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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

59910006: สาขาวชิา: วทิยาศาสตร์ชีวภาพ; วท.ม. (วทิยาศาสตร์ชีวภาพ) 
ค าส าคญั: เซลลค์วามเขม้ขน้สูง, การเพาะเล้ียงแบบกะ, เดกซ์ตริน, บาซิลสั 

จตุพร สุขหนา : การผลิตมวลเซลล ์Bacillus sp. ท่ีความเขม้ขน้สูงดว้ยการเพาะเล้ียง
แบบกะ. (THE PRODUCTION OF Bacillus sp. CELL BIOMASS AT HIGH 
CONCENTRATION BY BATCH CULTIVATION) คณะกรรมการควบคุมวทิยานิพนธ์: เศรษฐ
วชัร ฉ ่าศาสตร์ ปี พ.ศ. 2563. 

  
การวจิยัคร้ังน้ีเป็นการศึกษาการผลิตมวลเซลลข์อง Bacillus sp. ท่ีความเขม้ขน้สูง ดว้ย

อาหารประเภทสังเคราะห์ท่ีทราบองคป์ระกอบ (defined medium) โดยใชโ้อลิโกเมอร์ของกลูโคส
จากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั (เดกซ์ตริน) ท่ีความเขม้ขน้สูงเป็นแหล่งคาร์บอน ร่วมกบัเทคนิคการ
เพาะเล้ียงแบบกะ แบบใหอ้ากาศ  (aerobic batch) ซ่ึงเป็นการเพาะเล้ียงอยา่งง่ายและราคาถูก จาก
การศึกษาในระดบัฟลาสก ์เขยา่พบวา่  อาหารสูตร Batch Production Medium (BPM) มีประสิทธิ
เหมาะสมกวา่ เม่ือเทียบกบัสูตรอาหารอ่ืน ๆ โดยใหม้วลเซลล ์6.77 กรัมต่อลิตร และ เม่ือเทียบกบั
แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน การใชเ้ดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนมีประสิทธิภาพเหมาะสม  โดยสามารถ
ผลิตมวลเซลลไ์ดถึ้ง 12.93 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ี  ยงัพบวา่การการเพาะเล้ียงเซลลท่ี์ระดบัถงัหมกั 
5 ลิตร สามารถใชเ้ดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้สูงไดถึ้ง 100 กรัมต่อลิตรโดยไม่เกิด
การยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลล ์ และพบวา่เพิ่มผลผลิตมวลเซลลไ์ดสู้งถึง 31.98 กรัมต่อลิตร 
จากนั้นท าการศึกษาการขยายขนาดการเพาะเล้ียงท่ีระดบัถงัหมกั 30 และ 300 ลิตร เพื่อศึกษา
ศกัยภาพของการขยายขนาดการผลิตท่ีระดบัโรงงานตน้แบบ  ผลปรากฏชดัวา่ไดผ้ลดีโดยใหค้วาม
เขม้ขน้ของมวลเซลล ์ 43.49 และ 47.03 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั ดว้ยอตัราการผลิต (productivities) 
2.94  และ 3.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ตามล าดบั  จากผลการศึกษาน้ี  แสดงใหเ้ห็นชดัเจนถึง
ประสิทธิภาพการผลิตท่ีสูงกวา่เม่ือเทียบกบัผลงานวจิยัของผูอ่ื้น 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ  

59910006: MAJOR: BIOLOGICAL SCIENCES; M.Sc. (BIOLOGICAL SCIENCES) 
KEYWORDS: HIGH-CELL-DENSITY, BATCH CULTIVATION, DEXTRIN, Bacillus sp. 

  JATUPORN SUKNA : THE PRODUCTION OF BACILLUS SP. CELL BIOMASS 
AT HIGH CONCENTRATION BY BATCH CULTIVATION. ADVISORY COMMITTEE: 
SAETHAWAT CHAMSART, 2020. 

  
This research was to study the production of Bacillus sp. cell biomass at high 

concentrations with a defined medium using glucose oligomer (dextrin) from cassava starch 
liquefaction as the carbon source at high concentrations with the aerobic batch cultivation 
technique, which is simple and inexpensive. This study in shake flask culture found that the Batch 
Production Medium (BPM) provided an optimal result with a cell concentration of 6.77 g/l. When 
compared to other culture media, using dextrin as the carbon source at a high concentration 
showed an optimal cell concentration of 12.93 g/l. In addition, cell cultivation in a 5-liter, the 
concentration of carbon source dextrin was able to increase up to 100 g/l without growth 
inhibition, and enhancement of a cell concentration to 31.98 g/l. Further, the scaled-up studies of 
cell cultivation in 30 and 300-liter fermenters were carried out in order to study the production 
potential at pilot scales. They clearly showed very good results of cell concentrations of 43.49 and 
47.03 g/l with the productivities of 3.11 and 3.92 g/l/h, respectively. The results of these studies 
essentially demonstrated higher efficient productions when compared to those of other research 
works. 
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กิตติกรรมประกาศ 
 

กติติกรรมประกาศ 
  

วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีส าเร็จลงไดด้ว้ยความกรุณาจาก ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร.เศรษฐวชัร ฉ ่ า
ศาสตร์ อาจารย์ท่ีปรึกษา  ท่ีกรุณาให้ค  าปรึกษาแนะน าแนวทางท่ีถูกต้อง  ให้โอกาสในการศึกษา 
ตลอดจนแกไ้ขขอ้บกพร่องต่าง ๆ ดว้ยความละเอียดถ่ีถว้น และเอาใจใส่ดว้ยดีเสมอมา ผูจ้ยัรู้สึกซาบซ้ึง
เป็นอยา่งยิง่ จึงขอกราบขอบพระคุณเป็นอยา่งสูงไว ้ณ โอกาสน้ี 

ขอขอบพระคุณรองศาสตราจารย์ ดวงใจ โอชัยกุล ผูช่้วยศาสตราจารย์ ดร.กรองจนัทร์ 
รัตนประดิษฐ ์และ อาจารย ์ดร.พชัรนนัท ์อมรรัตนพนัธ์ ประธานและคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 
ท่ีกรุณาให้ค  าแนะน าในการแกไ้ขวิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีให้มีความถูกตอ้ง เหมาะสมและสมบรูณ์มาก
ยิง่ข้ึน 

ขอกราบขอบพระคุณ คุณพ่อทรงพล สุขหนา คุณแม่ปราณี สุขหนา คุณยายเรียง บุญกอง 
และญาติพี่นอ้งทุกท่านท่ีคอยช่วยเหลือสนบัสนุนทั้งดา้นก าลงัใจและก าลงัทรัพยด์ว้ยดีเสมอมา 

ขอขอบคุณ คุณขวญัฤทยั มาลยัเรือง ท่ีใหค้  าปรึกษา ค าแนะน าต่าง ๆ ช่วยแนะน าการวจิยั ให้
ก าลงัใจแก่ผูว้จิยัเสมอมา เพื่อน ๆ นอ้ง ๆ ท่ีคอยใหค้วามช่วยเหลือ และก าลงัใจในระหวา่งท าวจิยั 

คุณค่าและประโยชน์ของวิทยานิพนธ์ฉบบับน้ี ผูว้ิจยัขอมอบเป็นกตญัญูกตเวทิตาแด่ บุพการี 
บูรพาจารย์ และผูมี้พระคุณทุกท่านทั้งในอดีตและปัจจุบนั ท่ีท าให้ข้าพเจ้าเป็นผูมี้การศึกษาและ
ประสบความส าเร็จมาจนตราบเท่าทุกวนัน้ี 
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บทที ่1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา  

ปัจจุบนัเทคโนโลยทีางชีวภาพมีความกา้วหนา้อยา่งเป็นมาก โดยเฉพาะการประยกุตใ์ช้
ประโยชน์จากจุลินทรียเ์พื่อการผลิตผลิตภณัฑท์างชีวภาพต่าง ๆ ทั้งในระดบัห้องปฏิบติัการและ
ระดบัอุตสาหกรรม การผลิตมวลเซลลใ์หไ้ดป้ริมาณมาก ๆ เป็นวธีิการท่ีส าคญัและไดมี้การพฒันา
มาโดยตลอดเพื่อตอบสนองการผลิตผลิตภณัฑท์างชีวภาพในปริมาณสูง “ การเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ด้
ความเขม้ขน้สูง หรือ High-Cell-Density Culture (HCDC) ”  เป็นเทคนิคการเพาะเล้ียงมี
วตัถุประสงคเ์พื่อเพิ่มอตัราการเจริญและปริมาณมวลเซลลท่ี์มีความเขม้ขน้สูงของจุลินทรีย ์
(Riesenberg & Guthke, 1999) การศึกษาการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูงน้ีประสบ
ความส าเร็จอยา่งมากในดา้นการแพทย ์เช่น การผลิตอินเตอร์เฟียรอน (Interferon) อินซูลิน (Insulin) 
แอนติบอดี (Antibody) และสารกระตุน้การเจริญเติบโตของมนุษย ์(Growth factor) จาก                   
รีคอมบิแนนทข์องจุลินทรีย ์ในดา้นของการเกษตร เช่น การผลิตสารส่งเสริมและสารกระตุน้การ
เจริญเติบโตของพืช สารฆ่าแมลง รวมทั้งสารควบคุมทางชีวภาพ และในดา้นอุตสาหกรรม เช่น  
การผลิตเอนไซมต่์าง ๆ การผลิตเอทานอล การผลิตกรดอินทรีย ์พอลิเมอร์ชีวภาพ และการผลิต  
พลาสมิดดีเอน็เอ (Plasmid DNA) เป็นตน้ ซ่ึงปกติการผลิตเซลลจ์ากเทคนิคทัว่ไปนั้นท าใหไ้ดม้วล
เซลลน์อ้ยท าใหไ้ดผ้ลิตภณัฑ์ท่ีนอ้ยตาม ตน้ทุนการผลิตแพง และเม่ือประยกุตใ์ชเ้ทคนิคการ
เพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงจะท าใหไ้ดเ้ซลลม์าก ผลิตภณัฑท่ี์ไดม้ากตามและตน้ทุนถูกลง 

ปัจจยัท่ีส าคญัอีกอยา่งท่ีจะท าใหก้ารผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงประสบความส าเร็จ คือ สูตร
อาหารโดยสูตรอาหารท่ีไดรั้บความนิยมใชจ้ะเป็นสูตรอาหารแบบ Synthetic หรือ Chemically 
defined media ซ่ึงเป็นสูตรอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบและปริมาณท่ีแน่นอน ภายในสูตรอาหารจะ
ประกอบไปดว้ยแหล่งของคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน ธาตุอาหารหลกั ธาตุอาหารรอง แร่ธาตุ และ
วติามินต่าง ๆ แหล่งของคาร์บอนท่ีมาจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงันั้นเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมีความ
น่าสนใจนอกจากจะเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีหาง่ายและราคาถูกแลว้ยงัไดแ้ร่ธาตุอ่ืน ๆ ท่ีมีผลต่อการ
เจริญเติบโตของจุลินทรียด์ว้ย นอกจากสูตรอาหารแลว้การเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง
ส่วนใหญ่นิยมใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ (Fed-batch cultivation) ซ่ึงการเพาะเล้ียงแบบเติม
กะ (สุชาดา จนัทร์ประทีป นภาธร, 2559) นั้นเป็นเทคนิคท่ีมีขอ้เสีย คือ เส่ียงต่อการปนเป้ือนสูง 
วสัดุอุปกรณ์ในการด าเนินการมีราคาแพงและมีกระบวนการควบคุมท่ียุง่ยาก รวมถึงเวลาท่ีใชใ้น
การผลิตนานเม่ือเทียบกบัการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch cultivation) เน่ืองจากมีการควบคุมใหร้ะบบ
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มีสภาวะปลอดการปนเป้ือน การด าเนินการง่ายอุปกรณ์ท่ีใชไ้ม่ยุง่ยากและไม่มีค่าใชจ่้ายมาก รวมถึง
เช้ือจุลินทรียท่ี์เพาะเล้ียงมีความแขง็แรง เกิดการผา่เหล่าไดย้าก             

Bacillus sp. เป็นจุลินทรียท่ี์มีความส าคญัทางดา้นอุตสาหกรรมชีวภาพ เน่ืองจากสามารถ
สร้างเอนไซมห์ลายชนิด เช่น โปรติเอส ไคติเนส อะไมเลส ไลเปส ซ่ึงมีประโยชน์ในอุตสาหกรรม
ดา้นต่าง ๆ เช่น อุตสาหกรรมการซกัฟอก อุตสาหกรรมอาหาร อุตสาหกรรมการเกษตรและ
การแพทย ์ซ่ึง Bacillus sp. เป็นจุลินทรียแ์กรมบวก ท่ีสามารถเจริญไดท้ั้งท่ีมีอากาศและอุณหภูมิ
ปกติ และมีการเพาะเล้ียงท่ีง่าย ระยะเวลาท่ีใชเ้จริญเติบโตไม่นาน (Rosovitz, Voskuil & Chambliss, 
1998) สามารถใชแ้หล่งของคาร์บอนในสูตรอาหารไดห้ลากหลาย นอกจากน้ียงัมีการน ามาศึกษา
ความสามารถในดา้นอ่ืน ๆ อีกดว้ย  

ในการศึกษาวจิยัคร้ังน้ี จึงมีความสนใจจะใชเ้ช้ือแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus sp. มาเป็น
แบบจ าลองเพื่อท าการศึกษาวิธีการผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบ
กะร่วมกบัสูตรอาหารท่ีมีประสิทธิภาพต่อการผลิต เป็นสูตรอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบท่ีแน่นอน
ไม่ซบัซอ้น ราคาไม่แพง และความเป็นไปไดข้องการใชแ้หล่งคาร์บอนจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัท่ีใชใ้นการผลิต รวมทั้งแหล่งคาร์บอนจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้สูง
ไดโ้ดยไม่ก่อให้เกิดปัญหาการคัง่ของแหล่งคาร์บอนในการเพาะเล้ียงซ่ึงเป็นผลท าใหไ้ปยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลแ์บคทีเรีย ตลอดจนการขยายขนาดการผลิตในระดบัโรงงานตน้แบบ เพื่อเป็น
แนวทางในการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงจากเช้ือ Bacillus sp. สู่การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมใน
อนาคต  

1.2 วตัถุประสงค์งานวจิยั  

 1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของอาหารสูตร minimal defined medium ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง 
Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 2. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมส าหรับการเพาะเล้ียง             
Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 3. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้
สูงเป็นแหล่งคาร์บอน ส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 4. เพื่อศึกษาการขยายขนาดการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง ในระดบั
โรงงานตน้แบบ   
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1.3 สมมติฐานของการวจิัย 
 1. อาหารสูตร Batch production medium (BPM) มีประสิทธิภาพเหมาะสมต่อการ
เพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อการผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง 
 2. เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัมีประสิทธิภาพส าหรับการเพาะเล้ียง       
Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 3. เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีมีความเขม้ขน้สูงเป็นแหล่งคาร์บอนมี
ประสิทธิภาพ ส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 4. สามารถขยายขนาดการเพาะเล้ียงแบบกะส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อการผลิต
เซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงในระดบัโรงงานตน้แบบ  

 
1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจิัย 
 1. ทราบประสิทธิภาพและความเหมาะสมของอาหาร BPM ต่อการเพาะเล้ียง Bacillus sp. 
มาใชใ้นการผลิตเซลลเ์พื่อให้ไดค้วามเขม้ขน้สูง 
 2. สามารถน าเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัซ่ึงเป็นแหล่งของคาร์บอนท่ีมี
ประสิทธิภาพมาใชส้ าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง 
 3. สามารถน าเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความมีความเขม้ขน้สูงมาใชเ้ป็น
แหล่งคาร์บอนมีประสิทธิภาพ ส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้สูง  
 4. สามารถใชเ้ทคนิคในการเพาะเล้ียงแบบกะทั้งในระดบัการเพาะเล้ียงในหอ้งปฏิบติัการ
และระดบัโรงงานตน้แบบ ของการเพาะเล้ียง Bacillus sp. มาประยกุตใ์ชเ้พาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วาม
เขม้ขน้สูงเพื่อเป็นตน้แบบการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม 

1.5 ขอบเขตของการวจิัย  

  1. ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพสูตรอาหาร BPM เทียบกบัอาหารสูตร NB และ 
Schaeffer’s medium ในการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง ดว้ยการเพาะเล้ียงในฟลาสก ์

2. ศึกษาเปรียบเทียบแหล่งคาร์บอนจาก กลูโคสทางการคา้ กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงั และเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้ง เพื่อทดสอบประสิทธิภาพส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ 
Bacillus sp. เพื่อใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง ดว้ยการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสก ์  

3. ศึกษาการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งซ่ึงแหล่งคาร์บอนท่ีมีความเขม้ขน้สูง ส าหรับการ
เพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. เพื่อใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงในระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร  
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4. ศึกษาการขยายขนาดการเพาะเล้ียงแบบกะส าหรับการเพาะเล้ียง Bacillus sp. มาใชใ้น
การผลิตเซลลจุ์ลินทรียเ์พื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงในระดบัโรงงานตน้แบบโดยใชถ้งัหมกัขนาด 30 
ลิตร และ 300 ลิตร  

1.6 สถานทีด่ าเนินการวิจัย  

 หอ้งปฏิบติัการ BS6201, BS6202 และหอ้งปฏิบติัการโรงงานตน้แบบวศิวกรรมชีวเคมี 
(BS6208)  อาคารวทิยาศาสตร์ชีวภาพ คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยับูรพา  
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บทที ่2 
เอกสารและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 

 
การศึกษาวจิยัคร้ังน้ี เป็นการศึกษาการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง (High-Cell-

Density Culture; HCDC) ซ่ึงผูว้จิยัไดศึ้กษาวรรณกรรมและงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งตามล าดบัดงัน้ี 
 2.1 ความหมายและความส าคญัของการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูง  

2.2 ประโยชน์ของการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูง 
2.3 ปัญหาและขอ้เสียของการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูง  
2.4 เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูง 
2.5 การพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงส าหรับการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง  
2.6 ปัจจยัท่ีใชใ้นเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง 
2.7 จุลินทรีย ์Bacillus sp. 
2.8 งานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง  
 

2.1 ความหมายและความส าคญัของการเพาะเลีย้งเซลล์ความเข้มข้นสูง (High-Cell-

Density Cultivation; HCDC) 

  จุลินทรียมี์บทบาทส าคญัในกระบวนการผลิตสารชีวภาพในระดบัอุตสาหกรรมเป็นอยา่ง
มาก นบัตั้งแต่เทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมมีความเจริญกา้วหนา้ไปอยา่งรวดเร็ว จึงท าให้มีการใช้
เซลลจุ์ลินทรียเ์ป็นแหล่งผลิตสารชีวภาพซ่ึงเดิมผลิตข้ึนโดยส่ิงมีชีวติชนิดอ่ืน สามารถลดตน้ทุนการ
ผลิตสารนั้น ๆ ลงไดอ้ยา่งมาก โดยเฉพาะอยา่งยิง่สารชีวภาพท่ีใชใ้นการแพทยเ์พื่อรักษาผูป่้วย 
ตวัอยา่งท่ีประสบความส าเร็จ ในระดบัอุตสาหกรรมและการคา้ ไดแ้ก่ การผลิต Interferon (IF) 
อินซูลิน และสารกระตุน้การเจริญเติบโตของมนุษย ์ซ่ึงกระบวนการการผลิต IF แต่เดิมนั้นจะมี
ความซบัซอ้นอยา่งมาก ท าใหต้น้ทุนการผลิตสูง เน่ืองจากการผลิตโดยการแยกเมด็เลือดขาวของ
มนุษยจ์ากผูบ้ริจาคโลหิต แลว้น าไปใส่ไวใ้นไข่ไก่ จากนั้นฉีดไวรัสท่ีก่อโรคในมนุษยเ์ขา้ไปในไข่
ไก่ เมด็เลือดขาวท่ีอยูใ่นไข่ไก่จะสร้าง IF ข้ึนตา้นไวรัส แลว้จึงท าการแยกเอา IF ออกมา ซ่ึง
กระบวนการน้ีตอ้งใชโ้ลหิตท่ีไดรั้บบริจาคเป็นจ านวนมากถึง 90,000 ยนิูต เพื่อผลิต IF ใหไ้ด ้1 กรัม 
ซ่ึงจะมีราคาถึง 50 ลา้นดอลล่าห์สหรัฐ เช่นเดียวกบักระบวนการผลิตอินซูลินและสารกระตุน้การ
เจริญเติบโตของมนุษยท่ี์แต่เดิม อินซูลินท่ีไดม้าจากสุกรมีขั้นตอนการผลิตค่อนขา้งยุง่ยาก โดยจะท า
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การแยกอินซูลินจากตบัอ่อนของสุกรซ่ึงตอ้งรอใหสุ้กรเจริญเติบโตถึงวยัท่ีพอเหมาะซ่ึงตอ้งใช้
เวลานาน ท าใหไ้ดอิ้นซูลินมีราคาแพง และกระบวนการการผลิตสารกระตุน้การเจริญเติบโตของ
มนุษยท่ี์ไดจ้ากสมองของคนท่ีเสียชีวติแลว้ไม่นาน โดยตอ้งใชส้มองจากผูเ้สียชีวติจ านวนมากและ
ไดส้ารในปริมาณท่ีนอ้ย ดว้ยเหตุน้ีจึงไดมี้การน าเทคนิคทางพนัธุวศิวกรรมมาใชแ้กปั้ญหา โดยการ
น า cDNA ท่ีแปลรหสัไดเ้ป็นสารท่ีตอ้งการ มาใส่เขา้ไปในเซลล ์E. coli ท าใหไ้ดเ้ป็นรีคอมบิแนนซ์
โปรตีน (Recombinant Protein) และน าไปผลิตโดยวธีิการเพาะเล้ียงท าใหไ้ดส้ารท่ีตอ้งการ ซ่ึง
สามารถช่วยลดตน้ทุนการผลิต และราคาสารท่ีตอ้งการนั้นถูกลงท าใหก้ารรักษาผูป่้วยมี
ประสิทธิภาพมากข้ึน (เสาวนีย ์ธรรมสถิติ, 2547) เม่ือการผลิตรีคอมไบแนนซ์โปรตีนประสบ
ความส าเร็จ ท าใหมี้ความตอ้งการรีคอมไบแนนซ์โปรตีนเพิ่มมากข้ึน และส่งผลใหต้ลาดซ้ือขายรี
คอมไบแนนซ์โปรตีนโดยมีการขยายตวัเพิ่มมากข้ึนถึงร้อยละ 10 – 15 ต่อปี และยงัมีแนวโนม้จะ
เพิ่มสูงข้ึนเร่ือย ๆ ในอนาคต (Werner, 2004) ดว้ยเหตุน้ีจึงมีการศึกษาและพฒันาขั้นตอนการผลิต
เพื่อเพิ่มปริมาณรีคอมบิแนนซ์โปรตีน โดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลเ์พื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง 
(High-Cell-Density Cultivation) ซ่ึงเป็นเทคนิควธีิการเพาะเล้ียงแบบใหอ้ากาศท่ีมีวตัถุประสงค์
หลกัเพื่อเพาะเล้ียงจุลินทรียใ์นกระบวนการเพาะเล้ียงใหมี้อตัราการเจริญและการสะสมของเซลลท่ี์
มีความเขม้ขน้สูง ซ่ึงเทคนิคการการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้สูงไดมี้การศึกษาคร้ังแรกในปี 
1987 โดยการเพาะเล้ียงเช้ือในกลุ่ม Streptomyces เพื่อใหไ้ดเ้ซลลท่ี์มีความเขม้ขน้มากเพื่อการผลิต
สารปฏิชีวนะ (Suzuki, Yamane and Shimizu, 1987) นอกจากการผลิตรีคอมบิแนนซ์โปรตีนแลว้ 
การเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงยงัถูกน ามาใชใ้นการผลิต โปรตีนเซลลเ์ดียว รวมทั้ง
ผลิตภณัฑจ์ากเซลลอี์กดว้ย และนอกจากการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงท่ีใช้
กบัการเพาะเล้ียงแบคทีเรียทัว่ไปแลว้ ยงัมีการน าไปประยุกตใ์ชก้บัแบคทีเรียกลุ่มท่ีอาศยัอยูใ่น
สภาพแวดลอ้มท่ีรุนแรง เช่น อาศยัอยูใ่นอุณภูมิท่ีสูง (Thermophiles) อาศยัอยูใ่นท่ีร้อนและมีความ
เป็นกรดสูง (Thermoacidophiles) และอาศยัอยูท่ี่เคม็จดั (Halophiles) (Krahe, Antranikian and 
Märkl, 1996) นอกจากจะมีการศึกษาในแบคทีแลว้ยงัมีการพฒันาและศึกษาการผลิตเซลลใ์หไ้ด้
ความเขม้ขน้สูงในกลุ่มของอาร์เคียและยสีตด์ว้ย  

การศึกษาเก่ียวกบัการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูงยงัคงมีความจ าเป็นท่ีจะตอ้งหา
จุลินทรียใ์หม่ ๆ ท่ีมีศกัยภาพในการผลิตผลิตภณัฑท์างชีวภาพ รวมไปถึงการพฒันาเพื่อรองรับความ
ตอ้งการของอุตสาหกรรมท่ีมีการเติบโตข้ึนอยา่งต่อเน่ือง (Riesenberg and Guthke, 1999) 

2
8

2
0

5
1

4
6

9
1



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
6
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
1
0
8
2
5
6
3
 
1
5
:
0
2
:
1
3
 
/
 
s
e
q
:
 
3
5

 7 

2.2 ประโยชน์ของการเพาะเลีย้งเซลล์ความเข้มข้นสูง 

 การเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูงนอกจากช่วยใหไ้ดผ้ลผลิตปริมาณมากแลว้ ยงัมีขอ้ดีอ่ืน 
ๆ ไดแ้ก่ ช่วยเพิ่มมูลค่าของผลผลิตข้ึน ช่วยลดตน้ทุนการผลิต เน่ืองจากสามารถผลิตไดใ้นปริมาณท่ี
มากข้ึนช่วยลดปริมาณการเพาะเล้ียงท าใหไ้ม่ตอ้งมีการใชอุ้ปกรณ์หรือพื้นท่ีมากในการเพาะเล้ียง 
ช่วยท าใหก้ระบวนการเก็บเก่ียวผลิตภณัฑง่์ายข้ึน เน่ืองจากความเขม้ขน้ของผลผลิตสูงข้ึน ช่วยลด
ค่าใชจ่้ายในเร่ืองของอุปกรณ์และเคร่ืองมือ รวมไปถึงช่วยลดปริมาณน ้าเสียจากกระบวนการผลิต 
เน่ืองจากปริมาตรในการเพาะเล้ียงลดนอ้ยลง น ้าเสียท่ีเหลือจากกระบวนการเก็บเก่ียวจะนอ้ยลงตาม
ไปดว้ย ซ่ึงยงัส่งใหค้วามเป็นพิษหรือการปนเป้ือนในส่ิงแวดลอ้มลดนอ้ยลง ค่าใชจ่้ายในเร่ืองของ
การบ าบดัน ้าเสียก็ลดลงตาม นอกจากน้ียงัช่วยใหมี้ปริมาณของผลิตภณัฑบ์างตวัท่ีมีความตอ้งการใช้
อยา่งมาก เช่น ในการเป็นยารักษาโรคเพียงพอต่อการใชไ้ม่เกิดการขาดแคลนและยงัสามารถ
กระจายไปสู่ประชาชนไดใ้นทุกระดบัเน่ืองจากมีราคาท่ีไม่สูงจนเกินไป (Lee, 1996) 

