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บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์และที่มา : ลแีวนเป็นโฮโมโพลเีมอร์ของฟรุกโตสจากธรรมชาติทัง้พืชและจุลนิทรีย์ โครงสร้างลแีวนประกอบด้วย

หมู่ D-fructofuranosyl ที่เช่ือมโยงกนัด้วยพนัธะ β-(2, 6) และมีหมู่ D-glucosyl ที่ปลายสายโซ่ เป็นโพลิเมอร์ที่มีประโยชน์ใน
อตุสาหกรรมอาหาร เภสชักรรม เคร่ืองส าอาง และเชิงพาณิชย์ ลีแวนผลิตได้จากกิจกรรมเอนไซม์ลีแวนซูเครส โดยมีน า้ตาล
ซูโครสเป็นสารตัง้ต้น Bacillus siamensis KKSB4 และ Bacillus velezensis KKSB6 ที่แยกได้จากถัว่เหลอืงหมกัและสามารถ
ผลิตลีแวนได้ด้วยการท างานของลีแวนซูเครส น ามาศึกษาการเจริญ ปริมาณน า้ตาลซูโครสที่เหมาะสม และการเลีย้งเชือ้แบบ
กะป้อนเพื่อการเจริญและการผลติเอนไซม์ลแีวนซูเครสที่ดี 
วิธีด าเนินการวจิัย : การเพาะเลีย้งแบคทีเรีย B. siamensis KKSB4 และ B. velezensis KKSB6 ในสภาวะตา่งๆ ทีเ่หมาะสม
ส าหรับการเจริญ และการผลิตเอนไซม์ โดยศึกษาชนิดของอาหารเลีย้งเชือ้ อณุหภมูิ ค่าพีเอชเร่ิมต้น และแหลง่คาร์บอนหลกั 
(ซูโครส) โดยวดัคา่กิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครสด้วยวิธี dinitrosalicylic acid (DNS) วดัคา่ OD600 นาโนเมตรส าหรับการ
เจริญ และวดัค่าปริมาณน า้ตาลซูโครสที่เหลืออยู่ นอกจากนีศ้ึกษาสภาวะการเลีย้งเชือ้แบบกะป้อน โดยเติมอาหารเลีย้งเชือ้ 
หรือเติมน า้ตาล หรือเติมอาหารเลีย้งเชือ้ที่มีน า้ตาล ในระหวา่งการเพาะเลีย้งแบคทีเรีย  
ผลการวิจัย : สภาวะที่เหมาะสมตอ่การเจริญและกิจกรรมเอนไซม์ลแีวนซูเครสของ B. siamensis KKSB4 และ B. velezensis 
KKSB6 คือเพาะเลีย้งในอาหาร Luria-Bertani (LB) ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, พีเอชเร่ิมต้น 7 โดยมีปริมาณน า้ตาลซูโครส
ทีเ่หมาะสมเทา่กบั 30 กรัมตอ่ลติร และ 20 กรัมตอ่ลติร ตามล าดบั เมื่อศกึษาการเพาะเลีย้งแบบกะป้อนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลติเอนไซม์ พบวา่ B. siamensis KKSB4 มีกิจกรรมของเอนไซม์สงูที่สดุเมื่อมีการเติมอาหารเลีย้งเชือ้ LB ที่เวลา 24 และ 
48 ชั่วโมง ของการเลีย้งเชือ้ ในขณะที่ B. velezensis KKSB6 มีกิจกรรมของเอนไซม์สงูในสภาวะที่มีการเติมอาหาร LB ที่มี
น า้ตาลซูโครสทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง  
สรุปผลการวิจัย : B. siamensis KKSB4 และ B. velezensis KKSB6 สามารถผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสได้ มีค่ากิจกรรม
เอนไซม์เท่ากับ 5.06 และ 4.03 ยูนิตต่อมิลลิลิตร ตามล าดบั การเลีย้งเชือ้แบบกะป้อนของ B. siamensis KKSB4 เพื่อผลิต
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เอนไซม์ได้ดีในสภาวะอาหารที่มีน า้ตาล 30 กรัมต่อลิตร และเติมอาหารเลีย้งเชือ้ที่เวลา 24 และ 48 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้ 
ในขณะที่ B. velezensis KKSB6 มีสภาวะการเลีย้งเชือ้ต่อการผลิตเอนไซม์ในสภาวะที่มีน า้ตาลเร่ิมต้น 10 กรัมต่อลิตร และ
เติมอาหารท่ีมีน า้ตาล 10 กรัมตอ่ลติร ในระหวา่งการเลีย้งเชือ้  
ค าส าคัญ : ลแีวน ; ลแีวนซูเครส ; Bacillus siamensis ; Bacillus velezensis 
 

Abstract 
Background and Objectives : Levan is a natural homopolymer of fructose from both plants and microorganisms. 

Levan structure consists of D-fructofuranosyl groups linked to each other by β-(2, 6) bonds and D-glucosyl at the 
end of chain. Microbial levans have wide range of applications in food, pharmaceutical, cosmetic and commercial 
industries; they are produced by levansucrase with sucrose as a substrate. Bacillus siamensis KKSB4 and Bacillus 
velezensis KKSB6 were isolated from fermented soybeans and contained the ability to produce levan by 
levansucrase. Therefore, these strains were investigated the optimal culture, sucrose concentration and fed-batch 
cultivation for growth and levansucrase production. 

Methodology : The optimal culture conditions of B. siamensis KKSB4 and B. velezensis KKSB6 were determined 
for suitable growth and maximizing enzyme production by various parameters of temperature, initial pH and sucrose 
concentration. The levansucrase activity was determined by dinitrosalicylic acid (DNS) method. The optical density 
(OD600 nm) and the amount of sucrose were also detected. The conditions of fed-batch cultivation were 
investigated by the addition of LB medium, sucrose solution or LB with sucrose during the cultivation period. 

