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ผลของลักษณะทางสัณฐานของ hairy root เริ่มต้น อัตราการให้อากาศ และระยะเวลา
การกวนอาหารต่อการเพาะเลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดง

ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ stirred tank
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บทคัดย่อ
 งานวิจัยน้ีมีจุดมุ่งหมายเพ่ือศึกษาการขยายระบบเพาะเลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดงไปสู่ถังปฏิกรณ์

ชีวภาพ แบบ stirred tank โดย hairy root ซึ่งเกิดจากการปลูกเชื้อ Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ์ K599 ถูก
เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ stirred tank ขนาด 5 ลิตร ใช้อาหารเพาะเลี้ยงเหลวสูตร  ½ Murashige and 
Skoog ทีม่ซีโูครส 2 เปอร์เซน็ต์ (น�ำ้หนกัต่อปรมิาตร) ปรมิาตร 3 ลติร ภายใต้สภาพมดื ท่ีอณุหภมู ิ25±2 องศาเซลเซยีส 
ปั่นกวนอาหาร 80 รอบต่อนาที และใช้ hairy root เริ่มต้นที่มีความหนาแน่น 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อปริมาตร) เมื่อ
เพาะเลี้ยง hairy root เป็นเวลา 20 วัน พบว่า ลักษณะทางสัณฐานของ hairy root  อัตราการให้อากาศ และ ระยะเวลา
การกวนอาหารเพาะเลี้ยงมีผลต่อการเจริญเติบโตและการสะสมสาร plumbagin ของ hairy root ซึ่งการใช้กลุ่ม hairy 
root เริ่มต้นขนาดเล็กและอัตราการให้อากาศ 0.6 ปริมาตรอากาศท่ีให้ต่อลิตรของอาหารเพาะเลี้ยงต่อนาที (vvm)  
ท�ำให้การเจริญเติบโตและการผลิตสาร plumbagin ของ hairy root สูงกว่าการใช้กลุ่ม hairy root เริ่มต้นขนาดใหญ่
และอัตราการให้อากาศ 0.3 vvm ส�ำหรับระยะเวลาการกวนอาหารเพาะเลี้ยงน้ัน พบว่า การกวนอาหารเพาะเลี้ยง
ตลอด 20 วัน ท�ำให้ hairy root มีการเจริญเติบโตมากกว่า แต่การผลิตสาร plumbagin น้อยกว่าการกวนอาหารเพาะ
เลี้ยง 16 วัน และหยุดการกวนอาหาร 4 วัน

ค�ำส�ำคัญ : เจตมูลเพลิงแดง hairy root ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ stirred tank สารพลัมบาจิน

Abstract
The objective of this research was to study the scale-up of genetically transformed hairy root 

cultures of Plumbago indica L. in stirred tank bioreactor. The hairy root transformed with Agrobacterium 
rhizogenes strain K599 was cultivated in 5 L stirred tank bioreactor containing 3 L of half strength Murashige 
and Skoog (½ MS) medium supplemented with 2% (w/v) sucrose under dark condition at 25±2 °C and 
stirred at 80 rpm. The initial inoculums density of hairy root was 2% (w/v). After culturing hairy root in stirred 
tank bioreactor for 20 days, root morphology, aeration rate and medium circulated time affected growth 
of hairy root and plumbagin content. Using a small root clump and 0.6 volume of air per liter of medium per 
minute (vvm) aeration rate gave the higher in growth and the higher in plumbagin production than using a 
large root clump and the aeration rate of 0.3 vvm. For medium circulated duration, the all-time stirred at 80 
rpm during 20 days of culture exhibited higher hairy root growth but lower plumbagin production than 16 days 

stirred followed by 4 days of pause.	
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ค�ำน�ำ
     	 สารพลัมบาจิน (plumbagin) เป็นสารทุติยภูมิที่มีคุณสมบัติยับย้ังการเจริญเติบโตของมะเร็งชนิดต่าง ๆ
(Wang et al., 2015) อีกทั้งสามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรีย (Sumsakul et al., 2014) เชื้อรา  
(Gwee et al., 2014) และเช้ือแบคทีเรีย (Nair et al., 2016) รวมท้ังใช้เป็นยาฆ่าแมลงได้อีกด้วย (Pavela, 2013)  
ซึ่งสาร plumbagin น้ันมีการสะสมมากในรากของพืชวงศ์ Plumbaginaceae โดยเฉพาะเจตมูลเพลิงแดง  
(Plumbago indica L.) (Mallavadhahi et al., 2002) แม้ว่าความต้องการในการใช้สาร plumbagin ทั้งในด้านศึกษา
วิจยั (Jaisi and Panichayupakaranant, 2016) และด้านอตุสาหกรรมยานัน้เพ่ิมมากขึน้ แต่แหล่งของสาร plumbagin 
ยังมีจ�ำกัด เน่ืองจากเจตมูลเพลิงแดงในธรรมชาติเติบโตได้ช้าและใช้ระยะเวลานานในการสะสมสาร plumbagin  
(Nayak et al., 2015) นอกจากนี้ฤดูกาลและสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมยังส่งผลกระทบโดยตรงต่อปริมาณและ
คณุภาพของสาร plumbagin อกีด้วย เนือ่งจากข้อมลูของวิถชีวีสงัเคราะห์ของสาร plumbagin ยังไม่สมบรูณ์ จงึท�ำให้      
การสังเคราะห์สาร plumbagin ด้วยวิธีทางเคมีไม่ประสบผลส�ำเร็จ ดังน้ันการเพาะเลี้ยงเน้ือเย่ือพืชจึงเป็นวิธีการท่ีมี
ประสิทธิภาพที่สุดในการผลิตสาร plumbagin ในขณะนี้ (Jaisi and Panichayupakaranant, 2016) 
	 Hairy root คือ รากพิเศษที่เกิดขึ้นบนเน้ือเย่ือพืช ภายหลังจากท่ีพืชถูกปลูกด้วยเชื้อ Agrobacterium  
rhizogenes (Georgiev et  al., 2007) รากชนิดน้ีเจริญเติบโตได้รวดเร็วและเหมาะสมส�ำหรับการผลิต 
สารทุติยภูมิ เนื่องจากสามารถผลิตสารทุติยภูมิได้ปริมาณมากเมื่อเทียบกับรากปกติ เซลล์แขวนลอยและแคลลัส 
(Kuzma et al., 2017) ปรมิาณสารทุตยิภูมทิีผ่ลติได้มคีวามแน่นอน เน่ืองจากราก hairy root มคีวามคงท่ีทางพันธุกรรม
สูง (Häkkinen et al., 2016) การเพาะเลี้ยง hairy root เพื่อผลิตสารทุติยภูมิมีรายงานในพืชสมุนไพรหลายชนิดรวม
ทั้ง  เจตมูลเพลิงแดง ซึ่งพบว่า hairy root ของเจตมูลเพลิงแดงท่ีชักน�ำด้วย Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ์ 
K599 สามารถผลิตสาร plumbagin ได้ปริมาณมาก ซึ่งมากกว่ารากปกติที่เพาะเลี้ยง (Tatreerod et al., 2003)  
เซลล์เพาะเลี้ยงและแคลลัส (Chuntaratin, 2006)

