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         งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงค์เพื่อพฒันาถังปฏิกรณ์ชีวภาพต้นทุนตํ่าและมีหลักการ

ทาํงานท่ีควบคมุงา่ยเพื่อใชสํ้าหรับขยายพนัธ์ุพืช  โดยไดอ้อกแบบและจัดตั้งถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
กึ่งอัตโนมติั ข้ึนมา 3 ระบบ ได้แก  ่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary Immersion 
System: TIS) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว  (Nutrient Spray Bioreactor: NSB) และ
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีมกีารพน่อากาศอยา่งง ่าย  (Simple Aeration Bioreactor: SAB) โดยได้นําถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพดงักลา่วไปเพาะเล้ียงอวยัวะพืช  (plant organ culture)  3 ชนิดได้แก  ่การเพิ่มจํานวน
ตน้สับปะรด การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไม  ้และการพัฒนาไปเป็นหัว
ขนาดเล็กของแกน่ตะวนั โดยเปรียบเทียบกบัวิธีการเพาะเ ล้ียงอวยัวะพืชในระบบอาหารวุน้และ
อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ท่ีเป็นวธีิการเพาะเล้ียงแบบดั้งเดิม พบวา่ ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีมีการ
พน่อากาศอยา่งงา่ย (SAB) สามารถเพิ่มจํานวนต้นและการเจริญของต้นออ่นสับปะรดได้ดีท่ีสุด 
สว่นการพฒันาไปเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ของโปรโตคอร์มกล้วยไมน้ั้ นให้ผลดีสุดในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแชช่ ัว่คราว (TIS) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว  (NSB) จากการเปรียบเทียบ
การพฒันาไปเป็นตน้ท่ีมยีอดและรากของโปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้นถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีพ ัฒนาข้ึนมา
กบัถังปฏิ กรณ์ ชีวภ าพท่ีมีใบกวน  (Stirred Tank Bioreactor, STR)  และ มีระ บบควบคุมแบบ
อัตโนมติัขนาด 5 ลิตร พบวา่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ั่วคราว (TIS) ให้ผลดีกวา่ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบอ่ืนๆ เมือ่วเิคราะห์ตน้ทุนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีพ ัฒนาข้ึนมาพบวา่  SAB มีต้นทุนถูก
ท่ีสุดเมือ่เปรียบเทียบกบั TIS และ  NSB โดยถังปฏิกรณ์ชีวภาพทั้งสามระบบมีต้นทุนตํ่ากวา่  STR 
ประมาณ 22-338  เทา่ จากผลการทดลองทั้งหมดแสดงให้เห็นวา่ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีพ ัฒนาข้ึนมามี
ตน้ทุนการจดัตั้งตํ่าและให้ผลในการเพาะเล้ียงอวยัวะพืชไดดี้กวา่การใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ  STR 
ท่ีควบคมุโดยระบบอตัโนมติั ซ่ึงมปีระโยชน์เป็นอยา่งมากตอ่การขยายพันธ์ุพืชในปริมาณมากท่ีมี
ตน้ทุนการผลิตตํ่า  

 
 

 

  



  จ 
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          This research aimed to develop low cost bioreactors with simple operation for 

plant micropropagation. Three bioreactor systems including temporary immersion system 
bioreactor (TIS), nutrient spray bioreactor (NSB) and simple aeration bioreactor (SAB) were 
designed and established. The developed bioreactors were applied for plant organ cultures; the 
multiplication of pineapple plantlets, the development of orchid protocorm to plant with shoot and 
rhizome and the microtuber induction of Jerusalem artichoke. Plant organs culturing by 
traditional methods (agar medium and liquid medium in shake flask) were also investigated. The 
results showed that the SAB was the best for pineapple plantlets multiplication and growth. The 
high rate of mature plant development from orchid protocorms were recorded in those cultured in 
TIS and NSB. Whereas, the TIS was only developed system that showed positive effect to 
Jerusalem artichoke microtuber induction. Additionally, the comparative study of mature plant 
orchid development from protocorms culturing in all three established bioreactors with 5 L stirred 
tank bioreactor with automated operation found that the TIS was superior than others. The 
evaluation of bioreactor cost suggested that the SAB was cheaper than TIS and NSB. However, 
the cost of all developed bioreactors were lower than STR about 22-338 folds. All data obtained 
from this research demonstrated that the developed bioreactors were low cost equipments and 
suitable for plant organs culture better than the automated STR which benefits for mass plant 
micropropagation with low cost investment.                
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บทที่ 1  
บทน า 

