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บทความวิจัย
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ส�ำหรับการผลิตเดกซ์แทรนจากแบคทเีรียแลคตกิ 
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บทคัดย่อ

	 เดกซ์แทรน (dextran) เป็นเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide; EPS) จาก

แบคทีเรียแลคติก Leuconostoc mesenteriodes ท่ีมีการน�ำมาใช้ในอุตสาหกรรมอาหารและ 

การแพทย์อย่างแพร่หลาย ซึ่งสามารถผลิตโดยกระบวนการหมัก ทั้งนี้ นอกจากรูปแบบของ

กระบวนการหมกัทีม่อีทิธพิลต่อผลได้และความเข้มข้นของเดกซ์แทรนแล้ว ยงัต้องค�ำนงึถงึปัจจยัอืน่

ที่ส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียและส่งเสริมการผลิตเดกซ์แทรนด้วย ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมี

วัตถุประสงค์เพื่อศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต และระยะเวลาที่

เหมาะสมในการเติมซูโครสระหว่างกระบวนการหมักเพื่อให้ได้ผลผลิตเดกซ์แทรนสูงสุด โดยเลือก
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ศึกษาอาหาร 3 ชนิด คือ อาหารเอ็มอาร์เอส อาหารสังเคราะห์กลูโคส และอาหารสังเคราะห์ซูโครส 

พบว่าอาหารสงัเคราะห์ซโูครสเป็นอาหารทีส่่งเสรมิการเจริญเตบิโตได้ดท่ีีสุดถงึแม้ว่าจะต้องการระยะ

ปรับตัวประมาณ 1.5 ชั่วโมง ก็ตาม โดยให้ค่าเซลล์ท่ีมีชีวิตสูงถึง (6.03 ± 0.39) x 1010 โคโลนี 

ต่อมิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าการใช้อาหารสังเคราะห์กลูโคสและอาหารเอ็มอาร์เอสประมาณ 1.3 และ  

1.4 เท่า ตามล�ำดับ ส�ำหรับการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมซูโครสต่อการผลิตเดกซ์แทรน 

พบว่า การเติมซูโครสที่เวลา 2 ชั่วโมง เป็นเวลาที่เหมาะสมท่ีสุดซึ่งให้ค่าความเข้มข้นของเดกซ์แทรน 

และอัตราการสร้างผลิตภัณฑ์เชิงปริมาตรสูงที่สุดเท่ากับ 29.63 ± 0.42 กรัมต่อลิตร และ 2.69  

± 0.08 กรัมต่อลิตร.ชั่วโมง ตามล�ำดับ ซึ่งมีค่าสูงกว่าการเติมน�้ำตาลซูโครสท่ีระยะเวลา 0 4 6 และ 

8 ชั่วโมง ของการเพาะเลี้ยง ประมาณ 1.2 1.7 2.4 และ 3.0 เท่า ตามล�ำดับ จากผลการทดลองน้ี 

สามารถน�ำไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาการผลิตเดกซ์แทรนในระดับถังปฏิกรณ์ชีวภาพต่อไป

ค�ำส�ำคัญ: เดกซ์แทรน แบคทีเรียกรดแลคติก อาหารเล้ียงเชื้อ ระยะเวลาการเติมซูโครส

ABSTRACT

	 Dextran is an exopolysaccharide (EPS) from lactic acid bacteria (LAB) 

Leuconostoc mesenteriodes. It is mostly produced by fermentation process and has been 

widely applied in the food and medical industries. In addition to the development of 

production process that has influenced on yield and dextran content, other factors affecting 

to enhance microbial cultivation must be considered to achieve high dextran productivity. 

The objectives of this research were therefore to study the type of culture media (De Man 

Rogosa and Sharpe; MRS, glucose synthetic medium and sucrose synthetic medium) on 

cell growth and sucrose addition time during fermentation to obtain the highest yield. 

According to the parameters related to growth, the results showed that the suitable medium 

for growth was sucrose synthesis medium with lag time for 1.5 h. It provided viable cell 

concentration of (6.03 ± 0.39) x 1010 cfu/mL which higher than glucose synthetic medium 

and MRS around 1.3 and 1.4 times, respectively. The influence of sucrose addition time 

on dextran production revealed that sucrose added at 2 h of fermentation was optimum 

with dextran content and volumetric productivity of 29.63 ± 0.42 g/L and 2.69 ± 0.08 g/L∙h, 

respectively. These results were higher than when sucrose was added at 0, 4, 6, and 8 

about 1.2, 1.7, 2.4, and 3.0 times, respectively. Regarding the results, further study should 

be developed on dextran production in bioreactor scale.
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บทน�ำ

	 ในปัจจุบันมีความต้องการใช้พอลิเมอร์ชีวภาพหรือพอลิเมอร์จากธรรมชาติเพิ่มสูงขึ้น 

อย่างต่อเนื่องในอุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมยา และอุตสาหกรรมสิ่งทอ 

เป็นต้น (Kotharia et al, 2014 ; Naessens et al., 2005) โดยหน่ึงในพอลิเมอร์ชีวภาพท่ีได้รับ 