ในการวิจัยครั้งนี้จึงมีจุดมุ่งหมายเพ่ือขยายระบบการเพาะเล้ียง hairy root เจตมูลเพลิงแดงดังกล่าว โดย 
ใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) แบบ stirred tank ซึ่งเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพระบบของเหลว ประกอบไปด้วยระบบ
ควบคุมอุณหภูมิ ระบบให้อากาศ และระบบปั่นกวนอาหารเพาะเลี้ยง โดยในการศึกษาครั้งนี้ได้น�ำผลการเพาะเลี้ยง       
hairy root ของเจตมลูเพลงิแดงในระดบัฟลาสก์จากรายงานของ ศศวิิมล และคณะ (2553) มาขยายผลต่อยอด ซึง่พบ
ว่าความหนาแน่นและขนาดของเนือ้เย่ือเริม่ต้นส่งผลต่อการเจรญิเตบิโตและการผลติสาร plumbagin และยังได้ศกึษา
ผลของการให้อากาศต่อการเพาะเลีย้ง hairy root เจตมลูเพลงิแดง เนือ่งจากปรมิาณอากาศส่งผลโดยตรงต่อการเจรญิ
เติบโตและการผลิตสารทุติยภูมิของ hairy root ท้ังน้ีมีรายงานว่าการเพ่ิมปริมาณอากาศเป็นผลให้การผลิตสารทุติย
ภูมิเพิ่มขึ้นใน hairy root ของ Azadiracta indica (Srivastava and Srivastava, 2012)

อุปกรณ์และวิธีการ
เนื้อเยื่อพืชที่ใช้ทดลอง
	 การทดลองนี ้ใช้เน้ือเย่ือพืชคอื hairy root ของเจตมลูเพลงิแดง ทีไ่ด้จากงานวิจยัของ Tatreerod et al. (2003) 
โดยการกระตุ้นยอดของเจตมูลเพลิงแดงในสภาพปลอดเชื้อด้วยเชื้อ Agrobacterium rhizogenes สายพันธุ์ K599 
โดย hairy root นี้เพาะเลี้ยงอยู่ในอาหารเหลวสูตร Murashige and Skoog (Murashige and Skoog, 1962) ที่มีความ
เข้มข้นครึ่งเท่า (½ MS) และเติมซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อปริมาตร) บนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 รอบต่อนาที 
อณุหภูม ิ25±2 องศาเซลเซยีส ในสภาพมดื และเพาะเลีย้งต่อเนือ่งโดยย้ายเนือ้เย่ือลงเพาะเลีย้งในอาหารใหม่สตูรเดมิ
ทุกเดือน (Chuntaratin, 2006)



52 วารสารเกษตรพระจอมเกล้า

การเพาะเลี้ยง hairy root ของเจตมูลเพลิงแดง ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 	 เพาะเลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดงในอาหารเหลวสูตร ½ MS ท่ีเติมซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อ
ปริมาตร) ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ stirred tank รุ่น BEMT-T-10L ขนาดความจุ 5 ลิตร (สูง 27 เซนติเมตร เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร) ของบริษัท บี อี มารูบิชิ (ประเทศไทย) จ�ำกัด โดยใช้ปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยง 3 ลิตร และ
ใช้ปรมิาณเนือ้เย่ือเริม่ต้นทีม่คีวามหนาแน่น 2 เปอร์เซน็ต์ (น�ำ้หนักต่อปรมิาตร) ความเรว็ในการหมนุของใบพัด 80 รอบ
ต่อนาที เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด เป็นเวลา 20 วัน โดยกวนอาหารเพาะเลี้ยงตลอด 20 
วัน และกวน 16 วันแรก ท�ำการศึกษาผลของขนาดเนื้อเยื่อเริ่มต้น 2 ขนาด คือ ขนาดใหญ่ (กว้าง 4 เซนติเมตร ยาว 15 
เซนติเมตร, Figure 1A) และขนาดเล็ก  ซึ่งได้จากการน�ำเนื้อเยื่อขนาดใหญ่ตามที่ระบุด้านบนมาตัดแบ่งตามแนวยาว
ให้เป็นชิ้นเล็กลง เป็นขนาดกว้าง 0.5 เซนติเมตร ยาว 15 เซนติเมตร (Figure 1B) อัตราการให้อากาศ 2 ระดับ คือ 0.3 
และ 0.6 volume of air per a liter of medium per a minute (vvm; ปริมาตรอากาศที่ให้ต่อลิตรของอาหารเพาะเลี้ยง
ต่อนาที) ท�ำการทดลองแยกเป็น 4 ชุด คือ 

