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ผลกระทบของ pH ต่อการสังเคราะห์ลีแวนจาก Bacillus siamensis ด้วยเครื่องปฏิกรณ์

ชีวภาพแบบกะ 
The effect of pH on levan synthesis from Bacillus siamensis using batch  

bio-reactor 
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บทคัดย่อ 

ลีแวนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที่สังเคราะห์จากซูโครสด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเครส (Levansucrase) โครงสร้างของลีแวน

ประกอบด้วยโมเลกุลฟรุกโตสเป็นสายหลัก ปลายสายหลักประกอบไปด้วยกลูโคส 1 โมเลกุล เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-(2,6) 
glycosidic มีล ักษณะเป็นผงสีขาวหรือส ีเหลืองและสามารถละลายได้ทั ้งในน ้าและน ้ามัน  ลีแวนถูกใช้งานในด้าน
เทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรมเคมีอย่างแพร่หลาย อย่างไรก็ตาม จากงานวิจัยที่ผ่าน ลีแวนถูกสังเคราะห์ด้วยเอนไซม์ลี
แวนซูเครสจาก Bacillus siamensis ในระดับห้องปฏิบัติการด้วยขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร โดยไม่มีการสังเกตและ
ควบคุม pH ให้คงที่ตลอดระยะเวลาที่ด าเนินการสังเคราะห์ เพื่อตอบโจทย์ต่อการหมักแบบแม่นย า (Precision fermentation) 
และการขยายก าลังการผลิต (Scale-up) งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นเปรียบเทียบระหว่างการสังเคราะห์ลีแวนโดยใช้ขวดรูปชมพู่กับ
เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ เพื่อศึกษาผลกระทบของสภาวะที่มีการควบคุม pH เป็น 5.0 และไม่มีการควบคุม pH ต่อการสังเคราะห์
ลีแวนด้วย B. siamensis ผลการทดลอง พบว่า การสังเคราะห์ลีแวนโดยใช้ขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพที่สภาวะ
ควบคุม pH เป็น 5.0 มีการเจริญของ B. siamensis สูงกว่าที่สภาวะไม่ควบคุม pH อย่างมีนัยส าคัญเชิงสถิติ (p < 0.05) 
อย่างไรก็ตาม ปริมาณลีแวนที่สังเคราะห์ในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพในสภาวะไม่ควบคุม pH มีปริมาณสูงกว่าใน
สภาวะที่ควบคุม pH เป็น 5.0 โดยสามารถผลิตลีแวนในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพได้สูงสุด  16.2 และ 21.8 % 
(w/v) ตามล าดับ อย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) 

ค าส าคัญ: เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ลีแวน พอลิแซ็กคาไรด์ Bacillus siamensis  
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Abstract 
 Levan is a polysaccharide synthesized from sucrose by levansucrase. The structure consists of a 
fructose polymer as the main chain and a single glucose molecule at the terminal end, which is linked by 
β-(2, 6) glycosidic bonds. It appears as a white or yellow powder and is soluble in both water and oil. It is 
used in biotechnology and chemical industries. However, in previous study, levan was synthesized by 
levansucrase from Bacillus siamensis in a laboratory scale using 250 mL batch-flask. Throughout the 
synthesis process, the pH was not monitored or controlled. To address the challenges of precision 
fermentation and scale-up, this research focuses on comparing the synthesis of levan under pH-controlled 
and uncontrolled conditions, utilizing batch-flask and bioreactor to investigate the effects of maintaining    
a controlled pH of 5.0 versus uncontrolled pH conditions on levan synthesis by B. siamensis. The results 
showed that the levan biosynthesis using both batch-flask and bioreactor at controlled pH of 5.0 
demonstrated the growth of B. siamensis greater than uncontrolled pH (p < 0.05). On the contrary, the 
amount of levan produced using both batch-flask and bioreactor with uncontrolled pH were greater than 
controlled pH of 5.0, reaching 16.23 and 21.83 % (w/v) in batch-flask and bioreactor, respectively (p < 0.05). 
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บทน า  
ลีแวนเป็นพอลิแซ็กคาไรด์ที ่ส ังเคราะห์จากซูโครสด้วยเอนไซม์ล ีแวนซูเครส (Levansucrase) หรือเร ียกว่า                             

6-fructosyltransferase  โครงสร้างของลีแวนประกอบด้วยสายของฟรุกโตสเป็นสายหลัก ปลายสายหลักประกอบด้วยกลูโคส 
1 โมเลกุล [1] ลีแวนสามารถพบและสังเคราะห์ได้จากหลายแหลง่ เช่น พืช ยีสต์ รา และแบคทีเรีย เป็นต้น [2] เอนไซม์ลีแวนซู
เครสสามารถผลิตได้จากแบคทีเรียหลากหลายสายพันธุ ์ เช่น Lactobacillus johnsonii, L. gasserii, Bacillus subtilis, 
Aerobacter levanicum และ Streptococcus salivarius เป็นต้น [1] จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้ท าการคัดแยกจุลินทรียส์าย
พันธุ์ Bacillus siamensis จากถั่วเน่าซึ่งเป็นอาหารพื้นเมืองทางภาคเหนือของประเทศไทย ซึ่งมีความสามารถในการผลิต
สารพรีไบโอติกลีแวนได้อย่างมีประสิทธิภาพ [3] 

