.70 g L-1, 
respectively.  The fed-batch cultivation was performed in 22 L bioreactor contained 6 L of GYP broth.  The result 
showed that cell cultivation during 0 -  20 h showed SGR and maximum DCW at 0.21 h-1 and 38.87 ± 0.71 g L-1, 
respectively. Fed-batch cultivation during 20 - 42 h and 42 – 72 h showed maximum DCW at 25.17 ± 0.23 g L-1 and 
38.87 ± 0.71 g L-1, respectively. Aurantiochytrium sp. FIKU018 morphology changed according to growth and lipid 
accumulation phases.  DCW can be used as growth parameters to monitor the growth of Aurantiochytrium sp. 
FIKU018 cultured both in flask and in bioreactor. Optical density and cell count can be used to tracking the growth 
of cells during 0 - 42 h in fed-batch cultivation in bioreactor.  Therefore, all growth parameters can be use as growth 
monitor method during the development of Aurantiochytrium sp. FIKU018 biomass production processes. Until the 
lipid accumulation phase, fed with broth containing no nitrogen source, DCW associated with morphology are 
acceptable parameters to monitor the cell growth. 
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บทน า 
กรดโดโคซาเฮกซาอีโนอิก หรือ ดีเอชเอ (Docosahexaenoic acid, DHA) เป็นกรดไขมนัไมอ่ิ่มตวัเชิงซ้อนในกลุม่ของ

โอเมก้า-3 มีบทบาทส าคญัตอ่การพฒันาระบบประสาทและการมองเห็นของมนษุย์ (Takahata et al., 1998) และช่วยป้องกนั
โรคเส้นเลือดในสมองแตกและโรคเก่ียวกบัหลอดเลือดหวัใจ (Sanders et al., 2006) ปัจจุบนันิยมเลีย้งออแรนธิโอไคเตรียม 
(Aurantiochytrium) ซึ่งเป็นจุลินทรีย์ในกลุ่มของทรอสโทไคตริดส์ (Thraustochytrids) เพื่อใช้เป็นแหล่งดีเอชเอทดแทนปลา
ทะเลซึ่งเป็นแหล่งดีเอชเอดัง้เดิม ทัง้นีเ้นื่องจากออแรนธิโอไคเตรียมมีอตัราการเจริญสงู ใช้พืน้ที่ในการเลีย้งน้อย ใช้แหล่ง
คาร์บอนเป็นพลังงานในการเจริญ และสามารถผลิตดีเอชเอได้มากกว่า 30 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณกรดไขมันทัง้หมด 
(Raghukumar, 2008) นอกจากนีไ้ขมนัที่สกดัได้จากออแรนธิโอไคเตรียมมีความคงตวัต่อการเกิดออกซิเดชนัมากกว่าไขมนัท่ี
ผลิตได้จากปลาทะเล (Kendrick & Ratledge, 1992) อีกทัง้ออแรนธิโอไคเตรียมยังสามารถผลิตและสะสมสควาลีน 
(Squalene) และแคโรทีนอยด์ (Carotenoids) ได้อีกด้วย (Aki et al., 2003; Kaya et al., 2011) สควาลีนเป็นสารตัวกลาง
ส าหรับกระบวนการสงัเคราะห์สารกลุ่มสเตอรอล (Sterol) นิยมน ามาเป็นสารช่วยทางเภสชักรรมในการน าส่งวัคซีนและ                 
ยาต่างๆ ช่วยสง่เสริมการท างานของระบบภมูิคุ้มกนัจึงใช้เป็นสารป้องกนัการเสื่อมระหว่างการรักษาโรคมะเร็ง และเป็นสาร              
ท าหน้าที่ให้ความชุม่ชืน้และสารต้านอนมุลูอิสระในเคร่ืองส าอาง (Huang et al., 2003; Aasen et al., 2016) สว่นแคโรทีนอยด์ 
เป็นสารสธีรรมชาติที่นิยมใช้เป็นอาหารเสริมและใช้ประโยชน์ด้านเภสชักรรม เนื่องจากมีสมบตัิในการต้านอนมุลูอิสระและช่วย
ป้องกันโรคเก่ียวกบัหลอดเลือดหวัใจ (Murthy et al.,2005; Raposo et al., 2015) และยงัใช้เป็นส่วนผสมอาหารส าหรับการ
เลีย้งสตัว์น า้และสตัว์ปีกเพื่อเพิ่มคุณค่าทางอาหารอีกด้วย (Johnson & An,1999) ชีวมวลของออแรนธิโอไคเตรียมซึ่งอุดม              
ไปด้วยสารส าคญัหลายชนิดจึงเป็นที่ต้องการในงานทางเทคโนโลยีชีวภาพด้านต่างๆ ฉะนัน้การพัฒนากระบวนการเลีย้ง             
ออแรนธิโอไคเตรียมจึงมีความจ าเป็นตอ่การผลติชีวมวลให้เพียงพอตอ่การน าไปใช้ประโยชน์ กระบวนการเลีย้งแบบเฟด-แบทช์
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นรูปแบบการเลีย้งที่สามารถเพิ่มปริมาณเซลล์และสง่เสริมให้มีการผลติสารส าคญัตา่งๆ ท่ีต้องการได้ 

ออแรนธิโอไคเตรียมเป็นเซลล์ที่มีผนังเซลล์บาง รูปร่างกลม มีการแบ่งเซลล์แบบ Successive bipartition ระยะ             
ซูโอสปอร์จะมีรูปร่างรีจนถึงทรงกลม และพบแฟกเจลลา 2 เส้น (Honda et al., 1998; Yokoyama & Honda, 2007) มีการ
สะสมไขมนัภายในเซลล์ และมีขนาดและสณัฐานวิทยาเปลี่ยนแปลงไปตามระยะของการเจริญ การติดตามการเจริญของ
จุลินทรีย์ระหว่างการเลีย้งสามารถตรวจวดัได้จากคา่การดดูกลืนแสง การนบัเซลล์ และการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง การวดั
ค่าการดดูกลืนแสงเป็นวิธีการเบือ้งต้นและนิยมใช้ในการติดตามการเจริญของจุลินทรีย์ขณะเลีย้ง แต่เนื่องจากออแรนธิโอไค
เตรียมมีลกัษณะทางสณัฐานวิทยาเปลีย่นแปลงตามระยะของการเจริญและการสะสมไขมนั ซึง่อาจท าให้การติดตามการเจริญ
และการสะสมไขมนัโดยใช้คา่การดดูกลืนแสงไมส่อดคล้องกนั ฉะนัน้งานวิจยันีม้ีวตัถปุระสงค์เพื่อศกึษาการเจริญโดยตรวจวดั
ค่าการดูดกลืนแสง นบัเซลล์ ตรวจสอบลกัษณะทางสณัฐานวิทยา และวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งของออแรนธิโอไคเตรียม               
ที่เลีย้งในฟลาสก์และเลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 22 ลิตร เพื่อเป็นข้อมูลพืน้ฐานในการเลือกใช้วิธีการ
ติดตามการเจริญของออแรนธิโอไคเตรียมในการพฒันากระบวนการเลีย้งออแรนธิโอไคเตรียมให้มีความเสถียรและสามารถ
ผลติชีวมวลได้สงู  
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วิธีด าเนินการวิจัย 
สายพนัธุ์จุลินทรีย์และอาหารเลีย้งเชื้อ 