2.3 ปัญหาและข้อเสียของการเพาะเลีย้งเซลล์ความเข้มข้นสูง  

 การเพาะเล้ียงเซลลแ์บบความเขม้ขน้สูงมีขอ้ดีแลว้ ยงัมีขอ้เสียหลายประการดว้ยเช่นกนั คือ 
การเพาะเล้ียงดว้ยวธีิน้ีอาจท าใหส้ารตั้งตน้ (substrate) จ  ากดัและยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลเ์อง 
หากมีการเติมสารตั้งตน้ในปริมาณท่ีมากเกินพอ นอกจากน้ียงัก่อใหเ้กิดการขีดจ ากดัในเร่ืองของการ
ใหอ้ากาศและการส่งถ่ายออกซิเจนภายในระบบการเพาะเล้ียง เน่ืองจากเซลลมี์ความตอ้งการใช้
ออกซิเจนมาก ท าใหเ้กิดเป็นสภาวะขาดแคลนออกซิเจนและอาจเขา้สู่สภาวะการเจริญเติบโตแบบ
ไม่ใชอ้อกซิเจน (anaerobic) ได ้บางคร้ังเซลลท่ี์ปริมาณมากเกินไปอาจเกิดการท าลายตวัเองดว้ย
กระบวนการเซลลไ์ลซิส (cell lysis) และโปรติโอไลติก (proteolysis) นอกจากน้ีความเขม้ขน้ของ
เซลลท่ี์มากข้ึนจะท าใหอ้ตัราเมทาบอลิซึมท่ีสูงข้ึนดว้ย ซ่ึงจะท าใหเ้กิดความร้อนข้ึนภายในระบบ 
ส่งผลใหก้ารส่งถ่ายความร้อนภายในถงัมีประสิทธิภาพลดลงรวมไปถึงมีการสร้าง
คาร์บอนไดออกไซดม์ากข้ึนดว้ย ซ่ึงส่ิงท่ีเกิดข้ึนเหล่าน้ีส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโตของเซลล์
และการสร้างผลิตภณัฑ ์หรือมีการเปล่ียนรูปผลิตภณัฑไ์ป จากการเปล่ียนวถีิการเมทาบอลิซึม เช่น 
มีการสร้างผลพลอยได ้(by-products) เป็นตน้ (Riesenberg & Guthke, 1999) 

2.4 เทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ความเข้มข้นสูง 

 วธีิการเพาะเล้ียงจุลินทรียโ์ดยทัว่ไป สามารถแบ่งออกเป็น 3 วธีิการหลกั ๆ ไดแ้ก่ การ
เพาะเล้ียงแบบกะ (Batch) การเพาะเล้ียงแบบเติมกะ (Fed-Batch) และการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ือง 
(Continuous) ซ่ึงแต่ละวธีิการมีลกัษณะของการควบคุมท่ีแตกต่างกนั รวมถึงระยะเวลาก็ยงัมีความ
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แตกต่างกนัดว้ย ทั้งน้ีการเลือกใชว้ธีิการเพาะเล้ียงจุลินทรียข้ึ์นอยูก่บัการพิจารณาปัจจยัท่ีจ  าเป็นตอ้ง
ใช ้เช่น ชนิดของจุลินทรีย ์วตัถุประสงคข์องการพาะเล้ียง รวมถึงปัจจยัดา้นอ่ืน ๆ ซ่ึงจะท าใหก้าร
ผลิตส าเร็จตามวตัถุประสงคท่ี์ตั้งไว ้ 

2.4.1 การเพาะเลี้ยงแบบกะ (Batch Cultivation) 
เป็นระบบเล้ียงเช้ือแบบปิดมีการเติมวตัถุดิบ สารอาหาร และเช้ือจุลินทรียล์งไปเพียงคร้ัง

เดียวตลอดระยะเวลาการหมกั ดงัภาพท่ี 1 (a) ซ่ึงอตัราการเจริญของจุลินทรียจ์ะลดลง เม่ืออาหาร
หมดลงหรือมีการสะสมของเสียท่ีเป็นพิษเกิดข้ึนและอาจจะเกิดข้ึนจากทั้งสองสาเหตุ ดงันั้น
กระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรียใ์นระบบน้ีจะมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา แต่กระบวนการ
หมกัแบบน้ียงัใชก้นัอยา่งกวา้งขวางในการผลิตทางอุตสาหกรรมโดยการปรับสภาพใหเ้หมาะสม
เพื่อใหไ้ดผ้ลผลิตสูงสุด (ดุษณี ธนะบริพฒัน์, 2555) ลกัษณะการเจริญของจุลินทรียใ์นกระบวนการ
หมกัแบบกะ จะมีขั้นตอนการเจริญแตกต่างกนั สามารถแบ่งออกเป็นระยะ ๆ ไดด้งัน้ี  

ระยะปรับตวั (Lag Phase) เป็นระยะท่ีเร่ิมตั้งแต่การถ่ายเช้ือจุลินทรียจ์ากอาหารเล้ียงเช้ือ
ชนิดหน่ึงลงไปในอาหารเล้ียงเช้ืออีกชนิดหน่ึง เป็นช่วงท่ีเซลลมี์การปรับตวัใหเ้ขา้กบั
สภาพแวดลอ้มใหม่ ช่วงน้ีเซลลจ์ะมีการขยายขนาดใหญ่ข้ึนและมีการสังเคราะห์เอนไซมห์รือ       
โคเอนไซมเ์พื่อใชใ้นกระบวนการต่าง ๆ ของเซลล ์ซ่ึงช่วงน้ีเซลลจุ์ลินทรียจ์ะยงัไม่มีการแบ่งตวั ไม่
มีการเพิ่มจ านวนของเซลล ์แต่น ้าหนกัของเซลลอ์าจมีการเปล่ียนแปลงได ้แต่ในกรณีท่ีน า
เช้ือจุลินทรียซ่ึ์งอยูใ่นช่วงการเจริญในระยะเพิ่มจ านวนมาถ่ายลงในอาหารเล้ียงเช้ือชนิดใหม่ 
จุลินทรียอ์าจเจริญไดท้นัทีโดยไม่ตอ้งผา่นช่วงระยะปรับตวัได ้ซ่ึงการเพาะเล้ียงจุลินทรียแ์ละการ
ถ่ายเช้ือในระยะเวลาท่ีถูกตอ้งจะช่วยใหจุ้ลินทรียมี์การผลิตผลิตภณัฑแ์บบปฐมภูมิและแบบทุติยภูมิ
ไดผ้ลดี  

ระยะเพิ่มจ านวน (Log Phase) เป็นระยะท่ีเซลลมี์การแบ่งเซลลแ์ละเพิ่มจ านวนข้ึนอยา่ง
รวดเร็วในอตัราคงท่ี เซลลจ์ะมีองคป์ระกอบทางเคมี รวมทั้งกระบวนการเมแทบอลิซึมและ
สรีรวทิยาอ่ืน ๆ ท่ีเหมือนกนั เป็นระยะท่ีเซลลมี์ประสิทธิภาพสูงสุด อตัราการเจริญของจุลินทรียจ์ะ
ข้ึนอยูก่บัส่วนประกอบของสารอาหารและส่ิงแวดลอ้ม เช่น อุณหภูมิ และค่าความเป็นกรดด่าง 

ระยะคงท่ี (Stationary Phase) เป็นระยะสารอาหารถูกใชไ้ปจนหมดหรือมีการสะสมของ
สารพิษจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของเซลลเ์กิดข้ึน การเจริญของจุลินทรียจ์ะชา้ลงและอาจจะ
ส้ินสุดลง ซ่ึงในระยะน้ีอตัราการเจริญจะเท่ากบัศูนย ์แต่จุลินทรียย์งัคงมีชีวติอยูโ่ดยอาศยัอาหารท่ี
เก็บสะสมไวภ้ายในเซลล ์ในระยะน้ีเซลลจ์ะมีการสร้างสารหลายชนิดซ่ึงมีการเก็บเก่ียวและน ามาใช้
ประโยชน์ 
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 ระยะลดจ านวน (Death Phase) ซ่ึงระยะน้ีจะเกิดข้ึนหลงัจากระยะคงท่ี โดยจุลินทรียแ์ต่ละ
ชนิดจะใชเ้วลาต่างกนัในการเขา้สู่ระยะน้ี เป็นระยะท่ีจ านวนเซลลท่ี์มีชีวติเร่ิมลดลง เน่ืองมาจากการ
ตายของเซลลแ์ละการยอ่ยตวัเอง (Autolysis) โดยอาศยัเอนไซมภ์ายในเซลล ์ซ่ึงอตัราการตายของ
เซลลจุ์ลินทรียจ์ะใชเ้วลาต่างกนัไปข้ึนอยูก่บัชนิดของจุลินทรีย ์ 

ในการเพาะเล้ียงแบบกะจะไม่สามารถวดัความเขม้ขน้ของสารอาหารท่ีมีการเติมลงไปใน
การหมกัตลอดเวลาได ้ดงันั้นจึงตอ้งอาศยัการวดัปัจจยัอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลิ
ซึมของสารอาหารแทน  เช่น การผลิตกรดอินทรีย ์และอตัราการเติมกลูโคสจะทราบไดจ้ากการวดั
ค่าความเป็นกรดด่าง (ดุษณี ธนะบริพฒัน์, 2555) 

ขอ้ดีของการเพาะเล้ียงแบบกะ  
1. เหมาะสมกบัการเพาะเล้ียงจุลินทรียส์ าหรับผลิตผลิตภณัฑท่ี์มีปริมาตรไม่มาก 
2. เช้ือจุลินทรียใ์นการเพาะเล้ียงจะมีความแขง็แรง เน่ืองจากการใชก้ลา้เช้ือท่ีเตรียมใหม่ทุก

คร้ัง นอกจากน้ียงัท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุยากอีกดว้ย 
3. การควบคุมใหร้ะบบอยูใ่นสภาวะปลอดเช้ือตลอดช่วงระยะเวลาการเพาะเล้ียงท าไดง่้าย 

เน่ืองจากไม่มีการเปิดระบบเพื่อน าสารอาหารเขา้หรือออก เช้ือจุลินทรียอ่ื์น ๆ จากภายนอกจึงเขา้สู่
ระบบยาก 

4. การควบคุมท าไดง่้ายไม่ซบัซอ้น  
ขอ้เสียของการเพาะเล้ียงแบบกะ  
1. ตอ้งเตรียมหวัเช้ือเร่ิมตน้ใหม่และวตัถุดิบอาหารใหม่ทุกคร้ังท่ีด าเนินการเพาะเล้ียง ท าให้

เสียเวลาและค่าใชจ่้าย 
2. ตอ้งเสียเวลารอเพื่อใหจุ้ลินทรียเ์จริญเติบโตในช่วงแรกทุกคร้ัง เน่ืองจากเป็นหวัเช้ือท่ี

เตรียมใหม่ 
2.4.2 การเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ (Fed-Batch Cultivation) 
การเพาะเล้ียงแบบเติมกะน้ีเป็นระบบท่ีอยูร่ะหวา่งการหมกัในอาหารเหลวแบบกะและ

แบบต่อเน่ือง เป็นการหมกัท่ีมีการเติมวตัถุดิบและสารอาหารลงไปในถงัหมกัเป็นระยะ ๆ โดยไม่มี
การถ่ายเทอาหารเก่าออกจากถงัหมกั ดงัแสดงในภาพท่ี 1 (b) การหมกัแบบน้ีก็ยงัคงเป็นระบบปิด
เช่นเดียวกบัการหมกัแบบกะ เน่ืองจากมีการเติมอาหารใหม่เขา้แต่ไม่มีการไหลออกของอาหาร 
ผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกัแบบน้ีจะดีกวา่การหมกัแบบกะ (ดุษณี ธนะบริพฒัน์, 2555) 

ซ่ึงเม่ือเร่ิมตน้การเพาะเล้ียงแบบเติมกะจะมีการก าหนดใส่ความเขม้ขน้ของอาหารเร่ิมตน้ 
จากนั้นจะมีการเติมอาหารลงไปอยา่งต่อเน่ืองเพื่อควบคุมความเขม้ขน้ของอาหารเพาะเล้ียงใหอ้ยู่
ในช่วงท่ีเหมาะสม ดงันั้นเม่ือมีการเติมสารอาหารอยา่งต่อเน่ืองปริมาณของเซลลก์็จะเพิ่มข้ึน กล
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ยทุธ์และวธีีการเติมท่ีใชโ้ดยทัว่ไปแลว้ระยะเวลาการเจริญแบบ Log phase ในการเพาะเล้ียงแบบเติม
กะจะนานกวา่การเพาะเล้ียงแบบกะและจะท าใหไ้ดภ้าวะเพาะเล้ียงท่ีมีปริมาณเซลลสู์ง (High-cell-
density) (สุชาดา จนัทร์ประทีป นภาธร, 2559) 

ประโยชน์ของการเพาะเล้ียงแบบเติมกะในระดบัอุตสาหกรรม คือ 
ก. ควบคุมการใชแ้หล่งคาร์บอนของจุลินทรียแ์ละช่วยรักษาปริมาณออกซิเจนในถงัหมกั  
ข. ควบคุมไม่ใหส้ารพิษท่ีเป็นองคป์ระกอบในอาหารเล้ียงเช้ือมีผลต่อการผลิตของจุลินทรีย ์ 
 
ขอ้ดีของการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะมีขอ้ไดเ้ปรียบกวา่การ

หมกัแบบกะหลายประการเช่น  
1. ช่วยลดการยบัย ั้งของอาหาร (Substrate Inhibition) สารอาหารท่ีเป็นแหล่งคาร์บอน เช่น 

กรดน ้าส้ม (Acetic acid) แอลกอฮอล ์เมทานอล และสารประกอบพวกอะโรมาติก ซ่ึงจะยบัย ั้งการ
เจริญเติบโตของเซลลไ์ด ้แมใ้นความเขม้ขน้นอ้ย ๆ ก็ตาม การเติมสารอาหารเหล่าน้ีในปริมาณท่ี
เหมาะสมอยา่งต่อเน่ืองจะช่วยใหเ้ซลลส์ามารถเจริญไดโ้ดยปราศจากการยบัย ั้งของสารอาหาร  

2. สามารถผลิตเซลลไ์ดท่ี้ความเขม้ขน้สูง (High-cell concentration) เช่น อาจสูงถึง 80 กรัม
ต่อลิตรซ่ึงการเพาะเล้ียงแบบกะโดยทัว่ไปนั้นจะไดเ้ซลลท่ี์ความเขม้ขน้ไม่เกิน 20 - 30 กรัมต่อลิตร  

3. ช่วยลดผลจากกลูโคส (Glucose effect) คือ การท่ีเม่ือมีกลูโคสในระบบการเพาะเล้ียง
มากเกินไปส่งผลใหเ้กิดสภาวะการขาดแคลนออกซิเจน ซ่ึงท าใหเ้ซลลมี์การสร้างเป็นสารอยา่งอ่ืน
ข้ึนมาแทนการสร้างเซลลซ่ึ์งสารท่ีสร้างข้ึนมานั้นอาจมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลเ์อง
ได ้ 

4. ช่วยลดความหนืดของอาหารท่ีเกิดจากจุลินทรีย ์หรือผลผลิตจากจุลินทรีย ์เช่น เดกซ์
แทรน พูลลูแลน และแซนแทนกมั การค่อย ๆ เติมสารอาหารอยา่งต่อเน่ืองนั้นสามารถควบคุมความ
หนืดของน ้าหนกัได ้เน่ืองจากสารอาหารท่ีค่อย ๆ เติมลงไป ซ่ึงจะเขา้ไปช่วยเจือจางน ้าหมกัท่ีมี
ความหนืดมากได ้ซ่ึงหากความหนืดในการเพาะเล้ียงเพิ่มมากข้ึนจะมีผลต่อระบบการเติมอากาศ 
เช่น ใบพดักวนจะตอ้งใชก้ าลงัไฟเพิ่มมากข้ึนเกิดฟองมากข้ึนท าใหก้ารละลายของออกซิเจนไม่ดีพอ 

5. สามารถป้องกนัการปนเป้ือนของจุลินทรียช์นิดอ่ืน ๆ ได ้เน่ืองจากเป็นระบบท่ีมีเพียง
การเติมสารอาหารเท่านั้น ท าใหค้วามเขม้ขน้ของจุลินทรียท่ี์เล้ียงนั้นไม่ถูกเจือจาง จึงท าใหไ้ดเ้ปรียบ
มากกวา่เช้ือชนิดอ่ืน  

 

2
8

2
0

5
1

4
6

9
1



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
6
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
1
0
8
2
5
6
3
 
1
5
:
0
2
:
1
3
 
/
 
s
e
q
:
 
3
5

 11 

2.4.3 การเพาะเลี้ยงแบบต่อเน่ือง (Continuous Cultivation)  
การเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองจะเป็นการหมกัในระบบเปิด (Open System) เน่ืองจากจะมีการ

ไหลเขา้ออกของสารอาหารภายในถงัหมกัตลอดเวลา การเพาะเล้ียงแบบน้ีเป็นการเติมวตัถุดิบและ
สารอาหารลงไปในถงัหมกัอยา่งต่อเน่ือง ในขณะเดียวกนัมีการแยกเอาอาหารท่ีมีผลผลิตละลายอยู่
ออกมาตลอดเวลา โดยมีการควบคุมอตัราการเติมสารอาหารเขา้และการน าอาหารออกจากถงัหมกั
ใหส้มดุล ดงัแสดงในภาพท่ี 1 (c)  (ดุษณี ธนะบริพฒัน์, 2555)  

ขอ้ดีของการเพาะเล้ียงในอาหารแบบต่อเน่ือง คือ  
1. ถงัหมกัท่ีใชมี้ขนาดเล็กกวา่ถงัหมกัท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงแบบกะ ไม่เปลืองเน้ือท่ี 

นอกจากน้ีการใชง้านอยา่งต่อเน่ืองช่วยลดเวลาในการท าความสะอาดอุปกรณ์ ท าใหป้ระหยดั
แรงงานและค่าใชจ่้าย  

2. การเจริญของจุลินทรียเ์กิดข้ึนในอตัราท่ีคงท่ีในสภาพแวดลอ้มท่ีคงท่ี และการเพาะเล้ียง
แบบน้ีสามารถควบคุมปัจจยัต่าง ๆ ไดส้ะดวก เช่น การควบคุมอุณหภูมิ ค่าความเป็นกรดด่าง และ
ปริมาณออกซิเจน ให้อยูใ่นระดบัท่ีตอ้งการไดต้ลอดเวลา ท าใหไ้ดผ้ลผลิตแบบเดียวกนัตลอด  

3. ในระบบการหมกัแบบต่อเน่ืองบางชนิด อตัราการเจริญของจุลินทรียส์ามารถ
เปล่ียนแปลงและควบคุมได ้ซ่ึงมีผลต่อการศึกษาถึงอิทธิพลของอตัราการเจริญท่ีมีต่อขนาดและ
องคป์ระกอบของเซลล ์

ขอ้เสียของการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองคือ ปัญหาการปนเป้ือนของจุลินทรีย ์เน่ืองจาก
ระยะเวลาท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงแบบน้ีจะนานกวา่การเพาะเล้ียงแบบกะ จึงมีโอกาสท่ีจะเกิดการ
ปนเป้ือนของจุลินทรียอ่ื์น ๆ ไดม้ากกวา่ ดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งควบคุมกระบวนการเพาะเล้ียงใหป้ลอด
เช้ือมากท่ีสุด โดยเฉพาะอยา่งยิง่อากาศท่ีผา่นเขา้ถงัหมกัจะตอ้งปราศจากเช้ือ นอกจากน้ีอาจเกิดการ
กลายพนัธ์ุของเช้ือท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลานาน ๆ อีกดว้ยซ่ึงยากต่อการคน้พบ และอาจมี
ผลท าใหผ้ลผลิตลดลงดว้ย 

กระบวนการหมกัแบบต่อเน่ือง สามารถท าไดห้ลายวธีิ (ดุษณี ธนะบริพฒัน์, 2555) เช่น  
1. Single Stage Continuous Fermentation วธีิน้ีจะเป็นการเล้ียงในถงัหมกัเพียงถงัเดียวและ

กระบวนการหมกัจะเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ือง โดยอาศยัสมดุลของการน าเขา้ของอาหารเล้ียงเช้ือและการ
ปล่อยออกของผลผลิต  

2. Recycle Continuous Fermentation การหมกัแบบน้ีจะมีการน าเช้ือจุลินทรียบ์างส่วนหรือ
สารอาหารบางส่วนท่ียงัไม่ไดใ้ชแ้ละเหลืออยู ่กลบัไปใชใ้นถงัหมกัอีก  

3. Multiple-Stage Continuous Fermentation เป็นกระบวนการหมกัท่ีมี 2 ขั้นตอนหรือ
มากกวา่โดยแบ่งการท างานเป็นระยะ ๆ ระยะของการเจริญของจุลินทรียจ์ะเกิดข้ึนในถงัหมกัท่ีหน่ึง 
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จากนั้นในถงัหมกัท่ีสองหรือถงัหมกัต่อ ๆ ไปจะเป็นระยะของการสังเคราะห์สาร วธีิน้ีจะใชใ้น
กระบวนการหมกัซ่ึงระยะของการเจริญของจุลินทรียแ์ละการสังเคราะห์สารไม่มีความสัมพนัธ์กนั 
โดยการสังเคราะห์จะเกิดข้ึนหลงัจากท่ีอตัราการเพิ่มจ านวนของเซลลล์ดลง 

ระบบการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองมีการหมกั 2 แบบ ไดแ้ก่ Chemostat หรือ Turbidostat ใน 
Chemostat อตัราการเจริญของจุลินทรียจ์ะถูกควบคุมดว้ยปริมาณของสารอาหาร และเป็นระบบการ
หมกัแบบต่อเน่ืองท่ีง่ายท่ีสุด ซ่ึงเป็นเคร่ืองมือท่ีใชเ้ล้ียงเช้ือโดยมีภาชนะท่ีใชเ้ล้ียงจุลินทรีย ์ภาชนะน้ี
จะมีทางใหอ้ากาศเขา้และออกมีช่องเติมอาหารเล้ียงเช้ือ ใบพดักวนอากาศ ช่องท่ีจะให้จุลินทรียแ์ละ
อาหารเล้ียงเช้ือไหลออกภาชนะเล้ียงเช้ือจุลินทรียจ์ะต่อเขา้กบัภาชนะท่ีเก็บอาหารเล้ียงเช้ือท่ีปลอด
เช้ือ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีเตรียมใหม่ ๆ จะถูกป้ัมเขา้ไปในภาชนะเล้ียงเช้ือหรือถงัหมกัโดยมีอตัราการ
ไหลคงท่ี อาหารท่ีไหลเขา้ไปในถงัหมกัจะถูกผสมใหเ้ขา้กบัอาหารเล้ียงเช้ือเดิม ปริมาตรของอาหาร
เล้ียงเช้ือจะถูกควบคุมใหค้งท่ีโดยปริมาณของเช้ือจุลินทรียท่ี์เพิ่มมากข้ึนจะถูกดูดออกมาจากถงัหมกั 
การเล้ียงเช้ือแบบน้ีจะสามารถรักษาระยะของการเจริญในช่วง Log phase ไดเ้ป็นเวลานานหลายวนั 
ส่วน Turbidostat เป็นการหมกัอีกชนิดหน่ึงท่ีใชใ้นการหมกัแบบต่อเน่ือง ถงัหมกัชนิดน้ีจะเป็นการ
ควบคุมการท างานจากภายใน โดยมีเคร่ืองมือวดัความขุ่นของเช้ือเป็นตวัควบคุมปริมาณของ
เช้ือจุลินทรีย ์ถา้ปริมาณของเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัมีมากเกินขีดจ ากดั อตัราการไหลเขา้ของอาหาร
เล้ียงเช้ือสู่ถงัหมกัจะมากข้ึน และในทางตรงกนัขา้ม ถา้ปริมาณของเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัลด
นอ้ยลง อตัราการไหลเขา้ของอาหารเล้ียงเช้ือก็จะนอ้ยลง ซ่ึงระบบน้ีต่างจาก Chemostat ท่ีเป็นระบบ
ท่ีควบคุมการท างานจากภายนอก โดยควบคุมปริมาณของเช้ือจุลินทรียใ์นถงัหมกัใหค้งท่ีตลอดเวลา  

ในการเล้ียงจุลินทรียใ์นถงัหมกัแบบต่อเน่ืองชนิดผสมเป็นเน้ือเดียวกนั การเติมอาหารใหม่
ลงไปในถงัหมกัในอตัราส่วนท่ีเหมาะสมกบัการท่ีจุลินทรียน์ าอาหารเล้ียงเช้ือไปใชแ้ละการน าออก
จากถงัหมกั จะท าใหเ้กิดสภาวะคงท่ี (Steady State) ซ่ึงจะท าใหป้ริมาณเซลลท่ี์เกิดข้ึนใหม่สมดุลกบั
ปริมาณเซลลท่ี์ถูกดูดออกไปจากถงัหมกั ภายใตส้ภาวะน้ีค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) จะเท่า ๆ กบั
อตัราการเจือจาง (~D) เน่ืองจากไม่มีการเปล่ียนแปลงความเขม้ขน้ของเซลล ์
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ภาพท่ี 1 ชนิดของเพาะเล้ียงแบบต่าง ๆ  
(a) การเพาะเล้ียงแบบกะ 
(b) การเพาะเล้ียงแบบเติมกะ  
(c) การเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ือง  

   (Rashid, Hizbullah, Mohammad & Jakir H Khan, 2012) 

2.5 การพฒันาเทคนิคการเพาะเลีย้งส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นสูง  

 วธีิการการเพาะเล้ียงมีความส าคญัอยา่งมากท่ีจะส่งเสริมใหก้ารผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง
ประสบความส าเร็จ เพราะวา่มีปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อการผลิตทั้งสภาวะทางส่ิงแวดลอ้ม และ
สภาวะธาตุอาหารท่ีเหมาะสมนอกจากจะส่งผลต่อการผลิตเซลลแ์ลว้ยงัส่งผลต่อการเจริญของ
จุลินทรียอี์กดว้ย ดงันั้นวธีิการท่ีจะท าใหป้ระสบความส าเร็จต่อการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วาม
เขม้ขน้สูงจึงมีการพฒันาเพื่อใหส้ามารถควบคุมปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อการเพาะเล้ียงดงักล่าว 
(Shojaosadati, Kolaei, Babaeipour & Farnoud, 2008) ซ่ึงมีวธีิการท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่   

2.5.1 กลวิธีการเติมสารอาหารในกระบวนการเพาะเลี้ยงแบบเติมกะ 
กระบวนการเพาะเล้ียงแบบเติมกะเป็นกลวธีิท่ีเหมาะสมมากท่ีสุดส าหรับการผลิตเซลล์

ความเขม้ขน้สูงเน่ืองจาก 
1. สามารถขยายเวลาในการเพาะเล้ียงได ้(ซ่ึงจะส าคญัมากกบัการผลิตท่ีปริมาณผลิตภณัฑ์

ข้ึนอยูก่บัการเจริญเติบโตของเซลล)์ 
2. สามารถควบคุมสภาวะส าหรับก าหนดปริมาณของสารตั้งตน้และอตัราการใชส้ารตั้งตน้

ในระหวา่งการหมกัได ้

Feed in 

Product out 
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3. สามารถควบคุมการสร้างผลพลอยได ้เน่ืองจากมีการควบคุมปริมาณของสารตั้งตน้ให้
เพียงพอกบัความตอ้งการใชข้องจุลินทรียเ์ท่านั้น 

ในการเพาะเล้ียงแบบเติมกะนั้น กลวธีิในการเติมสารอาหารถือเป็นปัจจยัท่ีม่ีความส าคญั
มากท่ีสุดในการท าใหก้ารเพาะเล้ียงประสบความส าเร็จ (Shiloach and  Fass, 2005) ซ่ึงมีหลากหลาย
กลวธีิในการเติมสารอาหารท่ีแตกต่างกนัออกไป ไดแ้ก่ การใชอ้ตัราการเติมสารอาหารท่ีคงท่ี 
(Constant Rate Feeding) การเติมสารอาหารแบบทีละชั้น (Stepwise Feeding) และการเติมแบบ
เอกซ์โพเนนเชียล (Exponential Feeding) เป็นตน้ ท่ีพฒันาข้ึนมาเพื่อใชใ้นการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ
ประสบความส าเร็จ 

