
99 
 

5.  ผลการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-batch culture ตอการเจริญและการผลิตเอนไซม 
 
 การศึกษาการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจาก Bacillus sp. A39 โดยวิธีการเพาะเลี้ยง
แบบ batch culture ในอาหารเหลว BMSM medium พบวาควรใชกลูโคส 2 เปอรเซ็นต โดยเติม 
skimmed milk 0.25 เปอรเซ็นต ควบคุมพีเอช 9.5 คา DO 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว โดยใช
อัตราการกวน 300 ถึง 550 rpm  อัตราการใหอากาศ 1 VVM และควบคมุอุณหภูมิเทากับ 30 องศา
เซลเซียส ตลอดการทดลอง 
 
 ความสัมพันธระหวางการเจริญและการผลิตเอนไซมมีแนวโนมเปน growth associate 
pattern แตเอนไซมจะเริ่มผลิตอยางรวดเร็วในชวง deceleration phase และ stationary phase (ขึ้นกับ
ปริมาณของสับสเตรท) ซ่ึง ณ ชวงเวลานี้คา µ จะต่ํากวาชวง exponential phase มาก เมื่อใดที่แหลง
คารบอนซึ่งเปน limiting substrate ถูกใชหมดหรือต่ํากวาประมาณ 5 g/L เอนไซมและการเจริญของ 
Bacillus sp. A39 ก็จะหยดุชะงักอยางรวดเร็ว แตกพ็บวาถามวลเซลลสูง ก็มีแนวโนมที่จะใหเชื้อสาย
พันธุนี้ผลิตเอนไซมไดสูงตามไปดวย การเพิ่มความเขมขนของแหลงคารบอน (กลูโคส) สูงมากอาจ
เกิด overfeeding ขึ้นได  ดังนั้นการเพาะเลีย้งแบบ fed-batch culture เติมอาหารดวยอัตราคงที่ ซ่ึง
เรียกวา constantly fed-batch culture ควรเปนวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการผลิตเอนไซมชนิดนี้ 
เพราะ 
 
 1.  การเติมอาหารดวยอัตรา (Feed rate) คงที่เปนการเพิ่มแหลงอาหารอยางตอเนื่อง ทาํใหได
เซลลเพิ่มขึ้น สงผลใหการผลิตเอนไซมเพิม่ขึ้นดวย (ดังการทดลองกลูโคส 3 ถึง 4.5 เปอรเซ็นต และ 
skimmed milk 0.5 เปอรเซ็นต) 
  
 2.  การเติมอาหารดวยอัตราคงที่ ทําใหคา dilution rate ลดลง (D ลดลง) เปนผลใหคา µ ลด 
ลง ซ่ึงสอดคลองกับสภาวะ deceleration phase ในการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ซ่ึงเปนสภาวะที่
คา qBpB สูงสุดใน batch process   
 
 3.  แกปญหา overfeeding หากเปนปญหาที่เกิดกับการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสจริง 
เพราะมีความเสี่ยงตอการเกดิ substrate inhibition และ catabolite repression 
 
 เนื่องจากการทดลองนี้มีระยะเวลาจํากดัและ working volume สูงสุด (5 L) ของถังหมักจํากัด 
จึงแบงการทดลองออกเปน 3 สวนคือ 
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 1.  ทดสอบหาชวงเวลาที่เติมอาหาร โดยศึกษาชวงเวลาการเติมอาหารใหมเมื่อ Bacillus sp. 
A39 เจริญอยูที่ stationary phase หรือ deceleration phase 
 
 2.  แปรคาอัตราการเติมอาหาร (feed rate, F) หรืออัตราการเจือจาง (dilution rate, D) เร่ิม 
ตน เพื่อใหไดคา µ ที่เหมาะสม 
 
 3.  เปรียบเทียบผลของกลูโคสที่เติมในอาหารเหลว BMSM medium ระหวางกลุมที่ใช
กลูโคส 2 เปอรเซ็นต และกลุมที่ใช 4 เปอรเซ็นต ตอการเจริญและการผลิตเอนไซมอัลคาไลน       
โปรติเอสของ Bacillus sp. A39 
 
 สําหรับวิธีการทดลองการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-batch culture เพื่อศึกษาทั้ง 3 หัว 
ขอที่กลาวมาขางตนจะดําเนนิการทดลองที่ใกลเคียงกัน กลาวคือเพาะเลี้ยง Bacillus sp. A39 ใน
อาหารเหลว BMSM medium ปริมาตร 2 L โดยวิธีการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ในถังหมักของ 
New Brunswick Bioflo 3000 (working volume สูงสุด 5 L) โดยเติม starter 2 เปอรเซ็นต ขณะการ
เพาะเลี้ยงจะควบคุมพีเอช 9.5 คา DO 80 เปอรเซ็นตของอากาศอิ่มตัว อัตราการกวนอยูระหวาง 300 
ถึง 550 rpm  อัตราการใหอากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เมื่อ Bacillus sp. A39 เจริญ
จนถึงชวงเวลาที่กําหนดไว (stationary และ deceleration phase) กําหนดใหเวลานี้เปนเวลาเติม
อาหาร (feeding time) เทากับ 0 ช่ัวโมง เร่ิมเติมอาหารใหม ซ่ึงมีองคประกอบเหมือนกบัใน BMSM 
medium ในถังหมัก (ยกเวนในบางกรณี ซ่ึงจะกลาวตอไป) โดยอัตราการเติมอาหารในแตละการ
ทดลองตางๆกัน เก็บตวัอยางเพื่อวิเคราะหคาความขุน ความเขมขนของกลูโคสและกจิกรรมของ
เอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสทุก 2 ช่ัวโมง การเติมอาหารจะดําเนินไปดวยอัตราการเตมิคงที่เปนเวลา 
14 ถึง 20 ช่ัวโมง ขึ้นกับคา dilution rate และวัดปริมาตรของ culture broth เมื่อส้ินสุดการทดลอง 
พรอมๆกับการวิเคราะหคาตางๆดังที่กลาวแลว  เนื่องจากการปรับพีเอชเพื่อใหไดตามคาที่ควบคุมใช
ปริมาณมาก จงึจําเปน ตองวดัปริมาตรทุกครั้งที่เก็บตัวอยาง เพื่อนํามาคํานวณคาทางจลนพลศาสตร
ตางๆตอไป สําหรับรายละเอยีดของผลการทดลองมีดังตอไปนี ้
 
 1.  การวิเคราะหชวงการเจรญิที่เหมาะสมในการเติมอาหาร 
 

ชวงเวลาที่เร่ิมเติมอาหารใหม จะเริ่มเติมอาหาร 2 ชวง และเลือกเติมในอัตราใกลเคียงกับ
คา µ ใกลเคียงกับผูทําการทดลองตองการใน fed-batch culture  เพื่อการเพาะเลี้ยงจะไดถึง Quasi-
steady state (dx/dt = 0) โดยเร็ว (Brown, 1990) โดยพยายามเติมอาหารใหมดวยคา dilution rate 
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เร่ิมตนใกลเคยีงกับคา µBmaxB ของการเพาะเลีย้งแบบ batch culture ในอาหารที่มีกลูโคส 2 เปอรเซ็นต 
ซ่ึงมีคาเทากับ 0.511 hP

-1
P เทากบั 0.05 hP

-1
P ต่ํากวาประมาณ 10 เทา  ชวงเวลาแรกที่นิยมใชเติมอาหาร คือ 

เติมเมื่อ limiting substrate หรือกลูโคสถูก Bacillus sp. A39 ใชหมดแลวคือเร่ิมเติมทีร่ะยะ stationary 
phase (Yamane and Shimizu, 1984) โดยใหเหตุผลวาการเติมแบบนี้จะกําหนดคา µ ไดตามความ
ตองการเพราะไมมี limiting substrate ในถงัหมักมาเพิ่ม  จากผลการทดลอง (ตารางที่ 12 และภาพที่ 
28)  พบวาคา µ เทากับ 0.046 hP

-1
P  และ qBpB มีคา 12,938 units/g cell.h  ถาพิจารณาจากภาพที่ 28 จะเห็น

วาหลังจากที่เร่ิมเติมอาหารกราฟการเจริญของเชื้อ (cell mass) เพิ่มในอัตราคงที่ ไมเปลี่ยนแปลงมาก
นัก แตการผลิตเอนไซมชะงกัประมาณ 6 ช่ัวโมง ซ่ึงเกิดจากการขาดสบัสเตรทในการสังเคราะห
เอนไซมไประยะหนึ่ง  ภายหลังจากเริ่มเติมอาหารเอนไซมจะคอยๆเพิ่มขึ้นดวยอัตราการผลิต
เอนไซมที่ต่ํากวาใน batch process  

 
ชวงเวลาที่สองจะเลือกเติมอาหารเมื่อ Bacillus sp. A39 เจริญเขาสู deceleration phase 