จุลินทรีย์ที่ใช้ในงานวิจัยนี ้คือ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์วิจัยทรัพยากร
ชีวภาพสาหร่าย คณะประมง มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ และอาหารที่ใช้ในเลีย้งเชือ้ ได้แก่ อาหาร GYP (Glucose Yeast 
extract Peptone) ชนิดแข็ง ประกอบด้วย กลโูคส 4 กรัมต่อลิตร ยีสต์สกดั 2 กรัมต่อลิตร เพปโตน 1 กรัมต่อลิตร เกลือส าหรับ
เตรียมน า้ทะเลเทียม (artificial seawater) 15 กรัมต่อลิตร และผงวุ้นความเข้มข้น 15 กรัมต่อลิตร และอาหารเหลว GYP 
ประกอบด้วย กลโูคส 30 กรัมต่อลิตร ยีสต์สกดั 10 กรัมต่อลิตร เพปโตน 20 กรัมต่อลิตร เกลือส าหรับเตรียมน า้ทะเลเทียม 15 
กรัมตอ่ลติร และเติมยาปฏิชีวนะคลอแรมฟินิคอล (Chloramphenicol) ความเข้มข้น 20 มิลลกิรัมตอ่ลติร 
การศึกษาการเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ทีเ่ลีย้งในระดบัฟลาสก์ 

เขี่ยเชือ้โคโลนีเดี่ยวจากอาหารแข็ง GYP ลงอาหารเหลว GYP ปริมาตร 25 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 125 มิลลิลิตร 
เลีย้งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในสภาวะที่ไม่มีแสง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง และ
ขยายขนาดการเลีย้งเพื่อเพิ่มปริมาณกล้าเชือ้ โดยน ากล้าเชือ้จากฟลาสก์ 125 มิลลลิติร 10 มิลลลิติร เติมในอาหารเหลว GYP 
90  มิลลิลิตร ที่บรรจุในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร เลีย้งที่อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อ
นาที ในสภาวะที่ไมม่ีแสง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง น ากล้าเชือ้จากฟลาสก์ 500 มิลลิลิตรที่ได้ไปใช้ศึกษาการเจริญในระดบัฟลาสก์ 
โดยถ่ายกล้าเชือ้จากฟลาสก์ 500 มิลลิลิตร 5 มิลลิลิตร ลงสู่ฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่มีอาหารเหลว GYP ปริมาตร 45 
มิลลิลิตร ให้ความเข้มข้นของเซลล์เร่ิมต้นมีค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากับ 1  บ่มที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในสภาวะที่ไม่มีแสง เก็บตวัอย่างทกุ 4 ชัว่โมง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 
โดยสุม่ปิเปตต์น า้หมกัจากฟลาสก์ครัง้ละ 5 มิลลิลิตร แบ่งตวัอย่างที่สุม่ได้  2 มิลลิลิตร ส าหรับวดัค่าการดดูกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 600 นาโนเมตร โดยใช้สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (SP880 Metertech Inc., Taiwan) และใช้อาหาร GYP เป็น blank และ
ใช้ในการเจือจางตวัอยา่ง   1 มิลลิลิตร ส าหรับน าไปตรวจสอบสณัฐานวิทยาของเซลล์และนบัเซลล์ใต้กล้องจลุทรรศน์แบบใช้
แสง (OLYMPUS CX31, Japan) ที่ต่อกบักล้องถ่ายรูป (Dino-Eye digital eye-piece camera, Taiwan)   1 มิลลิลิตร ส าหรับ
น าไปวิเคราะห์หาน า้หนกัเซลล์แห้ง และ 1 มิลลลิติรส าหรับวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ ท าการทดลอง 4 ซ า้ 
การศึกษารูปแบบการเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ทีเ่ลีย้งในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