ความสนใจในการน�ำมาใช้ประโยชน์และสามารถผลิตได้จากกระบวนการหมักโดยเชื้อจุลินทรีย์ คือ 

เดกซ์แทรน (dextran) ซึ่งเป็นเอ็กโซพอลิแซ็กคาไรด์ (exopolysaccharide; EPS) ท่ีได้รับการรับรอง

ว่ามีความปลอดภัยต่อการใช้ในอาหารและยา (Kotharia et al., 2014) ทั้งนี้ เดกซ์แทรนเกิดจากการ

เชื่อมต่อกันของหน่วยย่อย คือ กลูโคส (D-glucose) ท่ีมีลักษณะโครงสร้างเป็นโฮโมพอลิแซ็กคาไรด์ 

(homopolysaccharide) โดยสายโซ่หลักมีการเชื่อมต่อกันด้วยพันธะ α-(1, 6)-glycosidic และ 

โซ่ก่ิงเกดิจากการเชือ่มกนัด้วยพนัธะ α-(1,2)-, α-(1, 3)-, หรอื α-(1, 4)-glycosidic (Cote & Robyt, 
1982) อย่างไรก็ตาม ความแตกต่างด้านลักษณะและสมบัติของเดกซ์แทรนที่ได้ขึ้นอยู่กับชนิด 

ของจุลินทรีย์ท่ีน�ำมาใช้ในการผลิต (Brown & lnkerman, 1992) จากการรายงานของ Katina et al. 

(2009) พบว่าแบคทีเรียแลคติก อาทิเช่น Leuconostoc Lactobacillus Streptococcus และ 

Weisella มีความสามารถในการผลิตเดกซ์แทรนโดยใช้ซูโครสเป็นสารตั้งต้นในการผลิตเดกซ์แทรน

ผ่านการท�ำงานของเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครส (dextransucrase) ท่ีแบคทีเรียเหล่าน้ีผลิตขึ้น  

ซึ่งเอนไซม์ชนิดนี้มีคุณสมบัติในการย้ายหมู่กลูโคสจากซูโครสเพื่อสังเคราะห์เดกซ์แทรนและ 

มีการปลดปล่อยฟรุกโตส (Monsan et al., 2001; Prechtl et al., 2018 ; Sarwat et al., 2008)  

โดยเดกซ์แทรนทีผ่ลติได้มลีกัษณะทีเ่หนยีวและหนืด ไม่ละลายในแอลกอฮอล์แต่สามารถละลายน�ำ้

ได้ดี ส�ำหรับเดกซ์แทรนที่ผลิตในระดับอุตสาหกรรมส่วนใหญ่ใช้กระบวนการหมักแบบเฟด-แบทช์ 

(fed-batch fermentation) โดยแบคทีเรียแลคติก Leuconostoc mesenteroide ซึ่งเป็นรูปแบบ 

การหมักที่สามารถเพ่ิมความหนาแน่นของเซลล์ให้สูงขึ้น (high cell density) ส่งผลให้ได้ผลิตภัณฑ์

ในปริมาณที่มากกว่าการใช้กระบวนการหมักแบบแบทช์ (batch fermentation) (Chauvatcharin, 

1999; Baruah et al, 2018 ; Nuwan et al, 2016) นอกจากนี้ ยังต้องค�ำนึงถึงปัจจัยที่ส่งเสริม 

การเจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติก L. mesenteroide และปัจจัยที่ส่งเสริมการสร้างและการ 

เร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสด้วย ดังน้ัน งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาชนิด 

ของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโต และระยะเวลาในการเติมซูโครสระหว่าง

กระบวนการหมักที่เหมาะสมต่อการผลิตเดกซ์แทรนจากเชื้อแบคทีเรียแลคติก L. mesenteriode 

TISTR053
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วิธีการ

	 1.	 สายพันธุ์จุลินทรีย์

	 	 สายพันธุ ์จุลินทรีย ์ที่ใช ้ในงานวิจัยนี้  คือ แบคทีเรียแลคติก Leuconostoc 

mesenteriodes TISTR053 จากศูนย์ความหลากหลายทางชีวภาพ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร ์

และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย โดยระหว่างการวิจัยเก็บรักษาสายพันธุ์จุลินทรีย์ในสารละลาย 

กลีเซอรอลความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นวิธีท่ีปรับปรุงจาก 

Rueangyotchanthana (2013) & Sriphan (2014) 

	 2.	 อาหารเล้ียงเชื้อ

	 	 อาหารเอ็มอาร์เอส (De Man Rogosa และ Sharpe; MRS) ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย

กลูโคส 20 กรัม มีทเปปโตน (meat peptone) 10 กรัม เน้ือสกัด (beef extract) 10 กรัม ยีสต์สกัด 

(yeast extract) 5 กรัม โซเดียมอะซิเตรต (CH
3
COONa) 5 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(Na
2
HPO