- การเติมสารอาหารแบบคงท่ี ความเขม้ขน้ของสารอาหารท่ีเติมลงไปในถงัหมกั จะเป็นไป
ตามอตัราท่ีก าหนดไว ้คือมีอตัราการเติมท่ีคงท่ีตลอด และเม่ือเวลาผา่นไปความเขม้ขน้ของเซลล์
และปริมาตรในการเพาะเล้ียงท่ีเพิ่มมากข้ึนจะท าใหค้่าอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะ (Specific 
Growth Rate) ของเซลลล์ดลงอยา่งต่อเน่ืองและความเขม้ขน้ของเซลลก์็จะเพิ่มข้ึนอยา่งชา้ ๆ 
(Jensen and  Carken, 1990)   

- การเติมอาหารแบบทีละขั้น (Stepwise Feeding) เป็นวธีิการท่ีสามารถเพิ่มการเจริญเติบโต
ของเซลลไ์ด ้โดยการเติมสารอาหารลงไปมากข้ึนเร่ือย ๆ เม่ือความเขม้ขน้ของเซลลเ์พิ่มมากข้ึน 
(Jensen and  Carken, 1990) 

- การเติมอาหารแบบเอกซ์โพเนนเชียล (Exponential Feeding) เป็นการเติมสารอาหารท่ี
พฒันาข้ึนมาจากความคิดท่ีวา่เซลลส์ามารถมีการเจริญโตแบบทวคูีณ (Exponential) ได ้ถา้อตัราการ
เติมสารอาหารท่ีใชส้ าหรับการเจริญเติบโตนั้นค่อย ๆ เพิ่มข้ึนอยา่งเป็นสัดส่วนท่ีเหมาะสมกบัการ
เจริญเติบโต ซ่ึงกลวธีิการเติมสารอาหารแบบน้ีมีขอ้ดี คือช่วยลดการสร้างอะซิเตตในกระบวนการ
ไดโ้ดยการควบคุมอตัราการเจริญเติบจ าเพาะใหต้ ่ากวา่ค่าวกิฤติในการสร้างอะซิเตตมา 
(Babaeipour, Shojaosadati, Robatjazi, Khalilzadeh & Maghsoudi, 2007) 

2.5.2 Two-Stage Cyclic Fed-Batch Process  
เป็นการปรับปรุงกระบวนการเพาะเล้ียงแบบเติมกะโดยการส่งถ่ายน ้าหมกัในระยะท่ีอยู่

ในช่วงการเจริญเติบโต (Growth Stage) ไปยงัระยะท่ีเป็นการผลิต (Production Stage) แลว้เก็บไว้
เพียงบางส่วนใหย้งัคงอยูใ่นระยะของการเจริญเติบโตต่อไป จากนั้นจึงเติมอาหารท่ีเตรียมไวก่้อน
หนา้จนเตม็ปริมาตรท่ีตอ้งการใชใ้นการเพาะเล้ียงโดยใชอ้ตัราการเติมท่ีเหมาะสม ในขณะท่ีส่วนท่ี
ยา้ยออกไปเพื่อให้เขา้ขั้นของการผลิตผลิตภณัฑ ์คือ เหน่ียวน าใหย้นีเกิดการแสดงออกและสร้าง
ผลผลิตนั้นตอ้งมีการปรับสภาวะทั้งในเร่ืองของ pH อุณหภูมิ อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะหรือสูตร
อาหาร ซ่ึงสามารถจะควบคุมใหเ้หมือนหรือแตกต่างจากในขั้นของการเจริญเติบโตอยา่งไรก็ได้
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เพื่อใหไ้ดผ้ลิตภณัฑม์ากท่ีสุด (Chang, Ryu, Park, Kim, & Ogrydziak, 1998; Curless, Fu, Swank, 
Menjares, Fieschko, & Tsai, Curless, 1991)  

2.5.3 Temperature Limit Fed-Batch (TLFB) Process  
เป็นเทคนิคท่ีควบคุมอตัราการใชอ้อกซิเจนของเซลลด์ว้ยอุณหภูมิ (Temperature Profile) ท่ี

ค่อย ๆ ลดลงทีละนอ้ยมากกวา่ท่ีจะควบคุมดว้ย (Feeding Profile) ซ่ึงมีสองกลไกท่ีช่วยใหเ้ทคนิคน้ี
สามารถมีการสะสมผลผลิตไดม้ากกวา่ เน่ืองจากเกิดกระบวนการยอ่ยสลายโปรตีน (Proteolysis) 
นอ้ยลง เน่ืองจาก 1. การใชอุ้ณหภูมิในการเพาะเล้ียงต ่า  

              2. เซลลมี์อตัราการตายนอ้ยและปล่อยเอนไซมโ์ปรติเอส (Protease) สู่อาหาร
เพาะเล้ียง (Jahic, Wallberg, Bollok, Garcia, & Enfors,  2003) 

 2.5.4 A-Stat  
เป็นเทคนิคท่ีมีการท างานร่วมกนัระหวา่งการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ือง และการเพาะเล้ียง

แบบเติมกะ(Paalme, Kahru, Elken, Vanatalu, Tiisma, & Vilu, 1995) โดยอาศยัพื้นฐานการ
เพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองท่ีอตัราการเจริญเติบโตของเซลลค์่อย ๆ มีการเปล่ียนแปลง (Smooth 
Change) ในช่วงแรกการเพาะเล้ียงจะมีลกัษณะเหมือนกบั Chemostat  คือเป็นการเพาะเล้ียงใน
สภาวะคงท่ี (Steady State) หลงัจากนั้นระบบจะควบคุมอตัราการเจือจางใหมี้การเปล่ียนแปลงแบบ
ค่อยเป็นค่อยไป ในขณะท่ีการเปล่ียนแปลงของเวลายงัคงมีการรักษาอตัราใหค้งท่ีเทคนิคการ
เพาะเล้ียงแบบ A-stat น้ีแสดงใหเ้ห็นวา่เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพในการศึกษาปริมาณของเซลล ์
เน่ืองจากใชร้ะยะเวลาในการบริโภคสารตั้งตน้นอ้ยกวา่และเซลลมี์การเจริญเติบโตมากกวา่เทคนิค 
Chemostat แบบดั้งเดิม ดงันั้นการเพาะเล้ียงจะมีอตัราการเจือจางตอบสนองต่อการเปล่ียนแปลง
แบบค่อยเป็นค่อยไปมากกวา่การเปล่ียนแปลงแบบฉบัพลนั  (Paalme, Elken, Vilu, & Korhola, 
1997)  

2.5.5 Dialysis fermentation 
การหมกัแบบ Dialysis เป็นเทคนิคท่ีสามารถแกปั้ญหาในเร่ืองการยบัย ั้งการเจริญเติบโต

ของเซลลโ์ดยอะซิเตรต และสารอาหารอ่ืน ๆ เพื่อใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงไดซ่ึ้ง Dialysis 
หมายถึงการแยกของโมเลกุลละลายน ้าต่าง ๆ โดยอาศยัการแพร่ท่ีไม่เท่ากนัของแต่ละโมเลกุลผา่น
เยือ่เลือกผา่น (Semi Permeable Membrane) ท่ีข้ึนอยูก่บัความแตกต่างของความเขม้ขน้ของแต่ละ
โมเลกุลรูปร่างของถงัท่ีมีเป้าหมายในการเป็น (Dialysis Reactor) ท่ีอา้งอิงตามแนวคิดของ Shiloach 
and Fass (2005) จะมีอยู ่2 รูปร่าง คือ 

1. มีถงัหมกั 2 ถงั ท่ีประกอบดว้ยถงัส าหรับเพาะเล้ียงท่ีมีช่องเติมอาหารเช่ือมต่อกบัอุปกรณ์ 
 Dialysis 
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2. เป็นถงัหมกัแบบ Dialysis ท่ีประกอบดว้ยสองช่อง (Chamber) ท่ีแยกออกจากกนัโดยใช ้ 
Dialysis  Membrane เป็นแผน่กั้น ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้ Dialysis Reaction แบบถงัเดียวนั้นไม่ค่อยเป็น
ท่ีนิยมในการน ามาใช ้เน่ืองจากยากต่อการฆ่าเช้ือและไวต่อกลไกความเครียดและการจ ากดัปริมาณ
ออกซิเจนในการเพาะเล้ียง (Fuchs et al., 2002) 

2.5.6 Pressurized Cultivation  
เป็นกระบวนการเพาะเล้ียงท่ีมีการเติมอากาศรวมกบัการเพิ่มความดนัภายในถงัมาใช้

ร่วมกนัเพื่อเป็นการเพิ่มปริมาณออกซิเจนละลายน ้าใหเ้พียงพอต่อความตอ้งการใชข้องเซลล ์แต่การ
เพิ่มความดนัโดยใหอ้ตัราการเติมอากาศคงท่ีในการเพาะเล้ียงนั้นท าใหเ้กิดคาร์บอนไดออกไซดม์าก
ข้ึน เป็นผลท าใหย้บัย ั้งการเจริญเติบโตของเซลลแ์ต่หากมีการเพิ่มอตัราการไหลของอากาศตลอด
ระยะเวลาท่ีมีการเพิ่มความดนันั้น จะสามารถช่วยเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของเซลลไ์ด ้ซ่ึงเทคนิค
การเพาะเล้ียงแบบน้ีสามารถน ามาใชเ้พื่อทดแทนการใชก้ารเติมแก๊สออกซิเจนบริสุทธ์ิได ้ซ่ึงมีราคา
แพงไม่เหมาะกบัการน ามาใชง้านจริง (Matsui, Shinzato, Yokota, Takahashi & Sato, 2006)   

2.5.7 Perfusion Techniques  
ลกัษณะพื้นฐานของเทคนิคน้ี คือความคงท่ีในการเติมอาหารเซลลค์งเหลือ (Retention Cell) 

และในบางคร้ังอาจมีการคดัเลือกเซลลต์ายออกได ้เซลลท่ี์เหลือมกัจะไดม้าจากการผา่นแผน่เมม
เบรน หรือจากการคดัแยก หรือไดจ้ากการป่ันเหวีย่งแยกเอาเซลลต์ายออก ซ่ึงเทคนิคน้ีไม่นิยม
น ามาใชก้บัเซลลจุ์ลินทรียแ์ต่นิยมน ามาใชก้บัเซลลส์ัตว ์(Shojaosadati et al., 2008)  

 

2.6 ปัจจัยทีใ่ช้ในเทคนิคการเพาะเลีย้งเซลล์ให้ได้ความเข้มข้นสูง 
 การพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงนอกจากอาศยัเทคนิคการ
เพาะเล้ียงในลกัษณะต่าง ๆ แลว้ ยงัมีปัจจยัท่ีส าคญัอีกสองประการ ไดแ้ก่ ปัจจยัเก่ียวกบั
องคป์ระกอบและความเขม้ขน้ของอาหารส าหรับการเพาะเล้ียง ซ่ึงมีความส าคญัไม่วา่จะเป็นแหล่ง
ของคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน แร่ธาตุ  และปัจจยัท่ีสองคือปัจจยัทางสภาวะทางกายภาพ ซ่ึง
ประกอบดว้ย อุณหภูมิ ออกซิเจน คาร์บอนไดออกไซด ์การกวนผสม และการเกิดฟอง เป็นตน้ 
(Shojaosadati et al., 2008) 
 

 2.6.1 องค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยง (Medium composition) 
 การเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง องคป์ระกอบและความเขม้ขน้ของอาหาร
ในการเพาะเล้ียงจะเป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกอยา่งหน่ึง เน่ืองจากจุลินทรียมี์ความจ าเป็นตอ้งใชใ้นการ
เจริญ ซ่ึงจุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีความตอ้งการชนิดและปริมาณสารอาหารในการเจริญแตกต่างกนั
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ออกไป อาหารชนิดหน่ึงอาจจะเหมาะกบัการเจริญของจุลินทรียเ์พียงชนิดเดียวหรือหลายชนิด เม่ือ
พิจารณาถึงแหล่งพลงังานในการเจริญของจุลินทรีย ์สามารถแบ่งจุลินทรียไ์ดเ้ป็น จุลินทรียท่ี์ใช้
พลงังานจากแสงอาทิตยใ์นการเจริญเรียกวา่ โฟโตทรอฟ (Phototroph) ส่วนจุลินทรียท่ี์ใชส้ารเคมี
เป็นแหล่งพลงังานเรียกวา่ คีโมทรอฟ (Chemotroph) ถา้จุลินทรียใ์ชส้ารประกอบอินทรียเ์ป็นแหล่ง
พลงังานเรียกวา่ ออร์แกโนทรอฟ (Organotroph) และจุลินทรียใ์ชส้ารประกอบ อนินทรียเ์ป็นแหล่ง
พลงังานเรียกวา่ ลิโธทรอฟ (Lithotroph) (วสุ ปฐมอารีย,์ 2561) ส าหรับสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการ
เจริญของจุลินทรียโ์ดยทัว่ไปมีดงัน้ี 

1. แหล่งคาร์บอน (C-source)  
คาร์บอนเป็นธาตุท่ีมีความจ าเป็นในการสร้างพลงังานและเซลล ์ซ่ึงโดยทัว่ไปจุลินทรียท่ี์

เจริญในสภาวะท่ีไม่มีอากาศจะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 10 ในการสร้างเซลล ์ส่วน
จุลินทรียท่ี์เจริญในสภาวะท่ีมีอากาศจะใชแ้หล่งคาร์บอนประมาณร้อยละ 50 - 55 ในการสร้างเซลล ์
(สมใจ ศิริโภค, 2555) คาร์บอนเป็นองคป์ระกอบของกรดอะมิโนกรดไขมนั น ้าตาล และ
สารอินทรียอ่ื์นๆ ภายในเซลล ์จุลินทรียส่์วนใหญ่ตอ้งการคาร์บอนจากสารประกอบอินทรีย ์เรียก
จุลินทรียก์ลุ่มน้ีวา่ เฮเทอโรทรอฟ (Heterotroph) แหล่งคาร์บอนท่ีส าคญั ไดแ้ก่ น ้าตาลกูลโคส 
จุลินทรียบ์างชนิดสามารถยอ่ยสลายแป้ง กลีเซอรอล หรือเซลลูโลสเพื่อใชเ้ป็นแหล่งคาร์บอนได ้
(วสุ ปฐมอารีย,์ 2561)  

โดยทัว่ไปแลว้โพลิแซคคาไรดจ์ะไม่สามารถถูกน ามาใชง้านไดท้นัที หรือน าไปใชไ้ดย้าก
ไม่เหมือนกบัโมโนแซคคาไรดแ์ละไดแซคคาไรด ์แต่ก็สามารถน ามาใชไ้ดโ้ดยตรงในจุลินทรียท่ี์มี
ความสามารถในการผลิตเอนไซมแ์อลฟา เอนไซมอ์ะไมเลส โดยจะมีการปล่อยเอนไซมอ์อกมา
ภายนอกเซลลแ์ละยอ่ยใหก้ลายเป็นมอลโทส และกูลโคส ก่อนจะมีการล าเลียงเขา้เซลล ์

เดกซ์ตริน (Dextrin)  
เดกซ์ตริน เป็นโอลิโกแซคคาไรด ์(Oligosaccharide) ท่ีเป็นพอลิเมอร์ประกอบไปดว้ย

กลูโคสท่ีเป็นหน่วยยอ่ยเช่ือมกนัดว้ยพนัธะ α-1,4-glucosidic เป็นสายโซ่ตรงบางระดบัมีการแตก
แขนงท่ีบริเวณ 1,6-glucosidic มีสูตรทางเคมีเป็น (C6H10O5)n (BeMiller, 2003) เดกซ์ตรินไดจ้ากการ
ยอ่ยสลายโมเลกุลของแป้งดว้ยกรดหรือเอนไซม ์ซ่ึงเอนไซมท่ี์นิยมใชใ้นปัจจุบนัไดแ้ก่ เอนไซมใ์น
กลุ่มอะไมเลส เป็นเอนไซมแ์อลฟาอะไมเลส (α-amylase) แต่เน่ืองจากเดกซ์ตรินมีบริเวณท่ีแตก
แขนงบริเวณ 1,6-กลูโคซิดิก แอลฟาอะไมเลสเพียงชนิดเดียวไม่สามารถยอ่ยใหไ้ดเ้ป็นกูลโคสได้
หมด จึงตอ้งใชร่้วมกบัเอนไซมอี์กชนิดไดแ้ก่ 1,6-กูลโคซิเดส ท่ีสามารถยอ่ยพนัธะดงักล่าวได ้จึงจะ
ไดเ้ป็นกลูโคสหรือมอลโทส   
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ภาพท่ี 2 โครงสร้างโมเลกุลของเดกซ์ตริน  
  (Pasut, 2014) 

  
จุลินทรียส่์วนใหญ่จะไม่สามารถยอ่ยสลาย หรือน าเดกซ์ตรินไปใชใ้นกระบวนการ            

เมแทบอลิซึมต่าง ๆ ได ้ยกเวน้จุลินทรียบ์างชนิดท่ีมีความสามารถในการสร้างเอนไซมจ์ าพวก
กลูโคอะไมเลส ซ่ึงสามารถปล่อยเอนไซมอ์อกมายอ่ยเดกซ์ตรินใหไ้ดกู้ลโคสจึงสามารถน ากูลโคส
ไปใชใ้นกระบวนการต่าง ๆ ได ้

กลูโคส (Glucose)  
เป็นคาร์โบไฮเดรต (Carbohydrate) ประเภทน ้าตาลโมเลกุลเด่ียว (Monosaccharide)  มี

คาร์บอน 6 อะตอม (Hexose) ชนิดแอลโดส (Aldose) น ้าตาลกลูโคสท่ีพบอยูใ่นรูป D-glucose ซ่ึง
เป็นน ้าตาลรีดิวซ์  (Reducing sugar) น ้าตาลกลูโคส อาจเรียกวา่ dextrose (หมายถึง D-glucose) มี
ความส าคญัท่ีสุดในกลุ่มคาร์โบไฮเดรตดว้ยกนั เซลลข์องส่ิงมีชีวติิทุกชนิดใชก้ลูโคสเป็นแหล่ง
พลงังาน และสารเผาผลาญขั้นกลาง (Metabolic intermediate) กลูโคสเป็นหน่ึงในผลผลิตหลกัของ
การสังเคราะห์แสง (Photosynthesis) และเป็นแหล่งพลงังานส าหรับการหายใจของเซลล ์(Cellular 
respiration) (สารานุกรมเสรี, 2561) 
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ภาพท่ี 3 โครงสร้างโมเลกุลของกูลโคส  
  (Ramasahayam, Koppuravuri, Arora & Chowdhury,   2015) 
 
กลูโคสสามารถผลิตไดโ้ดยการสลาย (Hydrolysis) แป้งท่ีมีเอนไซมช่์วยเร่งปฏิกิริยา 

วตัถุดิบทางธรรมชาติมากมายสามารถใชเ้ป็นแหล่งของแป้งไดเ้ช่น ขา้ว ขา้วโพด ขา้วสาลี มนัเทศ 
และมนัส าปะหลงั (Cassava) เป็นตน้ กระบวนการท่ีใชเ้อนไซมช่์วยจะมี 2 ขั้นตอน ดงัน้ี  

ขั้นตอนแรก (Liquefaction) ใชเ้วลาประมาณ 1-2 ชัว่โมง อุณหภูมิประมาณ 90 - 100 องศา
เซลเซียส เอนไซมเ์หล่าน้ีจะ ยอ่ยแป้งใหก้ลายเป็นคาร์โบไฮเดรตท่ีเล็กลง โดยจะมีโมเลกุลเป็นโอลิ
โกเมอร์ของกลูโคส 5-10 หน่วย  

ขั้นตอนท่ีสองเรียกวา่ แซคคาริฟิเคชนั (Saccharification) ขั้นตอนน้ีจะไฮโดรไลซ์ข้ึนอยูก่บั
เวลาของการยอ่ยโอลิโกเมอร์ใหไ้ดก้ลูโคสอยา่งสมบูรณ์โดยใชเ้อนไซม ์กลูโคอะไมเลส 
(Glucoamylase) สภาวะของปฏิกิริยาจะตอ้งควบคุมให้อยูท่ี่ pH 4.0-4.5 อุณหภูมิ 60 - 65 องศา
เซลเซียส และความเขม้ขน้ของคาร์โบไฮเดรตจะตอ้งอยูท่ี่ร้อยละ 30 - 50 โดยน ้าหนกั ภายใต้
สภาวการณ์เหล่าน้ีแป้งจะถูกเปล่ียนเป็นกลูโคสมากกวา่ร้อยละ 20 หลงัจากใชเ้วลา 48 ชัว่โมง 
(สารานุกรมเสรี, 2561)  

2. แหล่งไนโตรเจน (N-source) 
จุลินทรียต์อ้งการไนโตรเจนในการสร้างกรดอะมิโนและโปรตีนท่ีจ าเป็นภายในเซลล ์

โดยทัว่ไปเซลลจุ์ลินทรียมี์ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบประมาณร้อยละ 13 แหล่งไนโตรเจนท่ี
ส าคญั ไดแ้ก่ กรดอะมิโน เกลือไนเตรต เกลือแอมโมเนียม และยเูรีย ในอาหารเล้ียงเช้ือจุลินทรียใ์ช้
สารประกอบพวกเปบโตน (Peptone) ซอยโตน (Soytone) สารสกดัจากเน้ือววั (Beef extract) และ
สารสกดัจากเน้ือ (Meat extract) เป็นแหล่งไนโตรเจน (วสุ ปฐมอารีย,์ 2561) จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมี
ความสามารถในการใชส้ารประกอบไนโตรเจนไดแ้ตกต่างกนั การเลือกใชแ้หล่งไนโตรเจนจึง
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ข้ึนกบัวา่จุลินทรียส์ามารถใชส้ารประกอบไนโตรเจนชนิดใดไดดี้ โดยพิจารณาร่วมกบัราคาของ
แหล่งไนโตรเจนและประสิทธิภาพในการสร้างผลผลิต (สมใจ ศิริโภค, 2555)  

3. แร่ธาตุหลกั (Macronutrients)  
การเจริญเติบโตของจุลินทรียจ์  าเป็นตอ้งไดรั้บแร่ธาตุหลกัมาใชเ้ป็นองคป์ระกอบในการ

สร้างเซลลแ์ละเพิ่มจ านวน ซ่ึงแร่ธาตุหลกัท่ีใชใ้นการเจริญมีหลายชนิด ไดแ้ก่ ฟอสฟอรัส ซลัเฟอร์ 
โพแทสเซียม แคลเซียม แมกนีเซียม และโซเดียม โดยฟอสฟอรัสจะเป็นองคป์ระกอบของกรด
นิวคลีอิกและฟอสโฟลิพิด ซ่ึงจุลินทรียไ์ดรั้บฟอสฟอรัสในรูปฟอสเฟต นอกจากนั้นยงัมีการใช้
วติามินเพื่อการเจริญหลายชนิด เช่น ไทอะมีน (Thiamine) และไบโอติน (Biotin) เป็นตน้ แร่ธาตุ
บางประเภทท่ีจุลินทรียจ์  าเป็นตอ้งใชใ้นปริมาณนอ้ย ๆ เรียกวา่ แร่ธาตุรอง (Trace Elements) ไดแ้ก่ 
เหล็กโคบอลท ์ทองแดง สังกะสี แมงกานีส และโมลิบดินมั ซ่ึงแร่ธาตุรองบางชนิดมีบทบาท เช่น 
เหล็กมีบทบาทส าคญัในกระบวนการหายใจระดบัเซลล ์เน่ืองจากเป็นองคป์ระกอบของไซโตโครม
และโปรตีน ท่ีจ  าเป็นในกระบวนการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (Electron Transport Chain) เป็นตน้ (วสุ 
ปฐมอารีย,์ 2561) 

4. สารกระตุน้การเจริญ (Growth Factor)  
สารกระตุน้การเจริญเป็นสารอินทรียช์นิดหน่ึงท่ีจุลินทรียจ์  าเป็นตอ้งใชใ้นกระบวนการ

เจริญเติบโตเช่นเดียวกบัแร่ธาตุรอง เช่น วติามิน กรดอะมิโน พิวรีน และไพริมิดีน เป็นตน้ โดยปกติ
แลว้จุลินทรียส่์วนใหญ่สามารถสังเคราะห์สารกระตุน้การเจริญเติบโตเองได ้แต่การเติมสารเหล่าน้ี
ลงในอาหารเล้ียงเช้ือนั้นจะช่วยใหจุ้ลินทรียมี์การเจริญเติบโตท่ีรวดเร็วข้ึน และกระตุน้การเจริญบาง
ชนิด เช่น วติามินจะเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์สารอ่ืน ๆ อีกดว้ย (วสุ ปฐมอารีย,์ 2561) 

 2.6.2 สภาวะทางกายภาพ (Physical conditions) 
 1. อุณหภูมิ (Temperature) 
 ส าหรับการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขน้ขน้สูง การควบคุมอุณหภูมิมีส่วนส าคญัเป็นอยา่ง
มากเน่ืองจากการปล่อยความร้อนภายในระบบจากการเพาะเล้ียง โดยการถ่ายเทความร้อนในระบบ
นั้นมีการจ ากดัเน่ืองจากความหนืดของอาหารท่ีเพาะเล้ียง ซ่ึงจะตอ้งมีการรักษาอุณหภูมิการ
เพาะเล้ียงใหค้งท่ีตลอดเวลา เพราะอุณหภูมิท่ีเหมาะสมมีส่วนจะช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของ
เซลลจุ์ลินทรียต์ลอดจนการสร้างผลิตภณัฑจ์ากจุลินทรีย ์(Donovan, Robinson & Glick, 1996)  

2. ออกซิเจน (Oxygen) 
ในการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง จ  าเป็นตอ้งใชอ้อกซิเจนสูงดว้ยเช่นกนั 

เน่ืองจากเซลลต์อ้งการออกซิเจนไปใชใ้นกระบวนการหายใจระดบัเซลล ์ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้ค่าความ
เขม้ขน้ของการละลายออกซิเจน (Dissolved Oxygen) ในน ้าท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ความดนั
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บรรยากาศท่ี 1 atm จะมีค่าประมาณ 7 มิลลิกรัมต่อลิตร ถา้หากตอ้งการใหมี้ปริมาณออกซิเจนเพิ่ม
นอกจากจะให้โดยการเติมก๊าซออกซิเจนแลว้ยงัสามารถเพิ่มรอบการกวนผสมเพื่อเพิ่มปริมาณ
ออกซิเจนไดเ้ช่นกนั (Lee, 1996) นอกจากจะช่วยในการเพิ่มปริมาณความเขม้ขน้ของเซลลแ์ลว้ยงั
ลดการสร้างผลิตภณัฑห์ลายชนิด เช่น กรดซคัซินิค กรดอะซิติก กรดแลคติก เอทานอล ไฮโดรเจน 
ซ่ึงเป็นผลพลอยไดท่ี้ไม่ตอ้งการภายในถงัหมกัอีกดว้ย (Castan, Näsman & Enfors, 2002)  

3. ค่าความเป็นกรด – ด่าง  
จุลินทรียแ์ต่ละชนิดมีช่วงค่าความเป็นกรดด่างท่ีเจริญไดเ้ฉพาะตวัโดยปกติจะเจริญได้

ในช่วงความแตกต่างของค่าพีเอช 2 – 3 หน่วยพีเอช จุลินทรียส่์วนใหญ่เจริญไดดี้ในส่ิงแวดลอ้มท่ีมี
ช่วงค่าพีเอชระหวา่ง 5.5 - 8 และค่าพีเอชภายในเซลลจ์ะมีค่าเป็นกลางเสมอเพื่อป้องกนัความ
เสียหายของกรดนิวคลีอิก โดยดีเอน็เอจะถูกท าลายไดใ้นพเีอชกรดในขณะท่ีอาร์เอน็เอจะเสียหายใน
สภาวะเป็นด่าง (วสุ ปฐมอารีย,์ 2561)  

4. คาร์บอนไดออกไซด ์(Carbon dioxide) 
คาร์บอนไดออกไซดมี์ผลต่อการเจริญของเซลลจุ์ลินทรีย ์และการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง 

(Lee, 1996) ซ่ึงอตัราการเติมสารอาหารท่ีจ ากดัจะส่งผลใหมี้ปริมาณคาร์บอนไดออกไซดท่ี์สูงข้ึน 
และท าใหค้วามเขม้ขน้ของคาร์บอนไดออกไซดภ์ายในถงัหมกัเพิ่มสูงตาม การเพิ่มข้ึนของ
คาร์บอนไดออกไซดน้ี์จะส่งผลท าใหอ้ตัราการเจริญของจุลินทรียล์ดลงและกระตุน้การสร้างกรดอะ
ซิติกภายในถงัหมกั ดงันั้นหากตอ้งการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงจะตอ้งมีการจดัการและ
ควบคุมปริมาณของคาร์บอนไดออกไซดใ์นระบบใหดี้ (Castan et al., 2002)  

5. การกวนผสม (Mixing) 
การเพาะเล้ียงเซลลจุ์ลินทรียเ์พื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง อตัราการกวนผสมมีผลอยา่งมาก

เน่ืองจากเม่ือมีการเล้ียงเซลลใ์นถงัหมกัเป็นระยะเวลานาน ส่งผลใหอ้าหารเพาะเล้ียงมีความหนืดข้ึน
ท าใหป้ระสิทธิภาพการสร้างเซลลล์ดลง และเม่ือมีการขยายขนาดของการเพาะเล้ียงภายในถงัหมกั
ชีวภาพจะก่อใหเ้กิดความผนัผวนของความเขม้ขน้อาหารซ่ึงจะถูกแบ่งออกเป็น 2 ส่วน ไดแ้ก่ ส่วน
ท่ีมีความเขม้ขน้สูงและส่วนท่ีมีความเขม้ขน้ต ่า โดยท่ีบริเวณท่ีมีความเขม้ขน้ของอาหารสูงจะมี
ความหนาแน่นของเซลลสู์งและอาจจะมีการสร้างผลพลอยไดท่ี้เป็นพิษภายในระบบได ้ดงันั้นการ
กวนผสมท่ีเหมาะสมจะท าใหไ้ดเ้ซลลท่ี์มีความเขม้ขน้สูง (Zhang, Li &  Agblevor, 2005) 

6. การเกิดฟอง (Foaming) 
การเกิดฟองภายในระบบเป็นสาเหตุส าคญัต่อการควบคุมการเพาะเล้ียงภายในถงัหมกั 

โดยเฉพาะการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูงซ่ึงหากเซลลมี์ความเขม้ขน้สูงผลท่ีตามมาจะท าให้
เซลลต์ายและเซลลแ์ตก (Cell lysis) เซลลท่ี์ตายจะไปเพิ่มความเขม้ขน้ของโปรตีนภายในอาหาร
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เพาะเล้ียงส่งผลใหมี้การเกิดฟอง ดงันั้นจึงมีการพฒันาเทคนิควธีิการลดการเกิดฟองใหม่ท่ีเรียกวา่ 
Stirring As Foam Disruption (SAFD) หลกัการของเทคนิคน้ี คือ ลดชั้นฟองและเพิ่มการเคล่ือนท่ี
ของเหลว โดยการกวนระหวา่งชั้นของเหลวและก๊าซ (Hoeks et al., 2003) อยา่งไรก็ตาม การ
เพาะเล้ียงเซลลโ์ดยทัว่ไปจะควบคุมฟองโดยการใชส้ารเคมีควบคุมฟอง (anti-foam)   

2.7 จุลนิทรีย์ Bacillus sp. 