โดยใชคา dilution rate เร่ิมตน 0.05 hP

-1 
Pเทาเดิม และโดยธรรมชาติของการเพาะเลี้ยงแบบ constantly 

fed-batch culture คา dilution rate จะมีคาลดลง สงผลใหคา µ ลดลงดวย (ตารางที่ 12)  จากภาพที่ 29 
จะเห็นวาการเจริญและการผลิตเอนไซมของเชื้อ Bacillus sp. A39 เปนไปอยางตอเนื่อง ไมสะดุดเลย  
คา µ จะต่ํากวาการเติมแบบวธีิแรกเล็กนอย คือ เทากับ 0.042  hP

-1 
Pแตคา qBpB กลับสูงกวา คือ เทากับ 

15,744 units/g cell.h ซ่ึงอาจเปนเพราะเซลลไดรับสารอาหารอยางตอเนื่องที่จะนําไปใชในการผลิต
เอนไซม และก็สงผลตอคา yield ที่สูงกวาวิธีแรก  ดังนั้นในการทดลองตอไปจะเริ่มเตมิอาหารใน
ระยะ deceleration phase  
  
 2.  ผลของการเพิ่มอัตราการเติมอาหาร  
 

เนื่องจากเวลาในการทดลองจํากัด การทดลองนี้จึงทดลองการเพิ่มอัตราการเติมอาหาร
จาก 0.10 เปน 0.15 L/h ทําใหอัตราการเจือจางเริ่มตนเพิ่มจาก 0.05 เปน 0.075 h P

-1
P ซ่ึงไมตางกันมาก

นัก เนื่องจากปริมาตรของถังหมักจํากัด หากคา dilution rate สูงมาก จะเติมอาหารไดไมนานพอ 
 

ผลการทดลองจากตารางที่ 12 และภาพที่ 30 พบวาการเพิม่อัตราการเติมอาหารจาก 0.10 
เปน 0.15 L/h จะไดคา µ 0.042 และ 0.044 hP

-1
P และคา qBpB เทากับ 15,744 และ 21,713 units/g cell.h 

ตามลําดับ เซลลมีการเจริญไดอยางตอเนื่อง เนื่องจากไดรับสารอาหารเพียงพอ  แสดงวาการเพิ่ม
อัตราการเติมอาหารหรือ dilution rate เร่ิมตน จะทําใหทั้งคา µ และ qBpB สูงขึ้น  ผลไดของเซลลและ
เอนไซมตอ 1 g กลูโคส มีคาเพิ่มขึ้นตามไปดวย 
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เมื่อพิจารณาถงึอิทธิพลของแหลงคารบอนตอการเจริญและการผลิตเอนไซมในการเพาะ 
เล้ียงแบบ batch culture จากตารางที่ 12 (ชวง batch culture) จะพบวาการเพิ่มกลูโคสในอาหาร 
BMSM medium จาก 2 เปน 4.5 เปอรเซ็นต จะทําใหคา µ ลดลงจาก 0.511 เปน 0.454 hP

-1
P ในขณะที่

คา qBpB ลดลงจาก 23,556 เปน 17,124 units/g cell.h ตามลําดับ  ดังไดกลาวแลววาสาเหตุที่เปนเชนนี้
อาจเกิดจาก overfeeding ซ่ึงการเพาะเลีย้งแบบ fed-batch culture จะชวยแกปญหานีไ้ดหรือสาเหตุ
อีกอยางหนึ่งอาจเกิดจากการขาดธาตุอาหารอื่นๆ เชน แหลงไนโตรเจนตลอดจน growth factor 
เพราะการทดลองแบบ batch culture มีเพียงปริมาณกลูโคสที่เพิ่มขึ้นเทานั้น 

 
 3.  การใชอาหารเลี้ยงเชื้อที่มีกลูโคสเปน 2 เทาเปนอาหารที่ใชเติม 
 

อยางไรก็ตามในการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch culture คร้ังนี้ไดทดลองเติมอาหารโดยใช
อาหารเหลว BMSM medium ชนิด double strength ซ่ึงมีกลูโคส 4 เปอรเซ็นต โดยยงัคงเติมอาหาร
ดวยอัตรา 0.10 L/h และเริ่มเติมอาหารที่ชวง deceleration phase ผลการทดลองในตารางที่ 12 และ
ภาพที่ 31  จะเห็นวาการเจรญิและการผลิตเอนไซมของ Bacillus sp. A39 เพิ่มขึ้นอยางตอเนื่อง ใน 
ขณะที่ปริมาณกลูโคสที่เหลือในอาหารเพาะเลี้ยง ใกลเคยีงกับการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ที่มี
กลูโคสเริ่มตน 2 เปอรเซ็นต คือไมเกิน 1.1 เปอรเซ็นต ตางจากการเพาะเลี้ยงแบบ batch culture ที่มี
กลูโคสเริ่มตน 4.5 เปอรเซ็นต จะมีกลูโคสใน culture broth ระหวาง stationary phase สูงถึง 33 g/L 
ดังนั้นการเติมอาหารแบบ double strength ที่มีกลูโคสเริ่มตน 4 เปอรเซ็นต จึงไมตองมีปญหาของ 
overfeeding ทําใหเพิ่มคา µ เปน 0.048 hP

