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บทคัดย่อ
การผลติเซลลข์อง Bacillus sp. ทีค่วามเขม้ขน้สงู ดว้ยอาหารทีท่ราบองคป์ระกอบแนน่อน (defined medium) โดยการใชเ้ดกซทริน 
ซ่ึงเปน็โอลโิกเมอรข์องกลโูคสทีไ่ดจ้ากการยอ่ยแปง้มนัสำ�ปะหลงั ทีค่วามเขม้ขน้สูงเป็นแหล่งคารบ์อน รว่มกบัเทคนคิการเพาะเลีย้ง 
แบบแบตซ์พิเศษ (Special batch) ซึ่งเป็นการเพาะเลี้ยงอย่างง่ายและราคาถูก จากการศึกษาในระดับฟลาสก์พบว่า อาหารสูตร 
Batch Production Medium (BPM) ทีใ่ช้เดกซ์ทรนิเปน็แหลง่คารบ์อน มปีระสทิธิภาพด ีโดยผลติมวลเซลลไ์ด ้12.93 กรมัตอ่ลติร 
นอกจากนี้ยังพบว่า การเพาะเล้ียงเซลล์ท่ีระดับถังหมัก 5 ลิตร สามารถใช้เดกซ์ทรินที่ความเข้มข้นได้สูงถึง 100 กรัมต่อลิตร  
โดยไม่เกิดการยับยั้งการเจริญของเซลล์ (ซึ่งไม่สามารถทำ�ได้หากใช้น้ำ�ตาลเป็นวัตถุดิบ) โดยพบว่าผลผลิตมวลเซลล์สูงถึง  
31.98 กรัมต่อลิตร ต่อมาศึกษาขยายขนาดการเพาะเลี้ยงที่ระดับถังหมัก 30 และ 300 ลิตร เพื่อศึกษาความเป็นไปได้สำ�หรับ 
การขยายขนาดการผลิตไปสู่ระดับอุตสาหกรรม ให้ผลปรากฏชัดว่า มีความเป็นไปได้สูง เนื่องจากเซลล์มีการเจริญดีมาก และ
ผลิตมวลเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงถึง 43.45 และ 47.03 กรัมต่อลิตร ตามลำ�ดับ ที่อัตราการผลิต (productivities) สูงสุดถึง 2.94 
และ 3.72 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามลำ�ดับ ซ่ึงเป็นค่าที่สูงมาก แสดงถึงประสิทธิภาพการผลิต โดยสามารถพัฒนาไปสู่ระดับ
อุตสาหกรรม และใช้แทนการเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบตซ์ (Fed-batch) ซึ่งเป็นวิธีการที่ซับซ้อนยุ่งยากและต้นทุนสูงได้ 

คำ�สำ�คัญ: 	 เซลล์ความเข้มข้นสูง เดกซ์ทริน การเพาะเลี้ยงแบบแบตซ์ บาซิลัส

Abstract
This work describes production of Bacillus sp. cell biomass at high concentration with defined medium, using dextrin 
(glucose oligomer) from cassava starch hydrolysis, at high concentrations as the carbon source together with a special 
batch cultivation technique which is simple and inexpensive. The study in flask using Batch Production Medium (BPM) 
with dextrin as the carbon source showed an efficient biomass yield of 12.93 g/l. Furthermore, in 5-liter fermenter 
cultivation, dextrin could be used at a very high concentration up to 100 g/l without growth inhibition (this cannot be 
done, if using sugar as the carbon source) and enhanced cell biomass concentration to 31.98 g/l. Further scaled-up  
studies of the cultivation in 30 and 300-liter fermenters were carefully performed in order to test the feasibility  
for production at an industrial scale. They clearly generated excellent results because of good cell growths and  
producing biomass yields at the very high concentrations of 43.45 and 47.03 g/l with the maximum cell productivities 
(cell production rates) at 3.11 and 3.92 g/l/h, respectively. The results of this study importantly demonstrate highly 
effective production which is able to be developed to industrial scales and substitute the usual fed-batch cultivation 
technique which is a complicated method and high cost.
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บทนำ�
การเพาะเลีย้งเซลลจ์ลุนิทรยีใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สงู (High-Cell-
Density Cultivation, HCDC) เป็นเทคนิคการเพาะเลี้ยงท่ีมี
วัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มผลผลิตมวลเซลล์ (cell biomass yield) 
และเพิม่อตัราการการผลติ (production rate หรอื productivity)  
ของจุลินทรีย์ (Lee, 1996 ; Shojaosadati et al., 2008) โดย
ทั่วไป เทคนิคการเพาะเลี้ยงเพื่อผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูง 
จะนิยมใช้เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเฟดแบตซ์ (Fed-batch) 
ซึง่มขีอ้เสยีหลายประการ คอื เปน็วธิกีารทีซ่บัซอ้น ควบคมุยาก 
ใช้เวลาเพาะเลี้ยงนาน โอกาสการปนเปื้อนสูง รวมท้ังต้นทุน 
ที่สูง ส่วนเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบแบตซ์ (Batch) แม้เป็น
เทคนคิการเพาะเลีย้งทีม่วีธิกีารไมซ่บัซอ้นงา่ยตอ่การควบคมุ 
โอกาสในการปนเป้ือนน้อย ใช้เวลาสั้น และต้นทุนต่ำ� แต่มี 
ข้อจำ�กัด คือไม่สามารถใช้แหล่งของคาร์บอนที่มีความเข้มข้น
สูงได้ เพราะจะทำ�ให้เกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 
(Crebtree effect) คือ น้ำ�ตาลคั่งในเซลล์ ในขณะท่ีระบบไม่
สามารถใหอ้ากาศไดเ้พียงพอ ทำ�ใหจ้ลุนิทรยีผ์ลติสารพษิ เชน่ 
อะซีเตท กรณีที่เป็นแบคทีเรีย หรือเอทานอล กรณีที่เป็นยีสต์ 
ออกมา เป็นผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของเซลล์ ปัญหานี้
สามารถแกไ้ขไดโ้ดยการใชเ้ดกซท์รนิ (โอลโิกเมอรข์องน้ำ�ตาล
กลูโคส) เป็นแหล่งคาร์บอน ซึ่งสามารถใช้ที่ความเข้มข้นสูง 
ได้ถึง 100 กรัมต่อลิตรในการเพาะเลี้ยงแบบแบตซ์ ซึ่งปกติ 
ถ้าใช้น้ำ�ตาลกลูโคสหรือซูโครสจะไม่สามารถใช้ได้ที่ความ 
เข้มข้นสูงเช่น เกินกว่า 40 กรัมต่อลิตร 

	 จากผลการวิจัยนี้แสดงให้เห็นว่าสามารถผลิตมวล
เซลล์ด้วยการเพาะเลี้ยงแบบกะในถังหมักขนาด 5 ลิตร ซึ่งให้ 
อัตราการผลิตเซลล์ท่ีดีกว่าการเพาะเล้ียงแบบเฟดแบตซ์  
ถึง 16 เท่า (Zhu and Xu, 2010) ปัจจัยที่สำ�คัญในการผลิต 
เซลล์ความเข้มข้นสูงประกอบไปด้วย สูตรอาหารที่มี
ประสิทธิภาพโดยส่วนใหญ่จะใช้อาหารสังเคราะห์ท่ีทราบองค์
ประกอบทางเคมีทั้งชนิดและปริมาณ (defined medium) ท่ี
แน่นอน และสามารถปรับปรุงให้เหมาะสมกับวัตถุประสงค์
ของการเพาะเลี้ยงได้ดี สำ�หรับ Bacillus sp. เป็นแบคทีเรีย
ที่มีความสำ�คัญทางด้านอุตสาหกรรมชีวภาพเป็นอย่างมาก 
เนื่องจากสามารถใช้ผลิตผลิตภัณฑ์ได้หลากหลายชนิด เช่น 
เอนไซม์โปรติเอส อะไมเลส ไลเพส ไคติเนส เป็นต้น (เสาวนีย์ 
ธรรมสถิติ, 2547) นอกจากนี้ยังใช้ประโยชน์อย่างกว้างขว้าง
ในอุตสาหกรรมต่างๆ เช่น อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรม
การเกษตร และการแพทย์ 