4
) 2 กรัม แอมโมเนียมซิเตรต (C

6
H
17
N
3
O

7
) 2 กรัม ทวีน-80 (Tween-80) 1 กรัม  

แมกเนเซียมซัลเฟต (MgSO
4
) 0.1 กรัม และแมงกานีสซัลเฟต (MnSO

4
) 0.05 กรัม 

	 	 อาหารสังเคราะห์กลูโคส ใน 1 ลิตร ประกอบด้วย กลูโคส 20 กรัม มีทเปปโตน 5 กรัม 

ยีสต์สกดั 5 กรมั ไดโพแทสเซยีมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K
2
HPO

4
) 15 กรมั แมงกานีสซลัเฟตโมโนไฮเดรต 

(MnSO
4
·H

2
O) 0.01 กรัม โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 0.01 กรัม และแคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต 

(CaCl
2
·2H

2
O) 0.05 กรัม (Sarwat et al., 2008)

	 	 อาหารสังเคราะห์ซูโครส มีองค์ประกอบเช่นเดียวกับอาหารสังเคราะห์กลูโคส โดยใช้

ซูโครสเป็นองค์ประกอบในสูตรอาหารทดแทนกลูโคส (Sarwat et al., 2008) 

	 	 อาหารทั้งสามชนิดปรับปริมาตรเป็น 1 ลิตร ด้วยน�้ำกลั่น และปรับพีเอชเริ่มต้นเท่ากับ 

7.0 ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ (NaOH) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ และ/หรือ กรดฟอสฟอริก 

(H
3
PO

4
) ความเข้มข้น 1 โมลาร์ กรณีที่เป็นอาหารแข็งเติมผงวุ้น ความเข้มข้น 15 กรัมต่อลิตร และ

แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO
3
) 5 กรัมต่อลิตร เพื่อใช้ในการสร้างกรดของแบคทีเรีย 

	 3.	 การเตรียมกล้าเชื้อ

		  ถ่ายสารแขวนลอยเซลล์ที่เก็บรักษาในสารละลายกลีเซอรอลความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ถ่ายลงในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร  

ที่มีอาหารเอ็มอาร์เอสปริมาตร 100 มิลลิลิตร ปิดปากฟลาสก์ทับจุกส�ำลีด้วยพลาสติกห่ออาหาร 

(plastic wrap) บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาท ี 

เป็นเวลา 10 ชั่วโมง 

	 4.	 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียแลคติก L. mesenteriodes TISTR053 

	 	 การศกึษาชนดิของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเตบิโต ท�ำโดยเปรียบเทียบ
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การเจริญเติบโตของเชื้อ L. mesenteriodes TISTR053 ในอาหารเอ็มอาร์เอส อาหารสังเคราะห์

กลูโคส และอาหารสังเคราะห์ซูโครสในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหารแต่ละชนิดปริมาตร 

100 มิลลิลิตร โดยก�ำหนดค่าความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 0.1 (OD
600 
~ 0.1) ปิดปากฟลาสก์ 

ทับจุกส�ำลีด้วยพลาสติกห่ออาหาร บ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส บนเคร่ืองเขย่าท่ีความเร็ว  

150 รอบต่อนาท ีเป็นเวลา 16 - 20 ชัว่โมง โดยท�ำการทดลอง 3 ซ�ำ้ และอาหารเอม็อาร์เอสเป็นอาหาร

มาตรฐานที่ใช้เป็นอาหารอ้างอิงส�ำหรับเปรียบเทียบกับอาหารสังเคราะห์อีกสองชนิด 

	 5.	 การศกึษาระยะเวลาทีเ่หมาะสมในการเตมิซโูครสต่อการผลติเดกซ์แทรนด้วย

กระบวนการหมักแบบเฟด-แบทซ์

	 	 งานวิจัยในส่วนนี้ต้องการศึกษาอิทธิพลของช่วงระยะเวลาในการเติมซูโครสต่อ 

การผลิตเดกซ์แทรน ซึ่งเริ่มจากการเพาะเล้ียงแบคทีเรียแลคติก L. mesenteriodes TISTR053  

ในอาหารเอ็มอาร์เอสปริมาตร 100 มิลลิลิตร โดยก�ำหนดค่าความขุ่นของเซลล์เริ่มต้นเท่ากับ 1  

(OD
600 
~ 1) ปิดปาก ฟลาสก์ทับจุกส�ำลีด้วยพลาสติกห่ออาหาร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส  

บนเครื่องเขย่าที่ความเร็ว 150 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 ชั่วโมง จากนั้นถ่ายน�้ำหมักความเข้มข้น  

10 เปอร์เซ็นต์โดยปริมาตร ลงในอาหารสังเคราะห์ซูโครสปริมาตร 100 มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงภายใต้สภาวะ

เดียวกันกับที่กล่าวมาข้างต้น และท�ำการเติมซูโครสให้มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้นอีก 150 กรัมต่อลิตร 

โดยแปรผนัระยะเวลาในการเตมิซโูครสทีเ่วลา 0 2 4 6 และ 8 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียง ท�ำการทดลอง

ทั้งหมด 3 ซ�้ำ และใช้ระยะเวลาการเติมซูโครสท่ี 0 ชั่วโมงของการเพาะเล้ียง เป็นชุดทดลองควบคุม