ชุดทดลองที่ 1 ใช้ hairy root ขนาดใหญ่ อัตราการให้อากาศ 0.3 vvm และกวนอาหารเพาะเลี้ยง 20 วัน 
ชุดทดลองที่ 2 ใช้ hairy root ขนาดเล็ก อัตราการให้อากาศ 0.3 vvm และกวนอาหารเพาะเลี้ยง 20 วัน
ชุดทดลองที่ 3 ใช้ hairy root ขนาดเล็ก อัตราการให้อากาศ 0.6 vvm และกวนอาหารเพาะเลี้ยง 20 วัน
ชุดทดลองที่ 4 ใช้ hairy root ขนาดเล็ก อัตราการให้อากาศ 0.6 vvm และกวนอาหารเพาะเลี้ยง 16 วัน

	 ในแต่ละชุดการทดลอง บันทึกน�้ำหนักสด และน�้ำหนักแห้งโดยการอบราก hairy root ให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน แล้วน�ำมาไว้ที่อุณหภูมิห้อง 15 นาที จึงชั่งน�้ำหนักแห้ง และค�ำนวณหา fresh growth 
index (FGI: (น�้ำหนักสดของรากในวันสุดท้ายของการทดลอง-น�้ำหนักสดของรากเมื่อเริ่มต้นการทดลอง)/น�้ำหนักสด
ของรากเมื่อเริ่มต้นการทดลอง) และ dry growth index (DGI: (น�้ำหนักแห้งของรากในวันสุดท้ายของการทดลอง-น�้ำ
หนักแห้งของรากเมื่อเร่ิมต้นการทดลอง)/น�้ำหนักแห้งของรากเมื่อเริ่มต้นการทดลอง) และวิเคราะห์หาปริมาณสาร 
plumbagin ในรากเพาะเลี้ยงด้วยวิธี High Performance Liquid Chromatography (HPLC) วางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD) มี 4 ชุดทดลอง ชุดทดลองละ 2 ซ�้ำ วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี 
ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range Test (DMRT) 
การสกัดและวิเคราะห์หาปริมาณสาร plumbagin

อบราก hairy root ให้แห้งที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้นน�ำมาบดให้ละเอียด แล้วน�ำ 
hairy root ที่บดละเอียดหนัก 0.1 กรัม ไปสกัดด้วย methanol ปริมาตร 20 มิลลิลิตร เขย่าบนเครื่องเขย่าความเร็ว 120 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 วัน แล้วกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman® เบอร์ 1 ส�ำหรับสาร plumbagin ที่อยู่ในอาหาร
เพาะเลี้ยงน้ันสกัดโดยใช้ ethyl acetate ในปริมาตรเท่ากับอาหารเพาะเลี้ยงโดยใช้กรวยแยก จากนั้นน�ำสารสกัดไป
ระเหยตัวท�ำละลายออกด้วยเครื่องระเหยสุญญากาศแบบหมุนที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส 

ละลายตะกอนที่ได้จากการสกัด hairy root ด้วย methanol (HPLC grade) และละลายตะกอนที่ได้จากการ
สกัดอาหารเพาะเลี้ยงด้วย ethyl acetate (HPLC grade) โดยใช้ปริมาตร 1–2 มิลลิลิตร ย้ายสารละลายที่ได้ใส่ขวดสี
ชาขนาดเล็ก แล้วน�ำไปวางในตู้ดูดควันจนกระทั่งสารละลายระเหยไปหมด น�ำตะกอนที่ได้มาละลายด้วย petroleum 
ether แล้วกรองผ่านแผ่นกรอง cellulose acetate ที่มีช่องขนาด 0.45 ไมโครเมตร จากนั้นน�ำไปวิเคราะห์ปริมาณสาร 
plumbagin ด้วยวิธี HPLC เทียบกับสาร plumbagin มาตรฐาน (Sigma: catalog number P7262 a.i. 98%) ตามวิธี
การของ Chuntaratin (2006) ใช้คอลมัน์ชนิด Zorbax®SB C18 โดยใช้ methanol และ acetic acid 0.4 % ในอตัราส่วน 
60:40 เป็นสารละลายตัวพา อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 1 มิลลิลิตรต่อนาที ปริมาตรที่ใช้ในการวิเคราะห์ 10 
ไมโครลิตร ตรวจวัดโดยใช้ความยาวคลื่นแสงอัลตราไวโอเลตท่ี 270 นาโนเมตร ค�ำนวณหาปริมาณสาร plumbagin 
เทียบกับสาร plumbagin ที่ใช้เป็นมาตรฐานจากสมการ linear regression equation และค่าพื้นที่ใต้กราฟที่ได้จาก
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A
B

 5 cm

Figure 1  The morphology of root clump that were used as initial inoculums for culturing in treatment 1  
              (4 x 15 cm2) (A) and in treatment 2-4 (0.5 x 15 cm2) (B) in stirred tank bioreactor contained  
                 3l of ½ Murashige & Skoog medium supplemented with 2% sucrose, 25±2oC in dark condition  
                 for 20 days. 