Main Results : The results showed that B. siamensis KKSB4 and B. velezensis KKSB6 had high growth and 
levansucrase activity when cultured in Luria-Bertani (LB) at 37°C, pH 7 with 30 g/L and 20 g/L of sucrose, 
respectively. The fed-batch cultivation was studied to increase enzyme production; B. siamensis KKSB4 gave the 
highest enzyme activity by the addition of LB medium at 24 and 48 hours of cultivation. Whereas, B. velezensis 
KKSB6 indicated high activity by the addition of LB medium with sucrose as a substrate at 24 and 48 hours of 
cultivation. 
Conclusions  : B. siamensis KKSB4 and B. velezensis KKSB6 showed enzyme activity at 5.06 U/ml and                     
4.03 U/ml, respectively. The optimal condition of fed-batch cultivation was high sucrose medium (30 g/L) with 
adding only nutrient at 24 and 48 hours for B. siamensis KKSB4. On the other hand, B. velezensis KKSB6 used the 
condition of the medium with low amount of sucrose (10 g/L) and adding nutrient with sucrose during cultivation. 
Keywords :  Levan ; Levansucrase ; Bacillus siamensis ; Bacillus velezensis 
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บทน า   
ลีแวนเป็นโฮโมโพลิเมอร์ของฟรุกโตสที่ได้จากพืชและจุลินทรีย์ตามธรรมชาติ มีประโยชน์มาก และถูกน าไปใช้

ประโยชน์ทางอุตสาหกรรมที่หลากหลาย การสงัเคราะห์ลีแวนทางชีวภาพได้รับความสนใจในเร่ืองประโยชน์ต่อสขุภาพจาก
คุณสมบัติพรีไบโอติก นอกจากนีก้ารถูกย่อยสลายได้ทางชีวภาพ การน ากลับมาใช้ใหม่ ความยืดหยุ่น และเป็นมิตรต่อ
สิง่แวดล้อม เป็นคณุสมบตัิของลแีวนที่ได้รับความสนใจ (Rapala et al., 2015) 

ลีแวนมีแนวโน้มในการน ามาใช้ทดแทนสารฟรุกแทนประเภทอื่นในอุตสาหกรรมอาหาร เนื่องจากคุณสมบตัิทาง
ชีวภาพ ขนาดน า้หนกัโมเลกลุ และคณุสมบตัิพรีไบโอติกที่สง่เสริมการเจริญของจลุินทรีย์ในล าไส้ของระบบทางเดินอาหารของ
มนษุย์ (Pongtorn et al., 2022) มีการใช้งานท่ีหลากหลายในเคร่ืองส าอาง และยา เนื่องจากคณุสมบตัิของลแีวนท่ีส าคญัตา่งๆ 
เช่น สารเพิ่มความหนืด สารท าให้คงตวั สารอิมลัซิไฟเออร์ และสารก่อเจล (Pongtorn et al., 2022) โดยใช้ในผลิตภณัฑ์ดแูล
เส้นผม สเปรย์ปรับอากาศ ผลิตภณัฑ์ดูแลผิวหน้าและผิวกาย ไวท์เทนนิ่งต่างๆ (Ebru et al., 2016) และยงัมีการใช้งานทาง
เภสชักรรมและการแพทย์ท่ีหลากหลาย เช่น ลีแวนท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่าถกูน ามาใช้เพ่ือสง่เสริมฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระและฤทธ์ิ
ต้านการอกัเสบ และยงัสามารถลดการเกิด lipid peroxidation ก าจดัอนมุลู 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Marta 
et al., 2019) ลีแวนถูกน ามาใช้เป็นอนุภาคนาโนที่ช่วยเพิ่มการขนส่งเปปไทด์ต่างๆ เช่น สารต้านเนือ้งอก สารป้องกันการ
ระคายเคือง สารต้านอนมุลูอิสระและสารต้านการอกัเสบ (Pongtorn et al., 2022) นอกจากนีล้แีวนถกูใช้ในการรักษาบาดแผล 
และเนือ้เยื่อที่ถกูไฟไหม้ ลดน า้หนกั ลดคอเลสเตอรอล และยงัใช้ในการเพาะเลีย้งสตัว์น า้อีกด้วย (Ebru et al., 2016) 

ลีแวนที่ผลิตได้จากจุลินทรีย์จึงเป็นโพลิเมอร์ชีวภาพที่มีคุณค่า และมีประโยชน์ในอนาคต ซึ่งการผลิตลีแวนจาก
จุลินทรีย์เกิดจากการท างานของเอนไซม์ลีแวนซูเครส ที่เกิดกระบวนการไฮโดรไลซิสน า้ตาลซูโครสซึง่เป็นโมเลกลุคู ่เปลี่ยนเป็น
กลูโคสและฟรุกโทสที่เป็นโมเลกุลเดี่ยว และเช่ือมต่อน า้ตาลฟรุกโตสผ่านปฏิกิริยาฟรุกโตซิลทรานส์เฟอเรสได้เป็นลีแวน 
(Pongtorn et al., 2022)  เอนไซม์ลีแวนซูเครสมีรายงานในแบคทีเรียหลายสปีชีส์ ได้แก่ Acetobacter diazotrophicus, 
Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis, Bacillus aryabhattai, Brachybacterium phenoliresistens, Pseudomonas 
fluorescens, Lactobacillus reuteri และ Zymomonas mobilis (Hernández et al., 1999) 

การผลิตลีแวนจากจุลินทรีย์นัน้มีข้อจ ากดัในกระบวนการผลิตเก่ียวข้องกบัสภาวะแวดล้อมต่างๆ เช่น ค่าพีเอชของ
อาหารเลีย้งเชือ้ อณุหภมูิ การเติมอากาศ และการกวน ซึ่งจะต้องเหมาะสมส าหรับจุลินทรีย์แต่ละชนิดเพื่อท าให้ได้ผลผลิตใน
ปริมาณที่มาก ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นีจ้ึงมีความสนใจศกึษาหาสภาวะที่เหมาะสมตอ่การผลติเอนไซม์ของแบคทีเรีย Bacillus 
siamensis KKSB4 และ Bacillus velezensis KKSB6 ที่สามารถผลิตลีแวนได้ และศึกษารูปแบบการเลีย้งเชือ้แบบกะป้อน 
เพื่อเพิ่มปริมาณเอนไซม์ลแีวนซูเครส สง่ผลตอ่การเพิ่มผลผลติลแีวน 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
1.  การเตรียมเชื้อแบคทีเรีย 