 การเลีย้งในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบเฟด-แบทช์ เร่ิมต้นการเลีย้งแบบแบทช์โดยถ่ายกล้าเชือ้ที่มีคา่การดดูกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร เท่ากบั 1 ลงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ (Sartorius stedim BIOSTAT® C plus) ขนาด 22 ลิตร โดย
เร่ิมเลีย้ง 0 - 20 ชั่วโมงในระบบแบทช์ด้วยอาหารเหลว GYP ปริมาตร 6 ลิตร ควบคุมสภาวะการเลีย้งที่อุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ควบคมุพีเอชที่ 6.0 ตลอดการเลีย้ง อตัราการกวน 450 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศ 1 ลิตรอากาศตอ่ลิตรอาหาร
ต่อนาที (วีวีเอ็ม) ทัง้นี ้การเลือกควบคุมพีเอชที่ 6.0 เนื่องจากเป็นพีเอชที่เหมาะสมต่อการเลีย้ง  Aurantiochytrium sp. 
FIKU018 ซึ่งเป็นข้อมูลที่ได้จากการทดลองเบือ้งต้น ส าหรับการควบคุมอตัราการกวนที่ 450 รอบต่อนาที เนื่องจากในการ
ทดลองเบือ้งต้นพบว่าการใช้อตัราการกวนสงูกวา่นีจ้ะสง่ผลใช้เซลล์หยดุการเจริญเนื่องจากความเครียดจากแรงเฉือน (Shear 
stress) ในระหว่างการเลีย้ง ท าการเก็บตวัอย่างทุก 4 ชั่วโมง ตรวจวดัความเข้มข้นกลโูคสโดยวิเคราะห์น า้ตาลรีดิวซ์ทกุครัง้
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จนกระทัง่กลโูคสถกูใช้จนหมด จากนัน้ชัว่โมงที่ 20 – 42 เลีย้งด้วยระบบเฟด-แบทช์ตอ่ทนัที โดยการเติมอาหารที่มีเกลอืส าหรับ
เตรียมน า้ทะเลเทียม 15 กรัมต่อลิตร กลโูคส 200 กรัมต่อลิตร เพปโตน 20 กรัมต่อลิตร ยีสต์สกัด 10 กรัมต่อลิตร และโมโน
โซเดียมกลตูาเมต 50 กรัมต่อลิตร เป็นแหลง่ไนโตรเจนเสริม (ระบบเฟด-แบทช์ที่มีแหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนสงูเทา่กบั 
2.5 เป็นอาหาร) ปริมาตรอาหารที่ใช้ในระยะนีเ้ท่ากบั 1 ลิตร โดยใช้ระยะเวลาในการเติมประมาณ 22 ชั่วโมง และตามด้วย
ระบบการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบทช์ที่ใช้อาหารที่ปราศจากแหลง่ไนโตรเจนในช่วงชัว่โมงที่ 42- 72 ด้วยการเติมอาหารท่ีมีเกลือ
ส าหรับเตรียมน า้ทะเลเทียม 15 กรัมต่อลิตร และกลโูคส 500 กรัมต่อลิตร ปริมาตรอาหารที่ใช้ในระยะนีเ้ท่ากบั 1 ลิตร โดยใช้
ระยะเวลาในการเติมประมาณ 30 ชั่วโมง ควบคุมอตัราการเติมอาหารด้วยระบบ DOT STAT (Dissolve Oxygen Tension 
stat) ซึ่งเป็นระบบควบคุมการเติมอาหารแบบย้อนกลบัโดยอาศยัสญัญาณของค่าออกซิเจนละลายที่เปลี่ยนแปลงในการ
ควบคมุการเติมอาหารเลีย้งเชือ้ในระหวา่งการเลีย้งแบบเฟด-แบท โดยขอบเขตในการควบคมุอยูใ่นช่วง DOT เท่ากบั 20 - 40 
เปอร์เซ็นต์ของอากาศอิ่มตัว ซึ่งอาหารจะถกูป๊ัมเข้าสู่ระบบเมื่อค่า DOT มีค่ามากกว่าหรือเท่ากับ 40 เปอร์เซ็นต์ของอากาศ
อิ่มตวั และจะหยุดป๊ัมเมื่อค่า DOT มีค่าน้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต์ของอากาศอิ่มตวั ควบคุมสภาวะในการเลีย้งที่
อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 อตัราการกวน 450 รอบตอ่นาที อตัราการให้อากาศ 1 ลติรอากาศตอ่ลติรอาหารตอ่นาที 
เก็บตวัอยา่งทกุ 4 ชัว่โมง เป็นเวลา 72 ชัว่โมง เพื่อน าไปตรวจสอบคา่การดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร นบัเซลล์ 
สณัฐานวิทยาของเซลล์น า้หนกัเซลล์แห้ง ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ และปริมาณไขมนัเมื่อสิน้สดุการเลีย้ง 
การวิเคราะห์การเจริญ 
 1. วิเคราะห์จ านวณเซลล์ด้วยการนบัเซลล์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ โดยดูดตวัอย่างสารแขวนลอยเซลล์ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เจือจางในอตัราสว่นที่เหมาะสมแล้วปิเปตต์ตวัอย่างลงฮีโมไซโตมิเตอร์ (Hemocytometer) นบัและค านวณจ านวน
เซลล์ตามสมการท่ี (1)  
 

จ านวนเซลล์ทัง้หมด (เซลล์ตอ่มิลลลิติร) = 
จ านวนเซลล์ที่นบัได้จากตาราง 9 ช่อง × 25

9 × 10-4
 

           (1) 
 

 2. วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้ง โดยน าตวัอย่างน า้หมกัปริมาตร 1 มิลลิลิตร มาผ่านการหมนุเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเซนตริ
ฟิวจ์ (Microcentrifuge) ที่ความเร็ว 10000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที เพื่อแยกตะกอนเซลล์ จากนัน้ล้างตะกอนเซลล์ด้วย
สารละลายโซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ ตามด้วยการล้างด้วยน า้กลัน่ แล้วน าตะกอนเซลล์ไปอบแห้งที่อณุหภมูิ 
80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ค านวณน า้หนกัเซลล์แห้งตามสมการ (2) 
 

น า้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) = 
น า้หนกัหลอดที่มีเซลล์ (กรัม) - น า้หนกัหลอดเปลา่ (กรัม)

ปริมาตรของตวัอยา่ง (มิลลลิติร) × 10-3
 

       (2) 
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 3. การประมาณคา่อตัราการเจริญใช้วิธีเชิงกราฟ (Trovão et al., 2020) โดยอาศยัความสมัพนัธ์ระหวา่งการเพิ่มขึน้
ของน า้หนกัเซลล์แห้งและเวลาดงัสมการท่ี 3 ซึง่เมื่อเขียนกราฟระหวา่ง lnx กบัเวลา จะหาคา่อตัาราการเจริญจ าเพาะได้จาก
ความชนัของกราฟ 
 

0
ln x ln x μ t                (3) 

 
เมื่อ x คือ น า้หนกัเซลล์แห้ง (กรัมตอ่ลติร) x0 คือ น า้หนกัเซลล์แห้งเมื่อเร่ิมการเลีย้ง (กรัมตอ่ลติร) t คือ เวลา (ชัว่โมง) 

และ  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (ชัว่โมง-1) 
การวิเคราะห์น ้าตาลรีดิวซ์และไขมนั 
 1. วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ด้วยสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (DNS) (Miller, 1959) โดยน าส่วนใสที่ได้
จากการหมนุเหวี่ยงตวัอยา่งมาท าการเจือจางให้มีความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ในระดบัท่ีเหมาะสม แล้วน าตวัอยา่งที่ผา่นการ
เจือจางแล้วปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยสารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนัน้
น าไปต้มในน า้อณุหภมูิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แล้วหยดุปฏิกิริยาด้วยการแช่ในน า้แข็ง 5 นาที น าไปวดัคา่การ
ดดูกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 540 นาโนเมตร หาปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์โดยเทียบกบักราฟมาตรฐานของกลโูคสและค านวณตาม
สมการ (4) 
 

