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บทคดัย่อ 

ระบบการแสดงออกโดยแบคทเีรยี Escherichia coli เป็นระบบการแสดงออกของรคีอมบแินนทโ์ปรตนี
ที่มีประสิทธภิาพและประหยดั ทัง้นี้เพื่อให้ได้ผลผลิตจากระบบการแสดงออกนี้สูงที่สุด การเพิ่มขนาดการ
เพาะเลีย้งและการเพิม่ความหนาแน่นของเซลลจ์งึเป็นสิง่ทีม่คีวามจ าเป็น อย่างไรกต็าม E. coli บางสายพนัธุท์ี่
พฒันาขึน้ส าหรบัใชใ้นงานทางพนัธุวศิวกรรมมคีวามบกพร่องของยนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการสรา้งสารทีจ่ าเป็นต่อ
การเจรญิเตบิโต เช่น E. coli DH5 ทีไ่ม่สามารถเจรญิในอาหารสงัเคราะหท์ีถู่กออกแบบส าหรบัการเพาะเลีย้ง
เชื้อใหไ้ดค้วามหนาแน่นของเซลล์สูง ดงันัน้เพื่อทีจ่ะสามารถเพาะเลี้ยง E. coli สายพนัธุ์ทีม่คีวามบกพร่องใน
การเจรญิในอาหารสงัเคราะหใ์หไ้ดค้วามหนาแน่นเซลล์สงู อาหารเลีย้งเชือ้สตูรใหม่จงึมกีารพฒันาขึน้โดยเตมิ
ยีสต์สกัดและเพปโตนลงในอาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund และเรียกชื่ออาหารที่พฒันาขึ้นใหม่ว่า
อาหาร Bylund:LB ซึง่ E. coli DH5 สามารถเจรญิเตบิโตในอาหาร Bylund:LB และเมื่อใชอ้าหาร Bylund:LB 
ในการเพาะเลี้ยง E. coli DH5 ด้วยกระบวนการแบบเฟด-แบทช์ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ พบว่าอาหาร 
Bylund:LB ทีม่ยีสีตส์กดั 1 กรมัต่อลติร และเพปโตน 2 กรมัต่อลติร ใหค้่าความขุน่ของเซลล ์17.70 ขณะทีก่าร
เพิม่ความเขม้ขน้ของยสีต์สกดัเป็น 2 กรมัต่อลติร และเพปโตนเป็น 4 กรมัต่อลติร ท าให้ไดค้่าความขุ่นของ
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เซลล์ 53.10 ผลที่ได้แสดงใหเ้หน็ว่าค่าความหนาแน่นของเซลล์ทีไ่ด้มคีวามสมัพนัธ์โดยตรงกบัความเขม้ขน้
ของยสีตส์กดัและเพปโตนทีเ่ตมิลงในอาหาร Bylund:LB 
 

ค าส าคญั : การพฒันาสตูรอาหาร; ความหนาแน่นเซลลส์งู; การเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบทช;์ Escherichia coli 
 
Abstract 

Escherichia coli expression system is a robust and cost-effective recombinant protein expression 
system.  In order to maximize the productivity of this system, increasing the cultivation scale and cell 
density is necessary.  However, several engineered E.  coli strains, such as E.  coli DH5, are 
auxotrophic mutants therefore are unable to grow in the synthetic medium that is generally designed 
for high cell density cultivation. Thus, to achieve high cell density of the auxotrophic mutant strains of 
E.  coli, the cultivation medium was newly developed by supplementing yeast extract and peptone to 
the Bylund’s synthetic medium, designated Bylund:LB medium. The results showed that E. coli DH5 
was able to grow and reached OD600 of 17.70 in Bylund:LB medium with 1 g/L yeast extract and 2 g/L 
peptone using fed-batch process in a bioreactor.  However, an increase in yeast extract to 2 g/ L and 
peptone to 4 g/ L did improve the OD600 to 53. 10.  It was obvious that the obtained cell density was 
directly correlated to an increase in yeast extract concentrations and peptone supplemented in 
Bylund:LB medium.  
 

Keywords: medium development; high cell density; Fed-batch culture; Escherichia coli  
 
1. ค าน า 

แบคทเีรยี Escherichia coli เป็นเชื้อทีม่กีาร
ใชก้นัอย่างกวา้งขวางทัง้ในดา้นการศกึษา วจิยั และ
อุตสาหกรรม เช่น การใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการ
โคลนยนีและผลติโปรตีน อย่างไรก็ตาม เพื่อให้ได้ 
E. coli ที่มสีมบตัทิี่เหมาะสมต่อการน ามาใชง้านใน
แต่ละวตัถุประสงค ์มคีวามจ าเป็นตอ้งมกีารปรบัปรุง
พนัธุกรรมของ E. coli อย่างต่อเนื่อง จงึส่งผลใหเ้กดิ
การกลายสะสม ซึง่ท าให ้E. coli บางสายพนัธุท์ีผ่่าน
การปรับปรุงพันธุกรรมอย่างต่อเนื่ องมีความ 
สามารถในการเจริญที่ลดลง (Jung et al., 2010) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งการขาดความสามารถในการ
เจรญิในอาหารสงัเคราะห์ (synthetic media) ท าให้
การใช้ประโยชน์จาก E. coli สายพนัธุ์ที่ขาดความ 
สามารถในการเจริญในอาหารสงัเคราะห์ถูกจ ากดั

อยู่เฉพาะในระดบัห้องปฏิบตัิการ เนื่องจากการใช้ 
E.  coli ในระดับอุ ตสาหกรรมนิยม ใช้อาหาร
สังเคราะห์ในการเพาะเลี้ยงเพราะมีราคาถูกและ
สามารถเพาะเลี้ยงจนไดค้วามหนาแน่นของเซลลส์งู 
(Riesenberg et al., 1991) 