-1
P และคา qBpB ก็เพิม่ขึ้นเชนเดยีวกัน คือ เพิ่มจาก 15,744 เปน 

28,484  units/g cell.h หรืออาจเกิดจากเซลลไดรับสารอาหารอื่นที่จําเปนเพิ่มขึ้นไปดวยนอกเหนือ 
จากกลูโคส ทําใหความเขมขนของเซลลเพิ่มขึ้นเกือบ 2 เทา (5.34 g/L) ของสภาวะการเพาะเลี้ยงแบบ 
batch culture สงผลใหเอนไซมที่เปนเมทาบอไลทของเซลลเพิ่มขึ้น หรือสาเหตุอาจเปนเชนเดยีวกับ
การเพิ่มคา dilution rate จาก 0.05 เปน 0.075 hP

-1
P  จากผลการทดลองนี้ยงัไมอาจบอกสาเหตุที่แนชัด

วาสาเหตุที่คา µ และคา qBpB ลดลง เมื่อในอาหารเลี้ยงเชื้อมกีลูโคสเพิ่มขึ้น (ใน batch culture) เกิดจาก 
overfeeding หรือเกิดจากการขาดสาร อาหารอื่นๆ ถามีการทดลองเติมอาหารโดยใชอาหารเหลว 
BMSM medium ที่เติมเฉพาะกลูโคส 4 เปอรเซ็นต แลวนาํผลมาเปรียบเทียบ จึงจะอธิบายใหชัดเจน
มากกวานี้  เมือ่พิจารณาถึงผลไดของเซลลและเอนไซม จะพบวาการเพิ่มความเขมขนของอาหาร 
BMSM medium และกลูโคสเปน 2 เทา ซ่ึงทําใหมีกลูโคสเพิ่มจาก 2 เปน 4 เปอรเซ็นต  ก็ทําใหผลได
ของเซลลและเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสมีคาเพิ่มขึ้นดวย  
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อยางไรก็ตามการทดลองที่กลาวมาพอจะสรุปไดวาการเพาะเลี้ยงแบบ constantly fed-
batch culture เปนวิธีการหนึง่ที่เหมาะสมในการผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอส การเพิ่มคา µ จะ
ทําใหคา qBpB เพิ่มขึ้นดวยดังแสดงในภาพที่ 32  ซ่ึงโดยทั่วไปการเพิ่มคา µ ไมเกินคาของ µBmaxB  ดังนั้น
การศึกษานีจ้ะสมบูรณขึ้น หากมีการศึกษาการเพาะเลีย้งแบบ fed-batch culture ที่มีคา µ สูงกวา 
0.075 hP

-1 
P จากผลการทดลองนี้จะพบวาการใช constantly fed-batch cultureโดยใชกลูโคส 4 

เปอรเซ็นต และ BMSM medium ที่มีความเขมขนเปน 2 เทาจะทําใหกจิกรรมเอนไซม (total enzyme 
activity) สูงกวาการเพาะเลีย้งแบบ batch culture ที่มีกลูโคส 2 เปอรเซ็นต 4.3 เทาและมากกวา batch 
culture ที่มีกลูโคส 4.5 เปอรเซ็นต 1.18 เทา ขณะที่เวลาในการเพาะเลี้ยงของ batch culture เมื่อ
กลูโคสเริ่มตน 2 และ 4.5 เปอรเซ็นต เทากบั 28 และ 68 ช่ัวโมง ตามลาํดับ  ในขณะที ่fed-batch 
culture ใชเวลา 30 ช่ัวโมง แตไดเอนไซมปริมาณมากกวา  ดังนั้นการเพาะเลี้ยงแบบ fed-batch 
culture จึงเปนวิธีที่เหมาะสมสําหรับผลิตเอนไซมอัลคาไลนโปรติเอสโดย Bacillus sp. A39 ซ่ึง
สอดคลองกับการทดลองของ Singh et al. (2004) ที่ทดลองการผลิตเอนไซมจากเชื้อ B. spaericus 
และการผลิตเอนไซมโดยวธีิ constantly fed-batch culture เชนเดยีวกัน 
 
 