	 Bacillus sp. เปน็แบคทเีรยีแกรมบวก สามารถเจรญิ
ไดท้ัง้ทีม่อีากาศและไมม่อีากาศ เพาะเลีย้งไดง้า่ย ระยะเวลาใน
การเจริญไม่นาน สามารถใช้แหล่งคาร์บอนจากอาหารเพาะ
เลีย้งไดห้ลากหลายชนดิ (Rosovitz et al., 1998) ในการทดลองนี ้
มคีวามตัง้ใจใช ้Bacillus sp. เพือ่มาศกึษาวธิกีารการผลติเซลล์

ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สงู โดยใชส้ตูรอาหารสงัเคราะหท์ีท่ราบองค์
ประกอบแน่นอนโดยมีโอลิโกเมอร์ของน้ำ�ตาลกลูโคสท่ีได้จาก
การย่อยแป้งมันสำ�ปะหลัง (เดกซ์ทริน) เป็นแหล่งคาร์บอน 
ซึ่งผลิตได้เอง ผลิตง่ายราคาถูก และสามารถใช้ได้ที่ความ 
เข้มข้นสูงโดยไม่ส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของเซลล์ 
จากการคั่งของน้ำ�ตาลภายในเซลล์ เนื่องจากสายเดกซ์ทริน 
ซึ่งเป็นโอลิโกเมอร์ของน้ำ�ตาลกลูโคสจะค่อยๆ ถูกตัดและ
ทยอยลำ�เลียงเข้าเซลล์ เสมือนว่าเป็นการทำ�การเพาะเล้ียง
แบบเฟดแบตซท์ีร่ะดบัเซลล ์(Fed-Batch at Cell Level, FBC) 
(Malairuang et al., 2020) เทคนิคการเพาะเลี้ยงเซลล์ให้ได้
ความเข้มข้นสูงนี้สามารถขยายขนาดการผลิตเซลล์ชีวมวล 
ขึ้นสู่ระดับโรงงานต้นแบบ และระดับอุตสาหกรรมได้

วัตถุประสงค์
	 เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการใช้เดกซ์ทรินจากการ
ยอ่ยแป้งมนัสำ�ปะหลงั ทีค่วามเขม้ขน้สูงสำ�หรบัการเพาะเลีย้ง 
Bacillus sp. ด้วยวิธีแบบแบตซ์พิเศษเพื่อผลิตมวลเซลล์ให้ได้
ความเขม้ขน้สงูแทนการใชน้้ำ�ตาลเปน็วตัถดุบิและแทนวธิกีาร
เพาะเลี้ยงแบบเฟดแบตซ์ที่ใช้กันทั่วไป โดยศึกษาถึงระดับ
โรงงานต้นแบบโดยการใช้ถังหมักขนาด 30 และ 300 ลิตร

วิธีการวิจัย
	 สายพันธุ์จุลินทรีย์ 
	 จุลินทรีย์ท่ีใช้ในการวิจัยนี้ ได้แก่ Bacillus sp.  
ทีค่ดัแยกจากดนิ และเกบ็รกัษาในอาหารเหลวทีม่กีล ีเซอรอล
ความเขม้ขน้รอ้ยละ 20 ทีอ่ณุหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส ภายใน
หน่วยวิจัยวิศวกรรมชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา

	 การเตรียมหัวเชื้อ
	 เตรียมอาหารสำ�หรับหัวเชื้อ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
ในบฟัเฟลิฟลาสกข์นาด 250 มลิลลิติร เทเชือ้จากหลอดเกบ็ใส่
ลงในบฟัเฟลิฟลาสกท์ีม่อีาหาร จากนัน้นำ�ไปเพาะเลีย้งโดยการ
บ่มบนเครื่องเขย่า ด้วยความเร็วที่ 200 รอบต่อนาทีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชั่วโมง 

	 สูตรอาหาร
	 สูตรอาหาร Nutrient Broth (NB) ประกอบด้วย  
(ต่อลิตร) เพปโตน 5 กรัม และสารสกัดจากเนื้อสัตว์ (beef 
extract) 3 กรัม ใช้เป็นอาหารสำ�หรับเตรียมหัวเชื้อ

	 สูตรอาหาร Batch Production Medium (BPM) 
(ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561) ประกอบด้วย (ต่อลิตร) แหล่ง
คาร์บอน 20 กรัม (NH
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	 การศึกษาประสิทธิภาพการใช้เดกซ์ทรินเป็น
แหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงระดับฟลาสก์
	 เตรียมอาหารสูตร BPM โดยแทนท่ีแหล่งคาร์บอน 
ในสตูรอาหารทีแ่ตกตา่งกนั 3 แหลง่แกด่ว้ย กลโูคสทางการคา้ 
(Sigma-Aldrich) กลูโคสจากการย่อยแป้งมันสำ�ปะหลัง และ
เดกซ์ทรินจากการย่อยแป้งมันสำ�ปะหลงั ปรับ pH เท่ากบั 6.5 
ใส่ลงในบัฟเฟิลฟลาสก์ขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร  
95 มลิลลิติร นำ�ไปนึง่ฆา่เชือ้ดว้ยหมอ้นึง่ความดนัไอทีอ่ณุหภมู ิ
121 องศาเซลเซียส ความดันไอน้ำ� 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว  
เปน็เวลา 15 นาท ีเมือ่อาหารเยน็ เตมิหวัเชือ้ทีเ่ตรยีมไวร้อ้ยละ  
5 ของปริมาตรอาหาร จากนั้นนำ�ไปเพาะเลี้ยงเป็นเวลา 36 
ชั่วโมง บนเครื่องเขย่าควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส 
อัตราเขย่า 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง และ
นำ�ไปวิเคราะห์ผลและทำ�การทดลอง 3 ซ้ำ�

	 การศึกษาการใช้เดกซ์ทรินที่ความเข้มข้นสูง 
ในการเพาะเลี้ยงด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะใน 
ถังหมักขนาด 5 ลิตร
	 เตรียมอาหารสูตร BPM โดยใช้เดกซ์ทรินเป็นแหล่ง
คาร์บอนที่เข้มข้นท่ีต่างกัน 3 ความเข้มข้น้แก่คือ 20, 40  
และ 100 กรัมต่อลิตร (เพื่อให้เร็วสำ�หรับการขยายขนาดการ
เพาะเลี้ยงขึ้นสู่ระดับโรงงานต้นแบบ จากประสบการณ์ จึง
ข้ามไปที่ความเข้มข้นสูงก่อน เพราะเมื่อประสบความสำ�เร็จ
จึงไม่จำ�เป็นที่จะต้องลงมาทำ�การทดลองท่ีความเข้มข้นต่ำ�ๆ 
ซ้ำ�อีก) เตรียมอาหารสูตร BPM ใส่ในถังหมักขนาด 5 ลิตร 
ปริมาตรการทำ�งาน 3 ลิตร นำ�ไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทำ�การต่ออุปกรณ์
ตา่งๆ ของระบบควบคมุเขา้กบัถงัหมกัและตัง้คา่ตา่งๆ สำ�หรบั
สภาวะเพาะเลีย้ง โดยใหค้า่ pH เทา่กบั 6.5 อณุหภมู ิ37 องศา
เซลเซยีส และปรบัอตัราการกวนของใบพดั (impeller speeds) 
เปน็ 500, 600 และ 700 รอบตอ่นาท ีและอตัราการเตมิอากาศ
เป็น 1, 2 และ 3 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของอาหาร
ต่อนาที (vvm) อัตราทั้งสองสูงขึ้นตามค่าความเข้มข้นของ
เดกซ์ทริน ตามลำ�ดับ และเติมหัวเชื้อร้อยละ 5 ของปริมาตร
ต่อปริมาตรอาหารเพาะเล้ียง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
เก็บตัวอย่างทุกๆ 6 ชั่วโมง และนำ�ไปวิเคราะห์ผลและทำ�การ
ทดลอง 3 ซ้ำ�

	 การศกึษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้งแบบกะ
ในถังหมักขนาด 30 ลิตร 
	 เตรียมอาหารสูตร BPM ลงในถังหมักขนาด 30 ลิตร 
โดยใช้เดกซ์ทรินความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่ง

คารบ์อน ปรมิาตรอาหาร 13.5 ลติร นึง่ฆา่เชือ้ดว้ยระบบฆา่เชือ้ 
ในตัวที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที  
เมื่อนึ่งฆ่าเชื้อเรียบร้อยแล้ว ทำ�การต่ออุปกรณ์ระบบควบคุม
ต่างๆ เข้ากับถังหมักและตั้งค่าสภาวะเพาะเลี้ยง ให้ค่า pH 
เท่ากับ 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เติมหัวเชื้อปริมาตร 
1.5 ลติร ลงในถงัหมกั จากนัน้ปรบัใหอ้ตัราการกวนของใบพดั
ท่ี 500 รอบต่อนาที อัตราการให้อากาศเท่ากับ 2 ปริมาตร
อากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที เพาะเลี้ยงเป็นเวลา 16 
ชั่วโมง เก็บตัวอย่างทุกๆ 2 ชั่วโมง และนำ�ไปวิเคราะห์ผล 
และทำ�การทดลองจำ�นวน 3 ซ้ำ�

	 การศกึษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้งแบบกะ
ในถังหมักขนาด 300 ลิตร 
	 เตรียมอาหารเหลวสูตร BPM ซึ่งมีเดกซ์ทริน  
เข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 180 ลิตร ลงในถังหมัก
ขนาด 300 ลิตร แล้วนึ่งฆ่าเชื้อด้วยระบบฆ่าเชื้อในตัว ที่
อณุหภมู ิ121 องศาเซลเซยีส นาน 30 นาท ีจากนัน้ตอ่อุปกรณ์
ระบบควบคมุตา่งๆ เขา้กบัถงัหมกัและตัง้คา่สภาวะเพาะเลีย้ง  
ให้ค่า pH เท่ากับ 6.5 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เติมหัวเชื้อ
ปริมาตร 20 ลิตร (จากถังหมักกล้าเชื้อ 30 ลิตร) ลงในถังหมัก  
ปรับอัตราการกวนของใบพัดที่ 300 รอบต่อนาที อัตราการ
ให้อากาศเท่ากับ 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารเพาะ
เลีย้งตอ่นาท ีเพาะเลีย้งเปน็เวลา 12 ชัว่โมง เกบ็ตวัอยา่งทกุๆ  
2 ชั่วโมง และนำ�ไปวิเคราะห์ผลและทำ�การทดลองจำ�นวน  
3 ซ้ำ�

การวิเคราะห์ผลการทดลอง 
	 การวัดค่าการดูดกลืนแสง (Absorbance)
	 เมือ่เกบ็ตัวอยา่งจากแต่ละการหมกัมาแล้ว นำ�น้ำ�หมกั 
มาเจือจางด้วยน้ำ�กล่ันให้ได้ความเข้มข้นท่ีเหมาะสม ผสม 
ให้เข้ากันด้วยเครื่องป่ันผสม และนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสง 
ที่ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร โดยใช้น้ำ�กลั่นเป็น 
ตัวเปรียบเทียบ และนำ�ไปคำ�นวณค่าการดูดกลืนแสง

	 การวิเคราะห์น้ำ�หนักเซลล์แห้ง (Dry Cell 
Weight) 
	 ทำ�การชั่งหลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 1.5 มิลลิลิตร เป็น
ค่าน้ำ�หนักหลอดเปล่า จากนั้นนำ�ตัวอย่างน้ำ�หมักใส่ในหลอด
ปั่นเหวี่ยงที่ผ่านการชั่งน้ำ�หนักมาแล้ว ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตร 
แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่อัตรา 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 
นาที เทส่วนใสทิ้ง แล้วนำ�หลอดที่มีตะกอนเซลล์ไปอบแห้ง 
ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชั่วโมง แล้วนำ�มา 
ชั่งน้ำ�หนักอีกครั้ง หลังจากนั้นนำ�มาคำ�นวณค่าน้ำ�หนัก 
เซลล์แห้งตามสูตรดังนี้ 

	 น้ำ�หนักเซลล์แห้ง (กรัมต่อลิตร) = [((น้ำ�หนักเซลล์ 
(กรัม) + น้ำ�หนักหลอด (กรัม)) - น้ำ�หนักหลอด (กรัม)) x 
1,500)]/1.5 
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	 การวเิคราะหค์วามเขม้ขน้น้ำ�ตาลรดีวิซค์งเหลอื 
	 1. การทำ�กราฟมาตรฐานน้ำ�ตาลกลูโคส นำ�
สารละลายมาตรฐานน้ำ�ตาลกลโูคส ความเขม้ขน้ 1 กรมัตอ่ลติร  
เจือจางให้มีความเข้มข้นเป็น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 กรัม
ต่อลิตร เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมให้ 
เข้ากัน และนำ�ไปต้มในน้ำ�เดือดนาน 5 นาที และนำ�ไปแช่ 
น้ำ�เย็น 5 นาที จากน้ันเติมน้ำ�กล่ันปริมาตร 10 มิลลิลิตร  
เขยา่ใหเ้ขา้กนั และนำ�ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคล่ืน 
520 นาโนเมตร และนำ�ค่าการดูดกลืนแสงที่ได้ไปสร้างกราฟ
มาตรฐานกับความเข้มข้นของสารละลายน้ำ�ตาลกลูโคส
มาตรฐานกบัคา่การดดูกลนืแสงทีว่ดัได ้จากนัน้หาคา่ความชนั 
ของกราฟ 

	 2. การวัดน้ำ�ตาลคงเหลือ นำ�ตัวอย่างส่วนใสของ 
น้ำ�หมักทีผ่า่นการปัน่เหวีย่งมาเจือจางใหเ้หมาะสม จากนัน้นำ� 
1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองและเติมสารละลาย DNS 1 
มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันนำ�ไปต้มในน้ำ�เดือด 5 นาที จากนั้น 
นำ�ไปแชน่้ำ�เยน็ตอ่อกี 5 นาท ีเตมิน้ำ�กลัน่ปรมิาตร 10 มลิลลิติร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนัและนำ�ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 
520 นาโนเมตร นำ�คา่การดดูกลนืแสงแสงทีไ่ดม้าคำ�นวณเปน็
ปริมาณน้ำ�ตาลคงเหลือโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน
น้ำ�ตาลกลูโคสจากสูตร 

	 ปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์คงเหลือ (กรัมต่อลิตร) = 
(ค่าการดูดกลืนแสง x ค่าการเจือจาง) / ความชันของกราฟ
มาตรฐานน้ำ�ตาลกลูโคส

	 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
	 นำ�ข้อมูลที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ผลทาง
สถิติโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way 
analysis of variance;วน 3 ซ้ำ�ทำ�การเปรียบเทียบความ 
แตกต่างของชุดการทดลองแต่ละชุดด้วยวิธี Tukey’s Range 
Test ด้วยโปรแกรมสำ�เร็จรูป Minitab version 17 ที่ระดับ 
นัยสำ�คัญ p-value 0.05