อาหารสงัเคราะห์ที่ใช้เพาะเลี้ยง E. coli ให้
ได้ความหนาแน่นของเซลล์สูงมีองค์ประกอบส่วน
ใหญ่เป็นสารเคมี เช่น อาหารสงัเคราะห์ตามสูตร
ของ  Riesenberg (Riesenberg et al., 1991) และ
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund (Bylund et 
al., 1998) อย่างไรก็ตาม อาหารสงัเคราะห์เหล่านี้
ไม่สามารถใช้ในการเพาะเลี้ยง E. coli กลุ่มที่ผ่าน
การดดัแปลงพนัธุกรรมจนขาดความสามารถในการ
เจรญิในอาหารสงัเคราะห ์ซึง่ถอืเป็นเป็นอุปสรรคใน
การเลี้ยงเชื้อกลุ่มนี้ให้ได้ความหนาแน่นเซลล์สูง 
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ทัง้นี้ขอ้จ ากดัของ E. coli กลุ่มที่ขาดความสามารถ
ในการเจรญิในอาหารสงัเคราะห ์เช่น E. coli DH5 
และ E. coli XL1-Blue ท าให ้Jung และคณะ (Jung 
et al., 2010) ศกึษาเพื่อคน้หายนีซึง่ขาดหายไปหรอื
บกพร่องไปจนท าให ้E. coli กลุ่มดงักล่าวขาดความ 
สามารถในการเจรญิในอาหารสงัเคราะห์ ซึ่งพบว่า 
คือ ยีน purB ซึ่งเกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์สาร    
พิวรีน (purine biosynthesis) จากนั ้นจึงเติมยีน 
purB จาก E. coli สายพนัธุ์อื่นกลบัเข้าไปในเซลล์
ของ E. coli DH5 ซึ่งท าให้ E. coli DH5 ที่ได้รบั
ยนี purB สามารถเจรญิในอาหารสงัเคราะห ์ 

กรณีของ E. coli K12 ER2507 ซึ่งเป็นอีก
สายพนัธุ์หนึ่งที่ขาดความสามารถในการเจริญใน
อาหารสังเคราะห์ โดยสายพันธุ์ดังกล่าวมีความ
ต้องการกรดอะมโินลวิซีน (leucine auxotroph) ซึ่ง 
Beckmann และคณะ (Beckmann et al., 2017) ได้
แก้ปัญหาการขาดความสามารถในการเจริญใน
อาหารสังเคราะห์ของ E. coli สายพันธุ์นี้โดยการ
เตมิกรดอะมโินลวิซนีลงไปในอาหารสงัเคราะห์ทีใ่ช้
เลีย้งเชือ้โดยตรง แมว้่าวธิกีารดงักล่าวจะช่วยใหเ้ชือ้
สามารถเจรญิเตบิโต แต่กรดอะมโินลวิซนีมผีลท าให้
อตัราการเจรญิเตบิโตจ าเพาะลดลงและยงัละลายน ้า
ไดน้้อยทีพ่เีอชเป็นกลาง อกีทัง้กรดอะมโินลวิซนียงั
มรีาคาสงูดว้ย 

ข้อมูลเบื้องต้นดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า
อาหารสังเคราะห์ เ ป็นอาหารที่จ า เป็นต่อการ
เพาะเลี้ยง E. coli ใหไ้ดค้วามหนาแน่นของเซลล์สูง 
อย่ างไรก็ตาม การหายีนซึ่ งขาดหายไปหรือ
บกพร่อง รวมถงึการเตมิยนีดงักล่าวเขา้ไปในเซลล์
ของ E. coli บางสายพันธุ์ที่ขาดความสามารถใน
การเจริญในอาหารสงัเคราะห์ เป็นสิ่งที่ท าได้ยาก 
ต้ อ งอาศัยความ เชี่ ย วชาญของนั กวิจัยและ
งบประมาณในการด าเนินการสงู ดงันัน้งานวจิยันี้จงึ
เสนอแนวทาง ซึง่เป็นทางเลอืกหนึ่งในการแกปั้ญหา
นี้ โดยพฒันาสูตรอาหารให้ E. coli DH5 ซึ่งขาด

ความสามารถในการเจรญิในอาหารสงัเคราะหท์ัว่ไป
ใหส้ามารถเจรญิในอาหารทีพ่ฒันาขึน้ใหม่ รวมถงึมี
การทดสอบความเป็นไปได้ในการใช้อาหารที่
พฒันาขึน้ใหม่นี้ในการเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli DH5 
ให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์สูง  โดยใช้การ
เพาะเลีย้งแบบเฟด-แบทชใ์นถงัปฏกิรณ์ชวีภาพ  
 

2. อปุกรณ์และวิธีการ 
2.1 สายพนัธุจ์ลิุนทรีย ์

สายพนัธุ์จุลินทรยี์ที่ใช้ในงานวจิยันี้ คือ 
Escherichia coli DH5 ซึ่ ง ก็ บ รักษ า ใ น รู ปสา ร
แขวนลอยเซลล์ในสารละลายกลีเซอรอลความ
เขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) และ
เก็บรกัษาที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส ในหลอด
ไมโครเซนตรฟิิวส์ ขนาด 2 มลิลลิติร ปรมิาตร 1.5 
มลิลลิติร 

2.2 การเตรียมกล้าเชื้อ  E. coli DH5 

ในฟลาสกเ์ขย่า 
กา ร เ ต รีย มกล้ า เ ชื้ อ  E. coli DH5 

ส าหรบัการวจิยันี้เลอืกเตรยีมในฟลาสก์เขย่าโดยใช้
อ า ห า ร  Luria-Bertani ( LB, ซึ่ ง ใ น  1 ลิ ต ร 
ประกอบด้วยเพปโตน 10 กรมั ยีสต์สกัด 20 กรมั 
และโซเดยีมคลอไรด ์10 กรมั) โดยน าสารแขวนลอย
เซลล์ที่เก็บไว้ในกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ถ่ายลงใน 
ฟลาสก์ 500 มลิลลิติร ทีม่อีาหาร LB ปรมิาตร 100 
มิลลิลิตร เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
บนเครื่องเขย่าที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 
เกบ็ตวัอย่างตวัอย่างทุก 2 ชัว่โมง เพื่อวเิคราะห์ค่า
ความขุ่นของเซลล์ดว้ยเครื่องสเปกโทรโฟโตมเิตอร์ 
(spectrophotometer) ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร (OD600)  