ความเข้มข้นของน า้ตาลรีดิวซ์ (กรัมตอ่ลติร) = 
OD540× อตัราการเจือจาง

ความเข้มข้นของกราฟมาตรฐาน × 10-3
 

              (4) 
 

 2. วิเคราะห์ปริมาณไขมัน (ดัดแปลงจาก Coakley et al., 2003 และ Liu et al., 2011) โดยน าตัวอย่างน า้หมัก
ปริมาตร 1 มิลลลิติรมาผา่นการท าแห้งด้วยเคร่ือง Freeze-Dry สกดัไขมนัจากตวัอยา่งแห้งด้วยไอโซโพรพานอล (Isopropanol) 
ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมจนเข้ากนัแล้วเติมเฮกเซน (Hexane) ปริมาตร 2 มิลลิลิลิตร ทิง้ไว้จนตวัอยา่งเกิดการแยกชัน้ สกดัซ า้
อีกครัง้ด้วย Hexane ปริมาตร 2 มิลลิลิตร แล้วแยกส่วนใสด้านบนของสารละลายไปวิเคราะห์ปริมาณไขมนัด้วยการระเหย 
Hexane ออกด้วยแก๊ส CO2 ค านวณปริมาณไขมนั (Total Lipid) ตามสมการ (5) 
 

ปริมาณไขมนัทัง้หมด (กรัมตอ่ลติร) = 
น า้หนกัหลอดที่มีไขมนั (กรัม) - น า้หนกัหลอดเปลา่ (กรัม)

ปริมาตรของตวัอยา่ง (มลิลลิติร) × 10-3
 

              (5) 
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การวิเคราะห์ข้อมูล 

ข้อมูลที่ได้จากการทดลองระดบัฟลาสก์และถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะแสดงในลกัษณะของ ค่าเฉลี่ย  ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน  

 
ผลการวิจัย 
สณัฐานวิทยาของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 
 ลักษณะทั่วไปของเซลล์ Aurantiochytrium sp.  FIKU018 เมื่อตรวจสอบใต้กล้องจุลทรรศน์  พบเซลล์ปกติ  
(Vegetative cell) (ภาพท่ี 1ก) มีรูปร่างกลม ผนงัเซลล์บาง เซลล์มีขนาดระหวา่ง 5 – 10 ไมโครเมตร เพิ่มจ านวนด้วยการแบง่ตวั
แบบทวีคณูจาก 1 เซลล์เป็น 2 เซลล์ และ 2 เซลล์เป็น 4 เซลล์ ตามล าดบั (Successive bipartition) ท าให้เซลล์มีลกัษณะเป็น
กลุม่ก้อน (Cell cluster) (ภาพที่ 1ข) เมื่อเจริญเติบโตและอยู่ในสภาวะที่เหมาะสม จะสงัเกตเห็นบริเวณใสภายในเซลล์ซึ่งคือ
หยดไขมนั (Oil droplet) ที่สะสมภายในเซลล์ได้ชดัเจน (ภาพท่ี 1ค)  

 
 
  ภาพที่ 1   สณัฐานวิทยาของเซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ใต้กล้องจลุทรรน์แบบใช้แสงที่ก าลงัขยาย 400 เทา่ 
     ก. เซลล์ปกติ ข. กลุม่เซลล์ที่เกิดจากการแบง่เซลล์ (ลกูศรชีเ้ซลล์ที่อยูใ่นระหวา่งการแบง่เซลล์) ค. การสะสมของ 
    หยดไขมนัในเซลล์ (ลกูศรชีห้ยดไขมนัในเซลล์)  (scale bar = 10 ไมโครเมตร) 
 
การเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในฟลาสก์ 
 เซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่เลีย้งในฟลาสก์มีการเจริญอยา่งรวดเร็ว (Log phase) ในช่วง 8 ชัว่โมงแรก
ของการเลีย้งและมีการเจริญอย่างต่อเนื่อง เมื่อเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 44 ชั่วโมง เซลล์มีการเจริญเข้าสู่ระยะคงที่ (Stationary 
phase) และเซลล์เร่ิมเข้าสู่ระยะการตาย (Death phase) ตามล าดับ ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณกลูโคสคงเหลือในระบบ                

(ภาพท่ี 2) โดยมีอตัราการเจริญจ าเพาะ () เทา่กบั 0.11 ตอ่ชัว่โมง คา่การดดูกลนืแสงสงูสดุเทา่กบั 6.59  0.07 และน า้หนกั
เซลล์แห้งสงูสดุเทา่กบั 12.47  0.70 กรัมตอ่ลติร  