 
 1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 การขยายพนัธ์ุพืชในหลอดทดลอง   (in vitro propagation) หรือท่ีเ รียกกนัวา่การเพาะเ ล้ียง
ชิ้นพืชขนาดจิว๋ (micropropagation) เขา้มามีบทบาทเป็นอยา่งมากตอ่การขยายต้นพันธ์ุพืชปลอด
โรคในเชิงพาณิชย์  โดยวธีิการดงักลา่วน้ีมขีอ้ไดเ้ปรียบวธีิการขยายพันธ์ุพืชในแปลงปลูกอยูห่ลาย
ประการดว้ยกนั  อาทิเชน่ สามารถเพิ่มปริมาณตน้พืชไดม้าก  (mass production) ในระยะเวลาอันส้ัน
และไดต้น้พืชท่ีแข็งแรงและปลอดโรค  สามารถผลิตได้ตลอดทั้ง ปีโดยไมข้ึ่นอยูก่บัฤดูกาล   ย่ิงไป
กวา่นั้นกคื็อความสามารถท่ีจะช ักนําให้ชิ้นพืช   (explant) บางชนิดท่ีพ ักตัว  (dormancy) หรือแก ่
(adult)  
ไมค่ ่อย ต่ืน ตัว   (inactive) กลับมาต่ืน ตัว  (rejuvenate) แ ละพัฒ นา ต ่อไปไ ด้อีกค ร้ัง ก็นับ เ ป็น 
ขอ้ไดเ้ปรียบอีกประการหน่ึงท่ีสามารถทําได้โดยอาศัยหลักการของการเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือพืชใน
หลอดทดลอง  ดว้ยเหตุน้ีจึงทําให้เทคนิค  micropropagation  ได้รับความสนใจเพิ่มมากข้ึนเ ร่ือยๆ 
โดยเฉพาะอยา่งย่ิงการผลิตไมด้อกไมป้ระดับ (ornamental plants) ในเชิงพาณิชย์ซ่ึง เ ติบโตข้ึนเป็น
อยา่งมากในตลาดโลก  นอกจากน้ียงัมกีารนําเอาเทคนิคดงักลา่วมาใช ้ในการขยายพันธ์ุพืชผักและ
ไมผ้ลบางชนิดอีกดว้ย  อยา่งไรกต็ามการขยายพนัธ์ุพืชโดยอาศัยเทคนิคการเพาะเ ล้ียงชิ้นพืชขนาด
จิว๋บนอาหารวุน้ (agar medium) นั้นถือเป็นการขยายพันธ์ุพืชในหลอดทดลองแบบดั้ง เ ดิมท่ีต้อง
อาศยัแรงงาน จาํนวนขวดและช ั้นวางขวดเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือจาํนวนมาก อีกทั้งยังต้องการพื้นท่ีขนาด
กวา้งท่ีมกีารให้แสงสวา่งจากหลอดไฟ สง่ผลให้มีข้อจํากดัของต้นทุนการผลิตสูงและยากตอ่การ
ขยายพนัธ์ุพืชให้ไดผ้ลผลิตในปริมาณมากตอ่การเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือ 1 คร้ัง (Gupta & Ibaraki, 2008) 
ดังนั้ นจึงได้มีการขยายพันธ์ุพืชหลายชนิดในระบบการเพาะเ ล้ียงท่ีอาศัยอาหารเหลว (liquid 
medium) โดยการเพาะเล้ียงเซลล์หรือเน้ือเย่ือพืชในอาหารเหลวจะมีข้อดีหลายประการ เชน่ เซลล์
หรือเน้ือเย่ือพืชมอีตัราการเจริญสูงกวา่เมือ่เปรียบเทียบกบัการเพาะเ ล้ียงในอาหารวุน้ จึงทําให้ใช ้
ระยะเวลาในการเพาะเล้ียงท่ีส้ันลงได ้ สามารถปรับเปล่ียนสภาวะท่ีใช ้ในการเพาะเ ล้ียง เช น่ การ
แปรผนัองค์ประกอบของอาหารเพาะเล้ียง   การใช ้สารกอ่กระตุ้น (elicitors) เพื่อเพิ่มผลิตภ ัณฑ์ท่ี
ตอ้งการ   และการหาเอนไซมท่ี์เป็นตวักาํหนดวถีิการสังเคราะห์สารตา่งๆ ได้ง ่ายกวา่ ซ่ึงระบบการ
เพาะเ ล้ียงในอาหารเหลวน้ีจะ เ อ้ือตอ่การขยายขนาดการผลิตเซลล์หรือเ น้ือเ ย่ือ พืชในระดับ
อุตสาหกรรมได ้ โดยไดม้กีารพฒันาและปรับปรุงถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) ท่ีนิยมใช ้ในการ
เพาะเล้ียงเซลล์จุลินทรีย์มาใชใ้นการเพาะเ ล้ียงเซลล์และเ น้ือเ ย่ือพืชอยา่งตอ่เ น่ือง  การประยุกต์