Bacillus siamensis KKSB4 (PP731977) และ Bacillus velezensis KKSB6 (PP731824)  แยกได้จากถั่วเหลือง
หมกั (Yuensuk, 2021) น ามาทดสอบประสิทธิภาพในการผลติเอนไซม์ลแีวนซูเครส โดยเลีย้งเชือ้บนอาหารแข็ง Luria Bertani 
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(LB) ประกอบด้วย ทริปโตน สารสกัดจากยีสต์ และโซเดียมคลอไรด์ ปริมาณ 10 5 และ 10 กรัมต่อลิตร ตามล าดบั  และมี
น า้ตาลซูโครส 10 กรัมต่อลิตร น าไปบ่มที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง จากนัน้น าเชือ้ 1 ลปู ลงในอาหารเหลว 
LB ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่ผสมซูโครส 10 กรัมต่อลิตร ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลิลิตร แล้วน าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าที่           
ความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพื่อใช้เป็นเชือ้ตัง้ต้น โดยน าเชือ้ที่เจริญ                     
ในอาหารเหลวมาเจือจางให้มีค่าความขุ่น (OD 600 นาโนเมตร) อยู่ในช่วง 0.8-1.0 (มีเชือ้ประมาณ 108 CFU/ml) ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer (Jenway 6505 UV/VIS Spectrophotometer) 
2. การศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสดว้ยการเลีย้งเชื้อแบบกะ (batch cultivation) 
  2.1 การทดสอบอาหารเลีย้งเชื้อในการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
 น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 0.6% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลวปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์ขนาด 
250 มิลลลิติร จ านวน 3 ชนิด ได้แก่ LB Nutrient broth (NB ประกอบด้วยเปปโตน และสารสกดัจากเนือ้ ปริมาณ 5 และ 3 กรัม
ต่อลิตร ตามล าดับ) และ Glucose Yeast extract Calcium carbonate (GYC) อย่างละ 30  10 และ 10 ตามล าดับ ผสม
น า้ตาลซูโครส 10 กรัมต่อลิตร บ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส แล้วท าการเก็บ
ตวัอยา่งเชือ้ปริมาตร 5 มิลลลิติร ที่เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 36 และ 48 ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ จากอาหารชนิดละ 2 ฟลาสก์) จากนัน้
น าไปวดัค่าการเจริญที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที 
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น าสว่นใสไปท าการวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ลีแวนซูเครส เพื่อคดัเลอืกอาหาร
ที่ให้กิจกรรมของเอนไซม์สงูที่สดุ 

2.2  การศึกษาอณุหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
 น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 10.0% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตรที่ผสมซูโครส 10 กรัมต่อลิตร พีเอชตัง้ต้น 7 น าไปบ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที                
ที่อณุหภมูิ 30, 35, 37 และ 40 องศาเซลเซียส โดยท าการเก็บตวัอย่างเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 12, 24, 36 และ 48 
ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ต่อฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ต่อการทดลอง) จากนัน้น าไปวดัค่าการเจริญที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร 
และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น าสว่นใสไปท า
การวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส 

2.3 การศึกษาความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลีย้งเชื้อทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
 น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 10.0% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลลิติร ทีผ่สมซูโครส 10 กรัมตอ่ลติร และปรับคา่พีเอชของอาหารตัง้ต้นเป็น 5, 6, 7, 8 และ 9 จากนัน้น าไปบม่บน
เคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยท าการเก็บตวัอย่างเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร                 
ที่เวลา 0, 12, 24, 36, และ 48 ชั่วโมง (ท า 2 ซ า้ต่อฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ต่อการทดลอง) จากนัน้น าไปวดัค่าการเจริญที่
ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบตอ่นาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 15 นาที น าสว่นใสไปท าการวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส 
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2.4 การศึกษาความเข้มข้นของซูโครสทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 10.0% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ในฟลาสก์

ขนาด 250 มิลลิลิตร ที่ผสมซูโครส 0, 10, 15, 20, 25 และ 30 กรัมต่อลิตร บ่มบนเคร่ืองเขย่าด้วยความเร็วรอบ 150 รอบต่อ
นาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส โดยท าการเก็บตวัอยา่งเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 และ 
48 ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ตอ่ฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ตอ่การทดลอง) จากนัน้น าไปวดัคา่การเจริญที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร 
และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที น าส่วนใสไป            
ท าการวิเคราะห์หากิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส  
3. การศึกษาการเพ่ิมผลผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสดว้ยการเลีย้งเชื้อแบบกะป้อน (Fed batch cultivation) 
  3.1  การเลีย้งเชื้อแบบเติมแหล่งอาหารและน ้าตาลซูโครส 
   น าเชือ้ตัง้ต้นปริมาตร 10.00% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 70 มิลลิลิตร ในฟลาสก์
ขนาด 250 มิลลิลิตร โดยมีชุดทดสอบ 3 สภาวะ ได้แก่ 1) อาหาร LB ผสมซูโครส 30 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB4) และ 20 
กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB6) โดยเติมเฉพาะอาหาร LB ปริมาตร 20 มิลลิลิตร 2) อาหาร LB ผสมซูโครส 10 กรัมต่อลิตร โดย
เติมเฉพาะน า้ตาลซูโครส 10 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB4) และเติมเฉพาะน า้ตาลซูโครส 5 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB6) 
ปริมาตร 20  มิลลลิติร และ 3) อาหาร LB ผสมซูโครส 10 กรัมตอ่ลติร โดยเติมอาหาร LB ผสมกบัน า้ตาลซูโครส 10 กรัมตอ่ลติร 
(ส าหรับ KKSB4) และเติมอาหาร LB ผสมกบัน า้ตาลซูโครส 5 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB6) ปริมาตร 20 มิลลิลิตร โดยเติมที่
เวลา 24 และ 48 ชัว่โมงของการเลีย้งเชือ้ ซึ่งบ่มบนเคร่ืองเขย่าความเร็วรอบ 150 รอบต่อนาที ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 
โดยเก็บตวัอย่างหลงัจากที่มีการเติมสารอาหาร เก็บตวัอย่างเชือ้ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 
ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ตอ่ฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ตอ่การทดลอง)  น าไปวดัคา่การเจริญที่ความยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร และน าไป
ป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วน าสว่นใสไปท าการ
วิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลซูโครสด้วย Hand Refractometer (N.O.W.TOKYO) และกิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส  