2.3 การ เพาะ เ ลี้ ย ง  E. coli DH5 ใน
อาหารสงัเคราะห์ด้วยกระบวนการแบบแบทช์
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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การวิจัยนี้ เลือกใช้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ขนาด 22 ลติร (Biostat® C plus, Sartorius Stedim 
Biotech, Germany) ซึ่งเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพที่มี
ระบบการท าให้ปลอดเชื้อในตัวเอง และเลือกใช้
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund (Bylund et 
al., 1998) ซึง่อาหารสงัเคราะห ์1 ลติร ประกอบดว้ย
ไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4) 
11.85 กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 
(KH2PO4) 4.45 ก รั ม  แ อ ม โ ม เ นี ย ม ซั ล เ ฟ ต 
[(NH4) 2SO4] 2.50 กรัม  โซ เดียมซิ เต รต  (Na3-
citrate) 0.50 กรัม แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4) 
0.12 กรมั โซเดยีมอดีทีเีอ (Na-ETDA) 20 มลิลกิรมั 
เฟอรกิคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCl3.6H2O) 16.70 
มิลลิกรัม  แคลเซียมคลอไรด์มอนอไฮ เด รต 
(CaCl2.H2O) 0.5 มิลลิกรัม  ซิงค์ซัล เฟตเฮปตะ      
ไฮเดรต (ZnSO4.7H2O) 0.18 มิลลิกรัม คอปเปอร์
ซัลเฟตเพนตะไฮเดรต (CuSO2.5H2O) 0.16 มิลลิ 
กรัม แมงกานีสซัลเฟตเตตระไฮเดรต (MnSO4. 
4H2O) 0.15 มลิลกิรมั  โคบอลคลอไรดเ์ฮกซะไฮเดรต 
(CoCl2.6H2O) 0.18 มิลลิกรัม  และกลูโคส 10.00 
กรมั 

กระบวนการเพาะเลี้ยงเริ่มต้นโดยการ
ถ่ายกลา้เชือ้ปรมิาตร 500 มลิลลิติร ลงในถงัปฏกิรณ์
ชีวภาพที่มีอาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund 
ปริมาตร 4.50 ลิตร โดยควบคุมค่าความขุ่นของ
เซลลเ์ริม่ตน้ประมาณ 0.3 (OD600 ~0.3) และควบคมุ
สภาวะการเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
อตัราการกวน 700 รอบต่อนาท ีอตัราการใหอ้ากาศ 
1 ลติรต่อลติร.นาท ีและพเีอช 7.0 โดยในการวจิยันี้
เลือกใช้แอมโมเนียไฮดรอกไซด์ (NH4OH) 25 
เปอร์เซน็ต์ เป็นด่างในการควบคุมพเีอช นอกจากนี้
เชื้อยังสามารถใช้แอมโมเนียมไอออนเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนดว้ย การเพาะเลี้ยงในขัน้ตอนแบบแบทช์
นี้จะสิ้นสุดเมื่อกลูโคสถูกใช้จนหมดซึ่งสามารถ
ติดตามจากการเพิ่มขึ้นอย่ างรวดเร็วของค่า

ออกซิ เ จ นล ะล าย  ( dissolved oxygen tension, 
DOT) ในระหว่างการเพาะเลี้ยงมีการเก็บตวัอย่าง
ทุก 2 ชัว่โมง จนกว่าเซลลเ์ขา้สู่ระยะการเจรญิเตบิโต
คงที่ แล้วเก็บตัวอย่างต่อไปอีก 1-2 ชัว่โมง น า
ตวัอย่างทีไ่ด้ไปวเิคราะห์การเจรญิเตบิโตของเซลล์
ในรปูของค่าความขุน่ของเซลล ์ 

2.4 การพัฒนาสูตรอาหารจากอาหาร
สังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ส าหรับการ
เพาะเล้ียง E. coli DH5 

การเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli DH5 ในถัง
ปฏกิรณ์ชวีภาพดว้ยกระบวนการแบบแบทช ์โดยใช้
อาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund (ข้อ 2.3) 
พบว่า E. coli DH5 ไม่สามารถเจรญิได้ในอาหาร
สังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund อย่างไรก็ตาม 
พบว่า E. coli DH5 สามารถเจริญในอาหาร LB 
ดังนัน้ผู้วิจ ัยจึงอาศัยข้อมูลดังกล่าวในการพัฒนา
สูตรอาหารโดยการเติมอาหาร LB ลงในอาหาร
สังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ในสัดส่วนของ
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ต่ออาหาร 
LB เป็น 100 : 0 (อาหารควบคุม) 95 : 5, 90 : 10,   
85 : 15 และ 80 : 20 หรือคิดเป็นร้อยละของอาหาร 
LB ทีเ่ตมิลงไป คอื 0, 5, 10, 15 และ 20 เปอรเ์ซน็ต ์
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ตามล าดับ แล้วจึงศึกษา
ความสามารถในการเจรญิเตบิโตของ E. coli DH5 
ในอาหารทัง้ 5 สูตร โดยใชก้ารเพาะเลี้ยงในฟลาสก ์
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส บนเครื่องเขย่าที่
ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เก็บตัวอย่าง
ตวัอย่างทุก 2 ชัว่โมง เพื่อติดตามการเจรญิเตบิโต
ของเซลลใ์นรปูของค่าความขุน่ของเซลล์ 

2.5 การเพาะเลี้ยงเชื้อ E. coli DH5 ใน
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการเพาะเลี้ยง
แบบเฟด-แบทช์โดยใช้อาหาร Bylund:LB 

ผลการศึกษาในหัวข้อที่ 2.4 ผู้วิจ ัยจึง
ออกแบบอาหารขึ้นใหม่โดยเติมยีสต์สกัดและ     
เพปโตนลงในอาหารสงัเคราะหต์ามสตูรของ Bylund 
ให้มปีรมิาณเท่ากบัการเติมอาหาร LB 20 และ 40 
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เปอร์เซ็นต์ ลงในอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ 
Bylund ซึ่งเรียกว่าอาหาร Bylund:LB และต่อท้าย
ดว้ยเปอรเ์ซน็ตข์องอาหาร LB ทีเ่ตมิลงไปในอาหาร 
เช่น อาหาร Bylund:LB20 คือ อาหารสังเคราะห์
ตามสูตรของ Bylund ที่มีการเติมยีสต์สกัด 1 กรมั
ต่อลิตร และเพปโตน 2 กรมัต่อลิตร ซึ่งมีปริมาณ
เท่ ากับการ เติม อาหาร  LB ลง ในอาหาร  20 
เปอร์เซ็นต์ จากนัน้จึงทดสอบประสิทธิภาพของ
อาหาร Bylund:LB ในการเพาะเลี้ยง E. coli DH5 
ให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์สูง ซึ่งการทดสอบ
ด าเนินการโดยใชก้ระบวนการแบบแบทช์-เฟดในถงั
ปฏกิรณ์ชวีภาพ  

การเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์ที่ใช้ใน
การศกึษานี้แบ่งการด าเนินการเป็น 2 ระยะ ดงันี้ 

2.5.1 ระยะที่ 1 การเพาะเลี้ยงแบบ
แบทช์ ด าเนินการเช่นเดียวกับที่กล่าวไปแล้วใน
หัว ข้ อ ที่  2.3 โ ด ย ใ ช้ อ าห า ร  Bylund:LB โ ดย
เพาะเลี้ยงจนกลูโคสถูกใช้จนหมด ซึ่งถือเป็นการ
สิน้สุดระยะที ่1 