ผลการวิจัย
	 ผลการศกึษาประสทิธภิาพการใชเ้ดกซท์รนิเปน็
แหล่งคาร์บอนในการเพาะเลี้ยงในระดับฟลาสก์
	 การศกึษาประสทิธภิาพการใชเ้ดกซท์รนิจากการยอ่ย
แปง้มันสำ�ปะหลงัเปน็แหลง่คารบ์อน โดยเปรยีบเทยีบกบัแหล่ง
คาร์บอนอื่น ได้แก่ กลูโคสทางการค้า (Sigma-Aldrich) และ
กลโูคสจากการยอ่ยแปง้มนัสำ�ปะหลงั โดยใชอ้าหารสตูร BPM 
พบวา่ Bacillus sp. มกีารเจรญิไดด้ใีนอาหารทีม่เีดกซท์รนิเปน็
แหลง่คารบ์อน โดยการเจรญิสงูสดุที ่18 ชัว่โมง มนี้ำ�หนกัเซลล์
แหง้สงูสดุ เทา่กบั 12.93 กรมัตอ่ลติร คา่การดดูกลนืแสงสงูสดุ 
24.47 และน้ำ�ตาลคงเหลือเท่ากับเท่ากับ 2.09 กรัมต่อลิตร  
ในชั่วโมงสุดท้ายของการเพาะเล้ียง (Figure 1) และเมื่อ

พจิารณาแหล่งคารบ์อนจากกลโูคสทางการคา้ พบวา่ การเจริญ
สูงสุดที่ 9 ชั่วโมง ให้ผลน้ำ�หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 5.13 กรัม 
ต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 8.10 และปริมาณน้ำ�ตาล 
คงเหลือในชั่วโมงสุดท้ายเท่ากับ 10.05 กรัมต่อลิตร และ
พิจารณาการใช้กลูโคสจากการย่อยแป้งมันสำ�ปะหลังเป็น
แหล่งคาร์บอน พบว่า การเจริญสูงสุดที่ 9 ชั่วโมง ให้น้ำ�หนัก
เซลล์แห้งเท่ากับ 4.70 กรัมต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 
6.29 และปริมาณน้ำ�ตาลคงเหลือเท่ากับ 5.94 กรัมต่อลิตร 

	 ซึ่งเมื่อเทียบเทียบค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์การ
เจริญที่ได้จากการคำ�นวณ (Table 1) พบว่า การใช้เดกซ์ทริน 
เปน็แหลง่คารบ์อนมปีระสทิธภิาพสงูสดุสำ�หรบัการเพาะเลีย้ง 
Bacillus sp. ให้ผลการเจริญดีที่สุดโดยมีค่ามวลเซลล์ (x) 
เท่ากับ 12.93 กรัมต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 
0.18 ต่อชั่วโมง ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น้ำ�ตาล (Y

x/s
) 

เทา่กบั 0.57 กรมัตอ่กรมั อตัราการสรา้งมวลเซลล ์(r
x
) เทา่กบั 

0.72 กรมัตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และอตัราการใชน้้ำ�ตาล (r
s
) เทา่กบั 

0.99 กรมัตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง รองลงมาเปน็การใชแ้หลง่คารบ์อน

กรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) เท่ากบั 0.72 กรมัต่อ
ลติรต่อชัว่โมง และอตัราการใชน้ ้าตาล (rs) เท่ากบั 0.99 
กรมัต่อลติรต่อชัว่โมง รองลงมาเป็นการใชแ้หล่งคารบ์อน
จากกลโูคสทางการคา้ ซึง่มคี่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 5.13 
กรมัต่อลติร อตัราการเจรญิจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.15 ต่อ
ชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น ้ าตาล (Yx/s) 
เท่ากบั 0.45 กรมัต่อกรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) 
เท่ากับ 0.57 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอัตราการใช้
น ้าตาล (rs) เท่ากบั 0.94 กรมัต่อลติรต่อชัว่โมงและล าดบั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Growth, dry cell weight, and reducing sugar during 
cultivations of Bacillus sp. With different carbon sources 

สดุทา้ยเป็นการใชแ้หล่งคารบ์อนจากกลโูคสจากการย่อย
แป้ง โดยมีค่ามวลเซลล์ (x) เท่ากับ 4.70 กรัมต่อลิตร 
อัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากับ 0.05 ต่อชัว่โมง 
ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น ้ าตาล (Yx/s) เท่ากับ 
0.29 กรมัต่อกรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) เท่ากบั 
0.52 กรมัต่อลติรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้น ้าตาล (rs) 
เท่ากบั 0.68 กรมัต่อลติรต่อชัว่โมง ตามล าดบั  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2. Growth, dry cell weight, and reducing sugar 
during cultivation of Bacillus sp. with dextrin at 
concentrations of 20, 40 and 100 g/l  
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Figure 1. Growth, dry cell weight, and reducing sugar  
during cultivations of Bacillus sp. With different  
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จากกลโูคสทางการคา้ ซึง่มคีา่มวลเซลล ์(x) เทา่กบั 5.13 กรมั
ต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 0.15 ต่อะลำ�ดับ

	 ผลผลติของมวลเซลลต์อ่การใชน้้ำ�ตาล (Y
x/s

) เทา่กบั 
0.45 กรัมต่อกรัม อัตราการสร้างมวลเซลล์ (r

x
) เท่ากับ 0.57 

กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และอัตราการใช้น้ำ�ตาล (r
s
) เท่ากับ 

0.94 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงและลำ�ดับสุดท้ายเป็นการใช้แหล่ง
คาร์บอนจากกลูโคสจากการย่อยแป้ง โดยมีค่ามวลเซลล์ (x) 
เท่ากับ 4.70 กรัมต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 
0.05 ต่อชั่วโมง ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น้ำ�ตาล (Y

x/s
) 

เท่ากับ 0.29 กรัมลำ�ดับ

	 ผลการศกึษาการใช้เดกซท์รนิทีค่วามเขม้ข้นสงู 
ในการเพาะเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบกะ
ในถังหมักขนาด 5 ลิตร
	 จากผลการศึกษาข้างบน แสดงให้เห็นชัดเจนว่า 
เดกซ์ทรินใช้เป็นแหล่งคาร์บอนที่มีประสิทธิภาพดีที่สุด โดย
ดีกว่าการใช้น้ำ�ตาลกลูโคสจากทั้งสองแหล่ง ดังนั้นจึงทำ�การ
ศึกษาต่อมา เพื่อหาระดับความเข้มข้นที่สูงและเหมาะสมของ
เดกซ์ทรินต่อการเจริญของ Bacillus sp. โดยการเพาะเลี้ยง
เซลล์ด้วยอาหารสูตร BPM ผสมเดกซ์ทรินที่ความเข้มข้น 20, 
40 และ 100 กรัมต่อลิตร ในถังหมักขนาด 5 ลิตร ที่ควบคุม
สภาวะ พบวา่การใชเ้ดกซท์รนิทีค่วามเขม้ขน้ 100 กรมัตอ่ลติร 
ให้ผลการผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงได้ดีที่สุดและเป็นความ 
เขม้ขน้ของแหลง่คารบ์อนทีม่ากทีส่ดุและมากกวา่ความเขม้ขน้
ของการเพาะเลีย้งแบบกะโดยใชน้้ำ�ตาลโดยทัว่ไป ซึง่แสดงให้
เห็นว่า Bacillus sp. มีความสามารถในการใช้ทั้งน้ำ�ตาลรีดิวซ์ 
ที่เกิดจากการสลายเด็กซ์ทรินก่อนแล้วและเดกซ์ทรินที่เหลือ
เป็นแหล่งคาร์บอนได้ดี โดยที่ 24 ชั่วโมง โดยให้ความเข้มข้น
ของน้ำ�หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 31.98 กรัมต่อลิตร ค่าการดูด
กลนื 72.42 ถดัมาเปน็การใชเ้ดกซท์รนิทีค่วามเขม้ขน้ 40 กรมั
ต่อลิตร ซึ่งการเจริญสูงสุดที่ 18 ชั่วโมง ให้ความเข้มข้นของ 
น้ำ�หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 23.10 กรัมต่อลิตร ค่าการดูดกลืน
แสงเท่ากับ 46.75 ที่ความเข้มข้นของการใช้เดกซ์ทริน 40 
กรัมต่อลิตร ช่วงก่อน 24 ชั่วโมง ให้ผลการเจริญดีกว่าที่ความ
เข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร เพราะช่วงแรกขอการเจริญ น้ำ�ตาล 
ที่ความเข้มข้นต่ำ�กว่าย่อมก่อให้เกิดความเครียดของเซลล์ 
(cell stress) น้อยกว่า ลำ�ดับสุดท้ายเป็นการใช้เดกซ์ทริน 
ความเข้มข้น 20 กรัมต่อลิตร ซึ่งให้ผลการเจริญสูงสุดท่ี 24 
ชั่วโมง ความเข้มข้นของน้ำ�หนักเซลล์แห้งเท่ากับ 4.13 กรัม
ต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 7.74 (Figure 2) 