ลีแวนถูกใช้งานในอุตสาหกรรมด้านเทคโนโลยีชีวภาพและอุตสาหกรรมเคมี เนื่องจากคุณสมบัติทางเคมีและกายภาพ  
ลีแวนจึงสามารถน าไปใช้ประโยชน์ในอาหาร (สารเพิ่มปริมาณ สารคงตัว สารอิมัลซิไฟเออร์ และสารห่อหุ้ม) เครื่องส าอาง 
พลาสติกที่ย่อยสลายได้ทางชีวภาพ หรือใช้เป็นสารเคลือบวัสดุเพื่อเพิ่มความทนทานป้องกันการแตกหัก อนุพันธ์ของลีแวนถูก
น ามาใช้ในผลิตภัณฑ์ดูแลเส้นผม สังเคราะห์เป็นนาโนฟิล์ม [4, 5] ลีแวนมีลักษณะเป็นผงผลึกสีขาวหรือสีเหลือง มีโครงสรา้งที่
เชื่อมต่อกันด้วยพันธะ β-(2,6) glycosidic จึงส่งผลให้ลีแวนสามารถละลายได้ทั้งในน ้าและน ้ามัน แต่ไม่ละลายในแอลกอฮอล์
เข้มข้น 75% [1] มีคุณสมบัติทางกายภาพ เช่น มีความหนืดต ่า มีความเสถียรต่อความร้อน ไม่เป็นพิษ ไม่ระคายเคือง            
มีความสามารถในการกักเก็บน ้าและสารเคมี และความเข้ากันได้ของสารลดแรงตึงผิว เป็นต้น  [6]  ลีแวนยังมีคุณสมบัติทาง
ชีวภาพ เช่น มีฤทธิ์เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ สารต้านการอักเสบ สารต้านการก่อมะเร็ง ต้านโรคเอดส์ และยังมีฤทธิ์ยับยั้ง
น ้าตาลในกระแสเลือด เป็นต้น [7] 

จากงานวิจัยที่ผ่านมา ลีแวนถูกสังเคราะห์ด้วยเอนไซม์ลีแวนซูเครสจาก B. siamensis ในระดับห้องปฏิบัติการ โดย
หมักในขวดรูปชมพู่ปริมาตร 250 มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท าการหมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง 
ที่อุณหภูมิ 37°C เขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 rpm และ pH เริ ่มต้นเป็น 6.0 [8] อย่างไรก็ตาม ในระหว่างกระบวนการ
สังเคราะห์ลีแวนไม่มีการสังเกตและควบคุม pH ให้คงที่ตลอดระยะเวลาที่ด าเนินการหมัก ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงมุ่งเน้นศึกษาการ
สังเคราะห์ลีแวนโดยใช้เครื่องปฏิกรณชี์วภาพในสภาวะที่ควบคุมค่า pH เพื่อศึกษาผลกระทบของสภาวะที่มีการควบคุมและไมม่ี
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การควบคุมค่า pH ต่อการเจริญของ B. siamensis และการสังเคราะห์ลีแวน เพื่อเป็นข้อมูลส าคัญเบื้องต้นในกระบวนการหมกั
แบบแม่นย า (Precision fermentation) เพิ ่มประสิทธิภาพ และขยายก าลังการผลิต (scale-up) ในเชิงอุตสาหกรรมและ
พาณิชย ์

วิธีด าเนินการวิจัย 

แบคทีเรีย  
 ทางผู้วิจัยได้คัดเลือกจุลินทรีย์ B. siamensis จากถั่วเน่าซึ่งเป็นอาหารทางภาคเหนือของประเทศไทย จากการวิจัย
ก่อนหน้า พบว่า B. siamensis สามารถผลิตลีแวนได้จากอาหารที่มีความเข้มข้นของซูโครสที่ 20 %(w/v) [3] มีลักษณะเป็น
แท่งขนาด 0.3–0.661.5–3.5 มิลลิเมตร เป็นแบคทีเรียชนิดแกรมบวก อยู่ในสกุลของ Bacillus อยู่ตามธรรมชาติทั่วไป [9]  
เป็นแบคทีเรียที่สามารถเจริญได้ทั้งสภาวะที่มีออกซิเจน และไม่มีออกซิเจน โคโลนีมีสีขาวครีม เป็นเมือก โปร่งแสง [10] 

อาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ 
 เตรียมอาหารแข็ง Nutrient agar (NA) ส าหรับคัดเลือกจุลินทรีย์ จากอาหาร NA ส าเร็จรูป (Himedia, ประเทศ
อินเดีย) โดยมีส่วนประกอบของ NA 28 กรัมละลายในน ้าปราศจากไอออน (Deionized water, DI) 1 ลิตร เตรียมอาหารเหลว
ส าหรับเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ที ่ประกอบด้วย ซูโครส (Sucrose) 50 กรัมต่อลิตร ยีสต์สกัด (Yeast Extract) 5 กรัมต่อลิตร       
ทริปโทน (Tryptone) 10 กรัมต่อลิตร เกลือแกง (NaCl) 5 กรัมต่อลิตร และเตรียมอาหารส าหรับผลิตลีแวนซึ่งประกอบด้วย 
ซูโครส 300 กรัมต่อลิตร ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4) 3.5 กรัมต่อลิตร โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (NaH2PO4) 
0.8 กรัมต่อลิตร แมงกานีสซัลเฟต (MnSO4) 0.2 กรัมต่อลิตร โซเดียมไนเตรท (NaNO3) 3.5 กรัมต่อลิตร และยีสต์สกัด 5.0 
กรัมต่อลิตร น าอาหารทั้ง 3 ชนิด ไปฆ่าเช้ือด้วยหม้อนึ่งไอน ้าแรงดันสูงที่ 121 องศาเซลเซียส 15−20 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว (psi) 
โดยใช้ระยะเวลาประมาณ 30 นาทีก่อนด าเนินการเลี้ยงจุลินทรีย์  

การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์  
น า B. siamensis ที่เก็บในกลีเซอรอลด้วยอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเลี้ยงบนอาหารแข็ง Nutrient agar (NA) 

เพื่อใช้คัดเลือกจุลินทรีย์ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นท าการคัดเลือกจุลินทรีย ์1 โคโลนี เลี้ยง
ลงในอาหารเหลวส าหรับเพิ่มจ านวนจุลนิทรีย์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร แล้วท าการหมักเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ด้วยเครื่องเขย่าด้วยความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที 

ผลกระทบของสภาวะ pH ที่ถูกควบคุมและไม่ควบคุมต่อการผลิตสารลีแวนด้วย B. siamensis 
น าจุลินทรีย์ B. siamensis ที่ได้จากการหมักในอาหารเหลวส าหรับเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ 20 มิลลิลิตร ใส่ในอาหาร

เหลวเพื่อผลิตลีแวนปริมาตร 180 มิลลิลิตร ท าการหมักเป็นเวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าด้วยความเร็ว
รอบ 200 รอบต่อนาที ท าการปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์เป็น 5.0 และปรับ pH ให้คงที่ด้วย HCl/NaOH เข้มข้น 
1 โมลาร์ ทุก ๆ 6 ชั่วโมง และเก็บตัวอย่างที่ 0 6 12 24 และ 48 ชั่วโมงของการหมัก ปริมาตร 5 มิลลิลิตร วัดค่าการดูดกลืน
แสง ด้วยเครื่อง UV-Visible spectrophotometer ด้วยความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) และตรวจสอบปริมาณของ
ลีแวนและน ้าตาลด้วยเครื่อง High performance liquid chromatography (HPLC) จากนั้นท าการทดลองซ ้าโดยไม่ปรับ pH 
ในระหว่างการหมักพร้อมวัดค่า pH ระหว่างการหมัก 

การผลิตสารลีแวนจาก B. siamensis ด้วยเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ 
น าจุลินทรีย์ที่ได้จากการหมักในอาหารเหลวส าหรับเพิ่มจ านวนจุลินทรีย์ 200 มิลลิลิตร เลี้ยงลงในอาหารส าหรับผลิต

ลีแวน 1800 มิลลิลิตร ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 5 ลิตร (ภาพที่ 1) (ปริมาตรการท างาน 2 ลิตร) ที่ประกอบด้วยใบพัด
แบบใบพัดพิทช์ (Pitch blade impeller) ขนาด 4 เซนติเมตร 2 ใบพัด และ ใบพัดแบบรัชตัน (Rushton turbine) ขนาด             
4 เซนติเมตร 6 ใบพัด เส้นผ่านศูนย์กลาง 20 เซนติเมตร สูง 60 เซนติเมตร ควบคุมอุณหภูมิของเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพที่       
37 องศาเซลเซียส ด้วยอ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิแบบหมุนเวียน ท าการหมักเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง กวนด้วยความเร็วรอบ 200  
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ภาพที่ 1 แบบจ าลองเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ 