3.2 การเลีย้งเชื้อแบบเติมอาหาร LB ส าหรบัเชื้อ KKSB4 
 น าเชือ้ตัง้ต้นของ KKSB4 ปริมาตร 10.0% (ปริมาตรต่อปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 70 มิลลิลิตร 
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร ที่ผสมซูโครส 30 กรัมตอ่ลติร น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส ทดสอบการเติมอาหาร LB  2 แบบ คือ เติมปริมาณ 10 มิลลิลิตร และเติมปริมาณ 20 มิลลิลิตร โดยเติมที่
เวลา 18 ชั่วโมง และเติมอีกครัง้ที่เวลา 30 ชั่วโมง โดยเก็บตวัอย่างหลงัจากที่มีการเติมสารอาหาร เก็บตวัอย่างเชือ้ปริมาตร              
5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ต่อฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ต่อการทดลอง)  น าไปวดัค่า
การเจริญที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ                
4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วน าสว่นใสไปท าการวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลซูโครส และกิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส  
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3.3 การเลีย้งเชื้อแบบเติมอาหาร LB ผสมกบัน ้าตาลซูโครสส าหรบัเชื้อ KKSB6 
 น าเชือ้ตัง้ต้นของ KKSB6 ปริมาตร 10.00% (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) ลงในอาหารเหลว LB ปริมาตร 70 มิลลลิิตร 
ในฟลาสก์ขนาด 250 มิลลลิติร ที่ผสมซูโครส 10 กรัมตอ่ลติร น าไปบม่บนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 150 รอบตอ่นาที ที่อณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส ทดสอบโดยเติมอาหาร LB ผสมกับน า้ตาลซูโครส 10 กรัมต่อลิตร ปริมาตร 20 มิลลิลิตร จ านวน 2 ครัง้        
ที่เวลา 24 และ 36 ชั่วโมงของการเลีย้งเชือ้ โดยเก็บตัวอย่างหลังจากที่มีการเติมสารอาหาร เก็บตัวอย่างเชือ้ปริมาตร                 
5 มิลลิลิตร ที่เวลา 0, 12, 24, 36, 48, 60 และ 72 ชัว่โมง (ท า 2 ซ า้ต่อฟลาสก์ จ านวน 2 ฟลาสก์ต่อการทดลอง)  น าไปวดัค่า
การเจริญที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร และน าไปป่ันเหวี่ยงเพื่อแยกเซลล์ที่ความเร็วรอบ 5000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ                      
4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที แล้วน าสว่นใสไปท าการวิเคราะห์ปริมาณน า้ตาลซูโครส และกิจกรรมของเอนไซม์ลแีวนซูเครส  
4. การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ลีแวนซูเครส (Xu et al., 2021) 

น าสว่นใสที่ได้จากการเลีย้งเชือ้ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกบัสารละลายน า้ตาลซูโครส 1.0% ในน า้กลัน่ ปริมาตร 
0.5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน แล้วท าปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จากนัน้วดัปริมาณน า้ตาลรีดิวซ์ที่
เกิดขึน้จากปฏิกิริยาการย่อยสลายซูโครสด้วยวิธี DNS โดยการเติม 3, 5-Dinitrosalicylic acid (DNS) reagent ปริมาตร                 
1 มิลลลิติร เขยา่ให้เข้ากนั ต้มในน า้เดือดนาน 10 นาที จากนัน้ท าให้เย็นในอา่งน า้ และเติมน า้กลัน่ปริมาตร 5 มิลลลิติร จากนัน้
น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐานของน า้ตาลกลโูคส ค านวณหาคา่
กิจกรรมของเอนไซม์ โดยก าหนดให้ 1 ยนูิตของเอนไซม์ คือ ปริมาณเอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยาเปลี่ยนสบัเสตรตได้น า้ตาลรีดิวซ์                
1 ไมโครโมลตอ่นาที 
 
ผลการวิจัย   
1. สภาวะทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสในการเลีย้งเชื้อแบบกะ (batch cultivation) 
 1.1 การเลีย้งเชื้อเพือ่ผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสในอาหารชนิดต่างๆ 
  จากการทดลองอาหารเลีย้งเชือ้ 3 ชนิดได้แก่ LB NB และ GYC ที่ผสมซูโครส 10 กรัมต่อลิตร แล้วเก็บตวัอยา่ง
ทกุ 12 ชัว่โมง จนครบ 48 ชัว่โมง พบว่าทัง้เชือ้ KKSB4 และ KKSB6 มีการเจริญคงที่ในช่วง 12-36 ชัว่โมง และพบค่ากิจกรรม
เอนไซม์สงูที่สดุในอาหาร LB ที่เวลา 24 ชัว่โมง โดยให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เท่ากนั คือ 0.241  0.014 และ 0.249  0.010   
ยนูติตอ่มิลลลิติร ตามล าดบั (Figure 1) เอนไซม์ลแีวนซูเครสเป็นผลติภณัฑ์ชนิดทตุิยภมูิ (secondary metabolite) ที่ขึน้อยูก่บั
ปัจจยัอื่นๆ เช่น ปริมาณน า้ตาลซูโครส เช่นเดียวกบั Bacillus subtilis M ที่มีการเจริญรวดเร็วในช่วงแล้ว แล้วเร่ิมคงที่ พร้อมๆ 
กบัการผลติเอนไซม์ลแีวนซูเครสที่พบปริมาณน้อยในช่วงแรก แล้วเพิ่มสงูขึน้ (Esawy et al., 2013) จากผลการทดลองจึงเลือก
อาหาร LB ที่ผสมซูโครส 10 กรัมตอ่ลติร ใช้เลีย้งเชือ้ในการทดสอบตอ่ไป 
 1.2 อณุหภูมิทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส  
  จากการทดสอบเลีย้งเชือ้ที่อุณหภูมิต่างๆ ได้แก่ 30  35  37  และ 40 องศาเซลเซียส พบว่าการเจริญของทัง้               
2 สายพนัธุ์มีลกัษณะการเจริญไปในทิศทางเดียวกนัและเกาะกลุม่กนั โดยพบการเจริญที่อณุหภมูิ 40 องศาเซลเซียส เนื่องจาก
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เชือ้ Bacillus มีความสามารถในการสร้างสปอร์ และทนความร้อนได้ แต่อณุหภมูิสงู  เอนไซม์จึงถกูยบัยัง้ท าให้ผลิตเอนไซม์เค
รสคือ 37 องศาเซลเซียส ทัง้ KKSB4 และ KKSB6 ซึง่มีคา่กิจกรรมเอนไซม์สงูที่สดุดงั Figure 2    