	 เมื่อคำ�นวณค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญ
ของ Bacillus sp. (Table 2) พบวา่การเพาะเลีย้งทีใ่ชเ้ดกซท์รนิ
ความเขม้ขน้ 100 กรมัตอ่ลติร มปีระสทิธภิาพมากทีส่ดุโดยให้
ค่าเข้มข้นมวลเซลล์ (x) เท่ากับ 31.98 กรัมต่อลิตร อัตราการ
เจรญิจำ�เพาะ (µ) เทา่กบั 0.19 ตอ่ชัว่โมง สมัประสทิธ์ิมวลเซลล์
ตอ่การใชน้้ำ�ตาล (Y

x/s
) เทา่กบั 0.45 กรมัตอ่กรมั อตัราการผลติ

มวลเซลล์ (r
x
) เท่ากับ 1.33 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง และอัตรา

การใช้น้ำ�ตาล (r
s
) เท่ากับ 2.96 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ลำ�ดับ

ถัดมาเป็นการใช้เดกซ์ทรินที่ระดับความเข้มข้น 40 กรัมต่อ
ลิตร ให้ค่าความเข้มข้นของมวลเซลล์ (x) เท่ากับ 23.10 กรัม
ต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 0.16 ต่อชั่วโมง 
สมัประสทิธิม์วลเซลลต์อ่การใชน้้ำ�ตาล (Y

x/s
) เทา่กบั 0.58 กรมั

ต่อกรัม อัตราการผลิตมวลเซลล์ (r
x
) เท่ากับ 1.29 กรัมต่อลิตร

ต่อชั่วโมง และอัตราการใช้น้ำ�ตาล (r
s
) เท่ากับ 2.21 กรัมต่อ

ลติรต่อชัว่โมง และลำ�ดับสุดทา้ย ได้แก ่การใชเ้ดกซท์รินความ

กรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) เท่ากบั 0.72 กรมัต่อ
ลติรต่อชัว่โมง และอตัราการใชน้ ้าตาล (rs) เท่ากบั 0.99 
กรมัต่อลติรต่อชัว่โมง รองลงมาเป็นการใชแ้หล่งคารบ์อน
จากกลโูคสทางการคา้ ซึง่มคี่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 5.13 
กรมัต่อลติร อตัราการเจรญิจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.15 ต่อ
ชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น ้ าตาล (Yx/s) 
เท่ากบั 0.45 กรมัต่อกรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) 
เท่ากับ 0.57 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอัตราการใช้
น ้าตาล (rs) เท่ากบั 0.94 กรมัต่อลติรต่อชัว่โมงและล าดบั 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Growth, dry cell weight, and reducing sugar during 
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สดุทา้ยเป็นการใชแ้หล่งคารบ์อนจากกลโูคสจากการย่อย
แป้ง โดยมีค่ามวลเซลล์ (x) เท่ากับ 4.70 กรัมต่อลิตร 
อัตราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากับ 0.05 ต่อชัว่โมง 
ผลผลิตของมวลเซลล์ต่อการใช้น ้ าตาล (Yx/s) เท่ากับ 
0.29 กรมัต่อกรมั อตัราการสร้างมวลเซลล์ (rx) เท่ากบั 
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Figure 2. Growth, dry cell weight, and reducing sugar 
during cultivation of Bacillus sp. with dextrin at 
concentrations of 20, 40 and 100 g/l  
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Figure 2. Growth, dry cell weight, and reducing sugar  
during cultivation of Bacillus sp. with dextrin at  

concentrations of 20, 40 and 100 g/l

	 อัตราการสร้างมวลเซลล์ (r
x
) เท่ากับ 0.52 กรัมต่อ

ลิตรต่อชั่วโมง และอัตราการใช้น้ำ�ตาล (r
s
) เท่ากับ 0.68 กรัม

ต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามลำ�ดับ
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เขม้ขน้ 20 กรมัตอ่ลติร ซึง่ใหค้า่ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์(x) 
เท่ากับ 4.13 กรัมต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 
0.04 ต่อชั่วโมง สัมประสิทธิ์มวลเซลล์ต่อการใช้น้ำ�ตาล (Y

x/s
) 

เท่ากับ 0.25 กรัมต่อกรัม อัตราการผลิตมวลเซลล์ (r
x
) เท่ากับ 

0.17 กรมัตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง และอตัราการใชน้้ำ�ตาล (r
s
) เทา่กบั 

0.69 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ตามลำ�ดับ

	 ผลการศกึษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้งแบบ
กะในถังหมักขนาด 30 ลิตร 
	 จากผลการศึกษาความเข้มข้นของเดกซ์ทรินที่มี
ประสิทธิภาพสูงสุดสำ�หรับการผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูง ซึ่ง
พบวา่ทีร่ะดบัความเขม้ขน้ 100 กรมัตอ่ลติร สามารถผลติเซลล์
ความเขม้ขน้สงูไดด้ทีีส่ดุในถงัหมกัขนาด 5 ลติร จากนัน้จงึนำ�
สภาวะดงักลา่วมาขยายขนาดการผลติทีถ่งัหมกัขนาด 30 ลติร 
ผลปรากฏชัดว่า Bacillus sp. มีการเจริญสูงสุดที่ 14 ชั่วโมง 
โดยใหค้วามเขม้ขน้ของน้ำ�หนกัเซลลแ์หง้สงูถงึ 43.45 กรมัต่อ
ลิตร ที่ค่าการดูดกลืนแสง 96.55 (Figure 3) ซึ่งเมื่อพิจารณา
ค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญ พบว่าค่าความ
เข้มข้นของมวลเซลล์ (x) เท่ากับ 43.45 กรัมต่อลิตร อัตรา
การเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 0.21 ต่อชั่วโมง ค่าสัมประสิทธิ์
ของมวลเซลลต์อ่การใชน้้ำ�ตาล (Y

x/s
) เทา่กบั 0.85 กรมัตอ่กรมั 

อตัราการผลติมวลเซลล ์(r
x
) เทา่กบั 3.11 กรมัตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง 