	 6.	 วิธีวิเคราะห์

		  6.1 การวิเคราะห์น�้ำหนักเซลล์แห้ง (dry cell weight) และจ�ำนวนเซลล์มีชีวิต 

(viable cell)

	 	 	 ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งหาโดยการชั่งน�้ำหนักเซลล์แห้งท่ีได้จากการน�ำตัวอย่าง 

น�้ำหมัก 10 มิลลิลิตร มาหมุนเหวี่ยงแยกตะกอนเซลล์ จากนั้นล้างตะกอนเซลล์ด้วยสารละลาย 

โซเดียมคลอไรด์ความเข้มข้น 0.9 เปอร์เซ็นต์ และน�้ำกล่ัน ตามล�ำดับ น�ำเซลล์ไปอบท่ีอุณหภูมิ  

80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง และปล่อยให้เย็นในตู้ดูดความชื้นก่อนน�ำมาชั่งน�้ำหนัก 

ที่แน่นอน ค�ำนวณหาน�้ำหนักเซลล์แห้งในหน่วยกรัมต่อลิตรด้วยสูตรค�ำนวณดังต่อไปน้ี

	 น�้ำหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อมิลลิลิตร) 

	 	 	 น�้ำหนักเซลล์แห้งจากน�้ำหมัก 10 มิลลิลิตร (กรัม)    x 1,000 (มิลลิลิตรต่อลิตร)
		  =		
	 	 	                           10 (มิลลิลิตร)
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	 ส�ำหรับการวิเคราะห์จ�ำนวนเซลล์มีชีวิตได้ใช้เทคนิค colony plate count (Keereewan, 

2015) โดยการน�ำน�้ำหมักมาผ่านการเจือจางในสัดส่วนท่ีเหมาะสม จากน้ันหยดลงบนอาหารแข็ง 

เอ็มอาร์เอสแล้วน�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจ�ำนวนโคโลนี 

และค�ำนวณหาจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตในหน่วยโคโลนีต่อมิลลิลิตรด้วยสูตรค�ำนวณดังต่อไปน้ี

	 เซลล์ท่ีมีชีวิต (โคโลนีต่อมิลลิลิตร) 

	 	 	                     จ�ำนวนโคโลนีที่ขึ้น (โคโลนี)
	 	 =	 	 x อัตราเจือจาง
	 	 	 ปริมาตรตัวอย่างที่น�ำมาเลี้ยงบนอาหารแข็ง (มิลลิลิตร)

		  6.2	 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของน�้ำตาลทั้งหมด (total sugar)

	 	 	 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของน�้ำตาลในงานวิจัยนี้ใช้วิธีที่ดัดแปลงมาจากวิธ ี

ของ Sarwat et al. (2008) โดยเติมเอทานอลบริสุทธิ์ลงในน�้ำหมักส่วนใสในอัตราส่วน 1:1 น�ำไปแช่

ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากน้ันหมุนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที และน�ำส่วนใสผสมกับกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 0.1 โมลาร ์ 

ด้วยอัตราส่วน 1:1 น�ำไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที แล้วจึงเติมสารละลาย

โซเดียมไฮดรอกไซด์ 50 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร จากน้ันเจือจางสารละลายข้างต้น 

ด้วยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ในสัดส่วนที่เหมาะสม แล้วน�ำตัวอย่าง

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลายดีเอ็นเอส (3,5 Dinitrosalicylic acid; DNS) ปริมาตร  

0.5 มิลลิลิตร น�ำไปต้มที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมน�้ำกลั่น ปริมาตร  

10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน ท�ำการวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร และ

ค�ำนวณความเข้มข้นของน�้ำตาล โดยใช้กลูโคสเป็นสารมาตรฐาน ซึ่งสามารถแสดงสมการในการ

ค�ำนวณดังต่อไปน้ี 

	 	 	 y = 0.3301x + 0.0035

	 	 	 โดย y คือ ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายตัวอย่างที่ความยาวคลื่น  

540 นาโนเมตร และ x คือ ความเข้มข้นของน�้ำตาล ซึ่งกราฟมาตรฐานค่าความยาวคลืjนกับ 

น�้ำตาลกลูโคสนี้ค่า R2 = 0.9986

		  6.3	 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเดกซ์แทรน 

	 	 	 การวิเคราะห์ความเข้มข้นของเดกซ์แทรนที่ผลิตได้จากกระบวนการหมักท�ำโดย

ผสมเอทานอลบริสุทธิ์กับน�้ำหมักในอัตราส่วน 1:1 น�ำไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

24 ชั่วโมง แล้วท�ำการหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากน้ัน 
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ล้างตะกอนเดกซ์แทรนที่ได้ด้วยเอทานอลบริสุทธิ์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ�ำนวน 2 ครั้ง น�ำไปอบ 

ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง (Abdul et al., 2016 ; Sarwat et al., 2008)  

น�ำมาชั่งน�้ำหนักและค�ำนวณความเข้มข้นของเดกซ์แทรนในหน่วยกรัมต่อลิตรด้วยสูตรค�ำนวณ 