รอบต่อนาที ติดตามและท าการปรับ pH เริ่มต้นของอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์เป็น 5.0 และปรับ pH ให้คงที่ด้วย HCl/NaOH 
เข้มข้น 1 โมลาร์ ทุก ๆ 6 ชั่วโมง เก็บตัวอย่างปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่ 0 6 12 24 และ 48 ชั่วโมงของการหมัก วัดค่าการ
ดูดกลืนแสง (OD600) และตรวจสอบปริมาณของลีแวนและน ้าตาลด้วยเครื่อง HPLC จากนั้นท าการทดลองซ ้าโดยไม่ท าการ
ปรับ pH ในระหว่างการหมักพร้อมตรวจวัดค่า pH ระหว่างการหมัก น าข้อมูลการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของน ้าตาล (ฟรุก
โตส กลูโคส และซูโครส) และปริมาณลีแวนที่ได้จากการทดลองมาวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทาง
เดียว (one-way analysis ; ANOVA) ที่ระดับนัยส าคัญ p-value = 0.05 

การวิเคราะห์ปริมาณลีแวนและน ้าตาล ด้วยเคร่ือง high-performance liquid chromatography (HPLC) 
 น าตัวอย่างที่เก็บจากกระบวนการหมักไปปั่นเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ด้วยความเร็วรอบ 9,100  × g เป็นเวลา 30 นาที   
น าส่วนใสไปต้มในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที เพื่อหยุดกิจกรรมของเอนไซม์ ท าการวิเคราะห์น ้าตาลในส่วนใสด้วยเครื่อง HPLC 
(Shimazu LC-20A series, Shimazu Corporation, Japan) ผ่านคอลัมน์ Phenomenex NH2 ตรวจวัดด้วย refractive 
index detector ใช้ 80% อาซีโตไนไตรล์เป็นเฟสเคลื่อนที่ (Mobile phase) ด้วยอัตราการไหล 1.5 มิลลิลิตรต่อนาที ฉีดสาร
ตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร ควบคุมอุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส ส าหรับการวิเคราะห์ลีแวนจะใช้คอลัมน์ TOSOH 
TSKgel amide-80 size exclusion ตรวจวัดด้วย refractive index detector โดยใช้ 0.1 โมลาร์ โซเดียมคลอไรด์เป็นเฟส
เคลื่อนที่ อัตราการไหล 1 มิลลิลิตรต่อนาที ฉีดสารตัวอย่างปริมาตร 10 ไมโครลิตร ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส น าข้อมูลที่ได้
จากการทดลองมาวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way analysis ; ANOVA) ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 0.05 

ผลการวิจัย 
อัตราการเจริญของจุลินทรีย์ B. siamensis 
จากขั้นตอนการศึกษาการหมักจุลินทรีย์ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพและในขวดรูปชมพู่โดยที่มีการควบคุม pH ที่ 5.0 

โดยติดตามการเปลี่ยนแปลงและปรับ pH ด้วย 1 โมลาร์ HCl และ 1M NaOH ทุก 6 ชั่วโมง โดยค่า OD600 ที่แสดงถึงการ
เจริญของจุลินทรีย์ B. siamensis แสดงดังภาพที่ 2(a) โดยพบว่า B. siamensis สามารถเจริญเข้าสู่ระยะเอกซ์โพเนนเชียล 
(Exponential growth phase) เป็นระยะที่ B. siamensis มีการเพิ ่มจ านวนเซลล์อย่างรวดเร ็วและต่อเนื ่องได้ภายใน
ระยะเวลาหมัก 6 ช่ัวโมง โดยมีช่วงระยะในการปรับตัว (Lag phase) น้อยมาก ซึ่งอาจเกิดจากหลายปัจจัย เช่น สภาพแวดล้อม
ที่เหมาะสม การปรับตัวของจุลินทรีย์ หรือการใช้จุลินทรีย์ที่พร้อมส าหรับการเจรญิทันที รวดเร็ว ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยท่ีผ่าน
มา พบว่า จุลินทรีย์ที่ผลิตลีแวนส่วนใหญ่เจริญได้ดีในช่วง pH 5.0 ถึง 6.5 ที่ 6-12 ชั่วโมงของการหมัก และมีอัตราการเจริญ
เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง และเริ่มพบการเจริญแบบคงที่หลังจากช่ัวโมงท่ี 12 เป็นต้นไป [11] ส าหรับการผลิตลีแวนในสภาวะที่ไม่มี 
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(a) (b) 
 

ภาพที่ 2 การเจริญของจุลินทรยี์ B. siamensis ภายใต้สภาวะที่มีและไม่มีการควบคุมค่า pH ระหว่างกระบวนการหมักใน
เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพและขวดรปูชมพู่ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส และความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง 
(a) แสดงค่าการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เพื่อใช้ประเมินการเจริญของจุลินทรีย์ (b) แสดงการ

เปลี่ยนแปลงของค่า pH ตลอดกระบวนการหมัก เพื่อเปรียบเทียบเสถียรภาพของสภาวะการเลี้ยงเช้ือ 