และอตัราการใชน้้ำ�ตาล (r
s
) เทา่กบั 3.63 กรมัตอ่ลติรตอ่ชัว่โมง 

	 ผลการศกึษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้งแบบ
กะในถังหมักขนาด 300 ลิตร
	 ผลจากการศกึษาการเพาะเลีย้งเซลลท์ีร่ะดบัถงัหมกั
ขนาด 30 ลิตร ผลปรากฏชัดว่า ระบบนี้สามารถผลิตเซลล์
ที่ความเข้มข้นสูงได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากน้ันจึงได้ขยาย
ขนาดการผลิตเพื่อศึกษาแนวทางและความเป็นไปได้สำ�หรับ
การผลติเซลลท์ีร่ะดบัอตุสาหกรรม โดยทำ�การศกึษาการเพาะ
เลีย้งเซลลใ์นถงัหมกัขนาด 300 ลติร ทีค่วบคมุสภาวะ ผลจาก
การศึกษาปรากฏว่า เซลล์การเจริญสูงสุดที่ 12 ชั่วโมง ซึ่ง
ถอืวา่ใชเ้วลาสัน้มากเมือ่เทยีบกบัเวลาการเพะเลีย้งปกตทิีผ่า่น
มา โดยใหค้า่ความเขม้ขน้ของน้ำ�หนกัเซลลแ์หง้สงูสดุถงึ 47.03 
กรัมต่อลิตร ที่ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากับ 104.50 (Figure 4) 
และเม่ือพิจารณาค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญ 
พบว่า ให้ความเข้มข้นของมวลเซลล์ (x) เท่ากับ 47.03 กรัม
ต่อลิตร อัตราการเจริญจำ�เพาะ (µ) เท่ากับ 0.25 ต่อชั่วโมง 
สัมประสิทธิ์การผลิตมวลเซลล์ต่อการใช้น้ำ�ตาล (Y

x/s
) เท่ากับ 

0.63 กรัมต่อกรัม อัตราการผลิตมวลเซลล์ (r
x
) เท่ากับ 3.92 

กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (โดยยังไม่มีการพบจากรายงานการ
วิจัยอื่นที่ให้ค่าสูงกว่าน้ีมาก่อน) (ขวัญฤทัย มาลัยเรือง และ
เศรษฐวัชร ฉ่ำ�ศาสตร์, 2557 ; ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561 ; 
Lee, 1996 ; Rosovitz et al., 1998 ; Gill and Kaur, 2004 ; 
Kunamneni and Singh, 2006 ; Shojaosadati et al., 2008 

; Kulpreecha et al., 2009 ; Zhu and Xu, 2010 ; Barros et 
al., 2013 ; Raul et al., 2014 ; Malairuang et al., 20) และ
อัตราการใช้น้ำ�ตาล (r

s
) เท่ากับ 6.26 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง

วิจารณ์และสรุปผลการวิจัย 
จากการศึกษาการผลิตเซลล์ Bacillus sp. เพื่อให้ได้ความ 
เข้มข้นสูง ซึ่งวิธีการผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงนั้นจะต้องใช้
อาหารสังเคราะห์ (defined medium) ที่ทราบองค์ประกอบ
และความเขม้ขน้ทีแ่นน่อน ซึง่สามารถนำ�ไปปรบัปรงุดดัแปลง
ได้ง่ายเพื่อให้เหมาะสมต่อการเพาะเลี้ยงเซลล์แบคทีเรีย  
(Shojaosadati et al., 2008) โดยอาหารสูตร BPM ซึ่งเป็น 
อาหารพื้นฐานมีองค์ประกอบอย่างง่ายราคาถูกเหมาะสำ�หรับ
การผลติเซลลใ์นระดบัอตุสาหกรรม (ขวญัฤทยั มาลยัเรอืง และ
เศรษฐวัชร ฉ่ำ�ศาสตร์, 2557 ; ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561) 
และได้รายงานการใช้เพื่อผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงทั้งในการ
เพาะเลี้ยง Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae  
และ Aspergillus oryzae ซึ่งประสบความสำ�เร็จอย่างสูง  
(ขวัญฤทัย มาลัยเรือง และเศรษฐวัชร ฉ่ำ�ศาสตร์, 2557 ;  
ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561) ซึ่งเมื่อใช้อาหารสูตร BPM โดย
มีเดกซ์ตรินจากการย่อยแป้งมันสำ�ปะหลังเป็นแหล่งคาร์บอน  
พบว่าให้ผลผลิตเซลล์สูงกว่าการใช้กลูโคสทางการค้า  
(Sigma-Aldrich) และกลูโคสจากการย่อยแป้งมันสำ�ปะหลัง  
ซึ่งให้ค่าความเข้มข้นของมวลเซลล์ 12.93 กรัมต่อลิตร และ
อัตราการผลิตมวลเซลล์ 0.72 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง 

	 การเลือกใช้แหล่งคาร์บอนนั้นเป็นปัจจัยสำ�คัญที่
จะทำ�ให้การผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงประสบความสำ�เร็จ 
จากการค้นพบนี้ชัดเจนว่า เดกซ์ทรินจากการย่อยแป้งมัน
สำ�ปะหลงัเปน็แหลง่คารบ์อนทีม่ปีระสทิธภิาพสงูสดุ เนือ่งจาก 
เดกซ์ทรินเป็นองค์ประกอบของกลูโคสหลายๆ โมเลกุล  
(ไม่เกิน 10 โมเลกุล) เรียงต่อกันเป็นสาย ทำ�ให้การเพาะเลี้ยง
เพือ่ผลติเซลลส์ามารถผลติไดใ้นปรมิาณทีส่งู ซึง่การเพาะเลีย้ง
โดยทัว่ไปนยิมใชแ้หลง่คารบ์อนเปน็น้ำ�ตาลกลโูคส ซึง่นอกจาก
จะมรีาคาสงูแลว้ยงัมกักอ่ใหเ้กดิการคัง่ของกลโูคสภายในเซลล ์
สง่ผลใหย้บัยัง้การเจรญิของเซลลเ์นือ่งจากในสภาวะนีเ้ซลลจ์ะ 
ผลิตอะซีเตทหรือ เอทานอลออกมา (Crebtree effect)  
(Kanjanachumpol et al., 2013 ; Kulpreecha et al., 2009): 
ซึ่งจะเป็นพิษต่อเซลล์มีผลให้ยับยั้งการเจริญ แต่การใช้เดกซ์
ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน เดกซ์ทรินจะค่อยๆ ทยอยถูกย่อยให้
เปน็กลโูคสโมเลกลุเดยีวๆ แลว้คอ่ยๆ ลำ�เลยีงเขา้เซลลเ์พือ่ไป
ใชเ้พือ่การเจรญิได้เรือ่ยๆ อยา่งต่อเนือ่ง เสมอืนหนึง่วา่เป็นการ
ทำ�การเพาะเลีย้งแบบ fed-batch ทีร่ะดบัเซลล ์(Fed-Batch at 
Cell Level, FBC)
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Table 1. Calculated growth kinetic parameters of Bacillus sp. Cultivations in BPM medium with different carbon 
sources

Carbon sources
x

(g/l)
µ

(h-1)
Y

x/s

(g/g)
r

x

(g/l/h)
r

s

(g/l/h)

Commercial glucose 5.13 ± 0.50b 0.15 ± 0.02a 0.45 ± 0.05b 0.57 ± 0.06b 0.94 ± 0.05a

Glucose hydrolysate 4.70 ± 0.27b 0.05 ± 0.01b 0.29 ± 0.05c 0.52 ± 0.03b 0.68 ± 0.02b

Dextrin 12.93 ± 0.40a 0.18 ± 0.03a 0.57 ± 0.04a 0.72 ± 0.03a 0.99 ± 0.00a

Statistic comparisons of those mean values within their own columns (among treatments of cultivation conditions) at p-values of ≤0.05 show 
different characters, a, b, and c, which mean statically signifi cant differences.