เมื่อพิจารณาสณัฐานวิทยาร่วมกบัการเจริญของเซลล์ พบวา่ หลงัจากถ่ายกล้าเชือ้ลงสูฟ่ลาสก์ในชัว่โมงที่ 0 พบเซลล์
ปกติมีรูปร่างกลม ขนาดใหญ่กว่า 10 ไมโครเมตร (ภาพที่ 3ก) ระหว่างเลีย้งเซลล์มีการแบ่งตวัแบบทวีคูณ เมื่อเลีย้งเซลล์                
เป็นเวลา 16 ชั่วโมง (ภาพที่ 3ข) พบเซลล์ปกติมีจ านวนมากขึน้จากการแบ่งตวัและมีขนาดต่างกัน ส่งผลให้เซลล์มีค่าการ
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ดดูกลืนแสงและน า้หนกัเซลล์แห้งเพิ่มขึน้อยา่งต่อเนื่อง หลงัเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 36 - 42 ชัว่โมง (ภาพที่ 3ค – 3ง) เซลล์มี
ปริมาณมากขึน้และกลุม่เซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้ โดยพบไขมนัในเซลล์เร่ิมรวมตวักนัเป็นหยดไขมนักระจายตวัอยูท่ัว่ในเซลล์ เมื่อ
เลีย้งเซลล์ในชัว่โมงที่ 48 (ภาพท่ี 3จ) พบกลุม่ก้อนเซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้ หยดไขมนัในเซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้และกระจายตวัออก
จากกนั พบไขมนับางสว่นถกูปลดปลอ่ยออกนอกเซลล์ สง่ผลให้มีช่องวา่งภายในเซลล์เพิ่มขึน้ เมื่อพิจารณาคา่การดดูกลนืแสง
และน า้หนกัเซลล์แห้ง พบวา่ มีคา่สงูที่สดุเนื่องจากเป็นช่วงเวลาสดุท้ายที่มีอาหารเหลืออยูใ่นระบบ เมื่อเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 66 
ชัว่โมง (ภาพที่ 3ฉ) พบหยดไขมนัภายในเซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้อยา่งชดัเจน  บางเซลล์มีการปลดปลอ่ยไขมนัออกมานอกเซลล์ 
เนื่องจากในฟลาสก์ปริมาณสารอาหารไม่เพียงพอต่อการเจริญของเซลล์ ส่งผลให้ค่าการดดูกลืนแสงและน า้หนกัเซลล์แห้ง
ลดลง ตามล าดบั จากผลการศึกษาการเจริญของเซลล์ในระดบัฟลาสก์ พบว่า เซลล์Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่เลีย้ง
ในฟลาสก์มีขนาดแตกต่างกนัและเกาะกลุม่เป็นก้อนทกุช่วงระยะการเจริญ เนื่องจากการเลีย้งในฟลาสก์อาศยัการเขยา่ท าให้
เซลล์กระจายตวัไมส่ม ่าเสมอ ส าหรับการติดตามการเจริญของเซลล์ระดบัฟลาสก์ สามารถตรวจสอบด้วยการใช้คา่การดดูกลนื
แสงร่วมกับการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งเหมาะสมที่สุด เนื่องจากค่าที่ได้มีความสมัพันธ์กับการใช้กลูโคสของเซลล์และ
ระยะเวลาในการเลีย้ง นอกจากนัน้ยงัสามารถศกึษาการเจริญของเซลล์ด้วยการสงัเกตลกัษณะสณัฐานวิทยาที่เปลีย่นแปลงไป
ร่วมกับการวิเคราะห์ข้างต้นได้ แต่ไม่สามารถตรวจวดัการเจริญด้วยวิธีการนบัเซลล์ได้ เนื่องจากเซลล์มีการเกาะกลุ่มท าให้
ตวัอยา่งกระจายตวัไมส่ม ่าเสมอและยากในการนบัจ านวน 

 
 
 
 
 
 
 
  
  
 
 

 
 
 

ภาพที่ 2  การเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในอาหาร GYP ทีเ่ลีย้งในฟลาสก์เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 
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ภาพที่ 3  เซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่ก าลงัขยาย 400 เทา่ ในอาหาร GYP ทีเ่ลีย้งในฟลาสก์ที่ระยะเวลาตา่ง ๆ 
                ก. เร่ิมต้น (ลกูศรชีเ้ซลล์ขนาดใหญ่สดุของกลุม่เซลล์) ข. 16 ชัว่โมง ค. 36 ชัว่โมง ง. 42 ชัว่โมง จ. 48 ชัว่โมง  
   และ ฉ. 66 ชัว่โมง (scale bar = 10 ไมโครเมตร) 
 
การเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ทีเ่ลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 เซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่เลีย้งในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีการเจริญอย่างรวดเร็วในช่วง 16 ชั่วโมงแรก
ของการเลีย้ง โดยเซลล์มีอตัราการเจริญจ าเพาะ เท่ากับ 0.21 ต่อชั่วโมง เมื่อเลีย้งเซลล์แบบแบทช์เป็นระยะเวลา 20 ชั่วโมง 
เซลล์ใช้แหลง่คาร์บอนในการเจริญจนหมดลง (ภาพที่ 4) เพื่อให้เซลล์มีการเจริญต่อเนื่องจึงเลีย้งเซลล์ต่อในระบบเฟด-แบทช์
ด้วยการเติมอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอนต่อแหล่งไนโตรเจนสงูเพื่อเพิ่มการเจริญและความหนาแน่น เซลล์มีค่าการเจริญ
เพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่อง เมื่อเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 42 ชัว่โมง พบว่า เซลล์มีค่าการดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้จาก 16.30 เป็น 33.70 และ
น า้หนกัเซลล์แห้งเพิ่มขึน้จาก 15.10  0.17 เป็น 25.53  0.60 กรัมต่อลิตร ในขณะที่ความหนาแน่นเซลล์มีค่าสงูสดุเท่ากับ 
55.00 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในชัว่โมงที่ 40 และมีค่าลดลงเหลือ 42.50 x 107 เซลล์ต่อมิลลิลิตรในชัว่โมงที่ 42 จากนัน้เลีย้ง
เซลล์ตอ่เนื่องในระบบเฟด-แบทช์ด้วยอาหารเหลวที่ปราศจากแหลง่ไนโตรเจนเพื่อเพิ่มการสงัเคราะห์ไขมนัในเซลล์ ระหวา่งการ
เลีย้งในช่วงแรกของระยะนีเ้ซลล์ยงัมีการเจริญอยา่งตอ่เนื่องซึง่อาจเนื่องมาจากการมีแหลง่ไนโตรเจนหลงเหลอืจากการเลีย้งใน
ระยะก่อนหน้า เมื่อวิเคราะห์ค่าการดดูกลืนแสงระหว่างการเลีย้ง เซลล์มีค่าการดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้เป็น 47.00 ในชัว่โมงที่ 68 
ในขณะที่น า้หนกัเซลล์แห้งมีค่าสงูสดุในชัว่โมงที่ 64 โดยมีค่าเพิ่มขึน้เป็น 38.87   0.71 กรัมต่อลิตร และมีค่าการเจริญลดลง
ในช่วงท้ายของการเลีย้งตามล าดบั เมื่อวิเคราะห์ความหนาแน่นของเซลล์ระหว่างการเลีย้งในชัว่โมงที่ 42 - 72 พบว่า ความ
หนาแนน่ของเซลล์ไมส่มัพนัธ์กบัระยะเวลาในการเลีย้ง โดยมีความหนาแนน่เซลล์สงูสดุ เทา่กบั 48.06 x 107 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 
และมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่องในช่วงท้ายของกระบวนการเลีย้งเซลล์ จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการติดตามการเจริญใน
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ระยะเฟด-แบทช์ทีเ่ลีย้งด้วยอาหารเหลวที่ปราศจากแหลง่ไนโตรเจน ไมส่ามารถใช้การนบัเซลล์ในการติดตามการเจริญได้ และ
หลงัจากชั่วโมงที่ 64 ของการเลีย้งเมื่อเซลล์สะสมไขมนัสงูสดุเท่ากับ 28.7 กรัมต่อลิตร (49.3 เปอร์เซ็นต์ของชีวมวล) การ
ติดตามโดยการวดัคา่การดดูกลืนแสงไม่สอดคล้องกบัน า้หนกัเซลล์แห้ง สงัเกตได้จากชัว่โมงที่ 68 ค่าการดดูกลืนยงัคงเพิ่มขึน้ 
ในขณะที่ค่าน า้หนกัเซลล์แห้งลดลง ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากหลงัชัว่โมงที่  64 เซลล์ปลดปลอ่ยไขมนัสูน่ า้หมกัมากขึน้ โดยสงัเกต
ได้จากเมื่อน าน า้หมกัไปผ่านการหมนุเหวี่ยงด้วยเคร่ืองเซนตริฟิวจ์เพื่อแยกตะกอนเซลล์ น า้หมกัที่ผ่านการแยกตะกอนเซลล์มี
ลกัษณะขุน่ จึงอาจมีผลท าให้คา่การดดูกลนืแสงของชัว่โมงการเลีย้งที่ 64 เป็นต้นไปเพิ่มขึน้ 
 เมื่อพิจารณาสณัฐานวิทยาของเซลล์ระหวา่งการเลีย้งร่วมกบัการวิเคราะห์คา่การเจริญของเซลล์ หลงัถ่ายกล้าเชือ้ลง
สูถ่งัปฏิกรณ์ชีวภาพ พบเซลล์ปกติมีรูปร่างกลม ขนาดประมาณ 10 ไมโครเมตร แตล่ะเซลล์แยกออกจากกนัชดัเจนไมเ่กาะกลุม่
เช่นเดียวกบัการเลีย้งในฟลาสก์ (ภาพที่ 5ก และ 5ข) เมื่อเลีย้งเป็นเวลา 16 ชั่วโมง เซลล์มีปริมาณเพิ่มขึน้จากการแบ่งเซลล์
แบบทวีคณู (ภาพที่ 5ค) โดยเซลล์ยงัมีขนาดคงที่ประมาณ 10 ไมโครเมตร ซึ่งสอดคล้องกบัค่าการดดูกลืนแสง การนบัเซลล์ 
และน า้หนกัเซลล์แห้งที่เพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่อง เมื่อเลีย้งเซลล์ในระบบเฟด-แบทช์ด้วยอาหารเหลวที่มีแหล่งคาร์บอนต่อแหลง่
ไนโตรเจนสงูในชัว่โมงที่ 20 – 42 เซลล์ปกติมีปริมาณเพิ่มขึน้ (ภาพที่ 5ง – 5ฉ)  ไขมนัภายในเซลล์เร่ิมรวมกลุม่อดัแน่นกนัเป็น
หยดไขมนั ซึง่สอดคล้องกบัคา่การดดูกลนืแสง การนบัเซลล์ และน า้หนกัเซลล์แห้ง เมื่อการเลีย้งด าเนินเข้าสูร่ะบบเฟด-แบทช์ที่
ใช้อาหารเหลวปราศจากแหลง่ไนโตรเจนในชัว่โมงที่ 42 – 72 (ภาพที่ 5ช – 5ฌ) พบว่าเมื่อเลีย้งออแรนธิโอไคเตรียมเป็นเวลา 
64 ชัว่โมง เซลล์ปกติมีขนาดใหญ่มากกว่า 10 ไมโครเมตร ภายในเซลล์พบหยดไขมนัขนาดใหญ่ขึน้และกระจายทัว่เซลล์ จาก
การสงัเกตพบว่ามีไขมนับางสว่นถกูปลดปลอ่ยออกนอกเซลล์ ท าให้ภายในเซลล์มีช่องว่างระหว่างหยดไขมนัเพิ่มขึน้ เมื่อนบั
เซลล์พบว่าเซลล์ในระบบเฟด-แบทช์ที่เลีย้งด้วยอาหารเหลวที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจน มีจ านวนไม่คงที่และแนวโน้ม                        
ไมส่อดคล้องกบัน า้หนกัเซลล์แห้ง ทัง้นีเ้นื่องจากการเลีย้งด้วยอาหารเหลวที่ปราศจากแหลง่ไนโตรเจนเป็นการชกัน าเซลล์เข้าสู่
กระบวนการสร้างและสะสมไขมนั ท าให้เซลล์มีขนาดใหญ่ขึน้ (ภาพท่ี 5ซ) และสง่ผลตอ่เนื่องให้คา่การดดูกลนืแสงและน า้หนกั
เซลล์แห้งเพิ่มขึน้ อยา่งไรก็ตามเมื่อเลีย้งเป็นเวลา 68 ชัว่โมง น า้หนกัเซลล์แห้งมีคา่ลดลงทัง้นีเ้นื่องจากไขมนับางสว่นถกูปลอ่ย
ออกนอกเซลล์ ประกอบกับปริมาณอาหารในระบบไมเ่พียงพอต่อการเจริญ ท าให้เซลล์ต้องมีการน าสารอาหารสว่นที่สะสมไว้
มาใช้การเจริญ ขณะเดียวกันค่าการดดูกลืนแสงยงัคงเพิ่มขึน้ ซึ่งไม่สอดคล้องกับน า้หนกัเซลล์แห้ง ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจาก
ไขมนัท่ีปลอ่ยออกมานอกเซลล์ท าให้แขวนลอยอยูใ่นน า้หมกัเป็นผลให้คา่การดดูกลืนแสงที่วดัได้ยงัคงสงูขึน้ จากผลการศกึษา
การเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่เลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่า เซลล์ Aurantiochytrium 
sp. FIKU018 สามารถเจริญเติบโตได้ดีโดยเซลล์มีการกระจายในน า้หมกัอย่างสม ่าเสมอ ส าหรับการวิเคราะห์การเจริญของ
เซลล์ในช่วงการเลีย้งระบบแบทช์และระบบเฟด-แบทช์ที่มีแหลง่คาร์บอนต่อแหลง่ไนโตรเจนสงู สามารถติดตามการเจริญของ
เซลล์ได้ด้วยการใช้ค่าการดดูกลืนแสง การนบัเซลล์ และน า้หนกัเซลล์แห้ง แต่เมื่อการเลีย้งเข้าสูร่ะบบเฟด-แบทช์ที่ปราศจาก
แหลง่ไนโตรเจน พบวา่ควรใช้คา่น า้หนกัเซลล์แห้งในการติดตามการเจริญและการสะสมไขมนัสงูสดุได้ สว่นคา่การดดูกลนืแสง
สามารถติดตามการเจริญเติบของเซลล์ได้ในช่วงต้น แต่ไม่สามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงเพื่อระบุการเจริญในช่วงของการ
สะสมไขมนัได้ ฉะนัน้การติดตามการเจริญและสะสมไขมนัในระบบเฟด-แบทช์ด้วยอาหารเหลวที่ปราศจากแหล่งไนโตรเจน 
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ต้องพิจารณาข้อมลูทัง้คา่การดดูกลนืแสงและคา่น า้หนกัเซลล์แห้งในระหวา่งการปรับปรุงกระบวนการเลีย้งเชือ้ เพื่อหาช่วงเวลา
ที่เหมาะสมในการเก็บเก่ียวชีวมวลของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ตามวตัถปุระสงค์ในการน าไปใช้ประโยชน์ตอ่ไป 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ภาพที่ 4   การเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในอาหาร GYP ทีเ่ลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
                      เป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง 