ดังต่อไปนี้

เดกซ์แทรน (กรัมต่อลิตร) = น�้ำหนักตะกอนแห้งทั้งหมด (กรัมต่อลิตร) - น�้ำหนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) 

ผลการทดลอง

	 1.	 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของ

แบคทีเรียแลคติก L. mesenteriodes TISTR053 

	 	 การศึกษาชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย 

แลคติก L. mesenteriodes TISTR053 ท�ำโดยใช้อาหารเหลว 3 ชนิด ได้แก่ อาหารเอ็มอาร์เอส 

อาหารสังเคราะห์กลูโคส และอาหารสังเคราะห์ซูโครส ผลการทดลองพบว่าเชื้อสามารถเจริญเติบโต

ได้ทันทีโดยไม่มีระยะปรับตัว (lag phase) เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารที่ใช้กลูโคสเป็นแหล่งคาร์บอน 

คือ อาหารเอ็มอาร์เอส และอาหารสังเคราะห์กลูโคส ในขณะท่ีการเพาะเล้ียงในอาหารสังเคราะห์

ซูโครสเชื้อมีระยะปรับตัวประมาณ 1.48 ± 0.33 ชั่วโมง ท้ังน้ี การใช้ซูโครสของแบคทีเรียแลคติก  

L. mesenteriodes TISTR053 ต้องอาศัยเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสในการสลายซูโครสเป็นกลูโคส

และฟรุกโตส ประกอบกับเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสเป็นเอนไซม์ท่ีจะสร้างเมื่อมีซูโครสเป็นตัว 

เหนี่ยวน�ำ ดังนั้น เชื้อจึงต้องใช้เวลาในการสร้างและผลิตเอนไซม์ดังกล่าวก่อนส่งออกมายังบริเวณ

ผนังเซลล์ (Chuchan, 2014 ; Prechtl et al., 2018) 

	 	 เมื่อท�ำการวิเคราะห์ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ท่ีเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต พบว่า 

เชื้อสามารถเจริญเติบโตได้ดีที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงอาหารสังเคราะห์ซูโครส โดยมีค่าอัตราการเติบโต

จ�ำเพาะเท่ากับ 0.43 ± 0.00 ต่อชั่วโมง น�้ำหนักเซลล์แห้งสูงสุดมีค่าเท่ากับ 1.88 ± 0.10 กรัมต่อลิตร 

และความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตสูงสุดมีค่าเท่ากับ (6.03 ± 0.39) x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร รองลงมา 

คือ อาหารสังเคราะห์กลูโคส และให้การเจริญเติบโตน้อยที่สุดเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเอ็มอาร์เอส 

(ตารางที่ 1) ซึ่งผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับค่าผลได้ของเซลล์จากสับสเทรตและอัตราการ

ใช้สับสเทรตเชิงปริมาตรที่มีค่ามากที่สุดเมื่อท�ำการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก L. mesenteriodes 

TISTR053 ในอาหารสังเคราะห์ซูโครส นอกจากน้ี พีเอชของน�้ำหมักจากการเพาะเล้ียงในอาหาร 

ทั้ง 3 ชนิด มีค่าลดลงอย่างรวดเร็วจาก พีเอช 7.0 ลดลงอยู่ในช่วง 4.80-4.50 หลังจากการเพาะเล้ียง

เป็นเวลา 8 ชั่วโมง จากนั้น การลดลงของค่า พีเอชมีอัตราท่ีช้าลง (รูปท่ี 1) สอดคล้องกับการรายงาน

ของ (Han et al., 2014) ที่กล่าวว่า ในระหว่างที่เชื้อเจริญเติบโตโดยเพิ่มจ�ำนวนจาก 7.5log
10

  

เป็น 9.3log
10
 พีเอชของน�้ำหมักมีค่าลดลงจาก 5.72 เป็น 3.88 เน่ืองจากการสะสมของกรดอินทรีย์
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ที่เกิดจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลล์ ซ่ึงการลดลงของพีเอชจะส่งผลให้เชื้อมีอัตราการ 

เจริญเติบโตที่ช้าลง ทั้งนี้ ค่าพีเอชเป็นหนึ่งในปัจจัยท่ีมีความส�ำคัญต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์

และมีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ (Nopphakao, 2010 ; Chaikulsareewath, 2008)

รูปที่ 1 รูปแบบการเจริญเติบโต การใช้น�้ำตาล และการเปล่ียนแปลงค่าพีเอช 

ระหว่างการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก L. mesenteroides TISTR053 ในอาหาร (A) 

อาหารเอ็มอาร์เอส (B) อาหารสังเคราะห์กลูโคส และ (C) อาหารสังเคราะห์ซูโครส 

โดยมีค่าที่แสดง คือ ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง (วงกลมโปร่ง) ค่าพีเอช (สามเหลี่ยมทึบ) 

ค่าความเข้มข้นเซลล์มีชีวิต (สามเหลี่ยมโปร่ง) 

และค่าความเข้มข้นของน�้ำตาลท้ังหมด (ส่ีเหล่ียมทึบ)
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		  จากผลการทดลองแสดงให้เหน็ว่า อาหารสงัเคราะห์ซโูครสเป็นอาหารทีเ่หมาะในการ 