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เทคนิคการเพาะเล้ียงเซลล์หรือเน้ือเย่ือพืชในอาหารเหลวโดยอาศยัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพจึงถูกคาดหวงั
วา่จะเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีจะชว่ยให้การขยายพนัธ์ุพืช เ ป็นไปอยา่งมีประสิทธิภาพและทําได้ใน
เวลาอนัรวดเร็วข้ึน นอกจากน้ียงันําไปสู่การขยายขนาดการผลิตท่ีใหญข้ึ่นได้  อยา่งไรก็ตามการ
ทดลองใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อการขยายพนัธ์ุพืชและการผลิตสารทุติยภูมิ (secondary metabolites) 
ยงัถูกจาํกดัอยูใ่นพืชเพียงไมก่ี่ช นิดเทา่นั้ น ทั้ง น้ีก็เพราะวา่ยังขาดการวางแผนการทดลองแบบ 
factorial และการทดลองท่ีเป็นระบบของการขยายพนัธ์ุพืชในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีจะสะท้อนให้เ ห็น
ถึงปฏิสัมพนัธ์ท่ีซบัซอ้นระหวา่งลกัษณะทางสรีรวทิยาของพืชกบัพารามิเตอร์เชิงกายภาพของถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ  ดงันั้นการท่ีจะใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพเพื่อการขยายพนัธ์ุพืชและการผลิตสารทุติยภูมิ
นั้นจึงยงัเป็นระบบท่ีตอ้งอาศยัการพฒันาและปรับปรุงอีกมาก ประกอบกบัถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีถูก
พฒันาและนํามาใชไ้ดจ้ริงในการขยายพนัธ์ุพืชและการผลิตสารทุติยภูมิในขนาดการผลิตท่ีสูงใน
ปัจจุบนันั้นมรีาคาแพงเพราะต้องอาศัยระบบการควบคุมการผลิตแบบอัตโนมติั   ดังนั้ นการหา
แนวทางในการพฒันาและดดัแปลงถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าและอาศัยหลักการทํางานท่ีควบคุม
งา่ยไมซ่บัซอ้นเพื่อใชใ้นการขยายพนัธ์ุพืชเศรษฐกจิของประเทศจึงนา่จะมีประโยชน์เป็นอยา่งมาก
ตอ่การพฒันาระบบการเกษตรของชาติในอนาคต 
 1.2 ความมุ่งหมายและวัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 เพื่อพฒันาถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าและมหีลกัการทาํงานท่ีควบคุมงา่ยสําหรับการ
เพาะเล้ียงอวยัวะพืชชนิดตา่งๆ 
 1.3 ขอบเขตของการศึกษา 
 1. ออกแบบถงัปฏิกรณ์ปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าและมหีลกัการทํางานท่ีควบคุมง ่ายสําหรับ
การเพาะเล้ียงตน้สับปะรด โปรโตคอร์มกล้วยไม ้ และลาํตน้แกน่ตะวนั  
 2. จดัตั้งระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าและมีหลักการทํางานท่ีควบคุมง ่ายสําหรับการ
เพาะเล้ียงตน้สับปะรด โปรโตคอร์มกล้วยไม ้ และลาํตน้แกน่ตะวนั  
 3. ศึกษาผลของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพรูปแบบตา่งๆ ตอ่การเพิ่มจํานวนและการเจริญของต้น
สับปะรด การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไม ้และการพัฒนาไปเป็นหัว
ขนาดเล็กของลาํตน้แกน่ตะวนั 
 1.4 ผลทีค่าดว่าจะได้รับ 
 สามารถพฒันาถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าและมหีลกัการทํางานท่ีควบคุมง ่ายสําหรับการ
เพาะเล้ียงอวยัวะพืชชนิดตา่งๆ ได ้
 