1.3 ความเป็นกรด-ด่างของอาหารเลี้ยงเชื้อทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
       จากการทดลองพีเอชตัง้ต้นของอาหารเลีย้งเชือ้ ท าการศึกษาที่พีเอช 5 6 7 8 และ 9 โดยเลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิ 37 
องศาเซลเซียส พบวา่แบคทีเรียทัง้ 2 สายพนัธุ์ มีการเจริญในแตล่ะ pH ไปในทิศทางเดียวกนัไมแ่ตกตา่งกนั (Figure 3) เจริญได้
ในอาหารที่เป็นกรดและดา่ง เนื่องจากคณุสมบตัิของเชือ้ Bacillus ที่สามารถเจริญได้ในช่วงความเป็นกรดดา่งที่กว้าง (Gauvry 
et al., 2021) โดยที่มีค่าพีเอชที่เหมาะสมต่อการเจริญคือ พีเอช 7 ส่วนพีเอชอื่นๆ พบกิจกรรมของเอนไซม์เช่นกัน แสดงว่า
แบคทีเรียผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส สอดคล้องกับการเจริญของเซลล์ พบว่าที่ 12 ชั่วโมง กิจกรรมเอนไซม์ของเชือ้ KKSB6 
สงูสดุที่ pH 7 ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.488  0.008 ยนูิตต่อมิลลิลิตร รองลงมาเป็น pH 6 ในขณะที่ KKSB4 เจริญเติบโตได้        
ช้ากว่าในช่วง 12 ชั่วโมงแรก พบกิจกรรมเอนไซม์ที่เวลา 24 ชั่วโมง ที่ pH 7 ให้ค่ากิจกรรมเอนไซม์ 0.639  0.016 ยูนิตต่อ
มิลลิลิตร  ได้น้อยซึ่งตรงข้ามกับการเจริญ (Natthiwut, 2021) ที่เวลา 24 ชั่วโมง จะเห็นว่าอุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการผล
เอนไซม์ลแีวน   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1  Growth (A, C) and levansucrase activity (B, D) of Bacillus siamensis KKSB4 and Bacillus velezensis  
             KKSB6 cultured in different media at 37°C 
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Figure 2  Effect of temperature on growth (A, C) and levansucrase activity (B, D) of Bacillus siamensis KKSB4 and  
            Bacillus velezensis KKSB6 cultured in LB with 10 g/L of sucrose at pH 7 

Figure 3  Effect of pH on growth (A, C) and levansucrase activity (B, D) of Bacillus siamensis KKSB4 and  
            Bacillus velezensis KKSB6 cultured in LB medium at 37°C 
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 1.4 ความเข้มข้นของซูโครสทีเ่หมาะสมต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส 
จากการทดลองความเข้มข้นของน า้ตาลซูโครสในการเลีย้งเชือ้ที่มีความเข้มข้นของซูโครส 0 10 15 20 25 และ 

30 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7 พบว่า การเจริญ และกิจกรรมของเชือ้ KKSB4 ที่ความเข้มข้นซูโครส
สงูสดุ 30 กรัมต่อลิตร เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมต่อการเจริญและการผลิตเอนไซม์ โดยมีค่า OD600 นาโนเมตร เท่ากับ  
1.751 และกิจกรรมเอนไซม์เท่ากบั 5.060  0.043 ยนูิตต่อมิลลิลิตร สว่นเชือ้ KKSB6 มีการเจริญ และกิจกรรมสงูสดุที่ความ
เข้มข้นซูโครส 20 กรัมต่อลิตร โดยมีค่า OD600 นาโนเมตร เท่ากับ 1.448 และให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ 4.034  0.014          
ยนูิตตอ่มิลลลิติร (Figure 4) 

 

Figure 4  Effect of sucrose concentration on growth (A, C) and levansucrase activity (B, D) of Bacillus siamensis   
               KKSB4 and Bacillus velezensis KKSB6 cultured in LB medium, pH 7 at 37°C 
 
2. การเพ่ิมผลผลิตลีแวนซูเครสดว้ยการเลีย้งเชื้อแบบกะป้อน (Fed batch cultivation) 
 2.1 การเลีย้งเชื้อแบบเติมแหล่งอาหารและน ้าตาลซูโครส 
  จากการทดลองการเลีย้งเชือ้แบบเติมแหล่งอาหารและน า้ตาลซูโครส อาหารเร่ิมต้นของสภาวะที่เติมเฉพาะ
อาหาร ใสซู่โครส 30 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB4) และ 20 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB6) ในขณะที่อีก 2 สภาวะเร่ิมต้นด้วย
อาหาร LB ผสมกบัซูโครส 10 กรัมต่อลิตร เลีย้งเชือ้ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7 จากนัน้เติมเฉพาะซูโครสหรืออาหาร 
LB ที่มีซูโครส ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง โดยเติมซูโครสให้ได้ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 30 กรัมตอ่ลติร (ส าหรับ KKSB4) และ 
20 กรัมต่อลิตร (ส าหรับ KKSB6) ผลการทดลองของ KKSB4 แสดงดัง Figure 5 พบว่าเชือ้ KKSB4 มีค่ากิจกรรมสงูสดุใน
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สภาวะที่ใสน่ า้ตาลทัง้หมด 30 กรัม/ลิตร ในอาหารเลีย้งเชือ้ตัง้แต่ต้น และเติมเฉพาะอาหาร LB ที่เวลาต่างๆ ถึงแม้ว่าการเติม
เฉพาะซูโครสให้กิจกรรมเอนไซม์สงูเช่นเดียวกนั แตใ่ช้ระยะเวลานานถึง 72 ชัว่โมง สว่นเชือ้ KKSB6 นัน้มีคา่กิจกรรมสงูสดุด้วย
การเติมอาหาร LB ผสมซูโครส 5 กรัมตอ่ลติร ที่เวลา 48 ชัว่โมงและมีน า้ตาลลดลงเหลอื 0.6% brix (Figure 6) เนื่องจากเชือ้มี
การใช้อาหารอยา่งช้าๆ ท าให้การเติมน า้ตาลและอาหาร (สภาวะที่ 3) สง่ผลให้การผลติเอนไซม์ตอ่เนื่อง โดยพบวา่หลงัจาก 48 
ชั่วโมง กิจกรรมเอนไซม์ลดลง ไม่มีการใช้น า้ตาล เนื่องจากปริมาณน า้ตาลเหลือน้อย ส่วนการเติมอาหารเพียงอย่างเดียว 
(สภาวะที่ 1) เชือ้เจริญลดลงหลงัจากเติมอาหารที่เวลา 24 ชัว่โมง และไมม่ีการใช้น า้ตาล พบการใช้น า้ตาลในช่วงที่เติมอาหาร
ในครัง้ที่ 2 (ที่เวลา 48 ชัว่โมง) โดยที่กิจกรรมของเอนไซม์ไม่เพิ่มขึน้ สว่นการเติมน า้ตาลเพียงอย่างเดียว พบมีการใช้น า้ตาล
อย่างต่อเนื่อง แต่ไม่สง่ผลต่อการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส ซึ่งพบการผลิตเอนไซม์ค่อยๆ เกิดขึน้ตามปริมาณน า้ตาลและการ
เจริญของเชือ้ 

 

Figure 5   Fed-batch culture of Bacillus siamensis KKSB4 was determined growth (A), enzyme activity (B) and  
                sucrose amount (C) under conditions of adding medium, sucrose or medium with sucrose at 24 and  
                48 hours of cultivation. The nutrients were added into the culture after sample taken 
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Figure 6  Fed-batch culture of Bacillus velezensis KKSB6 shown growth (A), enzyme activity (B) and sucrose  
               amount (C) under conditions of adding medium, sucrose or medium with sucrose at 24 and 48 hours of  
               cultivation 