ผลการทดลองและวิจารณ์
 ถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่ใช้เพาะเลี้ยง hairy root ในงานวิจัยนี้เป็นแบบ stirred tank ซึ่งเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพ

ที่ให้ hairy root จมอยู่ใต้อาหารเพาะเลี้ยง มีระบบการให้อากาศแบบ air bubble จากท่อน�ำอากาศด้านล่างของตัว
ถัง โดยมีใบพัดเพ่ิมการหมุนเวียนของอากาศและอาหารเพาะเล้ียง ซึ่งการหมุนของใบพัดอาจท�ำความเสียหายให้แก ่
hairy root ได้ ซึ่งมีรายงานว่าส่งผลให้มวลชีวภาพของเน้ือเย่ือเพาะเลี้ยงลดลง (Mishra and Ranjan, 2008) ดังน้ัน 
ในการทดลองนี้จึงดัดแปลงโดยการใส่ตาข่ายพลาสติกขนาดช่อง 2 มิลลิเมตร ก้ันระหว่างใบพัดและ hairy root  
(Figure 2A และ 2B)  ซึ่งนอกจากตาข่ายจะป้องกันอันตรายที่อาจเกิดกับ hairy root แล้วยังเป็นที่ยึดเกาะให้กับ hairy 
root อีกด้วย (Hilton and Rhodes, 1990) โดยมีรายงานการใช้ตาข่ายสแตนเลสกั้นใบพัดในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ 
stirred tank ในการเพาะเลี้ยง hairy root ของ Atropa belladonna (Lee et al., 1999) และใช้ nylon mesh septum 
ในการเพาะเลี้ยง hairy root ของ Glycyrrhiza glabra (Mehrotra et al., 2008) 

การเพาะเลี้ยง hairy root ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพในชุดทดลองท่ี 1 น้ีได้เพาะเลี้ยงตามสภาวะท่ีเหมาะสม  
ส�ำหรบัเพาะเลีย้ง hairy root เจตมลูเพลงิแดงในระดบัฟลาสก์ ทีศ่กึษาโดย ศศวิมิล และคณะ (2553) นัน่คอืเพาะเลีย้ง 
hairy root เริ่มต้นที่ความหนาแน่น 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อปริมาตร) โดยใช้กลุ่ม hairy root ขนาดใหญ่ซึ่งหนักชิ้น
ละ 2 กรัม ขนาดกว้างประมาณ 4 เซนติเมตร และยาวประมาณ 15 เซนติเมตร จ�ำนวน 30 ชิ้น เป็นเนื้อเยื่อเริ่มต้น ใน
อาหารเหลวสูตร ½ MS ที่มีซูโครส 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อปริมาตร) ปริมาตร 3 ลิตร และให้อากาศที่อัตรา 0.3 vvm 
ร่วมกับการกวนอาหารเพาะเลี้ยงด้วยใบพัดท่ี 80 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ในสภาพมืด โดยใช้
พลาสติกสีด�ำคลุมส่วนเพาะเลี้ยงเพื่อป้องกันแสงจากภายนอก (Figure 2C) ซึ่งผลการทดลองพบว่า hairy root ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพนี้มีการเจริญเติบโตในทิศตรงข้ามกับแรงโน้มถ่วงของโลกซึ่งคล้ายกับการเจริญเติบโตของ hairy root 
ในฟลาสก์ขนาดเลก็ซึง่เป็นลกัษณะปกตขิองรากชนิดน้ี อย่างไรก็ตาม พบว่า hairy root ส่วนใหญ่เกาะกลุ่มรวมตัวลอย
อยู่บนผิวหน้าของอาหารเพาะเลี้ยง ไม่เคลื่อนที่ไปรอบๆ ภาชนะบรรจุ  โดยมี hairy root บางส่วนจมอยู่ภายใต้อาหาร
เพาะเลี้ยง (Figure 2D) ซึ่งเมื่อเพาะเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่าสีของ hairy root เปลี่ยนจากสีขาวเป็นสีน�้ำตาล 
และมีการปล่อยสารทุติยภูมิออกสู่อาหารเพาะเลี้ยงท�ำให้อาหารเพาะเลี้ยงเปลี่ยนเป็นสีน�้ำตาลอ่อน ซึ่งเมื่อเพาะเลี้ยง
เป็นเวลา 20 วัน พบว่า hairy root มีอัตราการเจริญเติบโตน้อย โดยมีค่า FGI, DGI คิดเป็น -0.18 และ 0.16 ตามล�ำดับ 
และมีค่าน�้ำหนักแห้ง 2.27 กรัมต่อลิตร (Table 1) การที่ค่า FGI มีค่าเป็นลบนี้พบเช่นเดียวกันในทั้ง 2 ซ�้ำ ซึ่งอาจเนื่อง
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มาจากการท่ีรากมีการเจริญเติบโตไม่ดี มีการปล่อยสารทุติยภูมิออกมาในอาหารซึ่งเป็นผลให้เซลล์รากถูกท�ำลาย
เนื่องจากสาร plumbagin มีความเป็นพิษต่อเซลล์ จึงอาจส่งผลให้เซลล์รากถูกท�ำลายและสูญเสียของเหลวออกจาก
เซลล์ จึงท�ำให้ค่าน�้ำหนักสดสุดท้ายน้อยกว่าน�้ำหนักสดเริ่มต้น  และเมื่อพิจารณาค่า DGI พบว่ามีค่าเพิ่มขึ้นเล็กน้อย
แสดงว่ารากยังมีการเจริญเติบโตได้บ้าง ซึ่งสนับสนุนข้อสันนิษฐานดังกล่าวท่ีว่าในเซลล์รากชุดน้ีแม้จะมีการเจริญ
เติบโตอยู่บ้าง แต่อาจมีของเหลวอยู่ภายในเซลล์น้อย จึงท�ำให้แสดงค่า DGI เป็นบวก  

            A                                  B                               C                                   D

Figure 2  The cultivation of Plumbago indica L. hairy root in modified stirred tank bioreactor,  A) the  
              modification with nylon mesh covering the impellers, B) the assembly of agitation part  
                and a grass vessel, C) the coverage of bioreactor by a black plastic sheet to protect it from  
                 light,  D) the distribution of hairy root. ½ Murashige and Skoog medium added with 2% (w/v)  
                   sucrose, 25±2oC in dark condition.