 



  3 

 

บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
 2.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ เนื้อเยื่อ และอวัยวะพชืในอาหารเหลว  
 พืชเชิงพาณิชย์ท่ีเ ป็นท่ีต้องการมากในปัจจุบันได้แก ่ผัก ผลไม ้พืชสมุนไพร ไมด้อก  
ไมป้ระดบั ถูกขยายพนัธ์ุโดยอาศยัเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชบนอาหารวุน้ แตก่ารเพาะเ ล้ียงบน
อาหารวุน้นั้นตอ้งอาศยัจาํนวนขวดสําหรับการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชและแรงงานจํานวนมาก ส่งผล
ให้มคีวามตอ้งการพื้นท่ีห้องสําหรับเพาะเล้ียงขนาดกวา้ง จาํนวนช ั้นวางขวดเพาะเ ล้ียง ตู้ปลอดเชื้อ 
หมอ้น่ึงขนาดใหญ ่และพลงังานไฟฟ้าเป็นอยา่งมาก ทาํให้การขยายพันธ์ุพืช เพื่อให้ได้ในปริมาณ
มากหรือในระดบัอุตสาหกรรมโดยอาศยัเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชบนอาหารวุน้นั้ นมีข้อจํากดั
ของตน้ทุนการผลิตท่ีสูงและยากตอ่การเพิ่มปริมาณผลผลิต  ดังนั้ นเพื่อแกไ้ขปัญหาดังกลา่วการ
เพาะเล้ียงเซลล์ เน้ือเย่ือ และอวยัวะพืชในอาหารเหลวจึงเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีเข้ามามีบทบาทสําคัญ 
โดยการเพาะเ ล้ียงเซลล์ เ น้ือ เ ย่ือ และอวยัวะพืชในอาหารเ หลวสามารถทํา ได้หลายรูปแบบ  
(บุษราภรณ์ งามปัญญา, 2548) ดงัน้ี 
 1. การเล้ียงแบบหมนุจุม่อาหารอยา่งช ้า ๆ (slowly rotate culture) โดยมีภาชนะท่ีออกแบบ
พิเศษให้มหีลอดย่ืนออกมารอบๆ เพื่อกกัเกบ็เซลล์ในขณะท่ีมอเตอร์หมุนภาชนะไปรอบแกนด้วย
ความเร็วประมาณ 1-2 รอบ/นาที 
 2. การเล้ียงแบบเขยา่ (shake culture) วธีิน้ีทาํไดง้า่ยและนิยมกนัทั่วไป โดยนําภาชนะท่ีใส่
ตัวอยา่งวางเ ล้ียงบนเคร่ืองเขยา่แบบวน (orbital platform shaker) ท่ีความเ ร็วประมาณ 80-120  
รอบ/นาที 
 3. การเล้ียงแบบหมุน (spinning culture) วิธีการน้ี เหมาะแกก่ารเพาะเ ล้ียงคราวละมากๆ 
หลกัการคือ นําภาชนะท่ีบรรจุตวัอยา่งไปติดตั้งกบัแกนหมนุท่ีวางเ อียงทํามุม 45O ความเ ร็วประมาณ  
80-120 รอบ/ นาที  
 4. การเ ล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor culture)   วิธีการน้ี เหมาะแกก่ารเ ล้ียงใน
ปริมาณมากๆ เชน่กนั โดยจะมกีารเติมอากาศเขา้ไปในถังปฏิกรณ์แบบตา่งๆ นอกจากน้ียังมีระบบ
เติมอาหารและวดัสภาพของอาหารในภาชนะดว้ย 
 การผลิตพืชในปริมาณมากผา่นการเพาะเ ล้ียงเซลล์  เ น้ือเ ย่ื อ และเ อ็มบริโอโดยใช ้ถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactors) นั้นนับเป็นวิธีการท่ีมีประโยชน์อยา่งมากตอ่การขยายพันธ์ุพืชใน
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ระดบัอุตสาหกรรม (industrial plant propagation) โดยถังปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับพืชนั้ นหากแบง่
ตามประเภทของระบบการเพาะเล้ียงแลว้สามารถแบง่ออกไดเ้ป็น 3 ประเภทหลกั  
 1.ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับผลิตชีวมวล (biomass) ไดแ้ก ่ เซลล์ สว่นของอวยัวะพืช สว่น
ของเอ็มบริโอ ตน้พืช หรือรากพืชเป็นผลิตภณัฑ์สุดทา้ย 
 2. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับผลิตสารเมแทบอไลท์ (metabolites) และเอนไซม ์ (enzyme) 
จากพืช  
 3. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับใชเ้ป็นระบบ biotransformation ของสารเมแทบอไลท์ท่ีเติมลง
ไป ซ่ึงอาจเป็นสารเร่ิมตน้ (precursors) ใน metabolic pathway 
 2.2 ถังปฏกิรณ์ชีวภาพส าหรับเพาะเลี้ยงเซลล์และเนื้อเยื่อพชื 
 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพได้ถูกนํามาใช ้เพื่อขยายพันธ์ุพืชในปริมาณมากโดยอาศัยระบบการ
เพา ะเ ล้ียง แบบตา่ง ๆ ได้แ ก ่การ เพา ะเ ล้ียง เซลล์ เ น้ือ เ ย่ือ  เ อ็มบริโอ ท่ีมาจา กเซลล์ร่าง กา ย  
(somatic embryo) ห รื อส่ วน ของ อว ัย วะ เ ห ง้ า   (bulb) หั ว  (corm) ข้อ  (node) หั วขน า ดเ ล็ ก 
(microtuber) และตน้ (shoot)ในลักษณะของการแขวนลอยอยูใ่นอาหารเหลว  อยา่งไรก็ตามใน
ชว่งแรกนั้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีใชจ้ะออกแบบและพัฒนาโดยอาศัยแหลง่ความรู้จากถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีใชใ้นการเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ โดยท่ีรู้จกักนัอยา่งกวา้งขวางก็คือถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใบ
กวน (stirred tank reactor) ท่ีมีใบกวนกงัหันแบบแบน ( flat turbine blade) ทุกวนัน้ีถังหลากหลาย
ชนิดไดถู้กพฒันาและสร้างข้ึนมาเพื่อใชใ้นวตัถุประสงค์จาํเพาะท่ีแตกตา่งกนัออกไป แตถ่ังปฏิกรณ์
โดยสว่นใหญท่ี่ไดม้าตรฐานยงัถูกออกแบบข้ึนมาเพื่อเพาะเล้ียงเซลล์จุลินทรีย์ทําให้ไมเ่หมาะสมตอ่
การนํามาเล้ียงเซลล์พืชในวตัถุประสงค์ตามท่ีตอ้งการได้ เพราะเซลล์พืชมีลักษณะท่ีบอบบางหรือ
เซลล์เกาะกนัเป็นกลุม่         
 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพเป็นเคร่ืองมอืท่ีสามารถเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชให้ไดผ้ลผลิตของจํานวนต้น
กลา้ในปริมาณมากตอ่การเพาะเล้ียงในหน่ึงรอบ โดยสภาวะของการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชจะถูกสร้าง
ข้ึนจากการ เพา ะเ ล้ียง ใน ระดับขวดเ ขย ่าหรื อถัง ปฏิ กรณ์ ชีวภาพ ขน าดเ ล็กปริมาตรความจุ  
250 – 1,000 มลิลิลิตร เพื่อให้ง ่ายตอ่การเพาะเ ล้ียงในถังปฏิกรณ์ชีวภาพขนาดใหญ ่ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพสําหรับการขยายพนัธ์ุพืชมพีื้นฐานคล้ายคลึงกบัถังปฏิกรณ์ชี วภาพท่ีใช ้ในการเพาะเ ล้ียง
จุลินทรีย์และเซลล์ โดยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีใชสํ้าหรับเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืชแบง่ตามวิธีการ
กวน (agitation method) และลกัษณะของภาชนะ (vessel) ท่ีใชเ้พาะเล้ียงได้เ ป็น 2 ประเภทหลักคือ  
ถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีการกวนโดยอาศัยแรงเชิงกล  (mechanically agitated bioreactors) และถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมกีารกวนโดยอาศัยแรงดันจากการอัดอากาศและไมม่ีการกวน ( pneumatically 
agitated and non-agitated bioreactors) ตามรายละเอียดในตารางท่ี 1 และภาพท่ี 1 
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ตารางท่ี  1 ประเภทและชนิดของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับเพาะเล้ียงเซลล์ เน้ือเย่ือ และอวยัวะพืช  

ประเภทของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมกีารกวนโดยอาศัยแรงเชิงกล  
(mechanically agitated bioreactors) 

1. Stirred tank bioreactor 

2. Rotating drum bioreactor 

3. Spin filter bioreactor 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมกีารกวนโดยอาศัยแรงดนัจาก
การอดัอากาศและถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีไมม่ีการกวน 

(Pneumatically agitated bioreactors and non- 

agitated bioreactors) 

1. Simple aeration bioreactor 

2. Bubble column bioreactor 

3. Airlift bioreactor 

4. Packed bed bioreactor 

5. Fluidized bed bioreactor 

6. Membrane bioreactor 

ท่ีมา (K. Y. Paek, Chakrabarty, & Hahn, 2005) 
 2.2.1 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมกีารกวนโดยอาศยัแรงเชิงกล (mechanically agitated 
bioreactors) 
  2.2.1.1 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใบกวน (stirred tank bioreactor, STR)  
 โดยอาศยัใบกวนแบบตา่งๆ ได้แก ่spin, helix, blade และ paddle ซ่ึง  STR เ ป็นถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีนิยมใชท้ัว่ไปในอุตสาหกรรมโดยอาศยัหลกัการกวนเชิงกล (ภาพท่ี 2)    มีข้อดีในแง ่ของ
การผสมท่ีมปีระสิทธิภาพและสามารถทําให้ฟองอากาศแตก ซ่ึงไมท่ําให้เซลล์เกิดการจับตัวเ ป็น
กลุม่และเพิ่มอตัราการละลายของออกซิเจนไดดี้ ทาํให้ภายในถังปฏิกรณ์มีการแลกเปล่ียนระหวา่ง
แกส๊และของเหลวรวมถึงมปีระสิทธิภาพในการถา่ยโอนมวลท่ีดี อยา่งไรก็ตามแมก้ารดัดแปลงถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ STR ดว้ยการให้อากาศโดยใช ้ใบกวนแบบตา่งๆได้ถูกพ ัฒนาข้ึนมา (Honda, 
Liu, & Kobayashi, 2001) แตก่ย็งัพบขอ้จาํกดัอยูห่ลายประการ เชน่ การใช ้พลังงานท่ีสูง แรงเ ฉือน 
(shear force) สูง มี configuration ท่ีซับซ้อนและมีปัญหาเกี่ยวกบัการเชื่อม ( sealing) และความ
เสถียรของเพลาหมนุ (rotating shafts) ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีความสูง เกิดการปนเ ป้ือนได้ง ่าย 
และยากตอ่การหาสภาวะท่ีเหมาะสมเมื่อแปรผันสภาวะตา่ งๆ มีข้อแตกตา่งจาก pnueumatic 
bioreactor คือตอ้งอาศยักลไกท่ีแยกออกมาเพื่อให้เกิดการกวนเชิงกลนั่นก็คือต้องใช ้ใบกวนแบบ
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ตา่งๆ และการให้อากาศ  โดยการเพาะเล้ียงเซลล์และตน้พืชท่ีมีความไวตอ่แรงเ ฉือนนั้ นต้องใช ้ใบ
กวนท่ีทาํให้เกดิแรงเฉือนตํ่าๆ และตอ้งมกีารผสมอยา่งดีด้วยเมื่อใช ้อัตราการกวนท่ีตํ่า จึงนับเป็น
ขอ้จาํกดัอยา่งมากของ STR ตอ่การเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืชท่ีไวตอ่แรงเฉือน ซ่ึงมีงานวิจัยนํา
ถังปฏิกร ณ์ชนิดน้ีนํ าไปเ ล้ีย งเซลล์แ ขวนลอย เพื่อผลิตสารทุติย ภูมิภายใ นเซลล์พื ชบางชนิ ด 
(Rodr´guez-Monroy & Galindo, 1999) 
  2.2.1.2 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกลองหมนุ (rotating drum bioreactor) 
 ประกอบด้วยถัง รูปทรงกระบอกท่ีติดตั้ง บนลูกกล้ิง เพื่อร องรั บถัง สําหรั บกา รหมุน  
(ภาพท่ี 3) โดยหมนุท่ีความเร็วรอบตํ่าประมาณ 2-6  rpm ตอ่นาที โดยภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด
น้ีไมม่กีารใชใ้บพดั ทาํให้มแีรงเฉือนท่ีตํ่า และเป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีสัดส่วนของพื้นท่ีผิวตอ่
ปริมาตรท่ีสูงกวา่ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอ่ืนๆ ทาํให้เกดิการถา่ยโอนมวลได้สําเ ร็จโดยใช ้พลังงาน
น้อยมาก ซ่ึงเ ป็นไปตาม Danckwert’s surface renewal theory (Danckwerts, 1951)โดยส่ิงเหลา่น้ี
เหมาะสมตอ่กระบวนการชีวภาพของเน้ือเย่ือท่ีไวตอ่แรงเฉือนและถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีต้องการแสง 
(photo bioreactor) (Sajc, Grubisic, & GordanaVunjak-Novakovic, 2000) 
  2.2.1.3 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบตวักรองป่ัน (Spin filter bioreactor) 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดน้ี (ภาพท่ี 4) ติดตั้งตวักรองท่ีขบัเคล่ือนดว้ยข้อตอ่แมเ่หล็กในแผน่กวน โดย
การป่ันของตวักรองน้ีทาํหน้าท่ีเป็นตวักวน (agitated) โดยไมส่ร้างแรงเฉือนและยังทําหน้าท่ีเ ป็นตัว
กรองสําหรับนําเอาอาหารเหลวออกจากถังปฏิกรณ์   ซ่ึงมีงานวิจัยท่ีประสบความสําเ ร็จในการ
เพาะเล้ียงเซลล์แขวนลอยของแครอทในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิด Spin filter (Honda et al., 2001) 
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(A) Mechanically agitated bioreactors: (a) stirred tank reactor equipped with various propellers 
(spin, helix, bladed, paddle), (b) rotary drum tank reactor;  
(B) Pneumatically agitated bioreactors: (a) bubble column, (b) concentric tube air -lift reactor (IL 
ALR), (c) external loop air-lift reactor (EL ALR), (d) propeller loop reactor, (Akin-Idowu, 
Akinyemi, & Ibitoye) jet loop reactor;  
(C) Non-agitated bioreactors: (a) packed bed, (b) fluidized bed, (c) membrane reactor.  
ท่ีมา (Sajc et al., 2000) 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี  1 ประเภทของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับเล้ียงเซลล์พืช  
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ภาพท่ี  2 การวางผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกวน (stirred tank bioreactor, STR) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
a, Wheaton vessel for 20 or 50 liters; b, dissolved oxygen probe; c, pH probe; d, impeller;  
e, sparger; f, inoculation and harvest vessel; g, vent trap; h, membrane filter; i, sampling port; 
j, air compressor; k, filtering system. l, cooling system; m, heating system; n, top driven motor;  
o, controller; p, computer; q, anti-foam port; r, air flow meter  
ท่ีมา (K.-Y. Paek, Hahn, & Son, 2001) 

ท่ีมา (Tanaka, Nishijima, Suwa, & Iwamoto, 1983) 

 

 

 

ภาพท่ี  3 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบกลองหมนุ (rotating drum bioreactor) 
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ภาพท่ี  4 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบตวักรองป่ัน (Spin filter bioreactor) 

 
 
 
                                                    
  
 
 

 
  

 
 

ท่ีมา (Styer, 1985) 
 