Bacillus sp. แบคทีเรียชนิดน้ีมีความส าคญัต่อเทคโนโลยชีีวภาพค่อนขา้งมาก นบัเป็นสาย

พนัธ์ุท่ีถูกเลือกเป็นสายพนัธ์ุผูผ้ลิตผลิตภณัฑต่์าง ๆ ของจุลินทรียจ์  านวนมาก เน่ืองจากเป็นแบคที

เรีท่ีสามารถหลัง่สารประกอบต่าง ๆ ท่ีสร้างข้ึนออกมานอกเซลลไ์ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ แบคทีเรีย

ในสกุลน้ีมีเพียงไม่ก่ีสปีชีส์ท่ีเป็นเช้ือก่อโรค ส่วนใหญ่มีความปลอดภยัต่อการน ามาใช ้เป็น

แบคทีเรียท่ีพบไดต้ามดินและส่ิงแวดลอ้มทัว่ไป เป็น aerobic bacteria ท่ีมีการสร้างสปอร์ไดเ้พื่อการ

อยูร่อดโดยสร้างเพียง 1 สปอร์ใน 1 เซลลเ์ท่านั้น และเป็นแบคทีเรียแกรมบวก (Gram-positive) 

รูปร่างเป็นท่อนทรงกระบอก (rod shaped) อาจมีแบบเป็นท่อนเดียวหรือต่อกนัเป็นสาย มีขนาด 0.5 

- 2.5 x 1.2 - 10 ไมโครเมตร (Rosovitz, Voskuil & Chambliss, 1998) สามรถเจริญโดยมีออกซิเจน

และไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe)  เจริญไดใ้นอาหารหลายชนิดอุณหภูมิปกติเป็นอุณหภูมิท่ี

สามารถเจริญเติบโตไดดี้ และกรดด่างท่ีเป็นกลาง สามารถผลิตเอนไซมไ์ดห้ลายชนิด เช่น โปรติเอส 

(Protease) อะไมเลส (Amylase) เบตา้-กลูคาเนส (ß-glucanase) และเฮมิเซลลูเลส (Hemicellulase)  

ใชแ้ฟลกเจลลาในการเคล่ือนท่ี การศึกษาล าดบัเบสของดีเอน็เอในแบคทีเรียสกุล Bacillus มีความ

แตกต่างกนัอยา่งมาก เปอร์เซ็นต ์G+C content มีความแปรปรวนตั้งแต่ 33 เปอร์เซ็นต ์จนถึง 69 

เปอร์เซ็นต ์ใน B. thermocatenulatus ซ่ึงสูงกวา่ลกัษณะภายในสุกล ซ่ึงความแปรปรวนปกติของ

ลกัษณะภายในสกลุไม่ควรมากกวา่ร้อยละ 15  (Rosovitz et al., 1998) 
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ภาพท่ี 4 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาของเซลล ์Bacillus sp. บนอาหารเล้ียงเช้ือ Trypic soy  
              agar ท่ี 37 องศาเซลเซียส อายเุช้ือ 24 ชัว่โมง ก าลงัขยาย 100X  
 (กญัญาวร์ี คูค  า, 2561) 

 
ลกัษณะทางสัณฐานวิทยาของเช้ือ Bacillus sp. 
Bacillus  sp. มีความหลากหลายทางลกัษณะสัณฐานวทิยาและสรีระวทิยาอยา่งมาก 

ลกัษณะโคโลนีอาจจะมีความแปรปรวนข้ึนอยูก่บัสภาพแวดลอ้ม คุณภาพ และปริมาณของอาหาร
เพาะเล้ียง อายขุองโคโลนี และจ านวนโคโลนีต่อจานอาหารท่ีเพาะเล้ียงมีผลต่อขนาด
เส้นผา่ศูนยก์ลางของโคโลนี ดงันั้นจึงมีความยุง่ยากในการจดัจ าแนกชนิดดว้ยลกัษณะโคโลนี แต่ถา้
เพาะเล้ียงในสภาพแวดลอ้มเดียวกนัลกัษณะโคโลนีก็ยงัสามารถใชใ้นการจ าแนกชนิดได ้เช่น เม่ือ
เล้ียงในอาหาร casein agar เช้ือ B. megaterium  โคโลนีมีสีเหลือง เช้ือ B. licheniformis โคโลนีสี
แดงถึงน ้าตาล เช้ือ B. sphaericus โคโลนีสีชมพูและเช้ือ B. subtilis โคโลนีสีชมพู เหลือง ส้ม หรือ
น ้าตาล เซลลข์องแบคทีเรียสกุล Bacillus ประกอบดว้ย cytoplasmic membrane และผนงัเซลลใ์น
บางสายพนัธ์ุ เซลลข์อง Bacillus sp. ไม่มีชั้น outer membranes ซ่ึงต่างจากแบคทีเรียแกรมลบ ส่วน
ผนงัเซลลป์ระกอบดว้ยเปปติโดไกลแคนหลายชั้น anionic polymers ท าใหผ้นงัเซลลมี์ความเหนียว 
บริเวณผวิหนา้ของผนงัเซลลเ์ป็นชั้นของ paracrystalline cell wall surface layers (S layers) 
ประกอบดว้ยโปรตีน หรือ glycoprotein (Rosovitz et al., 1998)  

แหล่งทีอ่ยู่ของเช้ือ Bacillus sp. 
Bacillus sp. สามารถพบไดใ้นธรรมชาติทัว่ไป เช่น ในดิน แหล่งน ้า อากาศ พืช เศษซากพืช 

ในอาหาร นม และธญัญาหาร (Claus & Berkeley, 1986) Bacillus sp. สามารถพบไดทุ้ก
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สภาพแวดลอ้มเพราะสปอร์ท่ีสร้างทนต่อสภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสมได ้สภาพแวดลอ้มท่ีแตกต่าง
กนัท าใหช้นิดของ Bacillus sp. มีความหลากหลาย เช่น ตอ้งการออกซิเจน (aerobes) ไม่ตอ้งการ
ออกซิเจนเป็นบางช่วง (facultative anaerobes) เจริญไดใ้นสภาพกรด (acidophiles) สภาพด่าง 
(alkalophiles) สภาพท่ีมีความเคม็ (halophiles) เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิต ่า (psychrophiles) อุณหภูมิสูง 
(thermophiles) และพวกท่ีใชส้ารเคมีอนินทรียใ์นการเจริญ (chemolithotrophs) ส่วนใหญ่เป็นพวกท่ี
เจริญอยูใ่นดิน แต่บางคร้ังพบ B. subtilis และ B. licheniformis พบในน ้าทะเลและน ้ากร่อยอีกดว้ย 
(Rosovitz et al., 1998)  

ความส าคัญด้านอุตสาหกรรมของเช้ือ Bacillus  sp. 
Bacillus sp. ผลิตเอนไซมท่ี์น าไปใชใ้นอุตสาหกรรม เช่น เอนไซมอ์ะไมเลส (amylase) โป

รติเอส (proteiase) และไลเปส (lipase) (สมใจ ศิริโภค, 2555) เอนไซมโ์ปรติเอสยอ่ยสลาย
พนัธะเปปไทดซ่ึ์งเป็นหน่วยยอ่ยของโปรตีนใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร เช่น เบียร์ เนยแขง็
อุตสาหกรรมอาหารสัตว ์อุตสาหกรรมฟอกหนงั อุตสาหกรรมผงซกัฟอก และใชใ้นทางเภสัชกรรม 
เป็นตน้ B. acidocaldarius และ B. licheniformis CMUC305 ผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส ท่ียอ่ยสลาย 
พนัธะ α-1, 4 glucosidic linkage ทนความร้อนสูง และคงทนต่อความเป็นกรด-เบส ในช่วงกวา้ง มี
บทบาทส าคญัในอุตสาหกรรมอาหาร การยอ่ยแป้ง การผลิตแอลกอฮอล ์และอุตสาหกรรมทอผา้ 
เอนไซมไ์ลเปส ท่ียอ่ยสลายไขมนัพวกไตรกลีเซอไรด ์โดยไฮโดรไลส์พนัธะเอสเทอร์ของกลีเซ
อรอล (glycerol-ester hydrolase) ใหก้รดไขมนัและกลีเซอรอล ใชม้ากทั้งอุตสาหกรรมอาหาร เช่น 
การสังเคราะห์กล่ินและรส กรดไขมนัและ อุตสาหกรรมผงซกัฟอก เป็นตน้  

นอกจากน้ีเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิด ยงัมีบทบาทในการจดัการส่ิงแวดลอ้ม โดยน ามาใชใ้นการ
บ าบดัน ้าเสียและขยะในแหล่งชุมชน และยงัมีสาร subtilisins ท่ีผลิตไดจ้าก Bacillus sp. หลายชนิด
ใชใ้นการท าความสะอาด contact lens และอุตสาหกรรมอ่ืน ๆ เอนไซมอ่ื์นท่ีแยกไดจ้าก Bacillus sp. 
ใชใ้นอุตสาหกรรมผลิตนม แป้ง เคร่ืองด่ืม และอาหาร (Zukowski, 1992) 

2.8 งานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง  

 จากการศึกษาของ ขวญัฤทยั มาลยัเรืองและ เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์ (2557) ท่ีมีการเพาะเล้ียง
จุลินทรียต์น้แบบ 2 ชนิดไดแ้ก่ E. coli และ S. cerevisiae เพื่อใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงโดยใชสู้ตร
อาหาร Batch Production medium (BPM) โดยใชโ้อลิโกเมอร์ของกูลโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงั (เดกซ์ทริน) ซ่ึงเป็นแหล่งคาร์บอนความเขม้ขน้สูง และไดมี้การพฒันาเทคนิคการ
เพาะเล้ียงจากการเพาะเล้ียงแบบกะไปสู่เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบหลายกะเป็นล าดบัต่อเน่ืองท่ีมี
ศกัยภาพสูง พบวา่การเพาะเล้ียงจุลินทรียต์น้แบบทั้งสองชนิดดว้ยเทคนิคดงักล่าว 3 คร้ังต่อเน่ืองกนั 
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ท าใหมี้อตัราผลิตเซลล ์E. coli ไดถึ้ง 2.88 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมงโดยใช ้เดกซ์ทรินท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร และมีอตัราการผลิตเซลล ์S. cerevisiae เท่ากบั 1.06 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
ดว้ยเดกซ์ทรินท่ีระดบัความเขม้ขน้ 60 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีประสิทธิภาพเทียบเคียงไดก้บัการเพาะเล้ียง
แบบเติมกะ (fed- batch cultivation) ท่ีมีวธีิการท่ียุง่ยากมากกวา่   
 Vuolanto, Weymarn, Kerovuo, Ojamo and Leisola, (2001) เป็นการศึกษาการผลิตเอนไซม์
ไฟเตส (Phytase) ซ่ึงใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูง โดยใชรี้คอมบิแนนซ์ Bacillus 
subtilis ท่ีมีพลาสมิด pGT44 [phyC] ซ่ึงมียนีไฟเตส และท่ีโปรโมเตอร์ pst การเพาะเล้ียงน้ีจะใช้
ปริมาตรในการเพาะเล้ียงท่ี 2 ลิตรในถงัหมกัชีวภาพ และมีการควบคุมการเติมน ้าตาลกูลโคส ซ่ึงมี
การทดสอบแหล่งของไนโตรเจนในอาหารเพาะเล้ียงท่ีต่างกนั 2 ชนิด ไดแ้ก่ เปปโตน (peptone) 
และ ยสีตส์กดั (yeast extract) ซ่ึงผลของการใชเ้ปปโตนให้ความเขม้ขน้ของเซลลเ์ท่ากบั 32 กรัมต่อ
ลิตร และผลของการใชย้สีตส์กดัใหค้วามเขม้ขน้เซลลเ์ท่ากบั 56 กรัมต่อลิตร ซ่ึงการทดลองน้ีใช้
เทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ และใหผ้ลผลิตกิจกรรมของเอนไซมไ์ฟเตสสูงถึง 48 หน่วยต่อ
มิลลิลิตร  

ในปี 2005 (Shiloach & Fass, 2005)  ไดมี้การรวบรวมการศึกษาเซลลค์วามเขม้ขน้สูงโดย
ใช ้E. coli เป็นตน้แบบเพื่อการผลิตโปรตีน โดยใชว้ธีิการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงจาก
การรวบรวมวธีิการตั้งแต่ปี 1970 การเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลสู์งจะส่งผลใหป้ระสบความส าเร็จต่อการ
ผลิตผลิตภณัฑจ์ากการเพาะเล้ียงสูงเช่นกนั ซ่ึงก็ไดมี้การพฒันาปรับปรุงวธีิการและเทคนิคการ
เพาะเล้ียงร่วมกบัการจดัการกบัจุลินทรีย ์การพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงทั้งการเพาะเล้ียงแบบกะ 
การเพาะเล้ียงแบบเติมกะ และ การเพาะเล้ียงแบบ dialysis ร่วมกบัการจดัการจุลินทรีย ์ไดแ้ก่ การ
เจริญของจุลินทรีย ์สภาวะท่ีเหมาะสมทั้งองคป์ระกอบของอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียง สภาวะแวดลอ้มท่ี
เหมาะสมตลอดจนกระบวนการทางชีวโมเลกุล ซ่ึงมีความเป็นไปไดท่ี้จะสร้างเซลลจุ์ลินทรียข์อง E. 
coli ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงถึง 190 กรัมต่อลิตร  

 Babaeipour et al. (2007) ไดมี้การศึกษาพฒันาและปรับปรุงกระบวนการเพาะเล้ียงจาก
เทคนิคเพาะเล้ียงแบบเติมกะส าหรับการเพาะเล้ียงรีคอมบิแนนซ์ E. coli เพื่อผลิตโปรตีนอินเตอร์
เฟอร์รอนของมนุษย ์(hIFN-γ) ซ่ึงการเพาะเล้ียงดว้ยเทคนิคแบบเติมกะถือวา่ประสบความส าเร็จ
เป็นอยา่งดี ท าใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของชีวมวลสูงประมาณ 115 กรัมต่อลิตร (น ้าหนกัเซลลแ์หง้) และ
ได ้hIFN-γ  ถึง 42.5 กรัมต่อลิตร หลงัจากเพาะเล้ียงมา 16.5 ชัว่โมง 

El-Enshasy and El-Shereef, (2008) ไดมี้การศึกษาการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงโดยใชย้สีต ์
Saccharomyces boulardii ท่ีมีความทนต่อความแหง้แลง้ เพื่อในไปใชป้ระโยชน์ในดา้นการบ าบดั
ทางชีวภาพ โดยทดสอบอาหารเพาะเล้ียงสามชนิดไดแ้ก่ complex media (YMG media), complete 
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defined media และ semi-defined media ทั้งในระดบัการเขยา่ในฟลาสกแ์ละถงัหมกั ซ่ึงพบวา่
อาหารชนิด complete defined media ท่ีมีการเติมยสีตส์กดัเพิ่ม สามารถไดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงถึง 
5.4 กรัมต่อลิตร และเม่ือใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะโดยมีการเติมน ้าตาลกูลโคสเพิ่ม พบวา่
ไดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูงถึง 18 กรัมต่อลิตร หลงัจากการเพาะเล้ียง 20 ชัว่โมง และเม่ือเติม
แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4) ร่วมกบัยสีตส์กดัระหวา่งการเติมกูลโคส พบวา่จะไดเ้ซลลค์วาม
เขม้ขน้สูงสุดถึง 84 กรัมต่อลิตร หลงัจากการเพาะเล้ียง 37 ชัว่โมง  

Kwon et al. (2011) ศึกษาการเพาะเล้ียงเซลลค์วามเขม้ขน้สูงเพื่อการผลิตเอนไซม ์
nattokinase จากเช้ือ Bacillus subtillis โดยการเพาะเล้ียงแบบเติมกะท่ีมีการเติมสารละลายผสม
ระหวา่งน ้าตาลกูลโคสและเปปโตนเพื่อศึกษาอตัราส่วนการผสมท่ีเหมาะสมตั้งแต่ 0.2 ถึง 5 กรัม
ของกูลโคสต่อเปปโตนท่ีมีประสิทธิภาพต่อการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงและการผลิตเอนไซม ์ซ่ึง
พบวา่อตัราส่วนระหวา่งกูลโคสและเปปโตนท่ี 0.2 กรัมกูลโคสต่อเปปโตน ใหค้วามเขม้ขน้เซลลสู์ง
ถึง 77 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้ของเซลลจ์ะลดลงเม่ือเพิ่มอตัราส่วนของกูลโคสต่อเปปโตน 
และท่ีอตัราส่วน 0.33 กรัมกูลโคสต่อกรัมของเปปโตนเป็นอตัราส่วนท่ีเหมาะสมต่อการผลิต
เอนไซม ์nattokinase สูงถึง 14,500 หน่วยต่อมิลลิลิตร  

Zhang et al. (2011) ไดศึ้กษาและพฒันาสูตรอาหารท่ีเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง
เพื่อการผลิต 2-keto-L-gulonic acid (2-KLG) ของเช้ือ Ketogulonicigenium vulgare และ B. 
megaterium โดยใชผ้งจากน ้าแช่ขา้วโพด (corn steep liquor powder; CSLP) เป็นแหล่งไนโตรเจน 
และน า CSLP ไปวเิคราะห์องคป์ระกอบพบวา่มีทั้งกรดอะมิโน วิตามิน แร่ธาตุ เม่ือน าแต่ละ
องคป์ระกอบมาใชใ้นการเพาะเล้ียงเพื่อศึกษาผลความสัมพนัธ์ของชีวมวลและผลิตภณัฑ ์2-KLG 
พบวา่ ไกลซีน (Glycine) ให้ผลดีท่ีสุดตามดว้ยซีรีน (Serine), ไบโอติน (Biotin), โพรลีน (Proline), 
กรดนิโคตินิก (Nicotinic acid) และทรีโอนีน (Threonine) และเม่ือน ามาผสมร่วมกบัอาหาร
เพาะเล้ียงซีรีน 0.28 กรัมต่อลิตร, ไกลซีน 0.36 กรัมต่อลิตร, ทรีโอนีน 0.18 กรัมต่อลิตร, โพรลีน 
0.28 กรัมต่อลิตร, กรดนิโคตินิก 0.19 กรัมต่อลิตร และไบโอติน 0.62 มิลลิกรัมต่อลิตร พบวา่
สามารถผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงไดถึ้ง 4.2 x 109 cfu ต่อมิลลิลิตร และไดค้วามเขม้ขน้ของ 2-KLG 
เท่ากบั 58 กรัมต่อลิตร 

Kanjanachumpol, Kulpreecha, Tolieng and Thongchul, (2013) ไดศึ้กษาการพฒันาการ
ผลิตโพลีไฮดรอกซีบิวทิเรต (PHB)  โดยการเพาะเล้ียงเซลลใ์หมี้ความเขม้ขน้สูงของเช้ือ B. 
megaterium BA-019 ซ่ึงใชก้ารเพาะเล้ียงแบบกะในถงัหมกัขนาด 10 ลิตร อุณหภูมิท่ี 30 องศา
เซลเซียส pH เท่ากบั 7 อตัราการกวนท่ี 600 รอบต่อนาที และอตัราการใหอ้ากาศท่ี 1 vvm ซ่ึงความ
เขม้ขน้ของน ้าตาลเร่ิมตน้ 60 กรัมต่อลิตร และอตัราส่วนของยเูรียท่ีค  านวณจากคาร์บอนต่อ

2
8

2
0

5
1

4
6

9
1



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
6
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
1
0
8
2
5
6
3
 
1
5
:
0
2
:
1
3
 
/
 
s
e
q
:
 
3
5

 27 

ไนโตรเจนเท่ากบั 10 ต่อ 1 กรัม ใหค้วามเขม้ขน้เซลลเ์ท่ากบั 32.48 กรัมต่อลิตรและน ้าหนกัของ 
PHB ไดร้้อยละ 26.94 และเม่ือท าการเพาะเล้ียงแบบต่อเน่ืองท่ีใชก้ากน ้าตาลและยเูรียในอตัราส่วน 
12.5 ต่อ 1 กรัม สามารถใหค้วามเขม้ขน้สูงถึง 90.71 กรัมต่อลิตร และปริมาณ PHB ร้อยละ 45.84  

Zhong et al. (2014) ไดท้  าการศึกษาการเติมอาหารเพื่อพฒันาและปรับปรุงการเจริญเติบโต
ของเช้ือ B. subtilis ในกระบวนการเพาะเล้ียงแบบเติมกะเพื่อการผลิต jiean-peptide (JAA) ซ่ึงมี
การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งน ้าตาลกูลโคส ไนโตรเจน และน ้าหนกัเซลลแ์หง้ในถงัหมกัขนาด 5 
ลิตร จากการศึกษาพบวา่ความเขม้ขน้ของน ้าตาลกูลโคสท่ี 30.70 กรัมต่อลิตร และความเขม้ขน้
ไนโตรเจนท่ี 1.68 กรัมต่อลิตร สามารถผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงถึง 77.50 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมากกวา่
การเพาะเล้ียงกะถึงร้อยละ 73   
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บทที ่3 
การด าเนินการวจิยั 

1. วสัดุ อปุกรณ์ 

1. เคร่ืองชัง่ 2 และ 4 ต าแหน่ง รุ่น Sartorious cp 224s บริษทั Sartorious Machanics 
ประเทศเยอรมนี 

2. ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ (Incubator shaker) รุ่น C25 KC Classic Incubator Shaker บริษทั 
New Brunswick Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

3. ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator) รุ่น Memmert BE 200 บริษทั Memmert GmBH & 
Co. ประเทศ เยอรมนี 

4. ตูแ้ช่แขง็ (Freezer) รุ่น Sanyo SF 492 บริษทั Sanyo Gallenkamp PLC ประเทศองักฤษ 
5. ตูอ้บแหง้ (Oven) รุ่น Memmert model 500 บริษทั Memmert GmBH & Co. ประเทศ 

เยอรมนี 
6. อ่างน ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิ (Water Bath) รุ่น Julabo TW20 บริษทั Julabo ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
7. เคร่ืองวดัการดูดกลืนแสง (UV-Visible Spectrophotometer) รุ่น GVC Cinta 40 บริษทั 

GBC Scientific Equipment ประเทศออสเตรเลีย 
8. เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง (Centrifuge) รุ่น Micro centrifuge (MSE) บริษทั Sanyo 

ประเทศญ่ีปุ่น 
9. เคร่ืองวดัค่าพีเอช (pH Meter) รุ่น Basic บริษทั Denver Instrument ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
10. หมอ้น่ึงความดนัไอ (Autoclave) รุ่น WEST 4100+ บริษทั Astoll Scientific ประเทศ

สหรัฐอเมริกา 
11. กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอน บริษทั Olympus ประเทศญ่ีปุ่น 
12. ถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 5 ลิตรพร้อมชุดควบคุม รุ่น Biostat B บริษทั B. Braun 

Biotech International ประเทศเยอรมนี 
13. ถงัหมกัขนาด 30 ลิตร และ 300 ลิตร พร้อมชุดควบคุม  
14. เคร่ืองป่ันผสม (Vortex Mixer) 
15. หลอดป่ันเหวีย่ง (Centrifuge Tube) ขนาดบรรจุ 1.5 15 และ 50 มิลลิลิตร 
16. ปิเปต (Auto Pipette) 
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17. บฟัเฟิลฟลาสก ์(Buffled Flask) ขนาด 500 และ 250 มิลลิลิตร   
18. เคร่ืองแกว้ส าหรับการวเิคราะห์ 

2. สารเคม ี 

 2.1 กรดซลัฟูริก (Sulfuric acid) 
2.2 กรดไดไนโตรซาลิซิลิก (3, 5-Dinitrosalicylic acid: DNS)  
2.3 กรดไฮโดรคลอริก (HCl)  

 2.4 กรดบอริก (Boric acid) 
 2.5 กลูโคส (Glucose) 
 2.6 คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4) 
 2.7 แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2) 
 2.8 โคบอลตค์ลอไรด ์(CoCl2) 
 2.9 ซิงคซ์ลัเฟต (ZnSO4) 
 2.10 โซเดียมโมลิบเดต (Na2MoO4) 
 2.11 โซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) 
 2.12 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 
 2.13 นิกเกิลซลัเฟต (NiSO4) 
 2.14 ผงวุน้ (Agar) 
 2.15 โพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรต (KNaC4H4O6·4H2O) 
 2.16 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 
 2.17 แมกนีเซียมซลัเฟตเฮปตะไฮเดรต (MgSO4·7H2O) 
 2.18 แมงกานีสคลอไรด ์(MnCl2) 
 2.19 สารละลายกลูโคสท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงั ความเขม้ขน้ร้อยละ 40             
(ภาคผนวก ก) 