2.5.2 ระยะที่ 2 การเพาะเลี้ยงแบบ
เฟด-แบทช์ ด าเนินการเพื่อเพิม่ความหนาแน่นของ
เซลล์ โ ดย เติ ม อ าห า ร เฟด - แบทช์  ( อ าห าร 
Bylund:LB40 ทีม่คีวามเขม้ขน้ของกลูโคส 500 กรมั
ต่อลิตร) ด้วยอัตราการเติมอาหารแบบคงที่ 83.2 
มลิลลิติรต่อชัว่โมง จนค่าออกซเิจนละลายในระบบ
ลดลงเหลอื 30 เปอร์เซ็นต์ และเปลี่ยนรูปแบบการ
เติมอาหารเป็นแบบ DOT-stat ซึ่งเป็นการควบคุม
การเติมอาหารโดยอาศยัค่าออกซิเจนละลายเป็น
พารา มเิตอร์ในการควบคุมการเตมิสบัสเตรท โดย
ควบคุมค่าออกซิเจนละลายที่  30 เปอร์ เซ็นต์ 
(Riesenberg et al., 1991) 

โดยเก็บตัวอย่างทุก 2-6 ชัว่โมง เพื่อ
น าไปวเิคราะห์ค่าความขุ่นของเซลล์ น ้าหนักเซลล์
แห้ง และความเข้มข้นของกลูโคส รวมถึงน าผลที่
ไดม้าวเิคราะหร์ปูแบบการเจรญิเตบิโตของเซลล ์ 

2.6 วิธีการวิเคราะห์ 
2.6.1 การเจรญิของเซลล ์

ติดตามการเจริญของเซลล์ด้วยการ
วเิคราะห์ความเขม้ขน้ของเซลล์ในสองรูปแบบ คอื 
(1) การวดัค่าความขุน่ของเซลล ์วเิคราะหโ์ดยเครื่อง
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น 600 นาโน
เมตร  (OD600) ด้วย เครื่ อ ง  Biochem Libra S22 
Visible Spectrophotometer และ  (2) การวัดค่ า
น ้าหนักเซลล์แห้ง วิเคราะห์โดยน าตะกอนเซลล์ที่
ผ่านการล้างดว้ยน ้ากลัน่ไปอบทีอุ่ณหภูม ิ80 องศา
เซลเซียส จนตะกอนเซลล์แห้งสนิทและและหา
น ้าหนักแหง้ดว้ยเครื่องชัง่ทศนิยม 4 ต าแหน่ง 

2.6.2 ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคส 
การวิจยันี้ใช้วิธปีรบัปรุงจากวธิขีอง 

Miller (Miller, 1959) ซึง่วเิคราะหโ์ดยน าตวัอย่างมา
เจอืจางจนได้ความเขม้ขน้ทีเ่หมาะสม จากนัน้ผสม
ตวัอย่างปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร กบัสารละลายกรด
ไดไนโตรซาลไิซลกิ (3,5-dinitrosalicylic acid, DNS) 
ปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร เขย่าใหเ้ขา้กนัและน าไปต้ม
ในน ้าเดอืดเป็นเวลา 10 นาท ีแล้วแช่หลอดทดลอง
ลงในน ้าเยน็เป็นเวลา 5 นาท ีเพื่อหยุดปฏกิริยิา เตมิ
น ้ากลัน่ลงในหลอดทดลองปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากัน แล้วน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงที่
ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ค านวณค่าความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลกลูโคสโดยอาศยัค่าความชนัจาก
กราฟมาตรฐาน 

2.7 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
ค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ

ผลการทดลองค านวณโดยใช้โปรแกรม Microsoft 
Excel 2010 ฟังกช์ัน่ AVERAGE และ STDEV ตาม 
ล าดบั การวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติของ
ค่าเฉลีย่ท าโดยใชโ้ปรแกรม SPSS เวอรช์นั 16 ดว้ย
วธิ ีunpaired two-tailed t-test ทีร่ะดบันัยส าคญัทาง
สถติ ิ0.05 (p ≤ 0.05) 
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3. ผลการทดลองและวิจารณ์ 
3.1 การเตรียมกล้าเชื้อ Escherichia coli 

DH5 ในฟลาสกเ์ขย่า 
กล้าเชื้อจุลินทรีย์ส าหรบัการเพาะเลี้ยง

ในอาหารเหลวควรเป็นกล้าเชื้อทีม่กีารเจรญิเติบโต
อยู่ในระยะการเจรญิเติบโตชะลอตวั (deceleration 
growth phase) ซึง่เป็นระยะทีเ่ซลลม์คีวามหนาแน่น
สูงและยงัคงมกีจิกรรมทีพ่รอ้มจะเจรญิเตบิโตต่อไป
ได้ในทันทีหลังจากเติมกล้าเชื้อลงในถังปฏิกรณ์
ชวีภาพ (Charoenrat et al., 2013) ดงันัน้การศกึษา
รูปแบบการเจรญิเตบิโตของ E. coli DH5α ระหว่าง
การเตรียมกล้าเชื้อในฟลาสก์เขย่า จึงมีความ
จ าเป็นต้องท าเพื่อหาระยะเวลาที่เชื้อเจริญอยู่ใน

ระยะการเจริญเติบโตชะลอตัว โดยการทดลองนี้
เลือกเตรียมกล้าเชื้อในอาหาร Luria-Bertani (LB) 
ซึ่งผลการทดลองแสดงดงัรูปที่ 1 โดยพบว่าเซลล์
สามารถเจริญเติบโตเข้าสู่ระยะเอกซ์โพเนนเชียล 
(exponential growth phase) ทนัท ีโดยไม่มรีะยะใน
การปรับตัว (lag phase) ซึ่งมีค่าอัตราการเจริญ 
เติบโตจ าเพาะที่ประมาณจากข้อมูลที่เซลล์เจริญ 
เตบิโตอยู่ในระยะเอกซ์โพเนนเชยีล 0.74 ต่อชัว่โมง 
(รปูที ่1B) และเขา้สู่ระยะการเจรญิเตบิโตชะลอตวัที ่
12 ชัว่โมง ของการเพาะเลีย้ง โดยมคี่าความขุน่ของ
เซลล์ 3.88 (รูปที่ 1A) ดังนั ้นการทดลองนี้จึงใช้
ระยะเวลาในการเตรียมกล้าเชื้อที่ 12 ชัว่โมง ของ
การเพาะเลีย้ง 

 

 (A)  (B) 
 