 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 5  เซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่ก าลงัขยาย 400 เทา่ ในอาหาร GYP ทีเ่ลีย้งเลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถงั 
               ปฏิกรณ์ชีวภาพ ในระบบแบทช์ 0 – 20 ชัว่โมง (ก. เร่ิมต้น ข. 8 ชัว่โมง ค. 16 ชัว่โมง) ระยะเฟด-แบทช์ทีม่ีแหลง่ 
               คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนสงู 20 – 42 ชัว่โมง (ง. 20 ชัว่โมง จ. 30 ชัว่โมง และ ฉ. 40 ชัว่โมง) และระยะเฟด-แบทช์ 
               ทีป่ราศจากแหลง่ไนโตรเจน 42 – 72 ชัว่โมง (ช. 48 ชัว่โมง ซ. 64 ชัว่โมง และ ฌ. 72 ชัว่โมง) (scale bar = 10  
               ไมโครเมตร) 
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วิจารณ์ผลการวิจัย 
 จากผลการศกึษาลกัษณะสณัฐานวิทยาของเซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 พบวา่สอดคล้องกบังานวิจยัของ 
Yokoyama และ Honda (2007) ที่รายงานลกัษณะเซลล์ของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ว่ามีรูปร่างกลม ผนงัเซลล์บาง 
เซลล์ปกติมกักระจายอยู่ในอาหารในรูปของเซลล์เดี่ยว (Single cells) และไม่พบองค์ประกอบของร่างแหเอคโตพลาสมิค 
โดยทั่วไปเซลล์มีการสืบพันธุ์แบบแบ่งเซลล์แบบทวีคูณท าให้สามารถพบเซลล์ที่มีลกัษณะเป็นกลุ่มก้อนระหว่างการเลีย้ง 
(Raghukumar, 2002) เมื่อพิจารณาการเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ทีเ่ลีย้งในระดบัฟลาสก์และในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพระบบแบทช์ พบวา่เซลล์ที่เลีย้งในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมีอตัราการเจริญและมีการกระจายตวัของเซลล์ดีกวา่การเลีย้งในฟ
ลาสก์ ทัง้นีเ้นื่องจากในการเจริญช่วงแรกเซลล์ต้องการออกซิเจนปริมาณสงูเพื่อน าไปใช้ในการสงัเคราะห์สารเมทาบอไลท์ปฐม
ภูมิ (Primary metabolite) เพื่อใช้เป็นโครงสร้างของเซลล์ใหม่ เช่น กรดนิวคลีอิก เอนไซม์ และโปรตีนต่างๆ (Ratledge & 
Wynn., 2002; Chi et al., 2009) ดังนัน้ ออกซิเจนจึงส าคัญต่อการหายใจระดับเซลล์เพื่อการเจริญ ซึ่งการเลีย้งเซลล์ใน                     
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีทัง้การกวน (Agitation) และการให้อากาศ (Aeration) ส่งผลให้อัตราการถ่ายเทมวลของออกซิเจน 
(Oxygen transfer rate) เข้าสูเ่ซลล์มีประสิทธิภาพมากกวา่การเลีย้งในฟลาสก์ที่อาจเกิดปัญหาออกซิเจนจ ากดัภายใต้สภาวะ
ที่เซลล์มีความเข้มข้นสงู ในการเพาะเลีย้งในฟลาสก์เซลล์จึงมีอตัราการเจริญช้ากว่าในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ รวมทัง้การกวน                   
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพยงัช่วยให้เซลล์กระจายตวัได้ดีขึน้ ลดการเกาะกลุม่กนัของเซลล์ และสง่ผลให้ออกซิเจน สารอาหาร และ
เซลล์ในระบบผสมรวมเป็นเนื อ้ เดียวกันได้ดีขึ น้  (Homogeneous)  เ ป็นผลให้การดูดซึมอาหารเข้าสู่ เซลล์ รวมถึง                                 
การถ่ายเทความร้อนมีประสทิธิภาพมากขึน้ (Mantzouridou et al., 2002; Zhou et al., 2018) ฉะนัน้การติดตามการเจริญของ 
Aurantiochytrium sp. FIKU018 ที่เลีย้งในฟลาสก์ควรตรวจวัดจากค่าการดูดกลืนแสงและค่าน า้หนักเซลล์แห้ง ส่วนการ
ติดตามการเจริญของเซลล์ที่เลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพช่วง 0 – 20 ชั่วโมง สามารถใช้วิธีการวัดค่าการ                 
ดูดกลืนแสง การนบัเซลล์ และการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งได้ เมื่อพิจารณาการเจริญของเซลล์ในช่วง 20 - 42 ชั่วโมงของ             
การเลีย้ง ซึ่งเป็นช่วงเฟด-แบทช์ที่มีการเติมอาหารที่มีสดัสว่นแหลง่คาร์บอนต่อแหลง่ไนโตรเจนสงู เมื่อพิจารณาสณัฐานวิทยา
ของเซลล์จะท าให้ทราบระยะการเจริญของเซลล์และทราบว่าเซลล์เร่ิมสะสมไขมัน โดยทัว่ไปการเลีย้งจุลินทรีย์ผลิตไขมัน 
(Single cell oils) ในสภาวะที่แหลง่อาหารมีอตัราสว่นความเข้มข้นของแหลง่คาร์บอนต่อไนโตรเจนสงูจะท าให้เพิ่มอตัราการ
เจริญพร้อมกบัอตัราการสร้างไขมนัของเซลล์ (Ratledge, 2004) ซึง่ในช่วงนีส้ามารถใช้การวดัคา่การดดูกลนืแสง การนบัเซลล์ 
และการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งในการติดตามการเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ได้ และเมื่อเข้าสูช่่วง 42 - 72 
ชัว่โมง ซึง่เป็นช่วงเฟด-แบทช์ที่มีการเติมอาหารที่ปราศจากแหลง่ไนโตรเจน สง่ผลตอ่การเจริญและการเปลีย่นแปลงรูปร่างของ
เซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 จากการศกึษา Yokochi et al. (1998), Burja et al. (2006) และ Furlan et al. (2017) 
พบวา่การเลีย้งเซลล์ในกลุม่ ทรอสโทไคตริดส์ในอาหารที่ความเข้มข้นของคาร์บอนมีมากเกินพอและความเข้มข้นของไนโตรเจน
ไมจ่ ากดั นอกจากจะท าให้เซลล์ผลติชีวมวลได้มากขึน้แล้วยงัชกัน าให้สงัเคราะห์ไขมนัได้ในปริมาณที่มากขึน้ด้วย โดยแสดงให้
เห็นในผลจากการเลีย้ง Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในช่วง 20 - 42 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบทช์ ซึง่เป็นช่วง
ที่มีการเติมอาหารเหลวที่มีสดัสว่นแหลง่คาร์บอนตอ่แหลง่ไนโตรเจนสงู อยา่งไรก็ตามเมื่อเข้าสูร่ะยะเฟด-แบทช์ในช่วง 42 – 72 
ชั่วโมง ที่มีการเติมอาหารเหลวที่ปราศจากแหล่งไนไตรเจน พบว่าการเจริญของเซลล์ลดลงโดยยังคงมีการสะสมไขมัน                   
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อย่างต่อเนื่อง ซึ่งมีความสอดคล้องกบังานวิจยัข้างต้น กลา่วคือ เมื่อชกัน าให้เซลล์เข้าสูส่ภาวะที่เหมาะสมต่อการสงัเคราะห์
ไขมนั ท าให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตพร้อมกับสะสมไขมนั โดยติดตามได้จากสณัฐานวิทยาของเซลล์ใต้กล้องจุลทรรศน์ 
นอกจากนัน้ในการติดตามการเจริญของเซลล์พบวา่สามารถใช้วิธีการวดัคา่การดดูกลนืแสงเพื่อตดิตามในเบือ้งต้นได้ แตเ่มื่อถงึ
ระยะหนึ่งเซลล์มีการสะสมไขมนัภายในเซลล์ และมีไขมนับางสว่นที่ถกูปลดปลอ่ยจากเซลล์สูน่ า้หมกั สง่ผลให้ค่าการดูดกลนื
แสงมีความแปรปรวนในช่วงท้ายของการเลีย้ง สว่นการติดตามการเจริญด้วยการนบัเซลล์นัน้ไมเ่หมาะสม เนื่องจากพบทัง้เซลล์
มีที่มีการเพิ่มขนาดและมีการสะสมไขมันและเกาะกลุ่ม ท าให้ค่าที่ได้จากการนบัเซลล์ไม่สามารถใช้บอกสภาวะการเจริญ 
ฉะนัน้ในการติดตามการเจริญของเซลล์ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพที่เลีย้งแบบเฟด-แบทช์ในช่วง 
42 - 72 ชัว่โมง ที่เติมอาหารเหลวที่ปราศจากแหลง่ไนไตรเจนควรตรวจวดัจากน า้หนกัเซลล์แห้งร่วมกบัการศกึษาสณัฐานวทิยา
ใต้กล้องจลุทรรศน์จึงจะเหมาะสมที่สดุ 
 