 
Figure 7 Fed-batch culture of Bacillus siamensis KKSB4 shown growth (A), enzyme activity (B) and sucrose amount 

(C) under adding medium once or twice at 18 and 30 hours of cultivation 
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 2.2 การเลีย้งเชื้อแบบกะป้อนโดยเติมเฉพาะอาหาร LB ส าหรบัเชื้อ KKSB4  
        จากผลการทดลองเลีย้งเชือ้ KKSB4 แบบกะป้อน พบวา่ใช้อาหารตัง้ต้น LB ผสมกบัซูโครส 30 กรัมตอ่ลติร และ
เติมเฉพาะอาหาร LB ให้ผลดีต่อการผลิตเอนไซม์ และพบว่าช่วงเวลาในการเติมอาหารอาจมีผลต่อการผลิตเอนไซม์ เมื่อเติม
อาหารท่ี 48 ชัว่โมง กิจกรรมของเอนไซม์ลดลง (Figure 5) จึงปรับเวลาในการเตมิอาหารเป็นท่ีเวลา 18 และ 30 ชัว่โมง และเติม
อาหาร LB ในปริมาณที่ต่างกนั พบว่า KKSB4 ที่เวลา 12 ชัว่โมง มีค่ากิจกรรมสงูสดุด้วยการเติมอาหาร LB ปริมาณ 10 หรือ 
20 มิลลลิติร ท่ีเวลา 18 และ 30 ชัว่โมง และมีการใช้น า้ตาลซูโครสลดลงเหลอื 0.6% brix (Figure 7) 

2.3 การเลีย้งเชื้อแบบกะป้อนโดยเติมอาหาร LB ผสมกบัน ้าตาลซูโครสส าหรบัเชื้อ KKSB6 
 จากผลการทดลองการเลีย้ง KKSB6 แบบกะป้อนให้ผลดีในสภาวะที่เติมอาหาร LB ผสมซูโครส โดยอาหาร 
เร่ิมต้น คือ LB ผสมกับซูโครส 10 กรัมต่อลิตร ท าการเติมอาหาร LB ผสมซูโครสในความเข้มข้น และเวลาที่ต่างกนั โดยเติม
อาหารและน า้ตาลครัง้เดียว คือ ที่เวลา 24 และ 36 ชัว่โมง และเติมอาหารและน า้ตาล 2 ครัง้ ที่เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง พบวา่
ในการเติมอาหารและน า้ตาลเพียงครัง้เดียวที่เวลา 24 หรือ 36 ชัว่โมง ด้วยปริมาณน า้ตาล 10 กรัมต่อลิตร  ในปริมาตรอาหาร 
20 มิลลลิติร พบกิจกรรมของเอนไซม์เกิดขึน้ท่ีเวลา 12 ชัว่โมง (Figure 8) แสดงถึงการใช้น า้ตาลที่มีอยูใ่นอาหารตัง้ต้น เมื่อเติม
น า้ตาลลงไป เชือ้ใช้น า้ตาลอยา่งตอ่เนื่อง จึงพบการผลติเอนไซม์เพิ่มขึน้หลงัจาก 24 ชัว่โมง เมื่อเปรียบเทียบกบัการเติมอาหาร
และน า้ตาลปริมาณ 5 กรัมตอ่ลติร ปริมาตร 20 มิลลลิติร ใน 2 ช่วงเวลา (เวลา 24 และ 48 ชัว่โมง) มีคา่กิจกรรมสงูทีส่ดุที่เวลา 
48 ชัว่โมง แสดงว่าการเลีย้งเชือ้ KKSB6 ควรเติมน า้ตาลและอาหารให้ทีละน้อย เพื่อใช้ในการสร้างเอนไซม์ลีแวนซูเครส หาก
เติมน า้ตาลซูโครสปริมาณมาก เชือ้สามารถใช้ได้ดี แต่ไม่มีผลกระตุ้นการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครส อาจเนื่องจากมีการผลิต
เอนไซม์อื่นๆ ที่ใช้ยอ่ยสลายซูโครส และใช้ในกิจกรรมอื่นแทน  

Figure 8  Fed-batch culture of Bacillus velezensis KKSB6 shown growth (A), enzyme activity (B) and sucrose  
               amount (C) under adding medium with sucrose at 24 and 48 hours or adding once at 24 or 36 hours of   
               cultivation  
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วิจารณ์ผลการวิจัย   
แหลง่อาหารท่ีส าคญัในการเลีย้งเชือ้ คือการใช้แหลง่ไนโตรเจนจาก yeast extract และ tryptone ที่มีอยูใ่นอาหารตา่ง