Figure 1 Growth profiles of E. coli DH5α during the inoculum preparation in flask culture using LB 
medium: (A) optical density at 600 nm (OD600) and (B) graphical estimation of specific growth 
rate 

 
3.2 การเพาะเล้ียง E. coli DH5α ในอาหาร

สังเคราะห์ด้วยกระบวนการแบบแบทช์ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ 

การเพาะเลี้ยง E. coli เพื่อผลิตรีคอม
บแินนท์ยนีหรอืรคีอมบแินนท์โปรตีนในเชงิการค้า
หรอืในระดบัอุตสาหกรรมนิยมใชอ้าหารสงัเคราะห์ 
เน่ืองจากอาหารสงัเคราะหโ์ดยทัว่ไปถูกออกแบบมา
เพื่อใชใ้นการเพาะเลีย้ง E. coli ใหไ้ดค้วามหนาแน่น
ของเซลล์ทีสู่ง ประกอบกบัอาหารสงัเคราะห์มรีาคา

ถูกกว่าอาหารสมบูรณ์ (Riesenberg et al., 1991) 
ดงันัน้การศกึษานี้จงึเลอืกใช้อาหารสงัเคราะห์ตาม
สู ต ร ขอ ง  Bylund (Bylund et al., 1998) ซึ่ ง ใ ช้
เพาะเลี้ยง E. coli ได้อย่างมีประสิทธิภาพ พบว่า 
เมื่อถ่ายกล้าเชื้อ E. coli DH5α ลงในถังปฏิกรณ์
ชวีภาพ เซลลม์กีารเจรญิเตบิโตอย่างชา้ ๆ และหยุด
การเจริญเติบโตอย่างรวดเร็ว ซึ่งเชื้อมีการเจริญ 
เตบิโตจนเขา้สู่ระยะการเจรญิเตบิโตชะลอตวัทีเ่วลา 
6 ชัว่โมง ของการเพาะเลี้ยง โดยใหค้่าความขุ่นของ
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เซลลป์ระมาณ 1 เท่านัน้ โดยเมื่อผูว้จิยัไดท้ดลองซ า้ 
3 ครัง้ กย็งัคงใหผ้ลการทดลองเช่นเดมิ (รปูที ่2) ซึง่
ค่าความขุ่นของเซลล์ที่ได้ถือว่ามีค่าต ่ามากเมื่อ
เปรยีบเทยีบค่าความขุ่นของเซลล์ทีไ่ดจ้ากงานวจิยั
อื่นที่ใช้อาหารสังเคราะห์สูตรนี้  (Bylund et al., 
1998) นอกจากนี้ยังพบว่ากลูโคสที่เติมลงไปใน
อาหาร 10 กรมัต่อลิตร เพื่อใช้เป็นแหล่งคาร์บอน
และแหล่งพลังงานถูกใช้ไปเพียงเล็กน้อยเท่านัน้ 
และเมื่อสิน้สุดการหมกัแล้วยงัคงเหลอือยู่ในน ้าหมกั
มากถงึ 8.0 กรมัต่อลติร 
 

 
 

Figure 2 A batch culture growth profile of E. coli 
DH5α in a bioreactor using Bylund’s 
synthetic medium. Three individual 
runs were performed to confirm the 
accuracy of results. 

 
ลกัษณะการเจริญเติบโตของเชื้อที่เกิด 

ขึน้แสดงใหเ้หน็ถงึการจ ากดัของสารอาหารบางชนิด
ที่ ส่ งผลให้เชื้อไม่สามารถเจริญเติบโตได้ ซึ่ ง
สอดคลอ้งกบัการรายงานของ Jung และคณะ (Jung 
et al., 2010) ซึ่งใหข้อ้มูลว่า E. coli DH5α เป็นเชื้อ
ที่ผ่านการปรับปรุงพันธุ์อย่างต่อเนื่ อง เพื่อให้มี
สมบตัิเหมาะสมต่อการใช้เป็นเซลล์เจ้าบ้านในการ
โคลนยนีและการผลติรคีอมบแินนทโ์ปรตนี อย่างไร
กต็าม การปรบัปรุงพนัธุ์อย่างต่อเนื่องท าให ้E. coli 
DH5α เกดิการกลายทีย่นี purB ซึ่งเป็นยนีควบคุม

การสังเคราะห์เอนไซม์อะดีนีโลซัคซิเนตไลเอส 
(adenylosuccinate lyase) ในวิถีการสังเคราะห์  
เพียวรีน  (purine synthesis) ส่ งผลให้ เชื้ อนี้ ไม่
สามารถเจรญิในอาหารสงัเคราะห์ 

การที ่E. coli DH5α ไม่สามารถเจรญิใน
อาหารสงัเคราะห์จงึส่งผลให้การเพาะเลี้ยง E. coli 
DH5α ให้ได้ความหนาแน่นสูงมีความยุ่งยากมาก
ขึน้ อย่างไรกต็าม เมื่อพจิารณาถงึผลการทดลองใน
ส่วนของการเตรียมกล้าเชื้อ พบว่า E. coli DH5α 
สามารถเจรญิเตบิโตไดด้ใีนอาหาร LB แสดงใหเ้หน็
ว่ายีสต์สกัดและเพปโตนที่เป็นองค์ประกอบหลัก
ของอาหาร LB มีสารที่จ าเป็นต่อการเจริญของ      
E. coli DH5α ดังนัน้ผู้วิจ ัยจึงมีแนวคิดในการรวม
องค์ประกอบของอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ 
Bylund เขา้กบัอาหาร LB เพื่อใหส้ามารถเพาะเลี้ยง 
E. coli DH5α ให้ได้ความหนาแน่นของเซลล์ที่สูง 
ดงัรายละเอยีดซึง่กล่าวในหวัขอ้ถดัไป 

3.3 การพัฒนาสูตรอาหารจากอาหาร
สังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ส าหรับการ
เพาะเล้ียง E. coli DH5α 