	 ปรมิาณสาร plumbagin ทีพ่บในอาหารท่ีใช้เพาะเลีย้ง hairy root ในถังปฏิกรณ์ชวีภาพในชดุทดลองที ่1 น้ัน 
พบว่ามีปริมาณ 0.19 มิลลิกรัมต่อลิตร ซึ่งมากกว่าท่ีเคยมีรายงานท่ีตรวจพบในอาหารท่ีใช้เพาะเล้ียง hairy root  
ในระดับฟลาสก์ในการทดลองก่อนหน้าน้ี (0.69 ไมโครกรัมต่อลิตร) ท่ีใช้ hairy root เริ่มต้นท่ีมีลักษณะทางสัณฐาน
เช่นเดียวกันแต่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร บรรจุอาหารเพาะเลี้ยง 100 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 120 รอบต่อ
นาที (ศศิวิมล และคณะ, 2553) ปริมาณ plumbagin ที่รากปลดปล่อยออกมานอกเซลล์ค่อนข้างมากนี้ ส่งผลเชิงลบ
ต่อการเจริญเติบโตของราก ซึ่งเห็นได้จากการที่รากมีค่า FGI เป็นลบ
 	 ส�ำหรับปริมาณสาร plumbagin ที่สะสมในเนื้อเย่ือ hairy root มีค่า 3.29 มิลลิกรัมต่อกรัมน�้ำหนักแห้ง  
ซึ่งเมื่อเทียบแล้วคิดเป็น 38.41 เปอร์เซ็นต์ของ hairy root ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งรายงานโดย  
ศศิวิมล และคณะ (2553) ซึ่งเมื่อพิจารณาปริมาณสาร plumbagin รวมพบว่า hairy root ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพมีการสะสมสาร plumbagin น้อยกว่า hairy root ท่ีเพาะเล้ียงในฟลาสก์ คิดเป็น 28.36% ของปริมาณสาร 
plumbagin จาก hairy root ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ โดยมีปริมาณสาร plumbagin รวมที่ค�ำนวณได้คือ 7.65 มิลลิกรัม
ต่ออาหารเพาะเลี้ยง 1 ลิตร (Table 1) ในขณะที่ hairy root ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ซึ่งรายงานโดย ศศิวิมล และคณะ 
(2553)มีปริมาณสาร plumbagin รวมมากถึง 26.97 มิลลิกรัมต่อลิตร ผลการทดลองดังกล่าวน้ีสอดคล้องกับการ
รายงานของ Sudo et al. (2002) ที่ได้เพาะเลี้ยง hairy root ของ Ophiorrhiza pumila ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ 
stirred tank ขนาด 3 ลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเพาะเลี้ยง 2.5 ลิตร อัตราการให้อากาศ 0.25 ลิตรต่อนาที และใช้ความเร็ว
ของใบพัด 60 รอบต่อนาท ีซึง่พบว่า hairy root ท่ีเพาะเลีย้งในถังปฏกิรณ์ชวีภาพมมีวลชวีภาพและสาร camptothecin 
สะสมต�่ำกว่า hairy root ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 100 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเพาะเลี้ยง 50 มิลลิลิตร และเขย่า
บนเครื่องเขย่าความเร็ว 60 รอบต่อนาที โดย hairy root ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีมวลชีวภาพและสาร 
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camptothecin สะสม 87.2 กรัมต่อลิตรและ 8.7 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ ในขณะท่ี hairy root ท่ีเพาะเลี้ยง 
ในฟลาสก์มีมวลชีวภาพและสาร camptothecin สะสม 162 กรัมต่อลิตร และ 8.9 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล�ำดับ

ในการขยายขนาดการเพาะเลี้ยง hairy root จากระดับฟลาสก์ขึ้นมาเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพนั้น มีประเด็น 
ที่ส่งผลเชิงลบต่อการเจริญเติบโตของ hairy root ที่ส�ำคัญ  3 ประการ (Neelwarne and Thimmaraju, 2009) คือ 1)  
รูปร่างลักษณะของ hairy root ที่มีรากสาขามากและสานกันแน่น และเมื่อใช้ hairy root เริ่มต้นมากกว่า 1 กลุ่ม  
มักจะมารวมกันเป็นกลุ่มใหญ่ซึ่งส่งผลให้เกิดการขัดขวางการหมุนเวียนของอากาศ (mass transfer resistance)   
ทั้งจากอากาศด้านบนของภาชนะเพาะเลี้ยงลงสู่อาหารเพาะเลี้ยง และจากอาหารเพาะเลี้ยงไปสู่ภายในกลุ่ม hairy 
root เอง ส่งผลให้ hairy root ในแต่ละต�ำแหน่งได้รับอากาศและธาตุอาหารไม่เท่ากันและอาจไม่เพียงพอต่อการเจริญ
เตบิโต 2) ความเครยีดของ hairy root เน่ืองจากแรงเฉอืน (shear stress) ซึง่เกิดจากการเคลือ่นท่ีของอาหารเพาะเลีย้ง 
ซึง่ส่วนมากเกิดจากการเขย่าอาหารเพาะเลีย้งในฟลาสก์ด้วยเครือ่งเขย่าและการท�ำงานของใบพัดในถังปฏิกรณ์ชวีภาพ 
รวมถึงการเคลื่อนท่ีของฟองอากาศซึ่งเกิดจากการเติมอากาศให้แก่ระบบเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ และ 3) 
ความเครียดของ hairy root เนื่องจากแรงกดของของเหลวที่กระท�ำต่อกลุ่มรากตามระนาบแนวนอนหรือตามแนวรัศมี 
(hydrodynamic  stress)  ซึ่งเกิดจากแรงกดของน�้ำหนักของอาหารเพาะเลี้ยงที่กระท�ำต่อ hairy root ที่จมอยู่ภายใต้
อาหารเพาะเลี้ยง โดยในการทดลองระดับฟลาสก์ของ Neelwarne and Thimmaraju (2009) รายงานว่า การเพ่ิม
ความเรว็รอบในการเขย่าอาหารเพาะเลีย้งมผีลให้แรงเฉือนท่ีกระท�ำต่อ hairy root เพ่ิมข้ึน และเมือ่เพิม่ปรมิาตรอาหาร
เพาะเลี้ยงมีผลให้เพ่ิมระดับแรงดันของอาหารเพาะเลี้ยงท่ีมีต่อ hairy root ด้วย แม้ว่าจะมีการเพ่ิมขนาดของภาชนะ
เพาะเลี้ยงให้เหมาะสมกับปริมาตรอาหารเพาะเลี้ยงที่เพิ่มขึ้นแล้วก็ตาม 