Table 2. Calculated growth kinetic parameters of Bacillus sp. Cultivations in BPM medium with dextrin at 
concentrations of 20, 40, and 100 g/l in 5-L fermenters, and 100 g/l of dextrin in 30-L and 300-L fermenters

Dextrin concentrations
(g/l)

Fermenter 
volumes (L)

x
(g/l)

µ
(h1-)

Y
x/s

(g/g)
r

x

(g/l/h)
r

s

(g/l/h)

 20  5  4.13 ± 0.21e 0.04 ± 0.01d 0.25 ± 0.01d 0.17 ± 0.01d 0.69 ± 0.00e

 40  5 23.10 ± 0.36d 0.16 ± 0.01c 0.58 ± 0.01b 1.29 ± 0.02c 2.21 ± 0.00d

100  5 31.98 ± 0.34c 0.19 ± 0.00b 0.45 ± 0.01c 1.33 ± 0.02c 2.96 ± 0.04c

100  30 43.45 ± 0.07b 0.21 ± 0.00b 0.62 ± 0.00a 3.11 ± 0.02b 3.63 ± 0.03b

100 300 47.03 ± 0.15a 0.25 ± 0.01a 0.63 ± 0.00a 3.92 ± 0.01a 6.26 ± 0.03a

 Statistic comparisons of those mean values within their own columns (among treatments of cultivation conditions) at p-values of ≤0.05 show 
different characters, a, b, c, d, and e, which mean statically signifi cant differences.
Note x  : Cell biomass concentration (g/l) 
 µ : Specifi c growth rate (h-1) 
 Y

x/s
 : Yield coeffi cient of cell biomass per unit of carbon source substrate (g/g)

  r
x
  : Production rate of cell biomass or cell biomass productivity (g/l/h) 

 r
s
  : Rate of carbon source substrate utilization (g/l/h)

 เนื่องจากในสภาวะน้ีเซลล์จะผลิตอะซีเตทหรือ
เอทานอลออกมา (Crebtree effect) (ขวญัฤทยั มาลยัเรอืง และ
เศรษฐวัชร ฉ่ำาศาสตร์, 2557 ; ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561) 
ซึ่งจะเป็นพิษต่อเซลล์มีผลให้ยับย้ังการเจริญ แต่การใช้เดกซ์
ทรินเป็นแหล่งคาร์บอน เดกซ์ทรินจะค่อยๆ ทยอยถูกย่อยให้

เปน็กลโูคสโมเลกลุเดยีวๆ แลว้คอ่ยๆ ลำาเลยีงเขา้เซลลเ์พือ่ไป
ใชเ้พือ่การเจรญิได้เรือ่ยๆ อยา่งต่อเนือ่ง เสมอืนหนึง่วา่เปน็การ
ทำาการเพาะเลีย้งแบบ fed-batch ทีร่ะดบัเซลล ์(Fed-Batch at 
Cell Level, FBC) (ขวัญฤทัย มาลัยเรือง, 2561) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 3. Growth, dry cell weight and reducing sugar during Cultivation of Bacillus sp. in BPM  
medium with 100 g/l of dextrin in 30-L fermenter  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 4. Optical density, dry cell weight and reducing sugar during cultivation of Bacillus sp.  
  in BPM medium with 100 g/l of dextrin in 300-L fermenter  
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 Figure 3. Growth, dry cell weight and reducing sugar during 
Cultivation of Bacillus sp. in BPM medium with 100 g/l of 
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Figure 4. Optical density, dry cell weight and reducing sugar during cultivation of Bacillus sp.  
  in BPM medium with 100 g/l of dextrin in 300-L fermenter  
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 Figure 4. Optical density, dry cell weight and reducing 
sugar during cultivation of Bacillus sp. in BPM medium with 

100 g/l of dextrin in 300-L fermenter
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	 ซึ่งแสดงให้เห็นชัดเจนว่า Bacillus sp. มีความ
สามารถในการใช้เดกซ์ทรินเป็นแหล่งของคาร์บอนที่ความ
เข้มข้นสูงมากได้ในการเพาะเลี้ยงแบบกะที่ให้อากาศ ซึ่งโดย
ทั่วไปการใช้แหล่งคาร์บอนในรูปของน้ำ�ตาล เช่น กลูโคส และ
ซูโครส สำ�หรับการเพาะเลี้ยงแบบกะที่ให้อากาศ แบคทีเรีย
หรอืจลุนิทรยีอ์ืน่จะสามารถใชน้้ำ�ตาลไดท้ีเ่ขม้ขน้ไมเ่กนิ 30–50 
กรัมต่อลิตร เช่น การเพาะเล้ียง E. coil สามารถใช้กลูโคส
ความเข้มข้นมากที่สุดเพียงได้ 50 กรัมต่อลิตร ซึ่งจะเกิดการ
ยับยั้งการเจริญของเซลล์แล้ว (Raul et al., 2014) แต่วิธีการ
เพาะเลี้ยงเซลล์ในงานวิจัยนี้สามารถทำ�ให้แบคทีเรีย Bacillus 
sp. ใช้แหล่งคาร์บอนราคาถูกซึ่งเป็นเดกซ์ทรินที่ได้จากการ
ย่อยแป้งมันสำ�ปะหลังที่ความเข้มข้นสูงถึง 100 กรัมต่อลิตร  
เหตุผล คือ Bacillus sp. เป็นแบคทีเรียท่ีมีความสามารถ 
ในการสร้างเอนไซม์ได้หลายชนิด เช่น อะไมเลส (Raul et al., 
2014) กลูโคสอะไมเลส (Gill and Kaur, 2004) พลูลูลาเนส 

(Kunamneni and Singh, 2006) รวมไปถึงโปรติเอส และ 
ไลเพส (Barros et al., 2013) ซึ่งเอนไซม์สามชนิดแรกมีความ
สามารถยอ่ยเดกซท์รนิใหเ้ปน็กลโูคสไดด้ ีซึง่จะคอ่ยๆ ยอ่ยให้
เป็นกลูโคสพร้อมกับการเจริญที่เพิ่มขึ้น และค่อยๆ ลำ�เลียง
กลโูคสเขา้เซลล ์ซึง่สามารถลดปญัหาการคัง่ของกลโูคสภายใน
เซลล์ได้ และเรียกการย่อยเดกซ์ทรินเป็นกลูโคส และค่อยๆ 
นำ�กลูโคสเข้าเซลล์ว่า “การเพาะเลี้ยงแบบเฟดแบตซ์ในระดับ
เซลล์ (FBC)” (Malairuang et al., 2020) ทำ�ให้แบคทีเรีย
สามารถเจริญได้ดีและผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงเป็นสัดส่วน
สัมพันธ์กับความเข้มข้นที่สูงของแหล่งคาร์บอนเดกซ์ทรินที่
ใชไ้ดอ้ยา่งมีประสทิธภิาพได ้เหน็ชดัไดจ้ากคา่สมัประสิทธ์ิการ
ผลิตมวลเซลล์ต่อการใช้น้ำ�ตาล (Y

x/s
) ที่สูงมากกว่า 0.5 กรัม

ต่อกรัม โดยร่วมกับการใช้เทคนิคการเพาะเลี้ยงแบบแบตซ์ 
แบบให้อากาศและใช้อาหาร BPM ราคาถูก ซึ่งมีข้อดี คือเป็น
เทคนคิทีง่า่ยไม่ซบัซอ้น ระบบควบคมุงา่ย ใชร้ะยะเวลาสัน้ ลด
การปนเปื้อน และที่สำ�คัญคือลดแรงงานและต้นทุนการผลิต 
ซึ่งเมื่อเทียบกับการเพาะเล้ียง B. subtilis ท่ีใช้เทคนิคการ
เพาะเลี้ยงแบบเฟดแบตซ์ (Fed-batch) ซ่ึงใช้แหล่งคาร์บอน
เป็นกลูโคสที่ความเข้มข้น 100 กรัมต่อลิตร ในถังหมักขนาด 
7 ลิตร สามารถผลิตเซลล์ได้ความเข้มข้นเพียง 9.46 กรัมต่อ
ลิตร ใช้เวลาการเพาะเลี้ยง 120 ชั่วโมง โดยคิดเป็นอัตราการ
ผลิตมวลเซลล์เท่ากับ 0.079 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (Zhu and 
Xu, 2010) เม่ือเทยีบกบัผลงานวจัิยทีด่ทีีส่ดุในครัง้นีท้ีใ่หค้า่ให้
ความเขม้ขน้ของมวลเซลลส์งูถงึ 47.03 กรมัตอ่ลติร (มากกวา่ 
5 เท่า) และ อัตราการผลิตมวลเซลล์สูงมากถึง 3.92 กรัมต่อ
ลิตรต่อชั่วโมง (มากกว่า 50.25 เท่า) งานวิจัยนี้บ่งบอกถึง
ศักยภาพและความเป็นไปได้สำ�หรับการขยายขนาดการผลิต
ขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรม 