ผลการทดลองในหวัข้อที่ 3.2 ถึงแม้ว่า
ก่อนหน้านี้จะมีงานวิจยัที่แก้ปัญหาการขาดความ 
สามารถในการเจรญิของ E. coli ทีเ่กดิการกลายจน
ไม่สามารถเจรญิเตบิโตในอาหารสงัเคราะห ์โดยการ
เตมิสารอาหารทีจ่ าเป็นต่อการเจรญิเตบิโตลงไปใน
อาหารโดยตรง เช่น การเตมิกรดอะมโินลวิซนีลงไป
ในอาหารสงัเคราะห์เพื่อใชใ้นการเลี้ยงเชื้อในกลุ่มที่
มีความต้องการกรดอะมิโนเติมลิวซีน (leucine 
auxotroph) (Beckmann et al., 2017) อย่างไรกต็าม 
ส าหรบั E. coli DH5α การเตมิสารเพยีวรนีลงไปใน
อาหารสงัเคราะห์โดยตรงมตี้นทุนที่สูงมากจนยาก
ต่อการน าไปใช้ในระดับอุตสาหกรรม ผู้วิจ ัยจึง
พฒันาอาหารขึ้นใหม่โดยการเติมอาหาร LB ลงใน
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ในสดัส่วน
ต่าง ๆ คือ 0 (อาหารควบคุม) 5, 10, 15 และ 20 
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เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) และศึกษา
ความสามารถในการเจรญิเตบิโตของ E. coli DH5α 
ในอาหารที่มีการเติมอาหาร LB ในสดัส่วนต่าง ๆ 
ซึ่งผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 3 พบว่าการเติม
อาหาร LB เพียง 5 เปอร์ เซ็นต์  (ปริมาตรต่อ
ปรมิาตร) ส่งเสรมิการเจรญิเตบิโตของ E. coli DH5α 
ได้เป็นอย่างดี โดยสามารถเพิ่มค่าความขุ่นของ
เซลลส์งูสุดถงึ 3.55 เมื่อเปรยีบเทยีบกบัการเจรญิใน
อาหารควบคุมที่ให้ค่าความขุ่นสูงสุดเพียง 1.62 
ทัง้นี้ เมื่อทดสอบผลการทดลองที่ระยะเวลา 10 
ชัว่โมง ของการเพาะเลี้ยง โดยใช้สถิติ t-test ที่ค่า
ความเชื่อมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (p ≤ 0.05) พบว่าการ
เติมอาหาร  LB ในสัด ส่วน  5, 10, 15 และ  20 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) ให้ค่าความขุ่น
ของเซลล์ไม่ต่างกัน แต่ค่าความขุ่นของเซลล์ที่ได้
จากอาหารทุกสูตรที่มีการเติมอาหาร LB มีค่า
แตกต่างอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเปรยีบเทยีบกบัอาหาร
ควบคุม 
 

 
 

 
 

Figure 3 Growth profiles of E. coli DH5α in flask 
culture using Bylund’s synthetic 
medium supplemented with various 
concentrations of LB medium ranging 
from 0 (control) to 20 % (v/v) in 
Bylund’s synthetic medium. 

เมื่อพิจารณาอัตราการเจริญเติบโต
จ าเพาะ (µ) (ตารางที่ 1) พบว่าเมื่อสัดส่วนของ
อาหาร LB ที่เติมลงในอาหารสังเคราะห์ตามสูตร
ของ Bylund มีค่าสูงขึ้นจะท าให้อัตราการเจริญ 
เตบิโตจ าเพาะมคี่าสงูขึน้ โดยการเตมิอาหาร LB ลง
ไปเพยีง 5 เปอร์เซน็ต์ (ปรมิาตรต่อปรมิาตร) เชื้อมี
ค่าการเจรญิเตบิโตจ าเพาะประมาณ 0.35 ต่อชัว่โมง 
ซึง่มคี่าสงูขึน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบัอาหารควบคุมทีใ่ห้
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะประมาณ 0.25 ต่อ
ชัว่โมง นอกจากนี้การเติมอาหาร LB ลงในอาหาร
สงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ด้วยสดัส่วนที่มาก
ขึน้ส่งผลใหเ้ชื้อมแีนวโน้มในการเจรญิเตบิโตจนเขา้
สู่ระยะคงที่เร็วขึ้น โดยการเติมอาหาร LB ลงใน
อาหารอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ที่
สัดส่วน 15 และ 20 เปอร์เซ็นต์  (ปริมาตรต่อ
ปรมิาตร) สามารถลดระยะเวลาในการเจรญิเตบิโต
ของเซลล์จนเข้าสู่ระยะคงที่เหลือเพียง  8 ชัว่โมง 
เมื่อเปรียบเทียบกับอาหารควบคุมที่ต้องใช้ระยะ
เวลานานถงึ 12 ชัว่โมง จงึจะเขา้สู่ระยะคงที ่อย่างไร
กต็าม เมื่อพจิารณาถงึผลของความเขม้ขน้ของเซลล์
สูง สุดที่ได้จากอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ 
Bylund ทีม่กีารเตมิอาหาร LB ในทุกสดัส่วน พบว่า 
มคี่าสงูสุดประมาณ 3.5 เท่านัน้ ทีเ่ป็นเช่นน้ีอาจเกดิ
จากหลายสาเหตุ เช่น การมคีวามเขม้ขน้ของเซลล์
มากขึ้นส่งผลให้ความต้องการออกซิเจนสูงขึ้น 
ขณะที่การเพาะเลี้ยงเชื้อจุลินทรีย์ในฟลาสก์อตัรา
การถ่ายเทมวลของออกซิเจนถอืเป็นปัจจยัจ ากดัที่
ส าคญั ซึ่งในการเพาะเลี้ยง E. coli เมื่อออกซิเจน
จ ากดัจะส่งผลให้เซลล์มกีารสร้างผลพลอยได้ (by-
product) ในกลุ่มกรดและแอลกอฮอล์ ได้แก่ กรด  
อะซติกิ กรดแลคตกิ กรดซคัซนิิก กรดฟอร์มกิ และ
เอทานอล ซึ่งจะส่งผลท าให้อตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะและผลได้ของเซลล์จากสับสเทรตลดลง 
(Pinhal, et al., 2019) 
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Table 1 The influence of LB medium supplement in Bylund’s synthetic medium to the growth of E. coli 
DH5α in flask culture 

 

Percent (v/v) of LB medium in Bylund’s medium OD600
1 Time (h)2 μ(h-1) 

Bylund:LB = 80 : 20 3.34 8 0.430 
Bylund:LB = 85 : 15 3.38 8 0.421 
Bylund:LB = 90 : 10 3.50 12 0.386 
Bylund:LB = 95 : 5 3.55 12 0.354 
Bylund:LB = 100 : 0 1.36 12 0.267 

1OD600 refers to the optical density of cell suspension at the time that the cell grew into a stationary 
phase; 2Time refers to the time that the cell grew into a stationary phase. 
 