ใช้ส�ำหรับการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติด L. mesenteroides TISTR053 ซึ่งนอกจากจะสามารถให้

ผลผลิตของเซลล์ทีเ่สมอืนกบัเป็นโรงงานในการสร้างผลติภณัฑ์ (cell factory) ให้ได้ปรมิาณทีส่งูแล้ว

ยงัเป็นอาหารท่ีมรีาคาถกูเมือ่เทยีบกบัอาหารเอม็อาร์เอส จงึสามารถช่วยลดต้นทุนในส่วนของอาหาร

เลี้ยงเชื้อได้เป็นอย่างดี ดังนั้น ผู้วิจัยจึงเลือกใช้อาหารสังเคราะห์ซูโครสส�ำหรับการศึกษาในขั้นตอน

ต่อไป

ตารางที่ 1	 ข้อมูลและค่าพารามิเตอร์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติด L. mesenteroides  

	 TISTR053 ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดต่าง ๆ* 

ค่าพารามิเตอร์

น�้ำหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต  

(x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร)

อัตราการเติบโตจ�ำเพาะ 

(ต่อชั่วโมง)

ผลได้ของเซลล์จากสับสเทรต 

(กรัม
เซลล์
ต่อกรัม

สับสเทรต
)

อัตราการใช้สับสเทรตเชิงปริมาตร

(กรัมต่อลิตร•ชั่วโมง)

ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง

(ชั่วโมง)

1.03 ± 0.08c

4.28 ± 0.51b

0.37 ± 0.01c

0.05 ± 0.01b

0.54 ± 0.03c

18

1.40 ± 0.09b

4.73 ± 0.26b

0.41 ± 0.00b

0.08 ± 0.00a

0.80 ± 0.14b

18

1.88 ± 0.10a

6.03 ± 0.39a

0.43 ± 0.00a

0.08 ± 0.00a

1.10 ± 0.05a

12

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ**

อาหาร
เอ็มอาร์เอส

อาหารสังเคราะห์
กลูโคส

อาหารสังเคราะห์
ซูโครส

หมายเหตุ :	 *	 ค่าในตาราง คือ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน ยกเว้นระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง
	 **	 ตัวอักษรยกก�ำลัง a, b และ c ที่แตกต่างแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญที่ช่วงความ 
	 	 เชื่อมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ (p ≥ .05) ของ ค่าท่ีได้เมื่อเพาะเล้ียงในอาหารเอ็มอาร์เอส อาหาร 
	 	 สังเคราะห์กลูโคส และอาหารสังเคราะห์ซูโครส 
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	 2.	 การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมซูโครสต่อการผลิตเดกซ์แทรน 

ด้วยกระบวนการหมักแบบเฟด-แบทซ์

	 	 ส�ำหรับการศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเติมซูโครสต่อการผลิตเดกซ์แทรน 

ของแบคทเีรยีแลคตดิ L. mesenteroides TISTR053 ได้ท�ำการศกึษาโดยใช้อาหารสังเคราะห์ซโูครส 

โดยแปรผันระยะเวลาในการเติมซูโครสที่ 0 2 4 6 และ 8 ชั่วโมงของการเพาะเล้ียง ผลการทดลอง

พบว่า ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งและความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตสูงสุดท่ีได้จากแต่ละช่วงเวลาของ 

การเติมซูโครสให้ค่าใกล้เคียงกันอยู่ในช่วง 2.30 – 2.60 กรัมต่อลิตร และ (12.43 – 16.67) x 1010 

โคโลนีต่อมิลลิลิตร ตามล�ำดับ (รูปที่ 2) อย่างไรก็ตาม อัตราการเจริญเติบโตจ�ำเพาะของการ 

เติมซูโครสที่ระยะเวลา 0 2 4 6 และ 8 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยง มีค่าอยู่ในช่วง 0.36 – 0.39 ต่อ

ชั่วโมง (ตารางที่ 1) ทั้งนี้ ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้งและความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตมีค่าใกล้เคียงกัน 

ในทุกระยะเวลาของการเติมซูโครสอาจเนื่องมาจากพีเอชของน�้ำหมักมีค่าที่ลดลงอย่างต่อเนื่องและ

มีค่าค่อนข้างคงที่ในช่วง 4.10 – 4.28 หลังจากการเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 6 - 10 ชั่วโมง ซึ่งพีเอช 

ดังกล่าวเป็นค่าพีเอชที่ไม่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ (Vettori et al., 2012)

	 	 อย่างไรก็ตาม แม้ว่าน�้ำหนักเซลล์แห้งและความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิตจะมีค่า 

ใกล้เคียงกัน แต่ระยะเวลาในการเติมซูโครสส่งผลโดยตรงต่อการผลิตเดกซ์แทรนของแบคทีเรีย 

แลคติก L. mesenteroides TISTR053 กล่าวคือ เมื่อมีการเติมซูโครสเข้าสู่ระบบในระยะที่เซลล ์

มีการเจริญเติบโตแบบทวีคูณ (exponential growth phase) และพีเอชของน�้ำหมักมีค่าอยู่ในช่วง 