2.20 สารละลายเด็กซ์ทรินท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายแป้งมนัส าปะหลงั ความเขม้ขน้ร้อยละ 40 
(ภาคผนวก ก) 

2.21 สารละลายฟีนอล  
 2.22 แอมโมเนียมซลัเฟต [(NH4)2SO4] 
 2.23 แอมโมเนียมเฟอร์ริกซิเตรท (NH4)5[Fe(C6H4O7)2] 
 2.24 แป้งมนัส าปะหลงั (Cassava starch)  
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3. สูตรอาหาร (ภาคผนวก ก)  
1. สูตรอาหาร BPM (Batch Production Medium) (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
2. สูตรอาหาร NB (Nutrient Broth)  
3. สูตรอาหาร Schaeffer’s medium (Schaeffer, Millet and Aubert, 1965) 
 

4. เช้ือจุลนิทรีย์  

1. เช้ือแบคทีเรีย Bacillus sp. คดัแยกจากดิน (พรพรรณ พรมพนัใจ, 2552) 
   

5. วธิีการวจิัย 

   5.1 การเตรียมหัวเช้ือ 
  5.1.1 ท าการถ่ายเช้ือ Bacillus sp. ท่ีมีการเก็บรักษาในอาหาร NB ท่ีมีกลีเซอรอล 20 
เปอร์เซ็นต ์ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส มาละลายและเทใส่อาหารเหลว NB ท่ีเตรียมไวใ้น ฟลาสก ์ 
  5.1.2 น าไปบ่มในตูค้วบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 200 รอบ
ต่อนาที เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
  5.1.3 น ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียง ใชเ้ป็นกลา้เช้ือเร่ิมตน้ของการทดลองต่อไป
ทั้งหมด  
 
  5.2 การศึกษาประสิทธิภาพของสูตรอาหารสูตร BPM ต่อการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ใน
ระดับ ฟลาสก์ 
         การศึกษาประสิทธิภาพของสูตรอาหาร BPM (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) ซ่ึงเป็น
สูตรอาหารท่ีน่าสนใจส าหรับการทดลองในคร้ังน้ีโดยเปรียบเทียบกบัอาหารสูตร NB ท่ีเป็นสูตร
อาหารมาตรฐานส าหรับเพาะเล้ียงแบคทีเรียทัว่ไป และอาหารสูตร Schaeffer’s medium ท่ีมีรายงาน
การเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง (Schaeffer et al., 1965) ด าเนินการตามวธีิ
ดงัต่อไปน้ี 
  5.2.1 เตรียมอาหารเหลวสูตร NB, BPM และ Schaeffer’s medium โดยใชก้ลูโคส
เป็นแหล่งคาร์บอน ความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร ปรับค่า pH เท่ากบั 6.5 ใส่ลงในบฟัเฟิลฟลาสก์
ขนาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรอาหาร 95 มิลลิลิตร โดยเตรียมอาหารสูตรละ 3 ฟลาสก ์น าไปน่ึงฆ่า
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เช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัของไอน ้า 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว 
นาน 15 นาที  
  5.2.2 เติมหวัเช้ือท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 5.1 ปริมาตรหวัเช้ือเร่ิมตน้ 5 มิลลิลิตร (คิดเป็น
ร้อยละ 5) ลงในแต่ละฟลาสก ์ 
  5.2.3 ท าการเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 องศาเซลเซียส อตัรา
การเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที 
  5.2.4 เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 3 ชัว่โมง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร และน ามาท าการวเิคราะห์ผล
การทดลอง ดงัขอ้ท่ี 5.7 ซ่ึงท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า 
       
  5.3 การศึกษาการประสิทธิภาพการใช้เดกซ์ตรินจากการย่อยแป้งมันส าปะหลงัเป็นแหล่ง

คาร์บอนในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ในระดับฟลาสก์ 
  การศึกษาประสิทธิภาพการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัโดยการ
เปรียบเทียบกบัแหล่งของคาร์บอนอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ กลูโคสทางการคา้ และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงั ในการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ด าเนินการตามวธีิดงัต่อไปน้ี 
  5.3.1 เตรียมอาหารสูตร BPM โดยแทนท่ีแหล่งคาร์บอนในสูตร ดว้ยกลูโคสทาง
การคา้ กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั และเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั ท่ีความ
เขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร ปรับค่า pH ใหเ้ท่ากบั 6.5 และใส่ลงในบฟัเฟิลฟลาสกข์นาด 500 มิลลิลิตร 
ปริมาตรอาหาร 95 มิลลิลิตร โดยเตรียมอาหารท่ีมีแหล่งคาร์บอนต่างกนัอยา่งละ 3 ฟลาสก ์จากนั้น
น าไปน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนัไอน ้า 15 ปอนด์ต่อ
ตารางน้ิว นาน 15 นาที  
  5.3.2 เติมกลา้เช้ือท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 5.1 ใชป้ริมาตร 5 มิลลิลิตร (คิดเป็นร้อยละ 5) 
ลงในแต่ละฟลาสก ์ 
  5.3.3 ท าการเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่ควบคุมอุณหภูมิ ท่ี 37 องศาเซลเซียส อตัรา
การเขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที 
  5.2.4 เก็บตวัอยา่งทุก ๆ 3 ชัว่โมง คร้ังละ 5 มิลลิลิตร และน ามาท าการวเิคราะห์ผล
การทดลอง ดงัขอ้ท่ี 5.7 ท  าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า 
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5.4 การศึกษาการใช้เดกซ์ตรินทีม่ีความเข้มข้นสูง ในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ด้วย
เทคนิคแบบกะในถังหมักขนาด 5 ลติร  

การศึกษาการใชเ้ดกซ์ตรินท่ีมีความเขม้ขน้ในระดบัต่าง ๆ ส าหรับการเพาะเล้ียงเพื่อศึกษา
การเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ด าเนินการตามวธีิดงัต่อไปน้ี 

5.4.1 เตรียมอาหารเหลวสูตร BPM ซ่ึงแทนท่ีแหล่งคาร์บอนดว้ยเดกซ์ทรินท่ีระดบั 
ความเขม้ขน้ 20, 40 และ 100 กรัมต่อลิตร โดยแยกส่วนของเดกซ์ตรินซ่ึงเป็นแหล่งของคาร์บอน
ออกเพื่อน าไปน่ึงฆ่าเช้ือต่างหาก เทอาหารสูตร BPM ท่ีเตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร          
(ปริมาตรการท างานรวมทั้งหมด 3 ลิตร)  

5.4.2 ท  าการเปรียบเทียบอุปกรณ์วดัค่า pH เท่ากบั 6.5 และปริมาณออกซิเจน 
ละลายน ้าพร้อมตั้งค่าสภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสมของการเพาะเล้ียง
เช้ือ Bacillus sp. (ภาพท่ี 5) 

5.4.3 น าถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารแลว้มาท าการน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา 
เซลเซียส นาน 30 นาที ส่วนเดกซ์ทรินแยกออกมาน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที  

5.4.4 ท  าการติดตั้งและตั้งค่าอุปกรณ์ต่าง ๆ ใหเ้ขา้ท่ีอีกคร้ัง ปรับการตั้งค่าความเร็ว 
ของใบพดัในการกวนเป็น 500 - 700 รอบต่อนาที เติมอากาศ 1 – 3  ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตร
ของน ้าหมกัต่อนาที (vvm)   

5.4.5 เติมเดกซ์ตรินท่ีแยกฆ่าเช้ือลงในถงัหมกัแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเติมกลา้ 
เช้ือจากขอ้ 5.1 ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นตป์ริมาตรโดยปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงในถงัหมกั 
(ปริมาตร 150 มิลลิลิตร)   

5.4.6 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 20 มิลลิลิตรต่อคร้ัง ทุก ๆ 6 ชัว่โมง ท าการวิเคราะห์ 
พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง ซ่ึงท าการทดลองทั้งหมด 3 ซ ้ า 
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ภาพท่ี 5 การจดัเตรียมถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ส าหรับเพาะเล้ียงแบบกะ  

 
5.5 การศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมัก 30 ลติร  

   การทดลองน้ีจะท าการการศึกษาการขยายขนาดของการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลล์
ความเขม้ขน้สูงจากระดบัถงัหมกั 5 ลิตร เป็น 30 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ซ่ึงมี
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี  

5.5.1 เตรียมอาหารเหลวสูตร BPM ซ่ึงแทนท่ีแหล่งคาร์บอนดว้ยเดกซ์ทรินท่ีระดบั 
ความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร โดยแยกส่วนของเดกซ์ตรินซ่ึงเป็นแหล่งของคาร์บอนออกเพื่อน าไป
น่ึงฆ่าเช้ือต่างหาก เทอาหารสูตร BPM ท่ีเตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร (ปริมาตรการท างาน
รวมทั้งหมด 15 ลิตร)  

5.5.2 ท  าการเปรียบเทียบอุปกรณ์วดัค่า pH เท่ากบั 6.5 และปริมาณออกซิเจน 
ละลายน ้าพร้อมตั้งค่าสภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสมของการเพาะเล้ียง
เช้ือ Bacillus sp. (ภาพท่ี 6) 
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5.5.3 ถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารแลว้จะท าการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ตม้ไอน ้า (Boiler) ท่ี 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ส่วนเดกซ์ตรินแยกออกมาน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที  

5.5.4 ท  าการติดตั้งและตั้งค่าอุปกรณ์ต่าง ๆ ใหเ้ขา้ท่ีอีกคร้ัง ปรับการตั้งค่าความเร็ว 
ของใบพดัในการกวนใน 6 ชัว่โมงแรกเท่ากบั 200 รอบต่อนาที จากนั้นจะปรับเป็น 500 รอบต่อ
นาที อตัราการเติมอากาศ  2  ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของน ้าหมกัต่อนาที (vvm)   

5.5.5 เติมเดกซ์ตรินท่ีแยกฆ่าเช้ือลงในถงัหมกัแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเติมกลา้ 
เช้ือ ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นตป์ริมาตรโดยปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงในถงัหมกั (ปริมาตร 
1,500 มิลลิลิตร)   

5.5.6 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 20 มิลลิลิตรต่อคร้ัง ทุก ๆ 2 ชัว่โมง ท าการวิเคราะห์ 
พร้อมทั้งบนัทึกผลการทดลอง ตวัอยา่งจากการทดลอง 3 ซ ้ า 
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      ภาพท่ี 6 การเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร  

 
5.6 การศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมัก 300 ลติร  

   การทดลองน้ีจะท าการศึกษาการขยายขนาดของการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลล์
ความเขม้ขน้สูงจากระดบัถงัหมกั 5 ลิตร เป็น 300 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ซ่ึงมี
รายละเอียดดงัต่อไปน้ี  

5.6.1 เตรียมอาหารเหลวสูตร BPM ซ่ึงแทนท่ีแหล่งคาร์บอนดว้ยเดกซ์ทรินท่ีระดบั 
ความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร โดยแยกส่วนของเดกซ์ตรินซ่ึงเป็นแหล่งของคาร์บอนออกเพื่อน าไป
น่ึงฆ่าเช้ือต่างหาก เทอาหารสูตร BPM ท่ีเตรียมไวล้งในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร (ปริมาตรการท างาน
รวมทั้งหมด 200 ลิตร)  

5.6.2 ท  าการเปรียบเทียบอุปกรณ์วดัค่า pH เท่ากบั 6.5 และปริมาณออกซิเจน 
ละลายน ้าพร้อมตั้งค่าสภาวะการท างานต่าง ๆ ของถงัหมกัตามสภาวะท่ีเหมาะสมของการเพาะเล้ียง
เช้ือ Bacillus sp.  
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5.6.3 ถงัหมกัท่ีบรรจุอาหารแลว้จะท าการน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้ตม้ไอน ้า (Boiler) ท่ี 
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ส่วนเดกซ์ตรินแยกออกมาน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศา
เซลเซียส นาน 15 นาที  

5.6.4 ท  าการติดตั้งและตั้งค่าอุปกรณ์ต่าง ๆ ใหเ้ขา้ท่ีอีกคร้ัง ปรับการตั้งค่าความเร็ว 
ของใบพดัในการกวนใน 6 ชัว่โมงแรกเท่ากบั 100 รอบต่อนาทีและปรับเป็น 300 รอบต่อนาทีตลอด
การเพาะเล้ียง อตัราการเติมอากาศ 2  ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรของน ้าหมกัต่อนาที (vvm)   

5.6.5 เติมเดกซ์ตรินท่ีแยกฆ่าเช้ือลงในถงัหมกัแลว้ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นเติมกลา้ 
เช้ือความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นตป์ริมาตรโดยปริมาตรของอาหารเพาะเล้ียงในถงัหมกั (ปริมาตร 20 
ลิตร)  
  5.6.6 เก็บตวัอยา่งปริมาตร 20 มิลลิลิตรต่อคร้ัง ทุก ๆ 2 ชัว่โมง ท าการวิเคราะห์ พร้อมทั้ง
บนัทึกผลการทดลอง ตวัอยา่งจากการการทดลอง 3 ซ ้ า 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    
 
                           ภาพท่ี 7 การเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร  
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5.7 การเกบ็ตัวอย่างและวเิคราะห์ผลการทดลอง  

  5.7.1 การเกบ็ตัวอย่าง 
  เก็บตวัอยา่งจากการเพาะเล้ียง Bacillus  sp. ทุก ๆ 3 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียง ใน
ระดบัฟลาสก ์ท าการเก็บใส่ลงในหลอดฝาเกลียวจ านวน 3 หลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร ในขณะท่ี
การเก็บตวัอยา่งจากการเพาะเล้ียงเช้ือในระดบัถงัหมกัจะเก็บตวัอยา่งคร้ังละ 20 มิลลิลิตร ซ่ึงเก็บ
ตวัอยา่งละ 3 ซ ้ า ใส่ลงในหลอดฝาเกลียวจ านวน 3 หลอด จากนั้นน าหลอดตวัอยา่งไปแช่น ้าแขง็
นาน 5 นาที และน าไปแช่แขง็ต่อท่ีอุณหภูมิ -4 องศาเซลเซียส เพื่อหยดุการเจริญเติบโตของ
เช้ือจุลินทรีย ์และน ามาใชใ้นการวเิคราะห์ขั้นต่อไป 
  5.7.2 การวัดค่าความขุ่น (Optical Density) 
  น าน ้าหมกัจากการเพาะเล้ียงมาท าการวดัค่าความขุ่น หากน ้าหมกัมีความเขม้ขน้
มากเกินไปน าน ้าหมกัไปท าการเจือจางดว้ยน ้ากลัน่จนใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ท่ีเหมาะสม (ซ่ึงตอ้งวดัค่า
การดูดกลืนแสงไดไ้ม่เกิน 0.5) ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ยเคร่ืองป่ันผสม จากนั้นน ามาวดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร จากนั้นน าค่าท่ีไดม้าค านวณค่าดงัสูตรค านวณต่อไปน้ี  
 
ค่าความขุ่น (OD) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร x ค่าการเจือจาง 
 
   5.7.3 การวิเคราะห์น ้าหนักเซลล์แห้ง (Dry cell weight) 
  น าตวัอยา่งน ้าหมกัท่ีไดจ้ากการเพาะเล้ียงปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดป่ัน
เหวีย่งขนาด  1.5 มิลลิลิตร ท่ีผา่นการอบแหง้และชัง่น ้าหนกัไวแ้ลว้ (ค่าน ้าหนกัหลอดเปล่า) แลว้
น าไปป่ันเหวีย่งท่ีอตัรา 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนใส (supernatant) ทิ้ง แลว้น า
เซลลท่ี์ตกตะกอนไปอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น ามาชัง่น ้าหนกั 
ซ่ึงจะไดเ้ป็นน ้าหนกัเซลลแ์หง้รวมกบัน ้าหนกัของหลอด ดงันั้นจึงสามารถหาเฉพาะน ้าหนกัเซลล์
แหง้ได ้โดยค านวณตามสูตร ดงัน้ี  
 

น ้าหนกัเซลลแ์หง้ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) = (น ้าหนกัเซลล ์+ น ้าหนกัหลอด) – น ้าหนกัหลอด 
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5.7.4 การวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลคงเหลือ (Reducing Sugar Analysis)  

          โดยวิธี  DNS 
1. การท ากราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
น าสารละลายมาตรฐานน ้าตาลกูลโคส ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร เจือจางใส่ใน 

หลอดทดลองดว้ยน ้ากลัน่ ให้มีความเขม้ขั้น 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 และ 1.0 กรัมต่อลิตรในปริมาตร 1 
มิลลิลิตร เติมสารละลาย DNS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัไปตม้ในน ้าเดือดนาน 5 นาที 
จากนั้นน าไปแช่น ้าเยน็ต่ออีก 5 นาที เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปิดดว้ยแผน่พาราฟิลม์ เขยา่
ใหเ้ขา้กนั น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้า
สร้างกราฟเปรียบเทียบกบัความเขม้ขน้ของสารละลายน ้าตาลกลูโคสมาตรฐานกบัค่า OD ท่ีวดัได ้
จากนั้นหาความชนัของกราฟ และค่าความเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
 

 2. การวดัตวัอยา่งน ้าตาลคงเหลือ 
 น าตวัอยา่งน ้าหมกัท่ีผา่นการป่ันเหวีย่งเพื่อตกตะกอนแลว้เฉพาะส่วนใส มาท าการ

เจือจางใหเ้หมาะสม น าส่วนใสท่ีมีการเจือจางแลว้ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลองเติม
สารละลาย DNS (การเตรียมสารละลาย DNS ตามภาคผนวก) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรผสมใหเ้ขา้กนั
น าไปตม้ในน ้าเดือด 5 นาที จากนั้นน าไปแช่น ้าเยน็ต่ออีก 5 นาที เติมน ้ากลัน่ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 
ปิดดว้ยแผน่พาราฟิน เขยา่ใหเ้ขา้กนัน าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร น า
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีไดม้าค านวณเป็นปริมาณน ้าตาลคงเหลือโดยเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน
น ้าตาลกลูโคสจากสูตร 

 
ปริมาณน ้าตาลคงเหลือ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  =  (ค่าการดูดกลืนแสง x อตัราการเจือจาง) 

            ความชนัของกราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
 

6. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  

 น าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองมาวเิคราะห์ผลทางสถิติโดยการวเิคราะห์ความแปรปรวนทาง
เดียว (one-way analysis of Variance; ANOVA) และท าการเปรียบเทียบความแตกต่างของชุดการ
ทดลองแต่ละชุด ดว้ยวธีิ Tukey’ s studentized range test ดว้ยโปรแกรมส าเร็จรูป Minitab version 
17 ท่ีระดบันยัส าคญั p-value = 0.05  
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7. การค านวณค่าตัวแปรทางจลนพลศาสตร์ของจุลนิทรีย์  

 ในการค านวณค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโตของจุลินทรีย ์                         

(เศรษฐวชัร ฉ ่าศาสตร์, 2557) ไดมี้การค านวณค่าต่าง ๆ ดงัต่อไปน้ี  

 7.1 อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate, µ) 
  การเจริญในระยะทวคูีณ (log phase หรือ Exponential phase) เม่ือเพาะเล้ียง
จุลินทรียแ์บบกะ จะเป็นระยะท่ีจุลินทรียมี์อตัราการเจริญสูงสุดและคงท่ี และมีบทบาทต่อการเจริญ
มากท่ีสุด เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงของปริมาณเซลลท่ี์เพิ่มข้ึน (dx) ในระยะเวลาท่ีจ ากดั (dt) จึง
สามารถเขียนเป็นสมการไดด้งัน้ี 
 
   dx/dt = µx หรือ 
   dN/dt = µN     (1) 
 
 เม่ือ x = ความเขม้ขน้ของมวลเซลล ์(กรัมเซลลต่์อลิตร) 
  N = จ านวนเซลล ์(จ านวนเซลลต่์อลิตร) 
  t = เวลา (ชัว่โมง) 
  µ = อตัราการเจริญจ าเพาะ (Specific growth rate) มีหน่วยเป็นชัว่โมง 
 
 หรือจดัรูปใหม่ µ = 1/x(dx/dt)    (2) 
 
  ในระยะการเจริญแบบทวคูีณ อตัราการเจริญจ าเพาะหรือ µ มีค่าคงท่ี สามารถอินทิ
เกรทโดยตรงต่อสภาวะเร่ิมตน้โดย x = x0 ท่ี t = 0 จากสมการ (1) จะได ้
 
   x = x0eµt     (3) 
 
 เม่ือ x0 = ความเขม้ขน้ของมวลเซลลเ์ร่ิมตน้ 
       x =        ความเขม้ขน้ของมวลเซลลห์ลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา t ชัว่โมง 
       e = ฐานของ natural logarithm 
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 เม่ือใส่ natural logarithm ในสมการ (3) จะได ้
 
   ln x = ln x0 + µt    (4) 
 7.2 สัมประสิทธ์ิมวลเซลล์ (Yield coefficent) 
 
   Yx/s = ∆𝑥/∆𝑦  
 
 เม่ือ Yx/s = ผลไดข้องมวลเซลลจ์ากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
  ∆𝑥 = เปล่ียนแปลงของปริมาณเซลลท่ี์เกิดข้ึน (กรัมต่อลิตร) 
  ∆𝑦 = การใชส้ับสเตรท (กรัมต่อลิตร) 
 
 7.3 อตัราการสร้างมวลเซลล์ (Specific rate of cell biomass productivity) 
 
   rx = dx/ dt   
    = (x-x0) / t 
 
 เม่ือ rx = อตัราการสร้างมวลเซลล ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
  x0 = ปริมาณมวลเซลลเ์ร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
  x = มวลเซลลท่ี์เปล่ียนแปลงไปตามหน่วยเวลา (กรัมต่อลิตร) 
  t = เวลา (ชัว่โมง) 
 
 7.4 อตัราการใช้สับสเตรทจ าเพาะ (Specific substrate uptake rate) 
 
    rs   = dS /  dt   
    = S0 – S/ t 
 เม่ือ rs =  อตัราการใชส้ับสเตรทจ าเพาะ (กรัมต่อกรัมต่อชัว่โมง) 
  S0 = ปริมาณสารอาหารเร่ิมตน้ (กรัมต่อลิตร) 
  S = สารอาหารท่ีถูกใชไ้ป (กรัมต่อลิตร) 
  t = เวลา (ชัว่โมง) 
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บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 
4.1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของอาหารสูตร Batch Production Medium (BPM) 

ต่อการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ในระดับฟลาสก์ 
  

จากการศึกษาประสิทธิภาพของอาหารสูตร BPM ส าหรับการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. 
เพื่อใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง โดยท าการเพาะเล้ียงเปรียบเทียบกบัอาหารสูตร NB ซ่ึงเป็นอาหาร
สูตรมาตรฐานส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรียทัว่ไปและอาหารสูตร Schaeffer’s เป็นสูตรอาหารท่ีมี
การน ามาศึกษาการเพาะเล้ียงเซลล ์Bacillus sp. ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง โดยใชก้ลา้เช้ือเร่ิมตน้ปริมาณ
ร้อยละ 5 ของปริมาตรอาหาร แลว้น าไปบ่มในตูบ้่มเขยา่ควบคุมอุณหภูมิท่ี 37 องศาเซลเซียส ดว้ย
ความเร็ว 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ชัว่โมง ไดผ้ลการทดลองดงัต่อไปน้ี  

เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือแบคทีเรีย ในอาหารเพาะเล้ียงท่ีใชสู้ตรแตกต่างกนัทั้งสาม
สูตรโดยในอาหารสูตร BPM ดงัภาพท่ี 8 เห็นไดว้า่เช้ือ Bacillus sp. นั้น เจริญเขา้สู่ระยะ log phase 
ในช่วง 0 ถึง 9 ชัว่โมงแรก จากนั้นการเจริญเขา้สู่ระยะ Stationary phase ในชัว่โมงท่ี 12 และลดลง 
ซ่ึงสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดค้่าสูงสุดท่ี 9 ชัว่โมง ซ่ึงมีคา่
เท่ากบั 6.80 และเม่ือพิจารณาน ้าหนกัเซลลแ์หง้มีค่าสูงสุดท่ี 9 ชัว่โมง มีค่าสูงสุดเท่ากบั 6.77 กรัมต่อ
ลิตร เม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลคงเหลือพบวา่ ลดลงอยา่งรวดเร็ว จากนั้นมีแนวโนม้คงท่ีจนถึง
ชัว่โมงสุดทา้ย ซ่ึงมีปริมาณน ้ าตาลคงเหลือ 7.62 กรัมต่อลิตร  

เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีท  าการเพาะเล้ียงในอาหารสูตร NB ดงัภาพท่ี 9 
จะเห็นไดว้า่เช้ือ Bacillus sp. มีการเจริญเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 9 ชัว่โมงแรก จากนั้นการ
เจริญเขา้สู่ระยะ Stationary phase ในชัว่โมงท่ี 12 เป็นตน้ไป ซ่ึงสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี
ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดค้่าสูงสุดท่ี 9 ชัว่โมง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 8.21 และเม่ือพิจารณาน ้าหนกั
เซลลแ์หง้มีค่าสูงสุดท่ี 9 ชัว่โมง โดยมีค่าสูงสุดเท่ากบั 8.50 กรัมต่อลิตร เม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาล
คงเหลือพบวา่ มีปริมาณประมาณ 0 กรัมต่อลิตร คงท่ีตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 0 จนส้ินสุดการทดลอง 
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ภาพท่ี 8 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM   

ภาพท่ี 9 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร NB   
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 เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ในอาหารเพาะเล้ียงสูตร Schaeffer’s ดงัภาพท่ี 

10 พบวา่เช้ือ Bacillus sp. มีการเจริญเขา้สู่ระยะ log phase ใน 9 ชัว่โมงแรก จากนั้นการเจริญจะ

ลดลงเขา้สู่ระยะ Stationary phase ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 เป็นตน้ไป ซ่ึงสามารถวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ไดค้่าสูงสุดท่ี 18 ชัว่โมง ซ่ึงมีค่าเท่ากบั 2.16 และเม่ือพิจารณา

น ้าหนกัเซลลแ์หง้มีค่าสูงสุดท่ี 18 ชัว่โมง มีค่าสูงสุดเท่ากบั 4.30 กรัมต่อลิตร เม่ือพิจารณาปริมาณ

น ้าตาลกลูโคสคงเหลือพบวา่ ปริมาณกลูโคสลดลงจนถึงชัว่โมงสุดทา้ย ซ่ึงมีปริมาณน ้าตาลคงเหลือ 

9.84 กรัมต่อลิตร  

  ภาพท่ี 10 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร Schaeffer’s  
 

เม่ือเปรียบเทียบผลของการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงของ Bacillus sp. ของอาหารสูตร 
BPM เทียบกบัอาหารสูตร NB และอาหารสูตร Schaeffer’s พบวา่ มีแนว้โนม้การเจริญเติบโตไปใน
ทิศทางเดียวกนั โดยการเพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร BPM และ NB การเจริญจะเขา้สู่ระยะ log phase 
จากชัว่โมงท่ี 0 จนถึงชัว่โมงท่ี 9 โดยไม่ปรากฏระยะ lag phase หลงัจากนั้นการเจริญของเช้ือ
แบคทีเรียจะเร่ิมลดลง และคงท่ีจนถึงชัว่โมงสุดทา้ย แต่ทั้งน้ีเม่ือพิจารณาลกัษณะการเจริญของเช้ือ 
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Bacillus sp. ในอาหารสูตร Schaeffer’s มีแนวโนม้ของระยะ lag phase ค่อนขา้งนานโดยจะเขา้สู่
ระยะ log phase ในชัว่โมงท่ี 9 ถึง 18 จากนั้นจึงลดลงจนถึงชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง โดย
สูตรท่ีส่งเสริมการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ดี ไดแ้ก่สูตร NB ซ่ึงมีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุด
เท่ากบั 8.50 กรัมต่อลิตร รองลงมาคือสูตร BPM มีค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 6.77 กรัมต่อ
ลิตร และสูตรอาหารท่ีใหผ้ลการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ต ่าสุดคือสูตรอาหาร Schaeffer’s ซ่ึงให้
ค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.30 กรัมต่อลิตร  