ชนิดกันเหมาะสมต่อการเจริญของเชือ้ทัง้ 2 สายพันธุ์  สอดคล้องกับงานวิจัยที่พบว่า Bacillus subtilis NRC33a ใช้ yeast 
extract ในการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสได้ดีกว่าใช้ peptone เป็นแหล่งไนโตรเจนเช่นเดียวกับ tryptone  (Ahmed et al., 
2005) เนื่องจากส่วนประกอบของสารอาหารใน yeast extract มีทัง้โปรตีน น า้ตาล แร่ธาตุ และวิตามินบี (Tome, 2021) 
ในขณะที่ peptone มีแหลง่ของกรดอะมิโมเป็นสว่นใหญ่ (Davami et al., 2015) จึงท าให้แบคทีเรียเกิดกิจกรรมภายในเซลล์
และมีการเจริญได้ดีในอาหารที่มี yeast extract นอกจากนีแ้หลง่คาร์บอนที่ส าคญัในการผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสและสารลี
แวน คือน า้ตาลซูโครส พบว่า KKSB4 เมื่อปริมาณน า้ตาลเพิ่มมากขึน้ การเจริญของเชือ้เพิ่มมากขึน้เช่นกนั ในขณะที่  KKSB6 
มีผลกระทบของการเจริญหากมีปริมาณของน า้ตาลสงูมาก และกิจกรรมของเอนไซม์จะเกิดขึน้หลงัจากเชือ้เจริญ 6 ชั่วโมง 
เหตผุลทีอ่าจเป็นไปได้วา่เชือ้ใช้อาหารจากแหลง่ไนโตรเจนก่อน แล้วจึงใช้น า้ตาลซูโครส การผลติเอนไซม์ลแีวนซูเครสจึงเกิดขึน้
ตามชนิดของแบคทีเรีย โดยการท างานของเอนไซม์เร่ิมจากกิจกรรมการยอ่ยสลายน า้ตาลซูโครสให้ได้น า้ตาลฟรุกโตสเพื่อน าไป
ต่อสายเป็นโพลิแซคคาร์ไรด์ ดงันัน้การวดัค่ากิจกรรมเอนไซม์เป็นผลรวมของกิจกรรมการย่อยสลายและการต่อสายโพลิแซค
คาร์ไรด์ ซึ่งการลดลงของเอนไซม์ในบางช่วง อาจเก่ียวข้องกบักิจกรรมการย่อยสลายน า้ตาลซูโครสลดลง เนื่องจากปริมาณ
น า้ตาลซูโครสตัง้ต้นลดลง แตก่ลบัพบการเพิ่มขึน้ของเอนไซม์จากเชือ้ KKSB4 ในช่วงเวลา 36 ชัว่โมง อาจเกิดจากกิจกรรมของ 
transfructosylation ที่เกิดขึน้ในช่วงหลงัยงัคงอยู่และมีกิจกรรมสงู ซึ่งพบหลกัฐานในเชือ้ Bacillus siamensis ที่ตรวจสอบ
กิจกรรม hydrolysis และ transfructosylation ของการใช้น า้ตาลซูโครส 30% พบว่ากิจกรรมทัง้ 2 กิจกรรม เกิดขึน้สูงใน
ช่วงแรกของการท างานของเอนไซม์ หลงัจากนัน้กิจกรรมของ hydrolysis จะลดลง ในขณะที่กิจกรรม transfructosylation 
ยงัคงสงู (Pongtorn et al., 2022) การผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสของเชือ้ KKSB6 พบว่าถกูยบัยัง้เมื่อมีน า้ตาลซูโครสเกิน 20% 
อาจเนื่องมาจากความหนืดของอาหารที่สง่ผลตอ่การท างานของเอนไซม์ (Min et al., 2021) 
 การเลีย้งเชือ้แบบกะป้อนของ KKSB4 เป็นการเลีย้งโดยเติมน า้ตาลทัง้หมด 30 กรัมต่อลิตร ลงในอาหารตัง้ต้น และ
เติมอาหาร LB ช่วยให้เชือ้สามารถเจริญได้อย่างตอ่เนื่อง และใช้น า้ตาลซูโครสที่ยงัคงเหลืออยู่ในอาหารต่อได้ จึงพบการผลติ
เอนไซม์ในช่วง 36 ชัว่โมง เมื่อน า้ตาลเหลอืน้อยเพียงแค ่0.4% brix ทีเ่วลา 48 ชัว่โมง พบวา่การเติมอาหาร LB เชือ้มีการเจริญ
ต่อ และมีกิจกรรมเอนไซม์เพิ่มขึน้ คาดว่ามาจากกิจกรรมของ hydrolysis ซึ่งมีการศึกษาในสายพนัธุ์กลายพนัธุ์ เพื่อเพิ่มขนาด
ของการผลติลแีวน พบวา่ปริมาณน า้ตาลซูโครสสงูจะพบกิจกรรมของ transfructosylation และพบกิจกรรม hydrolysis ในช่วง
ที่น า้ตาลใกล้จะหมด (Yanyan et al., 2017) สว่นการเติมน า้ตาลอย่างเดียวในการเลีย้งเชือ้ KKSB4 นัน้ ท าให้การเจริญของ
เชือ้ไม่ดี สง่ผลต่อกิจกรรมเอนไซม์ ในขณะที่เติมอาหารและน า้ตาลแบบกะป้อน พบว่าน า้ตาลถกูใช้หมดไปเป็นระยะท าให้การ
ผลิตเอนไซม์เกิดขึน้ไม่ต่อเนื่อง แสดงให้เห็นว่าปริมาณน า้ตาลเพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอต่อการกระตุ้นให้ผลิตเอนไซม์ ยงั
ขึน้อยูก่บัการเจริญของแบคทีเรียด้วย 

ในทางตรงข้ามกนักบั KKSB6 พบว่าปริมาณอาหารที่เติมไมม่ีผลตอ่การเจริญและการผลิตเอนไซม์ เมื่อเปรียบเทียบ
การเติมอาหารช่วงเวลาเดียว คือ 18 ชัว่โมง กบัเติม 2 ช่วงเวลา คือ 18 และ 30 ชัว่โมง พบว่าการเติมอาหารในช่วง 12 ชัว่โมง 
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สง่ผลต่อการเจริญและผลติเอนไซม์ที่สงู โดยไม่จ าเป็นต้องเติมอาหารในครัง้ที่ 2 เมื่อเปรียบเทียบกบัผลการทดลองก่อนหน้านี ้
โดยการเติมอาหารในช่วง 24 ชัว่โมง สง่ผลต่อระยะเวลาในการผลิตเอนไซม์และการใช้น า้ตาล พบว่าหากใสอ่าหารเร็ว การใช้
น า้ตาลมีประสิทธิภาพน้อยกวา่ คงเหลือน า้ตาลมากกวา่ แต่การผลิตเอนไซม์เกิดขึน้ได้เร็วกวา่ แสดงว่าเชือ้สายพนัธุ์นีม้ีการใช้
อาหารหลายแหล่งในช่วงเวลาเดียวกัน ดังนัน้การเติมอาหารและน า้ตาลในช่วงเวลา log phase นัน้ จึงสมัพนัธ์ต่อการน า
อาหารและน า้ตาลไปใช้ในกิจกรรมภายในเซลล์ จากผลการทดลองพบว่า levansucrase เป็น inducible enzyme ที่ต้องการ
น า้ตาลซูโครสเป็นสารตัง้ต้นในการผลติเอนไซม์ จึงสามารถน าไปตอ่ยอดการเลีย้งเชือ้แบบตอ่เนื่อง (continuous culture) หรือ
การเพิ่มขนาดการผลติ เพื่อเพิ่มปริมาณการผลติเอนไซม์ และการผลติลแีวน รวมถึงการใช้แหลง่อาหารราคาถกู เช่น โมลาส น า้
ทิง้จากอตุสาหกรรมที่ยงัมีน า้ตาลซูโครสเหลอือยู ่เพื่อลดต้นทนุในการผลติ 