การควบคุมค่า pH นั ้น การเจริญของ B. siamensis สามารถแบ่งออกเป็นระยะต่าง ๆ ได้อย่างชัดเจน โดยช่วงแรก               
B. siamensis จะแสดงระยะปรับตวั (Lag phase) เนื่องจากเป็นช่วงที ่B. siamensis ปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อมของอาหาร
เลี้ยง ก่อนเข้าสู่ช่วงถัดไปซึ่งเป็นระยะการเจริญอย่างรวดเร็ว (Log phase) โดยค่า OD600 เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
และหลังจาก 12 ชั่วโมงของการหมัก พบว่า การเจริญของ B. siamensis จะเข้าสู่ระยะคงตัว (Stationary phase) เนื่องจาก
ปริมาณสารอาหารลดลงสอดคล้องกับการเปลี่ยนแปลงของน ้าตาลซูโครสที่มีปริมาณลดลง และน ้าตาลกลูโคส ฟรุกโตสที่มี
ปริมาณเพิ่มขึ้น ตามเวลาที่เพิ่มขึ้น ดังภาพที่ 3  และพบว่าค่า OD600 ลดลงเล็กน้อย เนื่องจาก B. siamensis เริ่มเข้าสู่ระยะ
การตาย (Death phase) อันเป็นผลมาจากการขาดแคลนอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญของจุลินทรีย์   [12] และในขณะที่การ
เลี้ยงในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพไม่พบช่วง Stationary phase อย่างชัดเจนนั้น เนื่องจากเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพเกิดพื้นที่อับ 
(Dead zones) ที่เกิดขึ้นในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพซึ่งส่งผลกระทบต่อกิจกรรมและการเจริญของจุลินทรีย์ ส่งผลให้อัตราการ
เจริญในช่วง Stationary phase ไม่ชัดเจน โดยมีค่า OD600 ในช่วง 12-24 ชั่วโมงมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง นอกเหนือจากนี้    
ยังพบตะกอนของจุลินทรีย์บริเวณพื้นที่อับ ซึ่งอาจเกิดขึ้นจากการกวนผสมที่ไม่ดี จึงส่งผลให้ประสิทธิภาพการผลิตลีแวนด้วย
เครื ่องปฏิกรณ์ชีวภาพลดลง [13] จากการวิเคราะห์กราฟการเปลี่ยนแปลงค่า pH ในภาพที่ 2(b) ระหว่างการเพาะเลี้ยง
แบคทีเรีย พบว่าในการทดลองที่ไม่มีการควบคุมค่า pH ทั้งในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ มีรูปแบบการเปลี่ยนแปลง
ในทิศทางเดียวกัน โดยในช่วง 24 ชั่วโมงแรกของการหมัก ค่า pH มีความผันผวนเล็กน้อยก่อนจะลดลงมาอยู่ที่ประมาณ pH 
4.0 ซึ่งเป็นผลจากการสะสมของกรดอินทรีย์ที่ได้จากกระบวนการเมแทบอลิซึมของจุลินทรีย์ในช่วงการเจริญเติบโต อย่างไรก็
ตาม หลังจากชั่วโมงที่ 24 เป็นต้นไป ค่า pH ของทั้งสองสภาวะมีแนวโน้มเพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง จนกระทั่งในชั่วโมงที่ 48    
คา่ pH ในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพพุ่งสูงขึ้นไปอยู่ที่ 6.7 และ 6.2 ตามล าดับ 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลและลีแวน ด้วยเครื ่อง High-performance liquid chromatography 
(HPLC) 

จากการเลี้ยงจุลินทรีย์ B. siamensis ในอาหารที่มีปริมาณความเข้มข้นของซูโครส 30 % (w/v) เกิดการเปลี่ยนแปลง
ปริมาณของน ้าตาลในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ แสดงดังภาพท่ี 3 น ้าตาลซูโครสลดลงอย่างรวดเร็วในช่วง 6-24 ช่ัวโมงของการหมัก 
ที่ 48 ชั่วโมงของการหมัก พบว่า การผลิตลีแวนด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพและขวดรูปชมพู่ที่มีการควบคุม pH เหลือน ้าตาล
ซูโครส 7.36 และ 5.29 % (w/v) ตามล าดับ และที่ไม่มีการควบคุม pH เหลือน ้าตาลซูโครส 2.85 และ 6.06 % (w/v) 
ตามล าดับ แนวโน้มการลดลงของน ้าตาลซูโครสมีความสัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของปริมาณน ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตสที่เกิดขึ้น 
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ภาพท่ี 3 ความเข้มข้นของน ้าตาล (ฟรุกโตส กลูโคส และซูโครส) จากการหมักจุลินทรีย์ B. siamensis ภายใต้สภาวะทีไ่ม่มีการ
ควบคุม pH ด้วยขวดรูปชมพู่ (3a) เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ (3c) และภายใต้สภาวะที่มกีารควบคุม pH ด้วย ขวดรูปชมพู่ (3b) เคร่ือง