	 เหน็ได้วา่แมก้ารเพาะเล้ียงแบบเฟดแบตซจ์ะสามารถ
ใชแ้หลง่คารบ์อนทีม่คีวามเขม้ขน้สงูได ้แตม่ขีอ้เสยีทีส่ำ�คญัคอื
ใช้ระยะเวลายาวนานและข้อเสียอีกหลายประการที่ได้กล่าว
แล้วข้างต้น แต่การเพาะเลี้ยงแบบแบตซ์ด้วยวิธีการปกติที่ใช้
อยู่กันทั่วไปก็ไม่สามารถใช้แหล่งคาร์บอนในรูปของน้ำ�ตาล
เข้มสูงได้ ทำ�ให้ไม่สามารถผลิตเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงได้ เช่น 
การเพาะเลี้ยง B. megaterium แบบกะโดยใช้กากน้ำ�ตาลเป็น
แหลง่คารบ์อนทีค่วามเขม้ขน้ 25 กรมัตอ่ลติร ในถงัหมกัขนาด 
5 ลติร ใหผ้ลผลติมวลเซลลเ์พยีง 8.24 กรมัตอ่ลติร ที ่อตัราการ
ผลิตมวลเซลล์ 0.68 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง ที่เวลาเพาะเลี้ยง 
12 ชั่วโมง (Kulpreecha et al., 2009) เมื่อเปรียบเทียบผล 
การทดลองกับผลของงานวิจัยนี้ แสดงให้เห็นชัดเจนว่า การ
เพาะเลีย้งเซลลแ์บคทเีรยีสกลุ Bacillus sp. สามารถใชเ้ดกซ์ทริน 
เป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้นสูงได้ ส่งผลให้ได้ผลผลิต
มวลเซลล์ที่ความเข้มข้นสูงกว่างานวิจัยอื่นๆ ที่อัตราการผลิต
สูงกว่ามาก ในกรณีจุลินทรีย์ที่ไม่มีความสามรถในการผลิต
เอนไซม์ย่อยแป้งมันสำ�ปะหลังนั้นจึงต้องมีการเติมเอนไซม์
เพือ่ใหก้ระบวนการยอ่ยเดกซท์รนิใหเ้ปน็กลโูคสและนำ�กลโูคส
มาใชไ้ด ้เชน่ รายงานวจิยัการผลติเซลลย์สีต ์Kluyveromyces 
marxianus SS106 ที่มีการผลิตเซลล์ให้มีความเข้มข้นสูง 
เพื่อนำ�ไปเป็นหัวเชื้อในการผลิตเอทานอล ซึ่งโดยท่ัวไปแล้ว
ยีสต์ไม่สามารถผลิตเอนไซม์กลูโคอะไมเลสได้ ดังนั้นจึงมีการ
เติมเอนไซมช์นดินีล้งไปด้วยในการเพาะเลีย้งเพือ่ใหเ้ดกซท์รนิ
ถกูยอ่ยเปน็กลโูคสและยสีตส์ามารถนำ�ไปใชใ้นการเจรญิตอ่ไป
ได้ (Malairuang et al., 2020a) และ S. cerevisiae โดยระหวา่ง
การเพาะเลี้ยงได้มีการเติมเอนไซม์ช่วยย่อยร่วมกับการเพาะ
เล้ียงเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการเจริญและสร้างผลิตภัณฑ์ได้
อีกด้วย (Shi et al., 2019)

	 เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมจากวิธีการเพาะเลี้ยงในถัง
หมักขนาด 5 ลิตร ต่อมาจึงทำ�การศึกษาขยายขนาดการผลิต
ในระดับถึงหมักขนาด 30 ลิตร ผลการทดลองปรากฏว่า ให้
ผลผลติความเขม้ขน้ของน้ำ�หนกัเซลลแ์หง้ 43.45 กรมัตอ่ลติร 
ที่อัตราการผลิตมวลเซลล์ 3.11 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบัการเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 5 ลติรทีผ่า่นมา 
พบว่าการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 30 ลิตร มีประสิทธิภาพ
สูงกว่า เนื่องจากมีระบบการกวนผสมที่ดีส่งผลให้มีปริมาณ
ออกซิเจนท่ีเพียงพอและยังลดการรวมกลุ่มของเซลล์ท่ีส่งผล
ใหเ้กดิตะกอน ซึง่เปน็สภาวะทีเ่หมาะสมสำ�หรบัการเพาะเลีย้ง
เพื่อผลิตเซลล์ความเข้มข้นสูงได้ เมื่อเปรียบเทียบกับรายการ
วิจัยที่เพาะเลี้ยงในถังหมักระดับใกล้เคียงกัน พบว่า การเพาะ
เลี้ยง B. megaterium ในถังหมักขนาด 10 ลิตร ใช้กากน้ำ�ตาล
เป็นแหล่งคาร์บอนที่ความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร ใช้เทคนิค
การเพาะเลี้ยงแบบกะ สามารถผลิตเซลล์ได้ในปริมาณ 32.48 
กรมัตอ่ลติร ใชเ้วลาการเพาะเลีย้ง 12 ชัว่โมง ผลผลติมวลเซลล์
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ที่ได้เท่ากับ 2.71 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมง (Kanjanachumpol 
et al., 2013) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบแล้ว การศึกษาครั้งนี้ถือว่า
มีประสิทธิภาพสูงกว่า ดังน้ันในงานวิจัยน้ี จึงทำ�การศึกษา
การขยายขนาดการผลิตในที่ระดับโรงงานต้นแบบที่ใหญ่ขึ้น
เพื่อศึกษาความเป็นไปได้สำ�หรับการขยายขนาดการผลิต
ขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรม โดยเพาะเลี้ยงเซลล์ Bacillus sp. ใน 
ถงัหมักขนาด 300 ลติร ผลการทดลองปรากฏวา่ ใหค้วามเขม้
มวลเซลล์สูงถึง 47.03 กรัมต่อลิตร และอัตราการผลิตมวล
เซลล์สูงสุดถึง 3.92 กรัมต่อลิตรต่อชั่วโมงในเวลาเพียง 12 
ชั่วโมง ซึ่งให้ผลดีท่ีสุดเม่ือเทียบกับผลงานวิจัยอื่นๆ ทั้งหมด
ดังที่กล่าวแล้ว

	 จากผลงานวจิยันี ้สรปุไดว้า่ การเพาะเลีย้ง Bacillus sp.  
แบบแบตซ์และให้อากาศ โดยการใช้อาหารสูตร BPM ที่เป็น
อาหารทราบองค์ประกอบแน่นอน (defined medium) สูตร
อย่างง่ายราคาถูก โดยการใช้เดกซ์ทรินที่ได้จากการย่อยแป้ง
มันสำ�ปะหลังเป็นวัตถุดิบท่ีความเข้มข้นสูง เพื่อผลิตมวล
เซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สงูประสบความสำ�เรจ็อยา่งดเียีย่มและ 
มีประสิทธิภาพสามารถพัฒนาการผลิตเซลล์แบคทีเรียความ
เข้มข้นสูงขึ้นสู่ระดับอุตสาหกรรมได้ 
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	 คณะผู้วิจัยน้ีขอขอบคุณห้องปฏิบัติการวิศวกรรม
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ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ท่ี
อนุเคราะห์สถานที่ห้องปฏิบัติการ และตลอดจนอำ�นวยความ
สะดวกในการวิจัยจนสำ�เร็จลุล่วงไปด้วยดี 
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