 
สรุปผลการวิจัย   

สภาวะที่เหมาะสมในการเลีย้งเชือ้เพื่อผลิตเอนไซม์ลีแวนซูเครสของ Bacillus siamensis KKSB4 คือสภาวะอาหาร 
LB ผสมความเข้มข้นซูโครส 30 กรัมต่อลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอชตัง้ต้นของอาหารเท่ากับ 7 หากเลีย้งเชือ้ใน
สภาวะกะป้อนเหมาะสมโดยการเติมน า้ตาลเข้มข้น 30 กรัมตอ่ลติร และเติมอาหาร LB เพิ่มที่เวลา 12 ชัว่โมง ส าหรับ Bacillus 
velezensis KKSB6 เลีย้งด้วยอาหาร LB ผสมความเข้มข้นซูโครส 20 กรัมต่อลิตร ที่อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 7 โดย
การเลีย้งเชือ้แบบกะป้อน เลีย้งเชือ้ในอาหารที่มีน า้ตาลตัง้ต้น 10 กรัมต่อลิตร และเติมอาหารและน า้ตาลซูโครสเป็นระยะ 5 
กรัมต่อลิตร ในช่วงเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง การเลือกใช้อาหาร อุณหภูมิ ความเป็นกรด-ด่าง และความเข้มข้นของซูโครส               
ให้เหมาะสมนัน้มีผลเป็นอยา่งมากตอ่การผลิตเอนไซม์ กิจกรรมของเอนไซม์ รวมถึงสง่ผลตอ่การเจริญของแบคทีเรีย ซึ่งเห็นได้
จากการเลีย้งเชือ้แบบกะป้อนที่เชือ้มีการใช้น า้ตาลมาก แต่ไม่สง่ผลต่อการเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ นัน่คือเชือ้เจริญต่อเนื่อง               
มีการผลติเอนไซม์ได้ดีแตไ่มแ่ตกตา่งกบัการเลีย้งเชือ้แบบคราวเดียว (batch culture)  
 
กิตติกรรมประกาศ   
 ขอขอบคุณส านกังานคณะกรรมการส่งเสริมวิทยาศาสตร์ วิจัยและนวตักรรม (สกสว.) ที่ให้ทุนสนบัสนุนงานวิจัย 
Fundamental Fund ภายใต้มหาวิทยาลยัขอนแก่น และสาขาวิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น ที่ให้
ความอนเุคราะห์ เคร่ืองมือ อปุกรณ์ และห้องปฏิบตัิการระหวา่งด าเนินงานงานวิจยั 
  
เอกสารอ้างอิง 
Ahmed, F. A. F., Doaa, A. R. M., & Mona, A. T. E. (2005). Production of levansucrase from Bacillus subtilis NRC 

33a and enzymic synthesis of levan and fructo-oligosaccharides. International Journal of Current 
Microbiology and Applied Sciences, 51, 402-407. 

 



                           
                               วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 29 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2567 
                        BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 29 (No.2)  May  –  August   2024                                                     บทความวิจยั 
 

 

 

 508 
 

Davami, F., Eghbalpour, F., Nematollahi, L., Barkhordari, F., & Mahboudi, F. (2015). Effects of peptone 
supplementation in different culture media on growth, metabolic pathway and productivity of CHO DG44 
Cells; a new insight into amino acid profiles. Iranian Biomedical Journal, 19(4), 194-205.  

 

Ebru, T., Lázaro, H., & Joan, C. (2016). Review of levan polysaccharide: from a century of past experiences to 
future prospects. Biotechnology Advances, 5 (34), 827-844.  

 

Esawy, M. A., Amer, H., Gamal-Eldeen, A. M., El Enshasy, H. A., Helmy, W. A., Abo-Zeid, M. A. M., Malek, R., 
Ahmed, E. F., & Awad, G. E. A. (2013). Scaling up, characterization of levan and its inhibitory role in 
carcinogenesis initiation stage. Carbohydrate Polymers, 95, 578-587. 

 

Gauvry, E., Mathot, A. G., Couvert, O., Leguerinel, I., & Coroller, L. (2021). Effects of temperature, pH and water 
activity on the growth and the sporulation abilities of Bacillus subtilis BSB1. International Journal of Food 
Microbiology, 337, 108915. 

 

Hernández, L., Arrieta, J., Betancourt, L., Falcón, V., Madrazo, J., & Coego, A. (1999). Levansucrase from 
Acetobacter diazotrophicus SRT4 is secreted via periplasm by a signal-peptide-dependent pathway. 
Current Microbiology, 39 (3), 146-152. 

 

Marta, D., Agnieszka, L., Anna, J., Marek, W., Robert, P., & Marcin, L. (2019). Fermentation parameters and 
conditions affecting levan production and its potential applications in cosmetics. Bioorganic Chemistry, 
93, 102787. 

 

Min, X., Lixia, Z., Fangkun, Z., Jingyue, W., Bo, Z., Zhijiang, Z.&, Ye H. (2021). Cloning and expression of 
levansucrase gene of Bacillus velezensis BM-2 and enzymatic synthesis of levan. Processes, 9 (2), 317. 

 

Natthiwut, T. (2021). A study of biological properties of prebiotic (levan)-producing Bacillus siamensis and skin-
affecting condition for potential application in cosmetics. Burapha University. 

Pongtorn, P., Nattapong, T., Tanawat, R., Nuttinee, T., Gary, A, L., & Witawat, J. (2022). Characterization of 
levansucrase produced by novel Bacillus siamensis and optimization of culture condition for levan 
biosynthesis. Heliyon, 12. 

 

Rapala, S., Chinta, H, S, S, S, R., Gudimalla, S., Janaki, R, M., & Kiran B, U., (2015). Review on production, 
characterization and applications of microbial levan. Carbohydrate Polymers, 120, 102-114. 



                           
                               วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 29 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2567 
                        BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 29 (No.2)  May  –  August   2024                                                     บทความวิจยั 
 

 

 

 509 
 

 

Tomé, D. (2021). Yeast extracts: nutritional and flavoring food ingredients. ACS Food science and technology, 4, 
487-494. 

 

Xu, M., Zhang, L., Zhao, F., Wang, J., Zhao, B., Zhou, Z., & Han, Y. (2021). Cloning and expression of 
levansucrase gene of Bacillus velezensis BM-2 and enzymatic synthesis of levan. Processes, 9(2), 317. 

 

Yanyan, G., Jiayi, Z., Jun, F., Mingfeng, C., Weixia, G., Yufen, Q., Yulei, D., Yi, W., Shufang, W., & Cunjiang, S. 
(2017). Improvement of levan production in Bacillus amyloliquefaciens through metabolic optimization of 
regulatory elements. Applied Microbiology and Biotechnology, 101, 4163-4174.  

 

Yuensuk, S. (2021) Isolation of fructan – levan producing bacteria from fermented soybean. Research report, 
Khon Kaen University, Khon Kaen. (in Thai) 