อย่างไรก็ตาม การเจรญิเตบิโตท่ีลดลงของ hairy root เจตมลูเพลงิแดงทีเ่พาะเลีย้งในถังปฏิกรณ์ชวีภาพ แบบ 
stirred tank ขนาด 5 ลติร เมือ่เปรยีบเทียบกับการเจรญิเตบิโตของ hairy root ทีม่ลีกัษณะและความหนาแน่นเดยีวกนั 
ซึ่งเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร นั้นอาจเนื่องมาจากการเพิ่มขึ้นของขนาดและรูปร่างลักษณะเริ่มต้นของ 
hairy root และความเครียดของ hairy root เน่ืองจากแรงกดของอาหารเพาะเลี้ยงที่กระท�ำต่อกลุ่มราก hairy root  
ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพระหว่างเพาะเลี้ยง ซึ่งเมื่อพิจารณาปัจจัยด้านรูปร่างลักษณะของ hairy root พบว่า hairy root  
ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอาหารเพาะเล้ียง 100 มิลลิลิตร มีน�้ำหนักเริ่มต้น 2.0 กรัม และ
เพาะเลี้ยง hairy root เพียง 1 กลุ่ม ในแต่ละฟลาสก์ แต่การเพาะเลี้ยง hairy root ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร 
โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยง 3 ลิตร ต้องใช้กลุ่ม hairy root หนัก 2.0 กรัม จ�ำนวนมากถึง 30 กลุ่ม ท�ำให้สร้างรากสาขามา
ประสานกันจนเกดิเป็น hairy root กลุม่ใหญ่ขึน้ซึง่เป็นอปุสรรคต่อการหมนุเวียนอากาศและอาหารเพาะเลีย้งมากกว่า
การเพาะเลี้ยงแยกในฟลาสก์ขนาดเล็ก และเมื่อพิจารณาปัจจัยด้านความเครียดของ hairy root เนื่องจากแรงกดของ
อาหารเพาะเลี้ยงที่กระท�ำต่อกลุ่มราก พบว่าอาหารเพาะเล้ียงในฟลาสก์มีระดับอาหารสูงจากก้นฟลาสก์เพียง  
1.5 เซนติเมตร ท�ำให้ hairy root ลอยอยู่ที่ผิวหน้าของอาหารเพาะเล้ียงตลอดเวลา แรงกดท่ีกระท�ำจึงน้อย แต่ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพน้ัน อาหารเพาะเลี้ยงมีปริมาตรเพ่ิมมากขึ้นโดยมีระดับความสูงของอาหารจากก้นภาชนะมากถึง  
16 เซนติเมตร ท�ำให้ hairy root จ�ำนวนหนึ่งที่จมอยู่ภายในอาหารเพาะเลี้ยง (Figure 2D) ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพนี้เกิด
ความเครียดเนื่องจากแรงกดของอาหารเพาะเลี้ยงตามระนาบแนวนอนมีมากกว่าการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์
	 ส�ำหรับแรงเฉือนท่ีเกิดขึ้นในถังปฏิกรณ์ชีวภาพน้ัน คาดว่าจะเป็นอีกปัจจัยหน่ึงท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโต
ของ hairy root เจตมูลเพลิงแดง โดย Neelwarne and Thimmaraju (2009) รายงานว่า ในระบบเพาะเลี้ยงขนาดเล็ก
ซึ่งใช้อาหารเพาะเลี้ยงน้อยแต่ใช้ความเร็วในการเขย่าอาหารเพาะเลี้ยงสูงนั้น มีแรงเฉือนใกล้เคียงกับระบบเพาะเลี้ยง
ขนาดใหญ่ซึ่งใช้อาหารเพาะเลี้ยงมากแต่ใช้ความเร็วในการเขย่าอาหารเพาะเล้ียงต�่ำ โดยผลการทดลองในระดับ 
ฟลาสก์ พบว่า แรงเฉอืนทีเ่กิดขึน้ภายในอาหารเพาะเลีย้งปรมิาตร 100 มลิลลิติร ท่ีบรรจใุนฟลาสก์ขนาด 250 มลิลลิติร 
และเขย่าด้วยความเร็ว 120 รอบต่อนาที มีค่าใกล้เคียงกับแรงเฉือนท่ีเกิดข้ึนภายในอาหารเพาะเลี้ยง 800 มิลลิลิตร  
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ที่บรรจุในฟลาสก์ขนาด 2,000 มิลลิลิตร และเขย่าด้วยความเร็ว 90 รอบต่อนาที แต่อย่างไรก็ตามจากการทดลองของ 
Neelwarne and Thimmaraju (2009) ก็แสดงให้เห็นว่าแม้ว่าจะใช้ความเรว็ในการเขย่าอาหารเพาะเลีย้งและความเรว็
ของใบพัดในอตัราทีเ่ท่ากัน แต่การเกิดแรงเฉอืนในถังปฏิกรณ์ชวีภาพซึง่ใช้อาหารเพาะเลีย้งปรมิาณมากน้ันมมีากกว่า
ในฟลาสก์ ดังนั้น hairy root ที่เพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพจึงเกิดความเครียดเนื่องจากแรงเฉือนได้มากกว่า hairy 
root ที่เพาะเลี้ยงในฟลาสก์
	 นอกจากปัจจยั 3 ประการท่ีกล่าวมาข้างต้นแล้ว Zid and Orihara (2004) ยังอธิบายว่า การเจรญิเตบิโตของ 
hairy root ทีล่ดลงเมือ่เพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลีย้งท่ีมปีรมิาณมากนัน้อาจเก่ียวข้องกับการทีม่ไีอออนของธาตอุาหาร
ปรมิาณมากในอาหารเพาะเลีย้งท่ีล้อมรอบ hairy root จนเกิดความแตกต่างของแรงดนัออสโมตกิ (osmotic pressure) 
ระหว่างเซลล์ของ hairy root และอาหารเพาะเลี้ยง ท�ำให้มีการขนส่งสารต่าง ๆ  เข้าและออกนอกเซลล์เป็นจ�ำนวนมาก
จนเกินความสามารถของเย่ือหุม้เซลล์และท�ำให้เย่ือหุม้เซลล์เสยีสภาพ ส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถเจรญิ เตบิโตได้อย่าง
เต็มที่ หรืออาจเกิดจากไอออนของสารบางชนิดที่ไม่ก่อให้เกิดอันตรายเมื่อมีปริมาณอยู่ในระดับปกติแต่ในสภาวะท่ีมี
ไอออนภายในอาหารเพาะเลี้ยงมากกลับมีการสะสมภายในเซลล์เป็นจ�ำนวนมากจนท�ำให้ยับย้ังการเจริญเติบโตของ
เซลล์หรือยับย้ังการขนส่งไอออนอื่น ๆ ที่เซลล์ต้องการใช้ส�ำหรับการเจริญเติบโต และส่งผลให้เซลล์ไม่สามารถเจริญ
เติบโตได้เช่นกัน สืบเนื่องจากปัญหาท่ีพบในชุดทดลองที่ 1 ดังน้ันในชุดทดลองที่ 2 จึงได้ปรับเปลี่ยนลักษณะทาง
สณัฐานของกลุม่ hairy root ท่ีใช้ให้มขีนาดเลก็ลงเพ่ือเพ่ิมประสทิธิภาพในการถ่ายเทอากาศและการหมนุเวียนอาหาร
เพาะเลี้ยงภายในกลุ่ม hairy root  โดยใช้กลุ่ม hairy root ขนาดเล็กลง ซึ่งมีขนาดกว้างประมาณ 0.5 เซนติเมตร และ
ยาวประมาณ 15 เซนติเมตร (Figure 1B) แต่ใชเ้นือ้เยือ่เริม่ต้นความหนาแน่น 2 เปอรเ์ซน็ต์ (น�ำ้หนกัต่อปรมิาตร) เพาะ
เลีย้งในสภาวะเดยีวกับ hairy root ในชดุทดลองท่ี 1 ผลการทดลองพบว่าการใช้ hairy root ขนาดเล็กน้ีมผีลท�ำให้อตัรา
การเจริญเติบโตมากกว่า hairy root ขนาดใหญ่ ซึ่งพิจารณาได้จากค่า FGI  DGI และ น�้ำหนักแห้ง นอกจากนี้ปริมาณ
สาร plumbagin ใน hairy root และสาร plumbagin รวมก็มีปริมาณมากกว่า hairy root ขนาดใหญ่ และไม่พบการ
ปลดปล่อยสาร plumbagin ออกสู่อาหารเพาะเลี้ยง (Table 1) ซึ่งจากผลการทดลองในชุดทดลองที่ 1 และ 2 นี้แสดง
ว่าการใช้ hairy root ที่มีขนาดเล็กเหมาะสมส�ำหรับการเพาะเลี้ยงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมากกว่า hairy root ที่เป็นกลุ่ม
ขนาดใหญ่ ซึ่งเป็นไปตามข้อสันนิษฐานที่กล่าวแล้วข้างต้น