ผลการเจริญเติบโตของ E. coli DH5α 
ในอาหารแต่ละสูตรทีแ่สดงดงัรปูที ่3 และตารางที ่1 
สามารถสรุปว่าอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ 
Bylund ที่เติมอาหาร LB ลงไป 5-10 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร) ใช้ในการเพาะเลี้ยง E. coli 
DH5α ในฟลาสก์เขย่าได้ดี อย่างไรก็ตาม ผู้วิจ ัย
พบว่าเป็นเรื่องทีย่ากทีจ่ะสรุปว่าอาหารอาหารสูตร
ใดเป็นอาหารสตูรทีด่ทีีสุ่ด เน่ืองจากค่าความขุน่ของ
เซลล์ที่ได้จากการเพาะเลี้ยงในอาหารที่มีการเติม
อาหาร LB ทุกสูตรมีค่าใกล้เคียงกัน ถึงแม้ว่าค่า
อัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะจะมีค่าสูงสุดและ
ระยะเวลาที่ให้ค่าความขุ่นของเซลล์สูงสุดจะมีค่า
น้อยที่สุดเมื่อใช้อาหารที่มีการเติมอาหาร LB ใน
ปรมิาณที่มากที่สุดก็ตาม ทัง้นี้สภาวะแวดล้อมและ
ปัจจัยควบคุมต่าง ๆ ของการเพาะเลี้ยงเชื้อใน 
ฟลาสก์และการเพาะเลี้ยงเชื้อในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพ
มีค่าต่างกันเป็นอย่างมาก เช่น ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพสามารถควบคุมค่าพีเอช  ขณะที่การ
เพาะเลี้ยงในฟลาสก์ท าไม่ได ้การกวนผสมและการ
ให้อากาศในถังปฏิกรณ์ชีวภาพมีประสิทธิภาพสูง
มากเมื่อเปรียบเทียบกับการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ 
ผู้วจิยัจงึคาดว่าหากเพาะเลี้ยง E. coli DH5α ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช้อาหารสงัเคราะห์ตามสูตร

ของ Bylund ที่มีการเติมอาหาร LB น่าจะให้ค่า
ความขุ่นของเซลล์ทีสู่งขึน้เมื่อเปรยีบเทยีบกบัผลที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ ดังนัน้ผู้วิจ ัยจึง
เตรยีมอาหารส าหรบัเพาะเลีย้ง E. coli DH5α ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพ โดยเรียกอาหารนี้ ว่ าอาหาร 
Bylund:LB20 ซึ่งเป็นอาหารทีม่กีารเตมิยสีต์สกดั 1 
กรัมต่อลิตร และเพปโตน 2 กรัมต่อลิตร ลงใน
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund โดยปรมิาณ
ยสีต์สกดัและเพปโตนที่เติมมปีรมิาณเท่ากบัทีม่ใีน
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ที่มกีารเตมิ
อาหาร LB 20 เปอรเ์ซน็ต ์(ปรมิาตรต่อปรมิาตร) ซึง่
เป็นสดัส่วนสูงทีสุ่ด และทดสอบคุณภาพของอาหาร 
Bylund:LB20 ด้วยการเพาะเลี้ยง E. coli DH5α ใน
ถงัปฏกิรณ์ชวีภาพดว้ยกระบวนการแบบเฟด-แบทช์
ในหวัขอ้ต่อไป 

3.4 การเพาะเลี้ยง E. coli DH5α ในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบ
เฟด-แบทช์โดยใช้อาหาร Bylund:LB 

เนื่องจากเป้าหมายหลกัของการศกึษานี้ 
คือ  การ เพาะ เลี้ ย ง  E. coli DH5α ให้ ได้ความ
หนาแน่นเซลล์สูง ดงันัน้การทดสอบคุณภาพของ
อาหาร Bylund:LB20 จึง เน้นการติดตามความ
หนาแน่นของเซลล์ที่ได้เมื่อเพาะเลี้ยงแบบเฟด-
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แบทช์ในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพเปรยีบเทยีบกบัผลทีไ่ด้
จากการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ ผลการทดลองพบว่า
เชื้อมรีูปแบบการเจรญิเตบิโตแสดงดงัรูปที ่4A และ
ตารางที ่2 

ช่วงการเพาะเลี้ยงแบบแบทช์พบว่าใช้
เวลาในการด าเนินการประมาณ 8 ชัว่โมง 40 นาท ี
โดยเมื่อสิน้สุดการเพาะเลี้ยงแบบแบทชน์ ้าหมกัทีไ่ด้
มคี่าความขุน่ของเซลล ์13.0 ซึง่มคี่าสงูมากกว่าคา่ที่
ได้จากการเพาะเลี้ยงในฟลาสก์ (3.34) ประมาณ 
3.39 เท่า (ตารางที่ 1) ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่า
นอกจากองค์ประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อแล้ว 
สภาวะที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงก็เป็นปัจจัยส าคัญที่
ส่งผลต่อการเจรญิของ E. coli DH5α จากนัน้จงึเริม่
การด าเนินการเพาะเลี้ยงแบบเฟด-แบทช์โดยเติม
อาหารเฟด-แบทช์โดยอาศยัรูปแบบการเติมแบบ 
DOT-stat พบว่าค่าความขุ่นของเซลล์เพิม่ขึน้อย่าง
ต่อเนื่องจนเริม่คงทีท่ี ่15 ชัว่โมง ของการเพาะเลีย้ง 
โดยมีค่าความขุ่น 19.5 โดยหลังจากชัว่โมงที่ 15 
ของการเพาะเลี้ยง พบว่าค่าความขุ่นของเซลล์มี
แนวโน้มคงที่และมีค่าลดลงถึงแม้ว่าจะมีการเติม
อาหารเฟด-แบทช์จนสิ้นสุดกระบวนการก็ตาม ซึ่ง
เมื่อพิจารณาจากรูปแบบการเจริญเติบโตของเชื้อ
พบว่ามีลักษณะของการเจริญเติบโตของเชื้อใน
อาหารที่มีสารอาหารบางชนิดถูกจ ากัด (Awua et 
al., 2012) ทีน่่าจะมสีาเหตุมาจากการเตมิยสีต์สกดั
และเพปโตนไม่เพียงพอต่อความต้องการของ
กระบวนการทีต่้องการใหไ้ดค้่าความขุ่นของเซลล์มี
ค่าสูง ดังนัน้เพื่อเป็นการพิสูจน์แนวคิดดังกล่าว 
ผู้วจิยัจงึเพิม่ปรมิาณการเตมิยสีต์สกดัและเพปโตน
ลงในอาหาร Bylund:LB เป็นยีสต์สกัด 2 กรัมต่อ
ลติร และเพปโตน 4 กรมัต่อลติร และเรยีกอาหารนี้
ว่าอาหาร Bylund:LB40 จากนัน้จงึทดลองใชอ้าหาร 
Bylund:LB40 ในการเพาะเลีย้ง E. coli DH5α ในถงั
ปฏิกรณ์ชีวภาพด้วยกระบวนการแบบเฟด-แบทช์
อกีครัง้ ไดผ้ลการทดลองดงัรปูที ่4B และตารางที ่2 
 