ในส่วนของปริมาณน ้าตาลในอาหารทั้ง 3 สูตร พบวา่ ปริมาณน ้าตาลเร่ิมตน้ของสูตร NB มี
ค่าต ่าสุด ประมาณ 0 ถึง 1 กรัมต่อลิตรเท่านั้น และมีค่าคงท่ีตลอดการเพาะเล้ียง ในขณะท่ีอาหาร
สูตร BPM และ Schaeffer’s มีแนวโนม้การลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 18 ชัว่โมง แต่เม่ือส้ินสุด
การเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 36 และมีปริมาณน ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 7.62 กรัมต่อลิตร ซ่ึงในอาหาร
สูตร Schaeffer’s ยงัคงมีปริมาณน ้าตาลคงเหลืออยูเ่ป็นปริมาณมากถึง 9.90 กรัมต่อลิตร 

ตารางท่ี 1 ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญของ Bacillus sp. จากการเพาะเล้ียงดว้ยสูตร 
    อาหารท่ีแตกต่างกนั ในระดบัฟลาสก ์
 

สูตรอาหาร x 

(g/l) 

µ 

(h1-) 

Yx/s 

(g/g) 

rx 

(g/l/h) 

rs 

(g/l/h) 

BPM 

NB 

Schaeffer’s 

6.77 ± 0.85b 

8.50 ± 0.79a 

4.30 ± 0.27c 

0.12 ± 0.01b 

0.25 ± 0.05a 

0.06 ± 0.04a 

0.83 ± 0.11b 

79.50 ± 27.0a 

1.02 ± 0.05b 

0.75 ± 0.09b 

0.94 ± 0.09a 

0.24 ± 0.02c 

0.91 ± 0.01a 

0.00 ± 0.01c 

0.23 ± 0.01b 

 
หมายเหตุ  x คือ ปริมาณมวลเซลล ์จากค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 

   µ คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
   Yx/s คือ ผลผลิตของมวลเซลลจ์ากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
   rx คือ อตัราการสร้างมวลเซลล ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
   rs คือ อตัราการใชส้ับสเตรท (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง)  
 
เม่ือค านวณค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ตามตารางท่ี 1 ท่ี

เพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร BPM พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 6.77 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญ
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จ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.12 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เทา่กบั 
0.83 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.75 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.91 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  

การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร NB พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 8.50 กรัมต่อลิตร อตัรา
การเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.25 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) 
เท่ากบั 79.50 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.94 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ
อตัราการใชส้ับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.00 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ส่วนการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. 
ดว้ยอาหารสูตร Schaeffer’s  พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 4.30 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญ
จ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.06 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 
1.02 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.24 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.23 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงเม่ือเทียบค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การ
เจริญของเช้ือ Bacillus sp. แลว้จะพบวา่ อาหารสูตร NB จะใหค้่ามากสุด รองลงมาคืออาหารสูตร 
BPM และอนัดบัสุดทา้ยจะเป็นอาหารสูตร Schaeffer’s  

เม่ือพิจารณาผลการทดลองในภาพท่ี 8 ถึง 11 จะเห็นไดว้า่สูตรอาหารการเพาะเล้ียงสูตร 
BPM มีประสิทธิภาพสูงกวา่อาหารสูตร Schaeffer’s แต่เม่ือเทียบอาหารสูตร BPM กบัอาหารสูตร 
NB พบวา่อาหารสูตร NB มีการเจริญของเช้ือ Bacillus sp.  ดีกวา่อาหารสูตร BPM แต่เน่ืองจากการ
ทดลองเพื่อผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง ประเภทอาหารท่ีเหมาะแก่การน าไปใชใ้นการทดลอง
ต่อจะตอ้งเป็นอาหารท่ีทราบองคป์ระกอบและปริมาณท่ีแน่นอน ดงันั้นอาหารสูตร BPM จึงเป็น
อาหารสูตรท่ีจะน าไปใชใ้นการทดลองเพื่อปรับปรุงเพื่อผลิตเซลล ์Bacillus sp. ความเขม้ขน้สูง  
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ภาพท่ี 11 ผลการเปรียบเทียบการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยสูตรอาหารท่ีแตกต่างกนั ไดแ้ก่ สูตร 

     BPM, NB และ Schaeffer’s  
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4.2 ผลการศึกษาประสิทธิภาพการใช้เดกซ์ตรินจากการย่อยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่ง

คาร์บอนในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ในระดับฟลาสก์ 
 

เม่ือศึกษาประสิทธิภาพของอาหารสูตร BPM ส าหรับการเพาะเล้ียงเซลลข์อง Bacillus sp. 
ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง จากนั้นจึงไดท้  าการศึกษาประสิทธิภาพการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเพื่อใชเ้ป็นแหล่งของคาร์บอน เปรียบเทียบกบัแหล่งคาร์บอนอ่ืน ไดแ้ก่ กลูโคสทาง
การคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั โดยใชอ้าหารสูตร BPM ความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอนเร่ิมตน้ 20 กรัมต่อลิตร ในบฟัเฟิลฟลาสกข์นาด 500 มิลลิลิตร ปริมาตรการเพาะเล้ียง 150 
มิลลิลิตร กลา้เช้ือเร่ิมตน้ความเขม้ขน้ร้อยละ 5 ของปริมาตรอาหาร ค่า pH เท่ากบั 6.5 บ่มในตูบ้่ม
ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ี 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 36 ชัว่โมง  

เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. โดยใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเป็นแหล่งของคาร์บอน (ภาพท่ี 12) พบวา่มีการเจริญเติบโตเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 
0 ถึง 18 ชัว่โมง หลงัจากชัว่โมงท่ี 18 จะเร่ิมมีการเขา้สู่ระยะ stationary phase และอตัราการ
เจริญเติบโตลดลงเร่ือย ๆ จนกระทัง่ชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ซ่ึงพบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้
สูงสุดเท่ากบั 12.93 กรัมต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 24.47 และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลท่ี
เปล่ียนแปลงไปพบวา่ช่วง 0 ถึง 18 ชัว่โมง ปริมาณน ้าตาลลดลงอยา่งรวดเร็ว จากนั้นมีแนวโนม้คงท่ี
จนถึงชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียงปริมาณน ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 2.09 กรัมต่อลิตร  

เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. โดยใชก้ลูโคสทางการคา้เป็นแหล่งของ
คาร์บอน ไดผ้ลดงัภาพท่ี 13 พบวา่ มีการเจริญเติบโตเขา้สู่ระยะ log phase ในช่วง 0 ถึง 9 ชัว่โมง 
หลงัจากชัว่โมงท่ี 9 จะเร่ิมมีการเขา้สู่ระยะ stationary phase จนกระทัง่ชัว่โมงสุดทา้ยของการ
เพาะเล้ียง ซ่ึงพบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 5.13 กรัมต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 8.10 
และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลกลูโคสท่ีเปล่ียนแปลงไปพบวา่ช่วง 0 ถึง 18 ชัว่โมงแรกปริมาณ
น ้าตาลลดลงอยา่งรวดเร็ว จากนั้นมีแนวโนม้คงท่ีจนถึงชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียงปริมาณ
น ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 10.05 กรัมต่อลิตร  
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ภาพท่ี 12 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีมีเดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอน  

 
ภาพท่ี 13 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีมีกลูโคสทางการคา้เป็นแหล่งคาร์บอน  
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เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. โดยใชก้ลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเป็นแหล่งของคาร์บอน ไดผ้ลดงัภาพท่ี 14 พบวา่มีการเจริญเติบโตเขา้สู่ระยะ log phase 
ในช่วง 0 ถึง 9 ชัว่โมง หลงัจากชัว่โมงท่ี 9 จะเร่ิมมีการเขา้สู่ระยะ stationary phase และอตัราการ
เจริญจะลดลงจนกระทัง่ชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียง ซ่ึงพบวา่น ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 
4.70 กรัมต่อลิตร ค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 6.29 และเม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลท่ีเปล่ียนแปลงไป
พบวา่ช่วง 0 ถึง 18 ชัว่โมงแรกปริมาณน ้าตาลลดลงอยา่งรวดเร็ว จากนั้นสูงข้ึนอีกคร้ังในชัว่โมงท่ี 
24 และมีแนวโนม้ลดลงจนถึงชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียงปริมาณน ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 5.94 
กรัมต่อลิตร  

 

ภาพท่ี 14 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีมีกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั 
    ส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน  
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จากผลการศึกษาประสิทธิภาพของการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็น
แหล่งคาร์บอน เทียบกบักลูโคสทางการคา้ และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั ( ภาพท่ี 12 
ถึง 15) พบวา่ แนวโนม้ของการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. จากการใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีเป็น
กลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัมีแนวโนม้เจริญไปในทิศทางเดียวกนั 
คือ การเจริญเติบโตเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 9 ชัว่โมงแรก หลงัจากนั้นมีแนวโนม้ลดลงและ
คงท่ีจนกระทัง่ส้ินสุดการเพาะเล้ียง ปริมาณเซลลท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงโดยใชน้ ้าตาลกลูโคสทาง
การคา้มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 5.13 กรัมต่อลิตร และน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดจากการใช้
กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเท่ากบั 4.70 กรัมต่อลิตร ซ่ึงต่างจากการใชเ้ดกซ์ตรินจากการ
ยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งของคาร์บอนซ่ึงมีการเจริญชา้กวา่แหล่งคาร์บอนทั้งสองชนิดท่ี
กล่าวมาขา้งตน้ แต่ถึงแมว้า่จะมีการเจริญชา้กวา่แต่ปริมาณเซลลท่ี์ไดจ้ากการเพาะเล้ียงโดยใชเ้ดกซ์
ตรินนั้นกลบัใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดถึง 12.93 กรัมต่อลิตร ในชัว่โมงท่ี 18 ของการเพาะเล้ียง 

เม่ือพิจารณาปริมาณน ้าตาลในการเพาะเล้ียงจากแหล่งคาร์บอนทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงพบวา่ ปริมาณ
น ้าตาลคงเหลือของการเพาะเล้ียงจากการใชก้ลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน เท่ากบั 10.05 และ 5.94 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั แต่ปริมาณน ้าตาล
คงเหลือจากการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนเท่ากบั 2.09  กรัมต่อ
ลิตร แสดงวา่การใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนร่วมกบัอาหารสูตร 
BPM มีความเหมาะสมท่ีจะน าไปพฒันาการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง 
สังเกตไดจ้ากปริมาณน ้าหนกัเซลลแ์หง้และน ้าตาลคงเหลือของการเพาะเล้ียง  
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ตารางท่ี 2 ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญของ Bacillus sp. จากการเพาะเล้ียงดว้ยแหล่ง
    คาร์บอนท่ีแตกต่างกนั ในระดบัฟลาสก ์
 

แหล่งคาร์บอน x 

(g/l) 

µ 

(h1-) 

Yx/s 

(g/g) 

rx 

(g/l/h) 

rs 

(g/l/h) 

กลูโคสทางการคา้ 

กลูโคสจากการยอ่ยแป้ง 

เดกซ์ตริน 

5.13 ± 0.50b 

4.70 ± 0.27b 

12.93 ± 0.40a 

0.15 ± 0.02a 

0.05 ± 0.01b 

0.18 ± 0.03a 

0.45 ± 0.05b 

0.29 ± 0.05a 

0.57 ± 0.04ab 

0.57 ± 0.06b 

0.52 ± 0.03b 

0.72 ± 0.03a 

0.94 ± 0.05a 

0.68 ± 0.02b 

0.99 ± 0.00a 

 
หมายเหตุ  x คือ ปริมาณมวลเซลล ์จากค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 

   µ คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
   Yx/s คือ ผลผลิตของมวลเซลลจ์ากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
   rx คือ อตัราการสร้างมวลเซลล ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
   rs คือ อตัราการใชส้ับสเตรท (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 

 

เม่ือค านวณค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย
อาหารสูตร BPM ท่ีใชเ้ดกซ์ตรินจากกการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน ตามตารางท่ี 2 
พบวา่มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 12.93 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.18 ต่อชัว่โมง 
ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 0.57 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้าง
มวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.72 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชส้ับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.99 กรัม
ต่อลิตรต่อชัว่โมง  

การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีใชก้ลูโคสทางการคา้เป็นแหล่งคาร์บอน พบวา่ มีค่า
มวลเซลล ์(x) เท่ากบั 5.13 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.15 ต่อชัว่โมง ผลผลิต
ของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 0.45 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์
(rx) เท่ากบั 0.57 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชส้ับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.94 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง ส่วนการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีใชก้ลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 4.70 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญ
จ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.05 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 
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0.29 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.52 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง ซ่ึงเม่ือเทียบค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การ
เจริญของเช้ือ Bacillus sp. แลว้จะพบวา่ อาหารสูตร BPM ท่ีใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนั
ส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนใหค้่ามากสุด รองลงมาคือใชก้ลูโคสทางการคา้ และอนัดบัสุดทา้ยเป็น
กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั  
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ภาพท่ี 15 ผลการเปรียบเทียบการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีมีแหล่งคาร์บอน 
    แตกต่างกนั 3 แหล่ง ไดแ้ก่ กลูโคสทางการคา้, กลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั และ 
    เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั  
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4.3 ผลการศึกษาการใช้เดกซ์ตรินทีม่คีวามเข้มข้นสูงในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ด้วย
เทคนิคการเพาะเลีย้งแบบกะในถังหมกัขนาด 5 ลติร  
 

จากการศึกษาการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ก่อนหนา้น้ีท่ีศึกษาในระดบัฟลาสก ์พบวา่       
เดกซ์ตรินมีประสิทธิภาพท่ีดีส าหรับการเพาะเล้ียงเพื่อผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง จึงไดมี้การน า   
เดกซ์ตรินมาท าการศึกษาต่อโดยการศึกษาหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเช้ือ 
Bacillus sp. ซ่ึงปัจจยัดงักล่าวนั้นไม่สามารถท าการทดลองไดใ้นการเพาะเล้ียงระดบัฟลาสก ์
เน่ืองจากการเจริญของเช้ือในอาหารความเขม้ขน้สูงจะถูกจ ากดัโดยปริมาณของอากาศภายใน 
ฟลาสก ์ท าใหผ้ลท่ีไดไ้ม่เป็นไปตามลกัษณะการเจริญของเช้ืออยา่งแทจ้ริง จึงตอ้งขยายขนาดการ
เพาะเล้ียงโดยใชถ้งัหมกัขนาด 5 ลิตร 

 การศึกษาการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง ของเช้ือ Bacillus sp. ในอาหารสูตร BPM 
เปรียบเทียบการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 20, 40 
และ 100 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน โดยท าการเพาะเล้ียงในถงัหมกั (Fermenter) ขนาด 5 ลิตร 
ปริมาตรการท างานทั้งหมด (working volume)  3 ลิตร ใชป้ริมาณกลา้เช้ือเร่ิมตน้ร้อยละ 5 ของ
ปริมาตรการเพาะเล้ียงทั้งหมด ควบคุมค่าความเป็นกรดด่างใหเ้ป็น 6.5 อตัราการเติมออกซิเจนแปร
ผนัตามความเขม้ขน้ของเดกซ์ตริน เท่ากบั 1, 2 และ 3 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที 
ตามล าดบั อตัราการกวนผสมเท่ากบั 500 ถึง 700 รอบต่อนาที ซ่ึงมีผลการทดลองดงัต่อไปน้ี   

เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM โดยใช ้      
เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร ภาพท่ี 16 อตัราการเติม
อากาศท่ี 1 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที อตัราการกวนผสมเท่ากบั 500 รอบต่อนาที 
พบวา่ การเจริญอยา่งรวดเร็วตั้งแต่ช่วงแรกของการเพาะเล้ียง จนถึงส้ินสุดการเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 
24 มีค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 4.13 กรัมต่อลิตร โดยท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากบั 
7.74 และเม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณกลูโคสพบวา่ลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 จนส้ินสุด
ระยะเวลาการเพาะเล้ียงคือ 24 ชัว่โมง มีปริมาณกลูโคสคงเหลือเท่ากบั 3.50 กรัมต่อลิตร  
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ภาพท่ี 16 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 20  
                กรัมต่อลิตร  
 

เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM โดยใชเ้ดกซ์ตริ
นจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ภาพท่ี 17 อตัราการเติมอากาศท่ี 2 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที อตัราการกวนผสมเท่ากบั 600 รอบต่อนาที พบวา่ การ
เจริญอยา่งรวดเร็วตั้งแต่ช่วงแรกของการเพาะเล้ียงจนถึงชัว่โมงท่ี 18 มีค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุด
เท่ากบั 23.10 กรัมต่อลิตร โดยท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากบั 46.75 และเม่ือพิจารณาการ
เปล่ียนแปลงปริมาณกลูโคสพบวา่ลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 จนถึงชัว่โมงท่ี 18 และคงท่ีจนส้ินสุด
การเพาะเล้ียง 24 ชัว่โมง มีปริมาณกลูโคสคงเหลือเท่ากบั 0.20 กรัมต่อลิตร  
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ภาพท่ี 17 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 40  
                กรัมต่อลิตร  
 

เม่ือพิจารณาการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM โดยใช ้
เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ภาพท่ี 18 อตัราการเติม
อากาศท่ี 3 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที อตัราการกวนผสมเท่ากบั 700 รอบต่อนาที 
พบวา่ การเจริญอยา่งรวดเร็วตั้งแต่ช่วงแรกของการเพาะเล้ียงจนส้ินสุดการเพาะเล้ียงจนถึงชัว่โมงท่ี 
24 มีค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 31.98 กรัมต่อลิตร โดยท่ีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดเท่ากบั 
72.42 และเม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงปริมาณกลูโคสพบวา่ลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 จนถึง
ชัว่โมงสุดทา้ยของการเพาะเล้ียงคือท่ี 24 ชัว่โมง ซ่ึงมีปริมาณกลูโคสคงเหลือเท่ากบั 28.91 กรัมต่อ
ลิตร  
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ภาพท่ี 18 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 100  

                กรัมต่อลิตร  

 
  พบวา่การเพาะเล้ียงดว้ยเดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร มีผลต่อการเจริญมากสุด
โดยใหน้ ้าหนกัเซลลแ์หง้เท่ากบั 31.98 กรัมต่อลิตร ถดัมาเป็นการเพาะเล้ียงดว้ยเดกซ์ตรินความ
เขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร มีน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 23.10 กรัมต่อลิตร และการเพาะเล้ียงดว้ย
เดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 20 กรัมต่อลิตร ใหผ้ลผลิตเซลลต์ ่าสุด มีค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 
4.13 กรัมต่อลิตร นอกจากน้ีพบวา่ความเขม้ขน้ของเดกซ์ตรินท่ี 20 กรัมต่อลิตร และ 100 กรัมต่อ
ลิตร มีช่วงของระยะ log phase ท่ียาวนานกวา่เดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ซ่ึงมีระยะ 
log phase อยูใ่นช่วง 0 ถึง 18 ชัว่โมง เน่ืองมาจากความเหมาะสมของการปรับตวัเขา้สู่สภาวะการ
เพาะเล้ียงใหม่ แต่เม่ือพิจารณาจากปริมาณน ้าตาลท่ีเปล่ียนแปลงไป พบวา่เม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง
ในชัว่โมงท่ี 24 ซ่ึงการเพาะเล้ียงเดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 20, 40 และ 100 กรัมต่อลิตร มีปริมาณ
น ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 3.50, 0.20 และ 28.91 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั (ภาพท่ี 19)  
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ตารางท่ี 3 ค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญของ Bacillus sp. จากการเพาะเล้ียงแบบกะ  
    โดยใชเ้ดกซ์ตรินท่ีระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนั ในถงัหมกั 5 ลิตร 
 

ความเขม้ขน้

ของเดกซ์ตริน 

 (กรัมต่อลิตร) 

x 

(g/l) 

µ 

(h1-) 

Yx/s 

(g/g) 

rx 

(g/l/h) 

rs 

(g/l/h) 

20 

40 

100 

4.13 ± 0.21c 

23.10 ± 0.36b 

31.98 ± 0.34a 

0.04 ± 0.01c 

0.16 ± 0.01b 

0.19 ± 0.00a 

0.25 ± 0.01c 

0.58 ± 0.01a 

0.45 ± 0.01b 

0.17 ± 0.01c 

1.29 ± 0.02b 

1.33 ± 0.02a 

0.69 ± 0.00c 

2.21 ± 0.00b 

2.96 ± 0.04a 

 
หมายเหตุ  x คือ ปริมาณมวลเซลล ์จากค่าน ้าหนกัเซลลแ์หง้ (กรัมต่อลิตร) 

   µ คือ อตัราการเจริญจ าเพาะ (ต่อชัว่โมง) 
   Yx/s คือ ผลผลิตของมวลเซลลจ์ากมวลสับสเตรท (กรัมต่อกรัม) 
   rx คือ อตัราการสร้างมวลเซลล ์(กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
   rs คือ อตัราการใชส้ับสเตรท (กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง) 
 
เม่ือพิจารณาค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงดว้ย

อาหารสูตร BPM ท่ีมีเดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนั (ตารางท่ี 3) 
พบวา่ การเพาะเล้ียงดว้ยเดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ใหผ้ลการเจริญของเช้ือ Bacillus 
sp. ดีท่ีสุด มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 31.98 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.19 ต่อ
ชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 0.45 กรัมต่อกรัม อตัราการ
สร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 1.33 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชส้ับสเตรท (rs) เท่ากบั 2.96 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
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การเพาะเล้ียงดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 40 กรัมต่อลิตร ซ่ึงใหผ้ล
การเจริญดีรองลงมา พบวา่มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 23.10 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) 
เท่ากบั 0.16 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 0.58 กรัมต่อ
กรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 1.29 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชส้ับสเตรท 
(rs) เท่ากบั 2.21 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  

ส่วนการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. ดว้ยอาหารสูตร BPM ท่ีใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 20 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน  พบวา่มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 4.13 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญ
จ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.04 ต่อชัว่โมง ผลผลิตของมวลเซลลจุ์ลินทรียจ์ากมวลสับสเตรท (Yx/s) เท่ากบั 
0.25 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.17 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 0.69 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
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ภาพท่ี 19 เปรียบเทียบการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้แตกต่างกนั ไดแ้ก่  
    20, 40 และ 100 กรัมต่อลิตร  
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4.4 ผลการศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมกั 30 
ลติร  
 จากการเพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงซ่ึงจากการทดลองใช้
เดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้สูงพบวา่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลข์องเช้ือ Bacillus sp. ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้สูง ในการเพาะเล้ียงระดบัถงัหมกัขนาด 5 ลิตร จากนั้นจึงไดน้ ามาขยายขนาดการเพาะเล้ียง
ในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ซ่ึงในการทดลองน้ีใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความ
เขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ซ่ึงในการทดลองมีปริมาตรท างานรวม 15 ลิตร อุณหภูมิการเพาะเล้ียง
เท่ากบั 37 องศาเซลเซียส ค่า pH เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 ความเร็วของใบพดัในการกวนผสมใน 6 ชัว่โมง
แรกเท่ากบั  200 รอบต่อนาที หลงัจากนั้นจะปรับเป็น 500 รอบต่อนาที อตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั  2 
ปริมาตรอากาศต่อปริมาตรอาหารต่อนาที  

 เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM โดยมี
เดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 20) พบวา่ มีการเจริญอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 14 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นอตัราการเจริญจะลดลง จนส้ินสุดการเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 16 มีค่าน ้าหนกั
เซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 43.45 กรัมต่อลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 89.50 เม่ือพิจารณาการ
เปล่ียนแปลงปริมาณน ้าตาล พบวา่ มีการลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 16 ชัว่โมง และเม่ือส้ินสุด
การเพาะเล้ียงมีปริมาณน ้าตาลคงเหลือเท่ากบั 49.13 กรัมต่อลิตร  
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ภาพท่ี 20 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 100 
    กรัมต่อลิตร ในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร  
 

 เม่ือพิจารณาค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. จากการ
เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 43.49 กรัมต่อลิตร อตัราการ
เจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.21 ต่อชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อสับสเตรทท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.85 
กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 3.11 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 3.63 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  

4.5 ผลการศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมกั 300 
ลติร 

จากการเพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงซ่ึงจากการทดลองใช้
เดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้สูงพบวา่มีประสิทธิภาพในการผลิตเซลลข์องเช้ือ Bacillus sp. ใหไ้ดค้วาม
เขม้ขน้สูง ในการเพาะเล้ียงระดบัถงัหมกัขนาด 30 ลิตร จากนั้นจึงไดน้ ามาขยายขนาดการเพาะเล้ียง
ในระดบัถงัหมกัขนาด 300 ลิตร เพื่อเป็นตน้แบบการเพาะเล้ียงในระดบัอุตสาหกรรมดว้ยเทคนิค
การเพาะเล้ียงแบบกะ ซ่ึงในการทดลองน้ีใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ซ่ึงในการ
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ทดลองมีปริมาตรท างานรวม 15 ลิตร อุณหภูมิของการเพาะเล้ียงเท่ากบั 37 องศาเซลเซียส ค่า pH 
เร่ิมตน้เท่ากบั 6.5 ความเร็วของใบพดัในการกวนผสมใน 6 ชัว่โมงแรกเท่ากบั 100 รอบต่อนาที 
หลงัจากนั้นปรับเป็น 300 รอบต่อนาที อตัราการให้อากาศเท่ากบั 2 ปริมาตรอากาศต่อปริมาตร
อาหารต่อนาที  

เม่ือพิจารณาการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM โดยมี
เดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร (ภาพท่ี 21) พบวา่ มีการเจริญอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 10 
ชัว่โมง หลงัจากนั้นอตัราการเจริญจะลดลง จนส้ินสุดการเพาะเล้ียงในชัว่โมงท่ี 12 มีค่าน ้าหนกั
เซลลแ์หง้สูงสุดเท่ากบั 47.03 กรัมต่อลิตร มีค่าการดูดกลืนแสงเท่ากบั 104.65 เม่ือพิจารณาการ
เปล่ียนแปลงปริมาณน ้าตาลกลูโคส พบวา่ มีการลดลงอยา่งรวดเร็วในช่วง 0 ถึง 12 ชัว่โมง และเม่ือ
ส้ินสุดการเพาะเล้ียงมีปริมาณน ้าตาลกลูโคสคงเหลือเท่ากบั 24.87 กรัมต่อลิตร  

เม่ือพิจารณาค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. จากการ
เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร พบวา่ มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 47.03 กรัมต่อลิตร อตัราการ
เจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.25 ต่อชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อสับสเตรทท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.63 
กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 3.92 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใช้
สับสเตรท (rs) เท่ากบั 6.26 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง  
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ภาพท่ี 21 การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัความเขม้ขน้ 100 
    กรัมต่อลิตร ในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร  
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บทที ่5 
อภปิรายและสรุปผลการทดลอง  

 
5.1 อภิปรายผลการทดลอง 

การศึกษาประสิทธิภาพของอาหารสูตร BPM ต่อการเจริญของเช้ือ Bacillus sp.  
อาหารเล้ียงเช้ือเป็นปัจจยัหลกัท่ีมีความส าคญัเป็นอยา่งมากต่อการเพาะเล้ียงเซลลใ์หไ้ด้