ส�ำหรับในชุดทดลองท่ี 3 นั้น ใช้ hairy root ท่ีมีขนาดเล็กและเพาะเล้ียงในสภาวะเดียวกับ hairy root ใน 
ชุดทดลองท่ี 2 โดยใช้เนื้อเย่ือเริ่มต้นความหนาแน่น 2 เปอร์เซ็นต์ (น�้ำหนักต่อปริมาตร) ในอาหารเพาะเลี้ยง 3 ลิตร 
ความเร็วรอบของใบพัด 80 รอบต่อนาที เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 20 วันและกวนอาหารเพาะเลี้ยงตลอด 20 วัน ในสภาพ
มืด แต่เพ่ิมอัตราการให้อากาศจาก 0.3 vvm เป็น 0.6 vvm ซึ่งผลการทดลองพบว่าการเพ่ิมอากาศ ท�ำให้การเจริญ
เติบโตของ hairy root มีแนวโน้มเพิ่มขึ้น ทั้งค่า FGI, DGI และน�้ำหนักแห้ง รวมทั้งมีปริมาณสาร plumbagin ใน hairy 
root และปริมาณสาร plumbagin สะสมเพิ่มขึ้น ซึ่งผลการทดลองที่ได้นี้เป็นไปตามข้อสันนิษฐานจากชุดทดลองที่ 1 
และยังสอดคล้องกับรายงานของ Shin et al. (2002) ที่เพาะเลี้ยง hairy root ของ Beta vulgaris ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบ airlift ขนาด 5 ลิตร โดยใช้อาหารเพาะเลี้ยง 3 ลิตร ใช้ hairy root เริ่มต้น 150 กรัม และใช้อัตราการให้อากาศ 
0.01-0.35 vvm ซึ่งพบว่า hairy root ของ Beta vulgaris มีน�้ำหนักแห้งเพิ่มขึ้นเมื่อเพิ่มอัตราการให้อากาศจาก 0.01 
จนถึง 0.2 vvm และมีการสะสมสาร betacyanin มากข้ึนเมื่อเพ่ิมอัตราการให้อากาศจาก 0.01 จนถึง 0.3 vvm  
แต่อย่างไรก็ตาม พบว่า การให้อากาศในอัตราท่ีสูงกว่า 0.3 vvm ก็สามารถส่งผลในเชิงลบได้โดยมีผลท�ำให้น�้ำหนัก
แห้งและการสะสมสาร betacyanin ของ hairy root ลดลง นอกจากนี้อัตราการให้อากาศที่สูงเกินไปยังอาจส่งผล 
เชงิลบต่อการเจรญิเตบิโตและการผลติสารทตุยิภูมขิอง hairy root ได้ ซึง่อาจเป็นสาเหตมุาจากแรงเฉอืนทีเ่กดิขึน้จาก
การเพิ่มอัตราการให้อากาศ ซึ่งสามารถท�ำอันตรายให้แก่ hairy root ได้ (Wysokinska and Chiel, 1997)
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	 ดงัน้ัน จากผลการทดลองในชดุทดลองท่ี 3 และรายงานการทดลองในพืชชนิดอืน่ๆท่ีกล่าวแล้วข้างต้น จงึเป็น
ที่มาของชุดทดลองที่ 4 ที่ใช้ hairy root ขนาดเล็ก และเพาะเลี้ยงในสภาวะเดียวกับ hairy root ในชุดทดลองที่ 3 แต่
ลดระยะเวลาการกวนอาหารเพาะเลี้ยงลงจาก 20 วัน เหลือ 16 วัน โดยกวนอาหารเพาะเล้ียงต้ังแต่วันท่ี 1-16  และ
หยุดกวนอาหารในวันที่ 17-20 ของการเพาะเลี้ยง ซึ่งพบว่า hairy root มีแนวโน้มเจริญเติบโตเพิ่มมากขึ้นกว่า hairy 
root ในชุดทดลองที่ 3 และเพิ่มมากกว่าการทดลองชุดที่ 1 อย่างมีนัยส�ำคัญ ซึ่งพิจารณาได้จากค่า FGI, DGI และน�้ำ
หนักแห้ง (Table 1) ซ่ึงอาจเนื่องมาจาก เม่ือหยุดการท�ำงานของใบพัดท�ำให้ความเครียดของ hairy root ท่ีเกิดขึ้น
เนื่องจากแรงเฉือนลดลง ซึ่งเป็นไปตามข้อสันนิษฐานท่ีกล่าวแล้ว  แต่อย่างไรก็ตามพบว่าปริมาณสาร plumbagin  
ใน hairy root กลับมีแนวโน้มลดลงเมื่อเทียบกับชุดทดลองที่ 3  (Table 1) ทั้งนี้อาจเนื่องจากในพืชนั้นสาร plumbagin 
ถูกกระตุ้นให้สร้างมากขึ้นในสภาวะเครียด เมื่อความเครียดลดลง จึงมีผลท�ำให้การผลิตสารลดลงด้วย