 2.2.2 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีการกวนโดยอาศัยแรงดันจากการอัดอากาศและถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีไมม่กีารกวน (Pneumatically agitated bioreactors and non- agitated bioreactors) 
  2.2.2.1 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลัมน์ฟองอากาศ (bubble column -bioreactors) 
(ภาพท่ี 5) 
 ฟองอากาศในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบน้ีทาํให้เกิดแรงเ ฉือนน้อย ดังนั้ นจึงมีประโยชน์ตอ่
การนําไปใชใ้นการเพาะเล้ียงอวยัวะพืช โดยเฉพาะอยา่งย่ิงการขยายพันธ์ุพืชหลายๆชนิดผา่นการ
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือของตน้ เหง้า หัว และหัวสะสมอาหาร (tuber) ขอ้ดอ้ยของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
น้ีคือการเกดิฟอง (foam) จากการเติมอากาศเขา้ไปในปริมาณมากและการเจริญของเซลล์ใน head 
space โดยปรากฏการณ์ของการเกดิฟองและการเจริญของเซลล์ท่ีผนังของภาชนะเพาะเ ล้ียงนั้ นเ ป็น
เพราะเส้นผา่นศูนย์กลางของภาชนะเพาะเ ล้ียงและส่วนบนของภ าชนะเพาะเ ล้ียงนั้ นเทา่กนั  
(K.-Y. Paek et al., 2001) เพื่อเอาชนะปัญหาน้ี จึงต้องออกแบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพให้ส่วนบนของ
ภาชนะเพาะเล้ียงมเีส้นผา่นศูนย์กลางท่ีใหญข้ึ่นและ /หรือออกแบบเป็นรูปลูกโป่ง  (balloon)  
  2.2.2.2 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยก (air-lift bioreactor) (ภาพท่ี 5) 
 ฟองอากาศท่ีเกดิข้ึนทั้งจากวงจรการหมนุเวยีนภายในและภายนอกทาํให้เฟสของของเหลว
ผสมกนัไดอ้ยา่งมปีระสิทธิภาพ โดยขอ้ดีของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบน้ีก็คือ แรงเ ฉือนและการใช ้
พลงังานตํ่า และออกแบบไดง้า่ย อยา่งไรกต็ามการเกิดฟองเพราะการเ ติมอากาศเข้าไปในปริมาณ
มากและการเจริญของเซลล์ใน head space กพ็บในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบน้ีเชน่เ ดียวกบัถังปฏิกรณ์
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ชีวภาพแบบคอลมัน์ฟองอากาศ และยงัมปัีญหาของการระเหยของอาหารเพาะเ ล้ียงด้วย เพื่อแกไ้ข
ปัญหาน้ีควรเอานํ้ าปลอดเชื้อเ ติมเข้าไประหวา่ง  sterile membrane กบั glass sparger จากการเพิ่ม 
water column เขา้ไปจะลดการระเหยของอาหารเพาะเล้ียงไดถึ้ง 90% และจะทาํให้เพาะเ ล้ียงได้นาน
ข้ึน (Lee, 1997) 
 นอกจากน้ีถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบยกอากาศและแบบคอลัมน์ฟองอากาศยังสามารถใช ้
เพาะเล้ียงไดเ้ป็นระยะเวลานานๆ โดยมปัีญหาการปนเป้ือนตํ่าและกาํจัดความเ ส่ียงอันเ น่ืองมาจาก 
stirrer shafts และ seal ดงัท่ีพบในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ STR 
 ขอ้แตกตา่งหลกัระหวา่งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกและแบบคอลัมน์ฟองอากาศคือ 
เร่ืองของระบบการหมนุเวยีนและลกัษณะการเคล่ือนท่ีแบบไดนามิกของนํ้ า (ภาพท่ี6) โดยในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบอากาศยกนั้นการหมนุเวยีนของของเหลวและการผสมถูกกาํหนดโดยอัตราการ
ไหลของอากาศ (gas flow rate) ดังนั้ นความเ ร็วของการหมุนเวียนอาหารเหลวท่ีถูกควบคุมด้วย  
air flow meter  อาจเกิดข้ึนโดยไมต่้องอาศัยกลไกการหมุนเวียนจากภายนอกอ่ืนใดมาช ว่ยเมื่อ
เปรียบเทียบกบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลมัน์ฟองอากาศ แมว้า่กลไกการยกอากาศจะเหมือนกนั
มากในทั้งสองระบบแตถ่งัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลัมน์ฟองอากาศนั้ นจะเหมาะตอ่การเพาะเ ล้ียง
เซลล์ในปริมาณท่ีมากกวา่ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบยกอากาศ 

a, air compressor; b, main filter system; c, air flow meter; d, 0.2 mm air inlet membrane filter; 
e, water column; f, gas sparger; g, medium reservoir; h, membrane filter; i, sampling device;j, 
water circulator; k, control box; l, pH probe; m, dissolved oxygen; n, anti-foam agent; o, acid; p, 
base; q, draught tube ท่ีมา (K.-Y. Paek et al., 2001) 

ภาพท่ี  5 การวางผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบยกอากาศและคอลัมน์ฟองอากาศ 
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(a) bubble column reactor (b) internal loop airlift reactor. ท่ีมา (Behin, 2012) 
 2.2.3 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพฟองอากาศประเภทลูกโป่ง (balloon type bubble bioreactor) 
 เ ป็นถังปฏิกรณ์ชีวภาพรูปลูกโป่ง ( balloon type bubble bioreactor (BTBB)) (ภาพท่ี 7) ท่ี
ออกแบบเพื่อกาํจดัปัญหาการเกิดฟอง โดยใช ้ concentric tube สําหรับ cell lifting ท่ี riser port ของ
ฐานภาชนะเพาะเล้ียงจะทาํให้การเกดิฟองลดลงเป็นอยา่งมาก   มีการศึกษาเพาะเ ล้ียง adventitious 
root ของ Eurycoma longiforia  โดยใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ BTBB เปรียบเทียบกบัการเพาะเ ล้ียง
แบบขวดเขยา่  พบวา่การผลิตชีวมวลและสารทุติยภูมิ ( ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ใน adventitious 
root ของ E. longiforia ท่ีเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ BTBBสูงกวา่การผลิตชีวมวลท่ีเพาะเ ล้ียง
แบบขวดเขยา่ 4.1 ซ่ึงถงัปฏิกรณ์ชีวภาพชนิดน้ีเหมาะตอ่การเล้ียงเซลล์ เ น้ือเ ย่ือ และอวยัวะพืช โดย
ได้มีการนํา pilot scale BTBBs ขนาด 300, 500 และ 1000 ลิตรมาใช ้ในการผลิตชีวมวลของพืช
สําคญัหลายชนิด (K.-Y. Paek et al., 2001) 
 การขยายพนัธ์ุพืชท่ีใชแ้รงงานน้อยและต้นทุนตํ่าผ า่นการใช ้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพประเภท
modified air-lift, bubble column แ ละ  balloon type bobble bioreactor (BTBB) มีร า ย ง า น
ความสําเร็จในการขยายพนัธ์ุพืชหลายชนิดเชน่ Anoectochilus, apple, เบญจมาศ (Chrysanthemum), 
กระเทียม (garlic), โสม (ginseng) (ภาพท่ี 8) และการขยายพนัธ์ุกลว้ยไมฟ้าแลนนอปซิสผา่นโปรโต
คอร์ม (ภาพท่ี 9)    
 