ที่เหมาะสมต่อการท�ำงานของเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครส (พีเอช 5.0-6.3) เซลล์สามารถผลิตเดกซ์แทรน

ได้มากที่สุด และเมื่อพีเอชมีค่าต�่ำลง (พีเอช ~ 4) ประสิทธิภาพของเซลล์ในการผลิตเดกซ์แทรนมีค่า

ลดลง ดังนั้น การเติมซูโครสที่เวลา 2 ชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงจึงให้ความเข้มข้นของเดกซ์แทรนและ

อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์เชิงปริมาตรสูงที่สุด โดยมีค่าเท่ากับ 29.63 ± 0.42 กรัมต่อลิตร และ 2.69 

± 0.08 กรัมต่อลิตร•ชั่วโมง ตามล�ำดับ ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญในช่วงความเชื่อมั่น 

95 เปอร์เซ็นต์ เมื่อเปรียบเทียบกับการเติมซูโครสที่ระยะเวลาอื่น ๆ (ตารางที่ 2) รองลงมาคือ  

การเติมซูโครสที่เวลา 0 4 6 และ 8 ชั่วโมง ตามล�ำดับ (รูปท่ี 2) ผลการทดลองดังกล่าวสอดคล้องกับ

การรายงานของ Vanichwongwan (2002) ที่กล่าวว่า การผลิตเดกซ์แทรนจากแบคทีเรีย 

Streptococcus sobrinus 6715 เกิดข้ึนพร้อมกับการเจริญเติบโตของเซลล์ (growth associated 

product) นอกจากนี้ Netsopa et al. (2018) ได้รายงานว่า การผลิตเดกซ์แทรนจากเชื้อ Weissella 

confuse R003 มีค่าลดลงเมื่อค่าพีเอชของน�้ำหมักมีความเป็นกรดมากขึ้น รวมถึง Santos et al. 

(2000) ได้รายงานว่า พีเอชที่เหมาะสมส�ำหรับการเจริญเติบโตของเชื้อ L. mesenteroides NRRL 

B512(f) คือ พีเอช 6.7 ในขณะที่พีเอชที่เหมาะสมกับการท�ำงานของเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครส 

เพื่อผลิตเดกซ์แทรน คือ พีเอช 5.5 
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รูปที่ 2 รูปแบบการเจริญเติบโต การใช้น�้ำตาล และการผลิตเดกซ์แทรน

ของแบคทีเรีย L. mesenteroides TISTR053 เมื่อมีการแปรผันระยะเวลาในการเติมซูโครส

ที่เวลาต่าง ๆ ของการเพาะเลี้ยง (A) 0 ชั่วโมง (B) 2 ชั่วโมง (C) 4 ชั่วโมง (D) 6 ชั่วโมง 

และ (E) 8 ชั่วโมง โดยมีค่าที่แสดง คือ ค่าน�้ำหนักเซลล์แห้ง (วงกลมทึบ) 

ค่าความเข้มข้นเซลล์มีชีวิต (วงกลมโปร่ง) ค่าความเข้มข้นของน�้ำตาลท้ังหมด (สามเหลี่ยมทึบ) 

ค่าความเข้มข้นเดกซ์แทรน (สามเหล่ียมโปร่ง) และค่าพีเอช (สามเหลี่ยมทึบ)
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ตารางที่ 2	 ข ้อมูลและค่าพารามิเตอร ์ต ่าง ๆ ที่ ได ้จากการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแลคติก  

	 L. mesenteroides TISTR053 โดยการแปรผันระยะเวลาการเติมซูโครสท่ีเหมาะสม 

	 ต่อการผลิตเดกซ์แทรน*

ค่าพารามิเตอร์

น�้ำหนักเซลล์แห้ง 

(กรัมต่อลิตร)

ความเข้มข้นของเซลล์มีชีวิต  

(x 1010 โคโลนีต่อมิลลิลิตร)

อัตราการเติบโตจ�ำเพาะ 

(ต่อชั่วโมง)

ความเข้มข้นเดกซ์แทรน

(กรัมต่อลิตร)

ผลได้ของผลิตภัณฑ์จากสับสเทรต 

(กรัม
เดกซ์แทรน

ต่อกรัม
สับสเทรต

)

ผลได้ของผลิตภัณฑ์จากเซลล์ 

(กรัม
เดกซ์แทรน

ต่อกรัม
เซลล์
)

อัตราการสร้างผลิตภัณฑ์

เชิงปริมาตร (กรัมต่อลิตร•ช่ัวโมง)