ปฏิกรณ์ชีวภาพ (3d) ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อนาที 48 ชั่วโมง เพื่อเปรียบเทียบการเปลี่ยนแปลงของ
ปริมาณน ้าตาล 

ในระหว่างกระบวนการหมัก โดยเพิ่มขึ้นจนมีปริมาณสูงสุดที่ 48 ชั่วโมงของการหมัก โดยในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพพบกลูโคส 
7.06 % (w/v) และ ฟรุกโตส 4.65 % (w/v) ในขณะที่ขวดรูปชมพู่ท่ีมีการควบคุม pH พบกลูโคส 3.71 % (w/v) และฟรุกโตส 
12.28 % (w/v) ส าหรับระบบการหมักที่ไม่มีการควบคุม pH พบว่า การหมักด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ พบ กลูโคสและฟรุก
โตส 12.40 % (w/v)  และ 3.77 % (w/v) ตามล าดับ ในขณะที่การหมักด้วยขวดรูปชมพู่ที่ไม่มีการควบคุม pH พบ กลูโคส
และฟรุกโตส 10.82 % (w/v) และ 3.26 % (w/v) ตามล าดับ 

จากการวิเคราะห์ปริมาณของลีแวนด้วยเทคนิค High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) เพื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตภายใต้สภาวะการควบคุมและไม่ควบคุมค่า pH ในระบบขวดรูปชมพู่ และเครื่องปฏิกรณ์
ชีวภาพ พบว่า สภาวะการหมักส่งผลต่อปริมาณลีแวนดังแสดงในภาพที่ 4 โดยช่วงเริ่มแรกที่ 0-6 ชั่วโมง พบว่าปริมาณลีแวน
ที่ผลิตได้จาก B. siamensis ในทุกชุดการทดลองมีปริมาณน้อยมากและไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p > 0.05)  
เนื่องจาก B. siamensis อยู่ในระยะปรับตัว (Lag phase) อย่างไรก็ตาม เมื่อเข้าสู่ชั่วโมงที่ 12 ของการหมัก เริ่มสังเกตเห็น
ความแตกต่างของปริมาณลีแวนอย่างชัดเจน โดยสภาวะที่ไม่มีการควบคุมค่า pH ทั้งในขวดรูปชมพู่และเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ
ให้ผลผลิตลีแวนสูงกว่าสภาวะที่มีการควบคุมค่า pH อย่างมีนัยส าคัญ (2.94% และ 3.05% (w/v) ตามล าดับ) เมื่อการหมัก
ด าเนินไปถึง 24 ช่ัวโมง ปริมาณลีแวนในทุกสภาวะมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง ซึ่งสอดคล้องกับการเจริญของจุลินทรีย์และ
การลดลงของปริมาณน ้าตาลซูโครสในอาหารเลี้ยงเชื้อ (ภาพที่ 2 และ 3) โดยในระยะนี้ เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพในสภาวะไม่
ควบคุมค่า pH ให้ผลผลิตสูงสุดที่ 14.50% (w/v) ตามด้วยขวดรูปชมพู่ในสภาวะไม่ควบคุมค่า pH ที่ 11.82% (w/v) ในขณะที่
ชุดการทดลองที่มีการควบคุมค่า pH ให้ผลผลิตต ่ากว่าอย่างมีนัยส าคัญ (p < 0.05) กระบวนการหมักท่ี 48 ช่ัวโมง พบว่าการ 
หมักด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพในสภาวะไม่ควบคุมค่า pH เป็นสภาวะที่ให้ผลผลิตลีแวนสูงสุดเท่ากับ 21.8% (w/v) ซึ่งสูงกว่า 

 อาหารทีไ่ม่มีการควบคุม pH อาหารที่มีการควบคุม pH 
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ภาพที่ 4 ความเข้มข้นของลีแวนที่ผลิตจากจุลินทรีย์ B. siamensis ในสภาวะทีม่ีการควบคุม pH เป็น 5.0 และไม่มีการควบคุม 
pH ด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพและขวดรูปชมพู่ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 200 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 48 ช่ัวโมง เพื่อ

เปรียบเทยีบการเปลี่ยนแปลงของปริมาณลีแวน 
(สัญลักษณ์อักษรภาษาอังกฤษที่ก ากับเหมือนกันบนแท่งกราฟแสดงถึงความไมแ่ตกต่างทางสถิติและอกัษรภาษาอังกฤษต่างกันที่ก ากับบนแท่งกราฟ

แสดงถึงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ p < 0.05) 
  
การหมักในขวดรูปชมพู่ที่ไม่ควบคุมค่า pH (16.2% w/v) อย่างมีนัยส าคัญ ในทางตรงกันข้าม การควบคุมค่า pH ส่งผลให้
ปริมาณของลีแวนเพิ่มขึ้นเล็กน้อย โดยเฉพาะในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีการควบคุมค่า pH ซึ่งให้ผลผลิตเพียง 6.3% (w/v) 
และการหมักด้วยขวดรูปชมพูสามารถผลิตลีแวนได้เพิ่มขึ้นเล็กน้อยเมื่อเทียบกับชั่วโมงที่ 24 ของการหมัก โดยสามารถผลิต     
ลีแวนได้ 12.1 % (w/v)  