ความเขม้ขน้สูง รวมถึงการสร้างผลผลิตต่าง ๆ ซ่ึงโดยทัว่ไปอาหารเล้ียงเช้ือท่ีแบ่งตามส่วนผสม
หรือองคป์ระกอบของสารอาหารแบ่งออกไดเ้ป็น 3 ประเภท ไดแ้ก่ อาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่ทราบ
องคป์ระกอบทางเคมีแน่นอนทั้งชนิดและปริมาณ (Complex media หรือ Non-synthetic medium) 
อาหารเล้ียงเช้ือน้ีจะมีสารอินทรียม์ากมายท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่พืช หรือสัตว ์เช่น เปบโตน (peptone), 
สารสกดัจากยสีต ์(yeast extract), สารสกดัจากเน้ือ (beef extract) เป็นตน้ ประเภทท่ี 2 เป็นอาหาร
สังเคราะห์ (Synthetic media หรือ Chemically defined media) เป็นอาหารสังเคราะห์ท่ีทราบ
องคป์ระกอบทางเคมีท่ีแน่นอน ซ่ึงในการเตรียมอาหารแต่ละคร้ังจะไดอ้าหารท่ีมีองคป์ระกอบ
เหมือนเดิมทุกคร้ัง และประเภทท่ี 3 ไดแ้ก่ อาหารก่ึงสังเคราะห์ (Semi-define medium) ส าหรับการ
เพาะเล้ียงเพื่อผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงจะนิยมใชอ้าหารประเภทสังเคราะห์ (Shojaosadat et al., 
2008) โดยทัว่ไปในระดบัอุตสาหกรรมอาหารประเภทสังเคราะห์จะเป็นท่ีนิยมใชเ้น่ืองจากเป็น
อาหารท่ีมีองคป์ระกอบราคาถูก ประกอบไปดว้ยสารอาหารท่ีจ าเป็นต่อการเจริญของเช้ือ สามารถ
ควบคุมคุณภาพของกระบวนการใหค้งท่ี และเป็นไปตามเป้าหมายท่ีก าหนดไว ้  

อาหารสูตร NB นั้นท่ีใหผ้ลการเจริญค่อนขา้งดีเน่ืองจากคุณค่าทางอาหารเหมาะต่อการ
เจริญเติบโตของเช้ือ แต่ภายในอาหารสูตรน้ีไม่มีองคป์ระกอบของน ้าตาล ท าใหค้่าผลผลิตเซลลต่์อ
น ้าตาลท่ีใชไ้ปนั้นสูงผดิปกติ ซ่ึงสังเกตไดจ้ากค่าอตัราการใชน้ ้าตาลของอาหารสูตร NB ท่ีมี
ค่าประมาณ 0.01 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง หมายถึงวา่ไม่มีน ้าตาลเป็นองคป์ระกอบแต่ท่ีเช้ือเจริญได้
เน่ืองจากมีสารอาหารอยา่งอ่ืนทดแทน ทั้งจากเน้ือสกดั (beef extract) และเปบโตน ท่ีเป็นแหล่งของ
คาร์บอน ไนโตรเจนและวติามินต่าง ๆ เป็นตน้ ท าให้อาหาร NB เหมาะส าหรับการเพาะเล้ียง
แบคทีเรียทุกชนิด แต่เน่ืองจากอาหารสูตร NB เป็นอาหารประเภท complex medium เป็นอาหารท่ี
ไม่ทราบองคป์ระกอบท่ีแน่นอน รวมทั้งมีราคาแพงจึงไม่เหมาะท่ีจะน ามาใชใ้นการผลิตเซลล ์
Bacillus sp. เพื่อใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สูง เพราะอาหารท่ีเหมาะจะน ามาใชใ้นการเพาะเล้ียงใหไ้ดเ้ซลล์
ความเขม้ขน้สูงจะตอ้งเป็นอาหารสังเคราะห์ท่ีทราบองคป์ระกอบทางเคมีท่ีแน่นอนทั้งชนิดและ
ปริมาณ ซ่ึงเม่ือศึกษาอิทธิพลของสูตรอาหาร BPM ท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. เพื่อใหไ้ด้

2
8

2
0

5
1

4
6

9
1



B
U
U
 
i
T
h
e
s
i
s
 
5
9
9
1
0
0
0
6
 
t
h
e
s
i
s
 
/
 
r
e
c
v
:
 
0
1
0
8
2
5
6
3
 
1
5
:
0
2
:
1
3
 
/
 
s
e
q
:
 
3
5

 66 

ความเขม้ขน้สูงนั้นเทียบกบัอาหารสูตร NB และอาหารสูตร Schaeffer’s (Schaeffer et al., 1965) ท่ี
ใชเ้พาะเล้ียงแบคทีเรียสกุล Bacillus พบวา่ การเพาะเล้ียงโดยใชสู้ตร BPM มีประสิทธิภาพนอ้ยกวา่
อาหารสูตร NB คือมีปริมาณมวลเซลลจ์ากการเพาะเล้ียงนอ้ยกวา่อาหารสูตร NB ซ่ึงเป็นอาหารสูตร
มาตรฐานส าหรับการเพาะเล้ียงแบคทีเรีย ซ่ึงอาหารสูตร BPM มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 6.77 กรัม
ต่อลิตร มวลเซลลข์องอาหารสูตร NB เท่ากบั 8.50 กรัมต่อลิตร มีอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) จาก
อาหารสูตร BPM เท่ากบั 0.12 และอาหารสูตร NB เท่ากบั 0.25 ต่อชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อ
น ้าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) ของอาหาร BPM เท่ากบั 0.83 และอาหาร NB เท่ากบั 79.50 กรัมต่อกรัม อตัรา
การสร้างมวลเซลล ์(rx) ของอาหาร BPM เท่ากบั 0.75 และ NB เท่ากบั 0.94 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง 
อตัราการใชน้ ้าตาล (rs) ของอาหาร BPM เท่ากบั 0.91 และอาหาร NB เท่ากบั 0.00 กรัมต่อลิตรต่อ
ชัว่โมง (ตารางท่ี 1) ตามล าดบั เม่ือพิจารณาแลว้อาหารสูตร BPM นั้นใหผ้ลการเจริญดีใกลเ้คียงกบั
อาหาร NB ซ่ึงมีรายงานการน าอาหารสูตร BPM ไปใชใ้นการเพาะเล้ียง เช่น น าไปเพาะเล้ียงเพื่อ
ผลิตเซลลค์วามเขม้สูงของเช้ือแบคทีเรียแกรมลบ คือ E. coli นอกจากนั้นยงัสามารถน าไปเพาะเล้ียง
เช้ือยสีต ์Saccharomyces cerevisiae ซ่ึงใหผ้ลท่ีมีประสิทธิภาพต่อการเพาะเล้ียงเป็นอยา่งดี        
(ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) นอกจากนั้นยงัมีการน าอาหารสูตร BPM มาท าการดดัแปลงเพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพการผลิตเอนไซมโ์ปรติเอสจาก Bacillus cohnii ท่ีคดัแยกมาจากดิน ซ่ึงผลท่ีไดคื้อ
อาหารสูตรน้ีมีประสิทธิภาพส่งเสริมใหมี้อตัราการเจริญจ าเพาะ 0.124 ต่อชัว่โมง อตัราจ าเพาะของ
การสร้างเอนไซม ์(Yp) เท่ากบั 1.785 U/g.cell.h และใหอ้ตัราการสร้างเอนไซมสู์งสุดเท่ากบั 0.396 
U/ml/h (กญัญาวร์ี คูค  า, 2561)  

เม่ือเปรียบเทียบการเจริญของเช้ือ Bacillus sp. ในการเพาะเล้ียงในอาหารสูตร BPM และ 
Schaeffer’s พบวา่ อาหารสูตร BPM มีประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. สูงกวา่อาหาร
สูตร Schaeffer’s เม่ือพิจารณามวลเซลล ์(x) อาหารสูตร BPM เท่ากบั 6.77 กรัมต่อลิตร และอาหาร
สูตร Schaeffer’s เท่ากบั 4.30 กรัมต่อลิตร และเม่ือพิจารณาค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์การเจริญ
แลว้ พบวา่อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) ของอาหารสูตร BPM เท่ากบั 0.12 ต่อชัว่โมง อาหารสูตร 
Schaeffer’s เท่ากบั 0.06 ต่อชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อน ้ าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.83 และ 1.02 
กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.75 และ 0.24 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง อตัราการใช้
น ้าตาล (rs) เท่ากบั 0.91 และ 0.23 กรัมต่อลิตรต่อช่วโมง ตามล าดบั (ตารางท่ี 1) ตามล าดบั ซ่ึงมี
ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P< 0.05) ซ่ึงเม่ือพิจารณาค่าต่าง ๆ เหล่าน้ีแลว้อาหารท่ีมีความ
เหมาะสมในการน ามาใชผ้ลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงแลว้จะไดว้า่อาหารสูตร BPM เป็นอาหารท่ี
เหมาะสมกวา่อาหารสูตร Schaeffer’s นอกจากจะใหค้่าสูงกวา่แลว้ยงัพบวา่องคป์ระกอบของสูตร
อาหารท่ีเป็นธาตุอาหารหลกัมีเหมือนกนั แต่ท่ีต่างกนัคือในสูตรอาหาร BPM จะมีธาตุอาหารเสริม
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ค่อนขา้งหลายชนิดซ่ึงใส่ในปริมาณท่ีนอ้ยแต่ส่งผลใหก้ารเจริญ Bacillus sp. มีประสิทธิภาพดีกวา่
อาหารสูตร Schaeffer’s และดว้ยอาหารสูตร BPM เป็นอาหารประเภทสังเคราะห์มีขอ้ดีคือ 
สารอาหารราคาถูก มีปริมาณของสารอาหารท่ีแน่นอน สามารถน าไปปรับปรุงเพื่อเพิ่มการผลิตหรือ
เพาะเล้ียงจุลินทรียไ์ดห้ลากหลายชนิด จึงเลือกอาหาร BPM มาใชใ้นการผลิตเซลล ์Bacillus sp. ท่ี
ความเขม้ขน้สูง  

 
การศึกษาประสิทธิภาพของการใช้เดกซ์ตรินจากการย่อยแป้งมันส าปะหลงัเป็นแหล่ง

คาร์บอนในอาหารสูตร BPM ต่อการเจริญของเช้ือ Bacillus sp.  
ปัจจยัท่ีส่งผลต่อการผลิตมวลเซลลข์องจุลินทรีย ์คือ องคป์ระกอบของสารอาหารเพาะเล้ียง 

แหล่งคาร์บอน แหล่งของไนโตรเจน และสภาวะของการเจริญเติบโต เช่นความเขม้ขน้ของ
ออกซิเจนอ่ิมตวัท่ีละลายได ้(dissolved O2 concentration) ค่าความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ การกวน
ผสม และแรงเฉือนใบพดั โดยเฉพาะแหล่งของคาร์บอนเป็นปัจจยัท่ีส าคญัมาก ดงันั้นการเลือกใช้
แหล่งคาร์บอนจึงมีความส าคญัท่ีส่งเสริมการเจริญและผลผลิตใหป้ระสบความส าเร็จตามเป้าหมาย 
แหล่งคาร์บอนท่ีนิยมใชท้ัว่ไปมกัจะใช ้น ้าตาลกลูโคส แต่เน่ืองจากน ้าตาลกลูโคสทางการคา้มีราคา
แพง และปัญหาการคัง่ของกลูโคส (Crab-tree effect)  ซ่ึงจะส่งผลต่อการเพาะเล้ียงเช้ือจุลินทรียโ์ดย
การยบัย ั้งการเจริญดว้ย ดงันั้นจึงมีการพฒันาและคิดคน้หาแหล่งคาร์บอนจากธรรมชาติมาใช้
ทดแทน แหล่งคาร์บอนจากวสัดุทางธรรมชาติเป็นท่ีนิยมมากท่ีสุดเพื่อเป็นแหล่งคาร์บอนในการ
กระบวนการผลิตทางชีวภาพ คือ แป้งต่าง ๆ เช่น แป้งสาลี แป้งมนั แป้งมนัส าปะหลงั ซ่ึงแป้งเหล่าน้ี
จะถูกใชใ้นรูปท่ีถูกไฮโดรไลซ์ดว้ยกรดเจือจางและเอนไซมเ์พื่อใหไ้ดก้ลูโคสท่ีหลากหลาย แต่การท่ี
ไฮโดรไลซ์ดว้ยกรดอาจไดผ้ลิตภณัฑท่ี์เป็นพิษซ่ึงอาจไม่เหมาะสมส าหรับบางกระบวนการท่ี
จ าเพาะ (สุชาดา จนัทร์ประทีป นภาธร, 2559) จึงนิยมใชเ้อนไซมย์อ่ยแทนกรด ปัจจุบนัน ้าตาลท่ีมา
จากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นท่ีน่าสนใจในการน ามาศึกษาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ คือ เดกซ์ตริน ซ่ึงเดกซ์ตรินเป็นโอลิโกเมอร์ท่ีประกอบดว้ยโมเลกุลของกลูโคส
เช่ือมต่อกนัดว้ยจ านวนท่ีไม่แน่นอนในแต่ละสาย ซ่ึงเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัจะ
ยอ่ยดว้ยเอนไซมอ์ะไมเลส และจะถูกยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) ซ่ึงจาก
รายงานการใชเ้ดกซ์ตรินเทียบกบัการใชก้ลูโคสจากทางการคา้ในการเพาะเล้ียง E. coli  พบวา่    
เดกซ์ตรินมีประสิทธิภาพดีกวา่กลูโคสทางการคา้เป็นแหล่งคาร์บอน เน่ืองจากเดกซ์ตรินจะค่อย ๆ 
ถูกยอ่ยใหเ้ป็นกลูโคสจึงลดปัญหาการคัง่ของกลูโคสท าให้จุลินทรียส์ามารถเจริญเติบโตไดต้ลอด 
(ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556)  
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แหล่งคาร์บอนท่ี Bacillus sp. สามารถใชใ้นการเจริญเติบโตและสร้างผลิตภณัฑต่์าง ๆ ไดมี้
หลายชนิด ซ่ึงมีรายงานดงัต่อไปน้ี น ้าตาลกลูโคส (Tian et al., 2016) Cellulose (Zhang, 
Sathitsuksanoh, Zhu & Percival Zhang,  2011) แป้ง (starch), ไกลโคเจน (glycogen), cellobiose, 
maltohexaose-maltopeptaose, malttote triose และ maltotriose   อะราบิโนส (arabinose), ไซโลส 
(xylose), แรมโนส (rhamnose), ฟรักโทส (fructose), แมนโนส (mannose), ซอโบส (sorbose), 
ซูโครส (sucrose), ทรีฮาโลส (trehalose), แลคโตส (lactose), มอสโตส (maltose), แรมฟิโนส 
(raffinose), อิโนซิทอล (inositol), อินนูลิน (inulin) (Bezbaruah, Gogoi & Pillai,  1994) ชานออ้ย
ไฮโดรไลเซท (sugarcane bagasse), หญา้ไฮโดรไลเซท (Bocchini, Oliveira, Gomes & Silva, 2005) 
เปลือกกุง้ เปลือกปู (Chang, Chen & Wang, 2003) เปลือกหอย (Chang et al., 2009) และ           
เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั (กญัญาวีร์ คูค  า, 2561) 

จากผลการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงักบั
กลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอนส าหรับการผลิต
เซลล ์Bacillus sp. ท่ีความเขม้ขน้สูง พบวา่ การใชเ้ดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนมีประสิทธิภาพสูง
กวา่การใชแ้หล่งของคาร์บอนจากกลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั ซ่ึงมี
ค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 12.93, 5.13 และ 4.70 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั และเม่ือพิจารณาค่าตวัแปร
จลนพลศาสตร์การเจริญอ่ืน ๆ พบวา่ อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.18, 0.15 และ 0.05 ต่อ
ชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อน ้าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.57, 0.45 และ 0.29 กรัมต่อกรัม อตัราการ
สร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 0.72, 0.57 และ 0.52 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชน้ ้าตาล (rs) 
เท่ากบั 0.99, 0.94 และ 0.68 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง (ตารางท่ี 2) ตามล าดบั ซ่ึงเม่ือพิจารณาค่าตวัแปร
ทางจลนพลศาสตร์การเจริญเหล่าน้ี ก็จะเห็นไดว้า่เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็น
แหล่งคาร์บอนใหป้ระสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. เพื่อผลิตเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้
สูงมากกวา่การใชก้ลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน มี
ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05)  

Bacillus sp. สามารถเจริญเติบโตไดดี้ในอาหารท่ีมีเดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั
เป็นแหล่งคาร์บอนอยา่งชดัเจน แตกต่างจากการใชก้ลูโคสทางการคา้และกลูโคสจากการยอ่ยแป้ง
มนัส าปะหลงัเป็นแหล่งคาร์บอน ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัของ ขวญัฤทยั มาลยัเรือง (2556) ท่ีมีการ
น าเดกซ์ตรินท่ีมาจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัมาใชใ้นการเพาะเล้ียง E. coli เพื่อผลิตเซลลค์วาม
เขม้ขน้สูงและใหผ้ลไดเ้ซลลสู์งอยา่งมีประสิทธิภาพ  เช่นเดียวกบั กญัญาวีร์ คูค  า (2561) ท่ีใช ้    
เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัในการเพาะเล้ียง B. cohnii ในการเพาะเล้ียงเพื่อผลิต
เอนไซมโ์ปรติเอสซ่ึงใหผ้ลดี การท่ีเช้ือสามารถใชเ้ดกซ์ตรินไดดี้นั้นเน่ืองมาจากเช้ือแบคทีเรียสกุล 
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Bacillus นั้นเป็นกลุ่มท่ีสามารถสร้างเอนไซมไ์ดห้ลากหลายชนิดซ่ึงส่วนใหญ่เป็นเอนไซมท่ี์มี
ประโยชน์และใชใ้นอุตสาหกรรม ซ่ึงมีรายงานเก่ียวกบัการผลิตเอนไซม ์อาทิเช่น เอนไซมอ์ะไมเลส 
(amylase) ทั้งชนิด แอลฟาและเบตา้ จาก B. coagulans, B.subtilis, B. mesentericus, B. vulgatus, B. 
gavealeus, B. polymyxa, B. mycoides, B. aterimus, B. megaterium และ B. licheniformis  (Babu & 
Satyanarayana, 1995; Raul, Biswas, Mukhopadhyay, Kumar Das, & Gupta, 2014) เอนไซม ์      
โปรติเอส (Protease) และเอนไซมไ์ลเปส (Lipase) จาก B. subtilis (Barros, Simiqueli, de Andrade, 
& Pastore, 2013) เอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (Glucoamylase) จาก thermophilic Bacillus sp. (Gill & 
Kaur, 2004) นอกจากนั้นยงัพบรายงานการผลิตเอนไซมพ์ลูลูลาเนส (Pullulanase) จาก 
thermophilic Bacillus sp. AN-7 (Kunamneni & Singh, 2006) ซ่ึงถือวา่มีความส าคญัมากเม่ือ
วเิคราะห์ถึงกระบวนการการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัแลว้จะพบวา่ตอ้งใชเ้อนไซมแ์อลฟาอะไมเลสใน
การยอ่ยในรอบแรกจะไดเ้ป็นเดกซ์ตรินซ่ึงจะมีค่า DE หรือค่าสมมูลเด็กซ์โทรส มีค่าอยูร่ะหวา่ง      
5 – 20 จากนั้นจะถูกยอ่ยต่อดว้ยเอนไซมก์ลูโคอะไมเลสจึงไดเ้ป็นกลูโคส ในบางคร้ังใน
กระบวนการน้ีอาจจะใชเ้บตา้อะไมเลสหรือพลูลูลาเนสร่วมดว้ยเน่ืองจากเอนไซมท์ั้งสองชนิดจะ
ช่วยตดัพนัธะก่ิงของเดกซ์ตรินในสั้นลงใหเ้ป็นกลูโคสไดเ้ช่นกนั ดว้ยเหตุน้ีการเพาะเล้ียง       
Bacillus sp. ดว้ยเดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนจึงมีประสิทธิภาพดีกวา่ แหล่งคาร์บอนชนิดอ่ืน  

 
การศึกษาการใช้เดกซ์ตรินที่มีความเข้มข้นสูงในการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. ด้วยเทคนิคการ

เพาะเลีย้งแบบกะในถังหมักขนาด 5 ลติร 

จากการศึกษาการใชเ้ดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงัในการเพาะเล้ียงเช้ือ     
Bacillus sp. ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงสูง ซ่ึงการเพาะเล้ียงจุลินทรียเ์พื่อผลิตเซลลใ์หไ้ด้
ความเขม้ขน้สูงนั้น ตามหลกัการการผลิตนั้นจะตอ้งใชแ้หล่งคาร์บอนท่ีความเขม้ขน้สูงเช่นเดียวกนั 
ดงัแสดงจากสมการ(Stanbury, Whitaker & Hall, 1995) ดงัน้ี  

C-source + N-source + O2 + other requirement --> biomass + Products + CO2 + H2O + Heat  

ซ่ึงเม่ือพิจารณาจากสมการ พบวา่ปัจจยัท่ีส าคญัของการผลิตมวลเซลลม์าจากแหล่ง
คาร์บอนเป็นหลกั เน่ืองจากเม่ือวเิคราะห์องคป์ระกอบของชีวมวลจุลินทรียต่์าง ๆ และ Bacillus sp. 
จากการเพาะเล้ียงพบวา่ประกอบดว้ยคาร์บอนมากสุดประมาณร้อยละ 50 ถึง 70 ข้ึนอยูก่บัชนิดของ
จุลินทรียท่ี์แตกต่างกนั  (Bunch, 1994) แต่ปัญหาของการผลิตมวลเซลลใ์หไ้ดค้วามเขม้ขน้สูงคือ
จุลินทรียมี์ขอ้จ ากดัของการใชค้าร์บอน เช่น การเพาะเล้ียง E. coli  ถึงแมว้า่จะท าใหส้ภาวะต่าง ๆ 
ในการเพาะเล้ียงใหเ้หมาะสมหรือเพียงพอเพียงใด E. coli ก็สามารถเจริญไดใ้นกลูโคสไดเ้พียงความ
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เขม้ขน้ท่ี 50 กรัมต่อลิตร หากสูงเกินจากน้ีจะส่งผลท าใหเ้กิดการคัง่ของกลูโคส และมีผลไปยบัย ั้ง
การเจริญเติบโต (Shiloach and Fass, 2005) ดงันั้นเม่ือมีขอ้จ ากดัของความเขม้ขน้ของแหล่ง
คาร์บอนจึงมีการทดลองหาความเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมและเพิ่มความเขม้ขน้ให้
สูงข้ึนเพื่อเพิ่มปริมาณมวลเซลลใ์หสู้งข้ึน  

แหล่งคาร์บอนท่ีมีประสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงเพื่อเพิ่มผลผลิตมวลเซลลไ์ดสู้งสุด จาก
การเปรียบเทียบกบัแหล่งคาร์บอนอ่ืน ๆ  คือ เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั โดย    
Bacillus sp. สามารถจะเจริญไดดี้ในอาหารท่ีมีเดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนไดม้ากสุดถึง 100 กรัม
ต่อลิตร และใหผ้ลดีท่ีสุดเม่ือเทียบกบัการใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 20 และ 40 กรัมต่อลิตร ซ่ึง
พิจารณาไดจ้ากค่ามวลเซลลท่ี์ไดแ้ละค่าตวัแปรทางจลนพลศาสตร์ของการเจริญอ่ืน ๆ ซ่ึงท่ีความ
เขม้ขน้ 20, 40 และ 100 กรัมต่อลิตร มีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 4.13, 23.10 และ 31.98 กรัมต่อลิตร 
คิดจากน ้าหนกัเซลลแ์หง้ อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.04, 0.16 และ 0.19 ต่อชัว่โมง ค่าการ
สร้างมวลเซลลต่์อน ้าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.25, 0.58 และ 0.45 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวล
เซลล ์(rx) เท่ากบั 0.17, 1.29 และ 1.33 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชน้ ้าตาล (rs) เท่ากบั 
0.69, 2.21 และ 2.96 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง (ตารางท่ี 3) เม่ือพิจารณาค่าดงักล่าวแลว้ท าใหเ้ห็นวา่
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงท่ี 12 ชัว่โมงนั้นค่าของความเขม้ขน้ท่ี 40 กรัมต่อลิตร และ 100 กรัมต่อ
ลิตรมีค่าใกลเ้คียงกนั แต่เม่ือพิจารณาค่าอตัราการใชน้ ้าตาลและน ้าตาลคงเหลือของการใชเ้ดกซ์ตริน 
ความเขม้ขน้ท่ี 100 กรัมต่อลิตร ก็พบวา่อตัราการใชน้ ้าตาลสูงและเหลือน ้าตาลในการเพาะเล้ียง
แสดงใหเ้ห็นวา่เช้ือยงัคงสามารถเจริญต่อไดอี้ก และยงัมีค่ามวลเซลลท่ี์สูงสุดดว้ย เช่นเดียวกบัการ
ทดลองเพาะเล้ียง Kluyveromyces marxianus SS106 ท่ีมีการใชเ้ดกซ์ตรินเพื่อเป็นแหล่งของคาร์บอน
ซ่ึงใหป้ระสิทธิภาพในการเพาะเล้ียงดีและมีปริมาณเซลลท่ี์ใหค้วามเขม้ขน้สูง (Malairuang, 
Krajang, Rotsattarat, Chamsart, 2020) 

การท่ี Bacillus sp. สามารถเจริญเติบโตไดใ้นเดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตรได ้
เน่ืองจากเดกซ์ตรินนั้นจะค่อย ๆ ถูกยอ่ยไปเป็นกลูโคสโมเลกุลเดียวไดจ้ากเอนไซมช์นิด อะไมเลส 
กลูโคอะไมเลส และพูลลูลาเนสท่ีถูกผลิตออกมาจากเซลล ์Bacillus sp. ตามระยะเวลาการเจริญของ
เช้ือ จากนั้นกลูโคสจะค่อย ๆ ถูกล าเลียงเขา้เซลลด์ว้ยกระบวนการล าเลียงสารเขา้เซลลผ์า่นทางเยือ่
หุม้โปรตีนซ่ึง Bacillus sp. จะล าเลียงกลูโคสผา่นระบบ  glucose-specific PTS permease (IIC-
BAGlc)  และ hexose/H+ symporter (GlcP) (Jahreis, Pimentel-Schmitt, Bruckner & Titgemeyer, 
2008) จากนั้นกลูโคสจะถูกน าไปใชส้ร้างพลงังานในรูปแบบของ ATP อีกส่วนหน่ึงจะน าไป
สังเคราะห์โปรตีน FtsZ หรือ Filamenting – temperature sensitive mutant Z ซ่ึงเป็นโปรตีนเก่ียวกบั
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การแบ่งเซลล ์(Sekar et al., 2018) เพื่อเพิ่มจ านวนของเซลลท์  าใหไ้ม่เกิดปรากฏการณ์การคัง่ของ
กลูโคส 