 
 
 
 

ภาพท่ี  6 แบบแผนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
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a, body of balloon-type bubble bioreator; b, vent; c, inoculum port; d, sampling device;  
e, medium exchanging port; f, air flow meter; g, membrane filter; h, water column;  
i, air compressor; j, air reservoir; k, air cooler; l, filtering system; m, air dryer; n, O2 tank; o, CO2 
tank; p, N2 tank; q, gas mixer; r, dissolved oxygen probe; s, mixed gas inlet; t, pH probe  
ท่ีมา (K.-Y. Paek et al., 2001) 
 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  7 การวางผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ balloon-type bubble bioreactor (BTBB) 
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(a) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ BTBB ขนาด 5 ลิตรสําหรับเพาะเ ล้ียงรากแขนงของโสม (Panax ginseng 
C.A. Meyer); (b) กา ร เพิ่ มปริ มาณ  somatic embryo ของ โสมไ ซบีเ รี ย น ใ น  BTBB ขน า ด  
5 ลิตร; (c) Pilot scale BTBB ขนาด 500 ลิตร; (d) Pilot scale column type bioreactor ขนาด 1000 
ลิตร; (e) การเกบ็เกีย่วรากแขนงของโสมจาก BTBB ขนาด 500 ลิตรหลังจากเ ล้ียงนาน 8 สัปดาห์ 
(Tanaka et al.) การเกบ็เกีย่วsomatic embryo ของโสมไซบีเ รียนจาก BTBB ขนาด 500 ลิตรหลังจาก
เล้ียงนาน 30 วนั ท่ีมา (K. Y. Paek et al., 2005) 

 
 
 
 

ภาพท่ี  8 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพประเภท balloon type bobble bioreactor (BTBB) 
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ภาพท่ี  9 การขยายพนัธ์ุกลว้ยไมฟ้าแลนนอปซิสผา่นโปรโตคอร์มในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 (a) การเพิ่มจาํนวนโปรโตคอร์มกลว้ยไมฟ้าแลนนอปซิสในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบคอลัมน์ขนาด 
1 ลิตรเมือ่เล้ียงนาน 5 สัปดาห์; (b) การพฒันาไปเป็นตน้และการเจริญของต้นออ่นจากโปรโตคอร์ม
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ; (c) ตน้พืชท่ีนําออกปลูก ท่ีมา (K. Y. Paek et al., 2005) 
  และเมือ่ไมน่านมาน้ีไดม้กีารพฒันาถังปฏิกรณ์ชีวภาพรูปแบบใหมข้ึ่นมาเ รียกวา่  
ebb and flood bioreactor หรือ a periodic immersion system หรือ  temporary immersion system 
bioreactor (TIS) (ภาพท่ี 10) โดยอุปกรณ์หลักของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบน้ีจะเหมือนกบั BTBB 
อยา่งไรกต็ามเพื่อหลีกเล่ียงการจมของชิ้นพืชอยา่งสมบูรณ์ในอาหารเหลว ตาขา่ยหรือตะแกรง
รองรับ (supporting net) จึงถูกนํามาใชเ้พื่อรองรับพืชวตัถุดิบ ในระบบน้ีอาหารจะถูก ป๊ัมออกจาก
ภาชนะเกบ็อาหารไปยงัภาชนะสําหรับเพาะเล้ียง ทอ่ตา่งๆ จะชว่ยในการลําเ ลียงอาหารไปยังพืช
วตัถุดิบอยา่งเทา่เทียมกนัทาํให้มกีารเจริญท่ีเป็นรูปแบบเดียวกนั โดยอาหารเหลวท่ีถูกลําเ ลียงไปยัง
พืชวตัถุดิบจะยงัคงอยูท่ี่ภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงนานสองสามนาที หลังจากนั้ นอาหารดังกลา่ว 
จึงถูกระบายกลบัมายงัภาชนะเกบ็อาหารเพื่อใชซ้ํ้าตอ่ไป การระบายอาหารเหลวออกถูกควบคุมด้วย 
solenoid valve ท่ีชว่งเวลาตา่งๆตั้งแต ่ 3-6 ช ัว่โมงข้ึนอยูก่บัชนิดของพืชและชิ้นพืชท่ีใช  ้
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ภาพท่ี  10 แผนผงัของ ebb and flood bioreactor system 
 (a) Air inlet; (b) Air flow meter; (c) Timer; (d) Solenoid valve; (e) Membrane filter; (Tanaka et 
al.) Medium reservoir;(g) Sampling port; (h) Supporter (i) Air outlet.  
ท่ีมา (K. Y. Paek et al., 2005) 