2.30 ± 0.10b

12.43 ± 0.37d

0.36 ± 0.03a

24.07 ± 0.50b

0.22 ± 0.02ab

10.35 ± 0.82a

2.39 ± 0.12b

2.60 ± 0.10a

15.78 ± 0.22b

0.39 ± 0.02a

29.63 ± 0.42a

0.24 ± 0.02a

8.55 ± 0.20b

2.69 ± 0.08a

2.53 ± 0.06ab

14.47 ± 0.17c

0.36 ± 0.03a

16.57 ± 0.74c

0.18 ± 0.03ab

5.06 ± 0.10c

1.54 ± 0.06c

2.50 ± 0.10ab

16.67 ± 0.03a

0.38 ± 0.02a

11.57 ± 0.46d

0.13 ± 0.01b

2.74 ± 0.37d

1.16 ± 0.05d

2.50 ± 0.10ab

15.78 ± 0.15b

0.38 ± 0.02a

9.37 ± 0.21e

0.19 ± 0.08ab

1.65 ± 0.11d

0.94 ± 0.02e

หมายเหตุ :	 *	 ค่าที่ในตาราง คือ ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
	 **	 ตัวอักษรยกก�ำลัง a, b, c, d และ e ที่แตกต่างแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญท่ีช่วงความ 
	 	 เชื่อม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์ (p ≥ .05) ของค่าที่ได้เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารสังเคราะห์ซูโครสและมีการ 
	 	 เติมซูโครสที่ 0 2 4 6 และ 8 ช่ัวโมงของการหมัก 

ชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อ**

0 2 4 6 8
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สรุปและวิจารณ์ผล

	 ความเข้มข้นของเซลล์ที่มีชีวิตถือเป็นปัจจัยที่ส่งผลโดยตรงต่อผลส�ำเร็จของการสร้าง

ผลผลิตผ่านกระบวนการหมักโดยจุลินทรีย์ การศึกษาชนิดของอาหารเล้ียงเชื้อท่ีเหมาะสมต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียแลคติก Leuconostoc mesenteriodes TISTR053 จึงถือเป็นสิ่งส�ำคัญ

ต่อการพัฒนากระบวนการผลิตเดกซ์แทรน โดยอาหารสังเคราะห์ซูโครสเป็นอาหารท่ีมีความเหมาะสม 

ซึ่งส่งเสริมการเจริญเติบโตของเชื้อได้ดีและใช้ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงจนสิ้นสุดกระบวนการ 

ที่เวลา 12 ชั่วโมง ในขณะที่การใช้อาหารสังเคราะห์กลูโคสและอาหารเอ็มอาร์เอสต้องใช้เวลาถึง  

18 ชั่วโมง การศึกษานี้จึงเลือกใช้อาหารสังเคราห์ซูโครสส�ำหรับศึกษาระยะเวลาในการเติมซูโครส 

ที่เหมาะสมต่อการผลิตเดกซ์แทรน พบว่าการเติมซูโครสที่ระยะเวลาในช่วง 0 - 8 ชั่วโมงของการ 

เพาะเลี้ยงมีผลต่อการเจริญเติบโตน้อยมาก อย่างไรก็ตาม ระยะเวลาในการเติมซูโครสเป็นปัจจัย 

ที่มีอิทธิพลต่อการผลิตเดกซ์แทรนเป็นอย่างมาก โดยการเติมซูโครสท่ีเวลา 2 ชั่วโมง เป็นช่วงเวลา 

ที่มีความเหมาะสมที่สุด ที่เป็นเช่นนี้อาจเนื่องมาจากช่วงระยะเวลา 2 ชั่วโมงเซลล์เจริญเติบโตอยู่ใน

ระยะทวีคูณและมีค่าพีเอชของน�้ำหมักอยู่ในช่วง 5.0 – 6.3 ซึ่งเป็นค่าที่เหมาะสมต่อการท�ำงาน 

ของเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการผลิตเดกซ์แทรน ซึ่งการเติมซูโครสท่ี 2 ชั่วโมง ให้ค่าความเข้มข้นของ

เดกซ์แทรนสูงกว่าการเติมที่เวลา 0 4 6 และ 8 ชั่วโมง ประมาณ 1.2 1.8 2.6 และ 3.2 เท่า ตามล�ำดับ 

สอดคล้องกับการรายงานของ Miljkovic et al. (2017) ท่ีกล่าวว่า พีเอชท่ีเหมาะสมต่อการท�ำงาน

ของเอนไซม์เดกซ์แทรนซูเครสของเชื้อ L. mesenteroides T3 มีค่าอยู่ในช่วง 5.0 – 5.6 

	 จากผลของงานวิจัยนี้ท�ำให้ทราบถึงชนิดของอาหารเลี้ยงเชื้อและปัจจัยที่ส่งผลต่อการ

ผลิตเดกซ์แทรนของแบคทเีรยีแลคตกิ L. mesenteriodes TISTR053 ดงัน้ัน เพือ่เป็นการเพิม่ผลผลิต

และประสิทธิภาพในกระบวนการผลิตให้มากยิ่งขึ้น สามารถน�ำกระบวนการดังกล่าวไปประยุกต์ใช้

ส�ำหรับการผลิตเดกซ์แทรนในถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่สามารถควบคุมค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ได้อย่าง

แม่นย�ำ  โดยเฉพาะอย่างยิ่งควบคุมค่าพีเอชให้อยู่ในช่วงที่เหมาะสมต่อการท�ำงานของเอนไซม ์

ที่เก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตและการผลิตเดกซ์แทรน ซึ่งท�ำให้กระบวนการผลิตดังกล่าว 

มีประสิทธิภาพมากข้ึน
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