สรุปผลการทดลอง
	 การทดลองเพาะเลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ แบบ stirred tank ในครั้งนี้แสดงให้
เห็นว่าลักษณะทางสัณฐานของ hairy root อัตราการให้อากาศ และระยะเวลาการกวนอาหารเพาะเล้ียง เป็นปัจจัย
ส�ำคัญที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตและการสะสมสาร plumbagin ของ hairy root เจตมูลเพลิงแดง โดยพบว่าการใช้ 
hairy root ที่มีขนาดเล็กท�ำให้รากมีการเจริญเติบโตและการสะสมสาร plumbagin มากกว่า hairy root ที่เป็นกลุ่ม
ขนาดใหญ่ และ hairy root มีการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้นเมื่อได้รับอากาศมากขึ้น โดยพบว่า hairy root มีการสะสมสาร 
plumbagin มากที่สุด (16.68 มิลลิกรัมต่อลิตร) เมื่อใช้ hairy root เริ่มต้นที่มีขนาดเล็ก อัตราการให้อากาศ 0.6 vvm 
ความเรว็ของใบพัด 80 รอบต่อนาทแีละมกีารกวนอาหารเพาะเล้ียง 20 วัน ดังน้ันจงึมโีอกาสท่ีสามารถพัฒนาการเพาะ
เลี้ยง hairy root เจตมูลเพลิงแดงให้เข้าสู่การผลิตในระดับอุตสาหกรรมได้ อย่างไรก็ตามเมื่อลดระยะเวลาในการกวน
อาหารเพาะเลี้ยงลงจากเดิมที่กวนอาหารตลอด 20 วัน เหลือเพียงกวนช่วง 16 วันแรกก่อนจะหยุดกวน 4 วัน แม้ว่าจะ
ท�ำให้ hairy root มกีารเจรญิเตบิโตดขีึน้แต่การสะสมสาร plumbagin กลบัมแีนวโน้มลดลง ดงันัน้จงึควรจะมกีารศกึษา
วิจยัในประเดน็ต่าง ๆ  ทีเ่ก่ียวข้องมากข้ึน เพ่ือพัฒนาศกัยภาพการผลติสาร plumbagin ในถังปฏกิรณ์ชวีภาพท่ีมขีนาด
ใหญ่ขึ้นต่อไป
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