 (A) 
  

 (B) 
 

Figure 4 Growth profiles of E. coli DH5α in a 
bioreactor using fed-batch culture with 
(A) Bylund:LB20 medium and (B) 
Bylund:LB40 medium 

 
เมื่อเปรยีบเทยีบผลของการเลี้ยง E. coli 

DH5α ในอาหาร Bylund:LB40 กับ Bylund:LB20 
(รูปที่ 4 และตารางที่ 2) พบว่าในช่วงของการ
เพาะเลี้ยงแบบแบทช์ในอาหาร Bylund:LB40 ใช้
เวลาประมาณ 10 ชัว่โมง ซึ่งสัน้กว่าการใช้อาหาร 
Bylund:LB20 นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาถึงรูปแบบ
การเจริญเติบโตของเซลล์ในช่วงแบทช์ พบว่า 
อาหารทัง้สองสูตรให้รูปแบบการเจริญเติบโตที่
คล้ายกนั โดยอาหาร Bylund:LB40 ให้ค่าความขุ่น
ของเซลล์สูงกว่าอาหาร Bylund:LB20 เล็กน้อย 
อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาถึงรูปแบบการเจริญ 
เติบโตในช่วงเฟด-แบทช์ พบว่าการเพาะเลี้ยง       
E. coli DH5α ในอาหาร Bylund:LB40 เชื้อจะมกีาร
เจรญิเตบิโตอย่างต่อเนื่องจนสิน้สุดการเพาะเลี้ยงที่ 
34.5 ชัว่โมง โดยให้ค่าความขุ่นของเซลล์สูงถึง 
53.10 ซึ่งต่างจากผลที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใน
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อาหาร Bylund:LB20 ทีเ่ชื้อจะหยุดการเจรญิเตบิโต
อย่างรวดเร็วและให้ค่าความขุ่นของเซลล์เพียง 
17.70 เท่านัน้ และเมื่อพิจารณาถึงปริมาณอาหาร
เฟด-แบทชท์ีเ่ตมิลงในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพในระหว่าง
การเพาะเลีย้งแบบเฟด-แบทชข์องทัง้กระบวนการที่
ใชอ้าหาร Bylund:LB40 และ Bylund:LB20 พบว่ามี
ปรมิาณใกลเ้คยีงกนัประมาณ 510 มลิลลิติร โดยผล

การทดลองที่ได้แสดงให้เห็นว่ายีสต์สกัดและ      
เพปโตนเป็นสารอาหารทีจ่ าเป็นต่อการเจรญิเตบิโต
ของ E. coli DH5α หรือกล่าวได้ว่าสารอาหารทัง้
สองชนิดเป็น limiting nutrient ทีจ่ าเป็นของ E. coli 
DH5α ดงันัน้การเพาะเลีย้งเพื่อใหไ้ดค้วามหนาแน่น
ของเซลล์สูงขึน้มคีวามจ าเป็นต้องเตมิยสีต์สกดัและ
เพปโตนมากขึน้ 

 
Table 2 Kinetic parameters of E. coli DH5α growth in a bioreactor using fed-batch culture with 

Bylund:LB20 medium and Bylund:LB40 medium 
 

Parameters 
Culture medium 

Bylund:LB20 Bylund:LB40 

Batch phase 
Batch time (h) 11.0 10.0 
OD600 (end of batch phase) 11.12 15.20 
μ (h-1) 0.496 0.558 

Fed-batch phase 
Process time (h) 35.2 34.5 
OD600 (end of process) 17.70 53.10 

 
4. สรปุ 

กล้าเชื้อ E. coli DH5α ส าหรบัการศึกษานี้
เลอืกเตรยีมในอาหาร LB ซึ่งระยะเวลาทีเ่หมาะสม
ในการเพาะเลี้ยงส าหรับใช้เป็นกล้าเชื้อมีค่า 12 
ชัว่โมง โดยมคี่าความขุ่นของเซลล์ 3.88 ซึ่งเมื่อน า
กล้าเชื้อที่เตรียมได้ไปเพาะเลี้ยงต่อในอาหาร
สัง เคราะห์ตามสูตรของ Bylund พบว่า  E. coli 
DH5α มกีารเจรญิเตบิโตน้อยมาก ซึง่เป็นการยนืยนั
ว่าเชื้อนี้ไม่สามารถเจรญิในอาหารสงัเคราะห์ ทัง้นี้
ก าร เติมยีสต์สกัดและ เพปโตนลง ในอาหาร
สงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ส่งเสรมิให้ E. coli 
DH5α เจริญเติบโตได้ และเมื่อทดสอบอาหารที่
พัฒนาขึ้นจากอาหารสังเคราะห์ตามสูตรของ 
Bylund โดยเติมยีสต์สกัดและเพปโตนด้วยการ
เพาะเลี้ยงในถงัปฏกิรณ์ชวีภาพโดยใชก้ระบวนการ
แบบเฟด-แบทช์ พบว่าการเตมิยสีต์สกดั 1 กรมัต่อ

ลติร และเพปโตน 2 กรมัต่อลติร ท าให้ได้ค่าความ
ขุ่นของเซลล์เมื่อสิ้นสุดกระบวนการ 17.70 ขณะที่
เมื่อใชย้สีต์สกดั 2 กรมัต่อลติร และเพปโตน 4 กรมั
ต่อลิตร ส่งเสริมให้ได้ค่าความขุ่นของเซลล์เมื่อ
สิน้สุดกระบวนการสงูขึน้ถงึ 53.10 ซึง่สรุปไดว้่าการ
เพิ่มความเข้มข้นของยีสต์สกัดและเพปโตนลงใน
อาหารสงัเคราะห์ตามสูตรของ Bylund ในสดัส่วนที่
มากขึ้นสามารถส่งเสริมการเจริญของเชื้อมากขึ้น
และให้ความหนาแน่นของเซลล์สูงขึ้น ดังนัน้การ
เพาะเลี้ยง E. coli DH5α ใหไ้ดค้วามหนาแน่นเซลล์
สูงขึ้นจงึจ าเป็นต้องเพิม่ความเขม้ขน้ของยสีต์สกดั
และเพปโตนใหส้งูขึน้ดว้ย 
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