สรุปผลการวิจัย 
 การติดตามการเจริญของ Aurantiochytrium sp. FIKU018 ด้วยการวดัคา่การดดูกลนืแสงและวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์
แห้งร่วมกับการศึกษาสณัฐานวิทยาสามารถน ามาใช้ส าหรับติดตามผลในการเลีย้งเซลล์ระดบัฟลาสก์ได้ นอกจากจะท าให้
ทราบรูปแบบการเจริญของเซลล์แล้ว ยงัสามารถประยกุต์ใช้คา่การดดูกลนืแสงในการตรวจวดัปริมาณเซลล์ที่ใช้เป็นกล้าเชือ้ใน
การขยายขนาดการเลีย้งไปยงัระดบัถังปฏิกรณ์ชีวภาพได้ เมื่อเลีย้ง Aurantiochytrium sp. FIKU018 ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
พบว่าการติดตามการเจริญของเซลล์ที่เลีย้งในระบบแบทช์และระบบระบบเฟด-แบทช์ที่มีสดัส่วนแหล่งคาร์บอนต่อแหล่ง
ไนโตรเจนสงู สามารถตรวจวดัได้จากค่าการดูดกลืนแสง การนบัเซลล์ และการวิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งร่วมกบัการศึกษา
สณัฐานวิทยา และเมื่อการเลีย้งเข้าสู่ระบบเฟด-แบทช์ที่อาหารปราศจากแหล่งไนไตรเจน ควรติดตามการเจริญด้วยการ
วิเคราะห์น า้หนกัเซลล์แห้งร่วมกบัการศึกษาลกัษณะสณัฐานวิทยาเซลล์เป็นหลกั เนื่องจากเซลล์ถกูชกัน าให้เข้าสูส่ภาวะการ
สะสมไขมัน การตรวจสอบสณัฐานวิทยาร่วมด้วยจะช่วยให้ทราบระยะเวลาในการเก็บเก่ียวชีวมวลให้เหมาะสมกับความ
ต้องการของวตัถปุระสงค์ในการน าชีวมวลนัน้ไปใช้ประโยชน์ทางเทคโนโลยีชีวภาพตอ่ไป  
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