โดยทัว่ไปเทคนิคท่ีใชส้ าหรับการเพาะเล้ียงเซลลแ์บคทีเรียความเขม้ขน้สูง ส่วนใหญ่นิยม
ใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบเติมกะ (fed-batch) เป็นการเพาะเล้ียงท่ีมีการเติมอาหารเล้ียงเช้ือเป็นคร้ัง
คราวหรือต่อเน่ืองโดยไม่มีการน าอาหารออกจนกวา่จะส้ินสุดการเพาะเล้ียงและเก็บเก่ียวเพียงคร้ัง
เดียว (วิเชียร กิจปรีชาวนิช, 2562) แต่เน่ืองจากมีกระบวนการท่ีซบัซอ้น ยุง่ยาก และการค านวณ
อตัราการเจริญท่ีอาจจะไม่เหมาะสม ท าใหเ้กิดสภาวะท่ีขาดแคลนแหล่งอาหาร การเจือจางท่ีมาก
จนเกินไป ระยะเวลาเพาะเล้ียงท่ียาวนาน เส่ียงต่อการปนเป้ือนสูง และค่าใชจ่้ายของเคร่ืองมือท่ี
เพิ่มข้ึน และเม่ือพิจารณาการเพาะเล้ียงแบบกะ (Batch) ซ่ึงเป็นการเพาะเล้ียงเช้ือในอาหารเหลวท่ีมี
การเติมเช้ือเร่ิมตน้ จากนั้นท าการเพาะเล้ียง และเก็บเก่ียวเพียงคร้ังเดียวเม่ือส้ินสุดการเพาะเล้ียง การ
เพาะเล้ียงเช่นน้ีเป็นการเพาะเล้ียงแบบมาตรฐานท่ีสะดวก การเพาะเล้ียงในถงัหมกัแบบน้ีสามารถจะ
ควบคุมปัจจยัทางกายภาพได ้คือ ความเป็นกรด-ด่าง อุณหภูมิ ออกซิเจนท่ีละลายน ้า การใหอ้ากาศ 
การกวน และการป้องกนัการเกิดฟอง (วิเชียร กิจปรีชาวนิช, 2562)  

เม่ือพิจารณาเปรียบเทียบดงัตารางท่ี 4 แสดงเห็นไดว้า่การใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ
ดว้ยกนั ซ่ึงโดยทัว่ไปแลว้จะใชใ้นการผลิตเซลลค์่อนขา้งไดค้วามเขม้ขน้ท่ีต ่า และความเขม้ขน้ของ
แหล่งคาร์บอนท่ีใชน้ั้นก็มีขอ้จ ากดัไม่สามารถใชแ้หล่งคาร์บอนความเขม้ขน้สูง ๆ ได ้หากใชแ้หล่ง
คาร์บอนสูงเกินไปก็จะมีผลไปยบัย ั้งการเจริญ ดงันั้นการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะร่วมกบั
แหล่งของคาร์บอนความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมก็จะสามารถท าใหจุ้ลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้ แต่เม่ือ
ตอ้งการเซลลค์วามเขม้ขน้สูงก็จะตอ้งใชค้วามเขม้ขน้ของแหล่งคาร์บอนสูงเช่นกนั ซ่ึงการใช ้   
เดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 40 ถึง 100 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนนั้น ใหผ้ลการเจริญของเช้ือ 
Bacillus sp. ไดดี้เม่ือเทียบกบัผลจากรายงานการเพาะเล้ียงอ่ืน ๆ  
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เม่ือเปรียบเทียบประเภทการเพาะเล้ียงแบบกะและแบบเติมกะ จากตารางท่ี 4  แลว้ พบวา่

การเพาะเล้ียงแบบเติมกะให้ผลผลิตเซลลค์่อนขา้งสูงกวา่กการเพาะเล้ียงแบบกะรวมทั้งผลจากการ
วจิยั แต่เม่ือเม่ือเทียบระยะเวลาของการผลิต พบวา่การเพาะเล้ียงแบบเติมกะจะใชเ้วลาในการ
เพาะเล้ียงยาวนานกวา่แบบกะ ซ่ึงค่าใชจ่้ายก็จะเพิ่มมากข้ึนต่อการเพาะเล้ียง และหากศึกษาความ
เป็นไปไดใ้นการพฒันากระบวนการผลิตสู่ระดบัอุตสาหกรรมแลว้การเพาะเล้ียงแบบกะมีความ
ไดเ้ปรียบคือ ใชเ้วลาการเพาะเล้ียงท่ีสั้นกวา่  ระบบการเพาะเล้ียงท่ีป้องกนัการปนเป้ือนท่ีดีกวา่ 
สามารถควบคุมการผลิตท่ีง่าย และค่าใชจ่้ายท่ีนอ้ยกวา่ อีกทั้งการใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะท่ีมี
การใชเ้ดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนก็ส่งเสริมใหมี้การผลิตมวลเซลลสู์งไดเ้ช่นกนั  

การศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมักขนาด 30 ลติร  

จากการศึกษาการขยายการเพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อเป็นการศึกษาความเป็นไปไดใ้นการ
ขยายขนาดการผลิตไปสู่ระดบัโรงงานตน้แบบขนาดถงัหมกั 30 ลิตร ปริมาตรในการท างาน 15 ลิตร 
ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ใชเ้ดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน 
โดยใชส้ภาวะการเพาะเล้ียงเช่นเดียวกบัในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร คือ ค่าความเป็นกรด-ด่าง เท่ากบั 
6.5 ปริมาณออกซิเจนท่ีละลายน ้าได ้เท่ากบั 2 ปริมาตรของอากาศต่อปริมาตรอาหารเพาะเล้ียงต่อ
นาที (vvm) ความเร็วของใบพดัในระยะแรกจะใชค้วามเร็ว เท่ากบั 200 รอบต่อนาที ไปจนถึง 6 
ชัว่โมง เปล่ียนเป็น 500 รอบต่อนาที ใชอ้ตัราการกวนของใบพดัเท่ากบั 200 รอบต่อนาที ทั้งน้ี
เน่ืองจากในระยะแรกของการเติมหวัเช้ือลงในถงัหมกัตั้งแต่ 0 ถึง 6 ชัว่โมง ซ่ึงยงัเป็นช่วงการ
ปรับตวัใหส้ามารถใชอ้าหารใหม่ได ้จึงยงัคงมีการเจริญในระดบัต ่าอยู ่ความตอ้งการใชอ้อกซิเจน
นอ้ย และเม่ือเช้ือมีอตัราการเจริญท่ีเพิ่มข้ึน ความตอ้งการใชอ้อกซิเจนจึงเพิ่มข้ึนตาม จึงมีการปรับ
ความเร็วของใบพดัเป็น 500 รอบต่อนาที เพื่อเป็นการเพิ่มอากาศจากการกวน ท าใหมี้ปริมาณ
ออกซิเจนเพียงพอต่อความตอ้งการส าหรับการเจริญเติบโตของเช้ือ Bacillus sp. ซ่ึงพบวา่การเจริญ 
Bacillus sp. ในถงัหมกัขนาด 30 ลิตรน้ีมีการเจริญเติบโตท่ีดี เห็นไดจ้ากค่าตวัแปรทางจลน์
พลศาสตร์การเจริญ ท่ีมีค่ามวลเซลล ์(x) เท่ากบั 43.49 กรัมต่อลิตร ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) 
เท่ากบั 0.21 ต่อชัว่โมง ผลผลิตมวลเซลลต่์อน ้าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.85 กรัมต่อกรัม อตัราการ
การสร้างมวลเซลล ์(rx) เท่ากบั 3.11 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และอตัราการใชน้ ้าตาล (rs) เท่ากบั 3.63 
กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง เม่ือเปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร พบวา่
การเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร มีประสิทธิภาพสูงกวา่ถงัหมกัขนาด 5 ลิตร ให้ผลผลิตมวล
เซลลสู์งข้ึนคิดเป็นร้อยละ 35.99  เน่ืองจากถงัหมกัขนาด 30 ลิตร มีระบบการกวนผสมท่ีดีส่งผลให้
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มีปริมาณออกซิเจนท่ีเพียงพอและยงัลดการรวมกลุ่มของเซลลท่ี์ส่งผลใหเ้กิดตะกอน นอกจากน้ี
สภาวะการเพาะเล้ียงก็มีความเหมาะสม จึงมีความเป็นไปไดใ้นการขยายขนาดการเพาะเล้ียงใน
ระดบั 30 ลิตร ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกบัรายงานการวจิยัของ Kanjanachumpol และคณะ (2013) ท่ีท า
การเพาะเล้ียง B. megaterium โดยใชก้ากน ้าตาลในการเพาะเล้ียงท่ีความเขม้ขน้ 60 กรัมต่อลิตร ใน
ถงัหมกัขนาด 10 ลิตร ดว้ยการเพาะเล้ียงแบบกะ ใหผ้ลมวลเซลลเ์ท่ากบั 32.48 กรัมต่อลิตร การ
สร้างมวลเซลลต่์อการใชน้ ้าตาล เท่ากบั 0.67 กรัมต่อกรัม คิดเป็นร้อยละผลผลิตเม่ือขยายขนาดจาก
ถงัหมกั 5 ลิตร เป็น 10 ลิตร ใหผ้ลผลิตมวลเซลลร้์อยละ 9.5 ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบค่าตวัแปรต่าง ๆ 
แลว้ พบวา่ผลของการเพาะเล้ียงท่ีไดมี้ประสิทธิภาพสูงกวา่ เช่นเดียวกบัรายงานวจิยัของ Huang, 
Ridgway, Gu, and Moo-Young, (2004) ท่ีท าการเพาะเล้ียง B. subtilis ATCC 31784 ดว้ยเทคนิคการ
เพาะเล้ียงทั้งแบบกะและแบบเติมกะ ซ่ึงแบบกะใชน้ ้าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ 8 กรัมต่อลิตร ในถงั
หมกัขนาด 22 ลิตร ซ่ึงใหม้วลเซลลสู์งสุดเท่ากบั 2.3 กรัมต่อลิตร ท่ีเวลา 14 ชัว่โมง และการ
เพาะเล้ียงแบบเติมกะโดยใชค้วามเขม้เขน้ของน ้าตาลกลูโคสเร่ิมตน้ท่ี 4.5 กรัมต่อลิตร จากนั้นก็มี
การเติมกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 500 กรัมต่อลิตร เพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 22 ลิตร พบวา่ไดเ้ซลล์
สูงสุดเท่ากบั 17.6 กรัมต่อลิตร ท่ี 28 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียง และเม่ือเปรียบเทียบกบังานวจิยัของ 
Yang และคณะ (2012) ท่ีเพาะเล้ียง B. amyloliquefaciens  โดยใชน้ ้าตาลกลูโคสความเขม้ขน้ 60 
กรัมต่อลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร ใหม้วลเซลลค์วามเขม้ขน้
สูงสุดประมาณ 7 ถึง 8 กรัมต่อลิตร ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกนัแลว้พบวา่การเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ย
เดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอนในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร มี
ประสิทธิภาพสูงกวา่รายงานวจิยัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ทั้งรูปแบบของการเพาะเล้ียงและความสามารถใน
การใชเ้ดกซ์ตรินของ Bacillus sp. และสภาวะการเพาะเล้ียงท่ีมีความเหมาะสม  

การศึกษาการขยายขนาดการเพาะเลีย้ง Bacillus sp. แบบกะทีร่ะดับถังหมักขนาด 300 ลติร  
จากการศึกษาการขยายขนาดการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ทั้งขนาดถงัหมกั 5 ลิตร และ 30 

ลิตร ซ่ึงสามารถผลิตมวลเซลลข์อง Bacillus sp. ไดค้วามเขม้ขน้สูง จึงไดศึ้กษาความเป็นไปไดใ้น

การขยายขนาดการผลิตในระดบัโรงงานตน้แบบ โดยใชถ้งัหมกัขนาด 300 ลิตร ปริมาตรการท างาน 

200 ลิตร ร่วมกบัการใชแ้หล่งคาร์บอนจากเดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร โดยทัว่ไปแลว้

การขยายขนาดการผลิตเพื่อเป็นตน้แบบของการผลิตในระดบัอุตสาหกรรม มีวธีิการเดียว คือ การ

ขยายขนาดถงัหมกัซ่ึงจะตอ้งพิจารณาความคลา้ยคลึงทางเรขาคณิตและสภาวะการท างานคลา้ยกนั 

โดยท่ีถงัเพาะเล้ียงแบบกะเป็นถงัหมกัท่ีง่ายต่อการขยายขนาด และมีการน ามาใชม้ากท่ีสุดใน

อุตสาหกรรมต่าง ๆ เช่น การผลิตสารเคมี และผลิตภณัฑ์ต่าง ๆ นอกจากรูปทรงแลว้ค่าสภาวะการ
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เพาะเล้ียงก็เป็นปัจจยัส าคญัท่ีจะท าใหก้ารเพาะเล้ียงนั้นประสบความส าเร็จตามวตัถุประสงคข์อง

การผลิตนั้น ๆ ได ้ซ่ึงการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ภายในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร มีสภาวะการ

เพาะเล้ียงดงัน้ี ค่าความเป็นกรด ด่าง เท่ากบั 6.5 อตัราการใหอ้ากาศเท่ากบั 2 ปริมาตรอากาศต่อ

ปริมาณอาหารเพาะเล้ียงต่อนาที อตัราการกวนผสมความเร็วของใบพดัเท่ากบั 100 รอบต่อนาที 

ภายใน 6 ชัว่โมงแรก จากนั้นปรับความเร็วเพิ่มเป็น 300 รอบต่อนาที จนส้ินสุดการเพาะเล้ียง ให้

ผลผลิตมวลเซลล ์(x) สูงถึง 47.03 กรัมต่อลิตร อตัราการเจริญจ าเพาะ (µ) เท่ากบั 0.25 ต่อชัว่โมง 

ผลผลิตมวลเซลลต่์อน ้าตาลท่ีใชไ้ป (Yx/s) เท่ากบั 0.63 กรัมต่อกรัม อตัราการสร้างมวลเซลล ์(rX) 

เท่ากบั 3.92 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง และ (rS) เท่ากบั 6.26 กรัมต่อลิตรต่อชัว่โมง เม่ือเทียบกบัถงัหมกั

ขนาด 5 ลิตร และ 30 ลิตร พบวา่การเพาะเล้ียงในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร มีประสิทธิภาพสูงกวา่การ

เพาะเล้ียงในถงัหมกัทั้งสองขนาด และเม่ือเทียบกบัรายงานการวจิยัของ Kanjanachumpol และคณะ 

(2013) เพาะเล้ียง B. megaterium โดยใชก้ากน ้าตาลเป็นแหล่งของคาร์บอนความเขม้ขน้ 60 กรัมต่อ

ลิตร ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 90 ลิตร ใหผ้ลการผลิตมวลเซลล ์35.60 กรัม

ต่อลิตร และงานวจิยัของ  Gao และคณะ (2014) ท่ีท าการเพาะเล้ียง B. velezensis  โดยใชแ้หล่งของ

คาร์บอนจากแกลบความเขม้ขน้ 50 กรัมต่อลิตร โดยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ในถงัหมกัขนาด 

100 ลิตร ใหผ้ลผลิตมวลเซลล ์เท่ากบั 1.46 กรัมต่อลิตร และในงานวจิยัของ Jo และคณะ (2008) 

เพาะเล้ียง  B. amyloliquefaciens  โดยใชแ้หล่งของคาร์บอนจากกลูโคสความเขม้ขน้ร้อยละ 5 

น ้าหนกัต่อปริมาตร เพาะเล้ียงแบบกะในถงัหมกัขนาด 100 ลิตร ใหผ้ลผลิตมวลเซลลป์ระมาณ 25 

กรัมต่อลิตร เม่ือเทียบกนัแลว้ ผลจากการศึกษาการขยายขนาดการผลิตในคร้ังน้ีใหผ้ลการผลิตมวล

เซลลข์อง Bacillus sp. สูงกวา่ ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นถึงความเป็นไปไดใ้นการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง

ระดบัอุตสาหกรรม 

 

5.2 สรุปผลการทดลอง 
1. อาหารสูตร Batch Production Medium (BPM) มีประสิทธิภาพดี เหมาะท่ีจะใชใ้นการ

เพาะเล้ียงเช้ือ Bacillus sp. เพื่อผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง ซ่ึงสามารถน าอาหารสูตรน้ีไปพฒันาและ
ปรับปรุงโดยอาจเปล่ียนแหล่งของคาร์บอน แหล่งไนโตรเจน หรือสารส่งเสริมการเจริญเติบโต     
อ่ืน ๆ เพื่อเพิ่มปริมาณการผลิตในระดบัอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ต่อไปได ้เน่ืองจากอาหารสูตร BPM 
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เป็นอาหารประเภท defined medium ท่ีมีขอ้ดีท่ีทราบชนิดขององคป์ระกอบ ปริมาณท่ีแน่นอนและ
สามารถควบคุมคุณภาพไดใ้นระหวา่งการเพาะเล้ียงได ้   

2. เดกซ์ตรินจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั มีประสิทธิภาพและความเหมาะสมท่ีจะใชเ้ป็น
แหล่งคาร์บอนท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียง Bacillus sp. เพื่อผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูง เม่ือเทียบกบัแหล่ง
คาร์บอนจากกลูโคสทางการคา้ และกลูโคสจากการยอ่ยแป้งมนัส าปะหลงั ซ่ึงใหค้วามเขม้ขน้เซลล์
สูงถึง 12.93 กรัมต่อลิตร จากการเพาะเล้ียงในระดบัฟลาสก ์ 

3. Bacillus sp. สามารถเจริญไดดี้ในการเพาะเล้ียงท่ีใชเ้ดกซ์ตรินท่ีความเขม้ขน้สูงถึง 100 
กรัมต่อลิตร เป็นแหล่งคาร์บอน ในถงัหมกัขนาด 5 ลิตร เม่ือเทียบกบัการใชเ้ดกซ์ตรินความเขม้ขน้
ท่ี 20 และ 40 กรัมต่อลิตร  

4. การใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ร่วมกบัการใชเ้ดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อ
ลิตร ในการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ในถงัหมกัขนาด 30 ลิตร เช้ือ Bacillus sp. สามารถเจริญเติบโต
ไดดี้ และใหค้วามเขม้ขน้เซลลสู์งถึง 43.49 กรัมต่อลิตร  

5. การขยายขนาดการเพาะเล้ียง Bacillus sp. ดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ ร่วมกบัการ
ใชเ้ดกซ์ตรินความเขม้ขน้ 100 กรัมต่อลิตร ไปสู่ระดบัโรงงานตน้แบบ ในถงัหมกัขนาด 300 ลิตร 
ซ่ึงกระบวนการท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงน้ีมีประสิทธิภาพและความเหมาะสมท่ีใชเ้พาะเล้ียง      
Bacillus sp. ใหไ้ดเ้ซลลค์วามเขม้ขน้สูง ซ่ึงไดค้วามเขม้ขน้ถึง 47.03 กรัมต่อลิตร  

5.3 ข้อเสนอแนะ 
1. ควรมีการศึกษาปัจจยัทางกายภาพอ่ืน ๆ เช่น ปริมาณออกซิเจน การกวนผสม ท่ีมีผลต่อ

การเจริญของเช้ือ Bacillus sp. เพื่อส่งเสริมการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงใหมี้ประสิทธิภาพมาก
ยิง่ข้ึน  

2. การวจิยัในคร้ังน้ีมีการจ ากดัความเขม้ขน้เดกซ์ตรินเป็นแหล่งคาร์บอนเพียง 100 กรัมต่อ
ลิตร เท่านั้น ซ่ึงควรมีการทดลองการเพาะเล้ียงใหใ้ชค้วามเขม้ขน้ของเดกซ์ตรินท่ีสูงข้ึน เพื่อพิสูจน์
ความสามารถในการใชเ้ดกซ์ตรินความเขม้ขน้สูงสุด เพื่อใหไ้ดป้ริมาณมวลเซลลท่ี์จะไดเ้พิ่มมากข้ึน  

3. ควรมีการศึกษาพฒันาเทคนิคการเพาะเล้ียงอ่ืน ๆ เช่น เทคนิคการเพาะเล้ียงหลายกะ
ต่อเน่ือง เพื่อเปรียบเทียบการผลิตเซลลค์วามเขม้ขน้สูงกบัเทคนิคการเพาะเล้ียงแบบกะ เพื่อ
พฒันาการเพาะเล้ียงใหไ้ดป้ริมาณเซลลค์วามเขม้ขน้สูงเพิ่มมากข้ึน  
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การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
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1. Nutrient Broth (NB) 
ส่วนประกอบ 
 Peptone    5  กรัมต่อลิตร 
 Beef extract   3  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร ค่า 
pH เท่ากบั 7 แลว้น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
2. Batch Production Medium (BPM)  
ส่วนประกอบ 
 (NH4)2SO4    1.10  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4     0.75  กรัมต่อลิตร 
 Na2HPO4     0.90  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H2O   0.10  กรัมต่อลิตร 
 Glucose     20.0  กรัมต่อลิตร 
 Trace element solution  1.0  มิลลิลิตรต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดมาละลายในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร 
ค่า pH เท่ากบั 6.5 แลว้น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาที 
 
3. สูตรสารอาหารรอง (trace element solution) 
ส่วนประกอบ 
 แอมโมเนียมเฟอริคซิเตรท (Ammonium ferric citrate)   0.006  กรัมต่อลิตร 
 แคลเซียมคลอไรด ์(CaCl2)  0.01  กรัมต่อลิตร 
 กรดบอริค (H3BO3)  0.0003  กรัมต่อลิตร 
 โคลบอลคลอไรด ์ (CoCl2)    0.0002  กรัมต่อลิตร 
 ซิงซลัเฟต  (ZnSO4)  0.0001  กรัมต่อลิตร 
 แมงกานีสคลอไรด ์ (MnCl2)        0.00003  กรัมต่อลิตร 
 โซเดียมโมลิบเดท (Na2MoO4)       0.00003  กรัมต่อลิตร 
 นิกเกิลซลัเฟต (NiSO4)         0.00002  กรัมต่อลิตร 
 คอปเปอร์ซลัเฟต (CuSO4)       0.00001  กรัมต่อลิตร 
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 น าส่วนผสมทั้งหมดผสมกนัเป็นเน้ือเดียวในน ้ากลัน่ 1,000  มิลลิลิตร แช่เยน็จนกวา่จะใชผ้สมกบั
อาหาร Production medium 
 
4. สูตรอาหาร Schaeffer’s medium (Schaeffer et al., 1965) 
ส่วนประกอบ 
 (NH4)2SO4    4.0  กรัมต่อลิตร 
 K2HPO4     5.32  กรัมต่อลิตร 
 KH2PO4     6.4  กรัมต่อลิตร 
 MgSO4.7H2O   0.4  กรัมต่อลิตร 
 CaCl2      0.1  กรัมต่อลิตร 
 FeSO4.7H2O    0.08  กรัมต่อลิตร 
 MnCl2. 4H2O   0.019  กรัมต่อลิตร 
 Glucose     15  กรัมต่อลิตร 
 น าส่วนผสมทั้งหมดละลายในน ้ากลัน่ ผสมใหเ้ขา้กนัและปรับปริมาตรใหไ้ด ้1 ลิตร ค่า 
pH เท่ากบั 6.5 แลว้น าไปน่ึงในหมอ้น่ึงความดนัไอท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที 
 
5. การเตรียมสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ 
ส่วนประกอบ 
 Na2CO3    200  กรัมต่อลิตร 
 ชัง่ Na2CO3 หนกั 200 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ แลว้ปรับปริมาตรให้เท่ากบั 1 ลิตร 
 
6. การเตรียมเดกซ์ตรินจากการย่อยแป้งมันส าปะหลงั (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
 6.1 เตรียมอุปกรณ์และเคร่ืองมือส าหรับการยอ่ยแป้ง ไดแ้ก่ ถงัยอ่ยแป้งขนาด 5 ลิตรท่ีมี 
Jacket เพื่อควบคุมอุณหภูมิ ป๊ัม สายยางซิลิโคน อ่างควบคุมอุณหภูมิ มอเตอร์และใบพดัส าหรับการ
กวนผสม 
 6.2 ติดตั้งอุปกรณ์ต่างๆ ตั้งค่าอุณหภูมิของอ่างควบคุมอุณหภูมิใหเ้ท่ากบั 95 องศา
เซลเซียส แลว้ต่อเขา้กบั Jacket ของถงัยอ่ยแป้ง ใชอ้ตัราการกวนผสมเท่ากบั 400 รอบต่อนาที 
 6.3 เติมน ้าในถงัยอ่ยแป้งส่วนหน่ึง รอกระทัง่อุณหภูมิในถงัประมาณ 70 องศาเซลเซียส 
จากนั้นเติมเอนไซมแ์อลฟา-อะไมเลส (α-amylase) ความเขม้ขน้ 0.1 เปอร์เซ็นตโ์ดยปริมาตร ค่อยๆ
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เติมแป้งมนัส าปะหลงัทีละนิดจนหมด (ความเขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต)์ ปรับปริมาตรจนครบตาม
ตอ้งการ 
 6.4 รอจนกระทัง่อุณหภูมิเท่ากบั 95 องศาเซลเซียส แลว้จบัเวลา 4 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจะ
ไดส้ารละลายเด็กซ์ทรินท่ีมีลกัษณะเป็นของเหลวหนืดเล็กนอ้ย และมีสีส้มขุ่น ซ่ึงมีค่าสมมูลเด็กซ์
โทรส (DE) ประมาณ 3 ถึง 10  
 
7. การเตรียมกลูโคสจากการย่อยแป้งมันส าปะหลัง (ขวญัฤทยั มาลยัเรือง, 2556) 
 การยอ่ยกลูโคสจากแป้งมนัส าปะหลงั เป็นกระบวนการท่ีต่อเน่ืองจากการยอ่ยเด็กซ์ทริน 
 7.1 หลงัจากไดส้ารละลายเด็กซ์ทรินจากการยอ่ยแป้งในขอ้ 5 แลว้ จะท าการลดอุณหภูมิ
ภายในถงัยอ่ยแป้งลงใหเ้ท่ากบั 60 องศาเซลเซียส 
 7.2 เติมเอนไซมก์ลูโคอะไมเลส (glucoamylase) ความเขม้ขน้ 0.2 เปอร์เซ็นต ์
 7.3 กวนผสมนาน 24 ชัว่โมง จะไดส้ารละลายกลูโคสท่ีมีลกัษณะหนืดเล็กนอ้ย สีเหลือง
ใส ซ่ึงมีค่าสมมูลเด็กซ์โทรส (DE) ประมาณ 90 ถึง 95  
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมสารเคมีท่ีใชใ้นการวเิคราะห์และกราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
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1. การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ปริมาณน า้ตาลด้วยวธีิ DNS  
 1.1 สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์(NaOH) ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์
 เตรียมโดยชัง่โซเดียมไฮดรอกไซด ์16 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ จากนั้นน าไปปรับปริมาตร
ใหเ้ป็น 200 มิลลิลิตร 
 
 1.2 สารละลายกรดไดไนโตรซาลิซาลิก (Dinitrosaliccylid acid: DNS) 
 เตรียมโดยชัง่ DNS มา 10 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร เติมสารละลาย
โซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 8 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ทีละนอ้ย คนใหเ้ขา้กนัจน
ละลายโดยการใหค้วามร้อนจนใส จากนั้นเติมโพแทสเซียมทาร์เทต 300 กรัม ตามล าดบั คนให้
ละลาย รอใหเ้ยน็แลว้ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร เก็บใส่ขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง ทิ้งไว ้1 คืน 
ก่อนน ามาใชว้เิคราะห์ 
 
 1.3 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน ความเขม้ขน้ 1 กรัมต่อลิตร  
 เตรียมโดยชัง่กลูโคส 0.1 กรัม ละลายในน ้ากลัน่ ปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร  
 
2. กราฟมาตรฐานน า้ตาลกลูโคส 

 

ความเขม้ขน้ ค่าความขุ่นท่ี 520 นาโนเมตร  ค่าเฉล่ีย SD 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.00 0.00 

0.2 0.203 0.198 0.198 0.20 0.00 

0.4 0.467 0.424 0.441 0.44 0.02 

0.6 0.681 0.682 0.674 0.68 0.00 

0.8 0.945 0.954 0.945 0.95 0.01 

1.0 1.218 1.200 1.172 1.20 0.02 
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y = 1.209x - 0.0266
R² = 0.9983
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ความเข้มข้นของน า้ตาลกลูโคส (กรัมต่อลติร)

กราฟมาตรฐานของน ้าตาลกลูโคส

 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
 
 
 
 
    ภาพกราฟมาตรฐานน ้าตาลกลูโคส 
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