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย 

ผลการวิเคราะห์ปริมาณน ้าตาลและลีแวน ด้วยเคร่ือง High-performance liquid chromatography (HPLC) 
จากการเลี ้ยงจุลินทรีย ์ B. siamensis ในอาหารที ่ม ีปริมาณความเข้มข้นของซูโครส 30  % (w/v)  เกิดการ

เปลี่ยนแปลงปริมาณของน ้าตาลในอาหารเลี้ยงจุลินทรีย์ แสดงดังภาพท่ี 3 น ้าตาลซูโครสลดลงเล็กน้อยในช่วงแรก (0-6 ช่ัวโมง)
ในทุกรูปแบบของการหมักเนื่องจากอยู่ในช่วงปรับตัวและมีการใช้สารอาหารในการเจริญของจุลินทรีย์น้อย  การลดลงของ
ปริมาณน ้าตาลซูโครสและการเพิ่มขึ้นของน ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตสในระบบกระบวนการหมักนั้น เป็นผลมาจากการท างาน
ของเอนไซม์ลีแวนซูเครส (Levansucrase) ที่ผลิตโดยจุลินทรีย์ B. siamensis เอนไซม์ชนิดนี้มีบทบาทส าคัญในการเปลี่ยน
ซูโครสให้เป็นลีแวน โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงดังกล่าวสามารถสังเกตได้จากการลดลงของปริมาณซูโครสทั้งในระบบการ
หมักด้วยเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพและขวดรูปชมพู่ โดยการเพิ่มขึ้นของน ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตสเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(Hydrolysis) ของซ ูโครสให ้กลายเป ็นน  ้าตาลกล ูโคสและฟร ุกโตส และเก ิดกระบวนการทรานส ์ฟร ุกโตซ ิ เลชัน 
(Transfructosylation) ที่น าฟรุกโตสซึ่งได้จากการไฮโดรไลซิสมาสร้างเป็นลีแวน  [14] โดยความแตกต่างของสัดส่วนของ
น ้าตาลกลูโคสและฟรุกโตสที่เกิดขึ้นสามารถบ่งช้ีการสังเคราะห์ลีแวนได้เช่นกัน [1] รูปแบบการเจริญเติบโตของ B. siamensis 
มีความสัมพันธ์โดยตรงกับการเปลี่ยนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ในอาหารเลี้ยงเชื้อโดยในช่วงแรก ที่มีการแบ่งตัวสูงสุด 
(log phase) จะเกิดการสะสมของกรดอินทรีย์ส่งผลให้ค่า pH ลดลงต ่าสุดที่ชั่วโมงที่ 24 จากกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
คาร์โบไฮเดรต ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าโดยการสะสมกรดอินทรีย์และการเปลี่ยนแปลง pH ในการหมักของแบคทีเรีย
กรดแลคติก ซึ่งระบุว่าคาร์โบไฮเดรต (เช่น น ้าตาล) เป็นปัจจัยหลักที่ถูกแปลงเป็นกรดอินทรีย์ในช่วงของการเจริญเติบโต  
น าไปสู่การลดลงของค่า pH [15] และการเปลี่ยนแปลงค่า pH ในช่วง 24-48 ชั่วโมง ซึ่งช่วงเป็นเจริญของ B. siamensis เริ่ม
เข้าสู่ระยะการตาย (Death phase) ดังท่ีภาพที่ 2(a) เป็นสัญญาณว่าแหล่งคาร์บอนหลักอย่างน ้าตาลในอาหารเลี้ยงเช้ือเริ่มถูก
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ใช้จนหมด ส่งผลให้เมแทบอลิซึมของ B. siamensis เปลี่ยนทิศทางจากการสลายน ้าตาลเพื่อสร้างกรดอินทรีย์ ไปเป็นการสลาย
แหล่งไนโตรเจนหรือโปรตีนที่เหลืออยู่แทนผ่านกระบวนการ Deamination ซึ่งจะปลดปล่อยสารประกอบแอมโมเนียที่มีฤทธิ์
เป็นด่างออกมาสู่ภายนอกเซลล์ [16] 

จากการวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (one-way analysis ; ANOVA) ที่ระดับ
นัยส าคัญ p-value = 0.05 พบว่า หลังสิ้นสุดกระบวนการผลิต ปริมาณของลีแวนที่ได้จากการผลิตที่มีการควบคุม pH นั้นมี
ค่าที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ทางสถิติกับปริมาณของลีแวนที่ได้จากการผลิตที่ไม่มีการควบคุมค่า pH ซึ่งบ่งช้ีว่าการควบคุม 
pH เป็น 5.0 อาจไม่เหมาะสมส าหรบัการผลิตลีแวน ซึ่งจากงานวิจัยท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นถึงผลกระทบของ pH ต่อกิจกรรมของ
เอนไซม์ลีแวนซูเครส โดยเอนไซม์ลีแวนซูเครสสามารถท างานได้ดีที่ pH 6.0 [14] นอกเหนือจากนี้ ในระหว่างกระบวนการหมัก 
pH ของระบบอาจมีเปลี่ยนแปลงจากกระบวนการเมทาบอลิซึมของจุลินทรีย์ และ pH อาจเพิ่มขึ้นสูงกว่า pH 5.0 ได้ ซึ่งส่งผล
ให้กระบวนการหมักที่ไม่มีการควบคุม pH มีประสิทธิภาพในการผลิตลีแวนได้สูงกว่ากระบวนการหมักที่มีการควบคุม pH ซึ่ง
สอดคล้องกับรายงานการวิจัยที่เคยมีการศึกษาไว้ก่อนหน้านี ้ งานวิจัยดังกล่าวระบุว่า ในกระบวนการเลี ้ยงจุลินทรีย์               
B. licheniformis NS032 ในสภาวะที่ไม่มีการควบคุมค่า pH พบว่า แนวโน้มที่จุลินทรีย์จะผลิตลีแวนในปริมาณที่สูงสุดจะ
เกิดขึ้นในช่วงที่ค่า pH สูงกว่า 5.0 ทั้งนี้ การเพิ่มขึ้นของ pH ในระหว่ากระบวนการหมักอาจส่งผลต่อการท างานของเอนไซม์ลี
แวนซูเครสที่เป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์ลีแวนให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น [17] และยังสอดคล้องกับงานวิจัยของ 
Anam Nasir และคณะ ที่หมักจุลินทรีย์ B. aryabhattai แล้วพบว่า อาหารส าหรับการผลิตลีแวนที่มี pH มากกว่า 5.0 
สามารถผลิตลีแวนได้เพิ่มขึ้น [18] 
 การสังเคราะห์ลีแวนโดยใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพในสภาวะที่ควบคุมค่า pH เพื่อศึกษาผลกระทบของสภาวะที่มกีาร
ควบคุมและไม่มีการควบคุมค่า pH ต่ออัตราการเพิ่มขึ้นของ B. siamensis และสังเคราะห์ลีแวน ในอัตราการเพิ่มขึ้นของ       
B. siamensis มีอัตราการเพิ่มขึ้นที่สูงสุดในรูปแบบการเลี้ยงในรูปชมพู่โดยมีการควบคุมค่า pH ที่ 5.0 และในรูปแบบการเลี้ยง
ในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพที่มีการควบคุมค่า pH ที่ 5.0 มีอัตราการเพิ่มขึ้นของเชื้อเป็นอันดับต่อมา เนื่องจาก B. siamensis        
มีปัจจัยในการควบคุมค่า pH ที่เหมาะสมส าหรับการเจริญ และการสังเคราะห์ลีแวนของ B. siamensis ในอาหารที่มีปริมาณ
ความเข้มข้นของซูโครสเริ่มต้น 30 % (w/v) มีปริมาณลีแวนที่สูงสุดในรูปแบบการใช้เครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพอยู่ที่ 21.8 % (w/v) 
จากการทดลองรูปแบบการทดลองในเครื่องปฏิกรณ์ชีวภาพ ช่วยให้สามารถผลิตลีแวนได้ในปริมาณที่สูงกว่าการเพาะเลี้ยงแบบ
ดั้งเดิม เพราะสามารถควบคุมปัจจัยต่างๆที่มีผลตอ่อัตราการเจรญิของจุลินทรยี์ได ้และอีกทั้งมีการออกแบบที่ช่วยลดความเสี่ยง
จากการปนเปื้อนของจุลินทรีย์ที่ไม่พึงประสงค์ ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญในการผลิตผลิตภัณฑ์ที่ต้องมีความบริสุทธิ์สูง ท าให้ตอบสนอง
ความต้องการของอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ได้ เทคโนโลยีนี้เหมาะส าหรับการขยายขนาดการผลิตจากระดับห้องปฏิบัติการไปสู่
ระดับอุตสาหกรรม ท าให้สามารถผลิตพรีไบโอติกส์เชิงพาณิชย์ได้อย่างมีประสิทธิภาพและคุ้มค่า โดยการวิจัยในอนาคตนั้น
แนะน าให้ศึกษาการควบคุมปัจจัยอื่นอีก เช่น อุณหภูมิ ความเข้มข้นของออกซิเจน และการกวนผสม เป็นต้น ซึ่งเป็นสิ่งส าคัญ
ในการเพิ่มอัตราการเจริญของจุลินทรีย์และเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตลีแวนให้ได้ปริมาณมากและสม ่าเสมอ 
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