 ในระบบ TIS นั้นการผลิตตน้พืชในแตล่ะขั้นตอนนั้นสามารถทาํไดง้า่ยในภาชนะเพาะเ ล้ียง
เดียวกนัโดยการเปล่ียนอาหารสําหรับเพาะเล้ียง โดยการร่ัวไหลของสารอาหาร ( outflow nutrient) 
ถูกควบคมุดว้ย metering pump และระดบัของอาหารเพาะเ ล้ียงจะถูกควบคุมด้วย level controller ท่ี
ช ว่ยจัดการการเ จริญของเซลล์แ ละเ น้ือเ ย่ือโดยควบคุมสัดส่วนของ outflow nutrient ตอ่ feed 
nutrient นอกจากน้ีการให้สารควบคมุการเจริญของพืชในชว่งระยะเวลาส้ันๆ เชน่ ความเข้มข้นท่ีสูง
ของ ไ ซโ ตไ คนิ น  ( cytokinin) แ ละ / ห รื อออกซิน  ( auxin) เ พื่ อช ักนํ าใ ห้ เ กิดกร ะ บวน กา ร 
เอ็มบริโอเจเนซิสและออแกโนเจเนซิสนั้นสามารถทาํไดอ้ยา่งแมน่ยํา โดยระบบน้ีจะกาํจัดขั้นตอน
การ subculture ในสภาวะ in vitro ซ่ึงตอ้งใชแ้รงงานสูงทาํให้ตน้ทุนในการขยายพนัธ์ุพืชสูง  
 ระบบ TIS สําหรับการขยายพนัธ์ุพืชไดถู้กแบง่ออกเป็น 4 กลุม่ตามการทํางาน (ภาพท่ี 11)  
คือ tilling and rocker machines, complete immersion of plant material and renewal of the nutrient 
medium, partial immersion and a liquid nutrient renewal mechanism และ complete immersion by 
pneumatic driven transfer of liquid medium and without nutrient medium renewal โดยระบบ TIS 
ถูกออกแบบข้ึนมาเพื่อ 
 1. หลีกเล่ียงการจมอยูใ่นอาหารอยา่งตอ่เน่ืองของชิ้นพืชทําให้เกิดผลเสียตอ่การเจริญและ
การเปล่ียนแปลงทางสัณฐานวทิยา  
 2. เพื่อให้มกีารถา่ยโอนออกซิเจนอยา่งเพียงพอ  
 3. ทาํให้เกดิการผสมไดเ้พียงพอ 
 4. จาํกดัระดบัการเกดิแรงเฉือน 



  16 

 5. สามารถเปล่ียนถา่ยอาหารไดอ้ยา่งเป็นลาํดับขั้นตอนและสามารถทาํแบบอตัโนมติัได ้
 6. ลดการปนเป้ือน 
 7. ตน้ทุนตํ่า 
 โดยระบบจะมคีวามแตกตา่งกนัท่ีขนาดของภาชนะเพาะเ ล้ียง ประเภทของ culture support 
การควบคมุการแชช่ิ้นพืชโดยใชค้อมพิวเตอร์หรือเคร่ืองตั้งเวลาเ ปิด-ปิดด้วยระบบการทํางานง ่ายๆ 
สามารถใช ้ได้ทั้ง  peristaltic pump หรือ air pump หรือการเคล่ือนท่ีเชิงกล ( mechanical motion) 
ของ container เพื่อไลข่องเหลว  ข้อแตกตา่ง อ่ืนๆของระหวา่ง TIS ได้แก ่การนําอาหารกลับมา
หรือไมน่ํากลบัมาใชซ้ํ้าของอาหาร และ การแยกหรือการผนวกภาชนะบรรจุอาหารเข้ากบัภาชนะท่ี
ใชเ้พาะเล้ียง ตามปกติแลว้ภาชนะท่ีใชใ้นระบบน้ีจะมีขนาดใหญก่วา่ภาชนะท่ีใช ้เพาะเ ล้ียงแบบ
ดั้งเดิม โดยภาชนะจะโปรง่ใสและสามารถ autoclave ได ้
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ภาพท่ี  11 แผนภาพกึ่งอตัโนมติัของระบบแชช่ ัว่คราว 
 (A) APCS system with complete immersion of plant material and renewal of the liquid culture 
medium (from Tisserat and Vandercook, 1985);  
(B and C) systems with partial immersion and with a liquid-nutrient renewal process [(B) from 
Aitken–Christie and Davies, 1988; (C) from Simonton et al., 1991];  
(D and E) systems with complete immersion of plant material by pneumatic driven transfer of 
liquid medium and without medium renewal [(D) RITA_ system from Alvard et al., 1993; (E) 
BIT_ twin flasks system from Escalona et al.,1999] ท่ีมา (Etienne & Berthouly, 2002) 



  18 

 ตวัอยา่งผลเชิงบวกของ TIS ตอ่การขยายพนัธ์ุพืชดว้ยชิ้นส่วนขนาดเล็ก(micropropagation) 
ถูกบง่ชี้ ให้เ ห็นไ ด้จากการเพิ่มจํานวนต้น (shoot proliferation) การช ักนําให้เ กิดหัวขนาดเล็ก 
(microtuberization) และการชกันําให้เกดิกระบวนการโซมาติกเ อ็มบริโอเจเนซิส โดยเวลาในการ
แชช่ิ้นพืช (ระยะเวลาและความถ่ีท่ีแช)่ เป็นพารามเิตอร์ท่ีบง่ชี้ให้เห็นถึงประสิทธิภาพของระบบ การ
หาสภาวะท่ีเหมาะสมของปริมาตรอาหารและปริมาตรของภาชนะบรรจุอาหารก็ถือเ ป็นส่วนสําคัญ
ตอ่การปรับปรุงประสิทธิภาพของระบบดว้ยเชน่กนั โดยเฉพาะอยา่ง ย่ิงในกรณีของการเพิ่มจํานวน
ตน้พืช โดยทัว่ไปแลว้ TIS จะชว่ยเพิ่มคณุภาพของพืชวตัถุดิบด้วยคือ จะมีผลไปเพิ่มความแข็งแรง
ของตน้และทาํให้เกดิการพฒันารูปรา่งไปเป็นโซมาติกเอ็มบริโอท่ีปกติได้สูง  อีกประเด็นหน่ึงก็คือ
การฉ่ํานํ้ า (hyperhydricity) ของชิ้นพืช  ซ่ึง เ ป็นผลกระทบหลักของพืช ท่ีจมอยูใ่นอาหารเหลวจะ
สามารถขจดัไดด้ว้ยระบบ TIS หรือการควบคมุโดยการปรับระยะเวลาในการแชช่ิ้นพืช  นอกจากน้ี
พืช ท่ีเพิ่มปริมาณได้จากระบบ TIS ยังมีลักษณะกา รเจริญท่ีดีกวา่ในชว่งของการ ปรับสภา พ 
(acclimatization phase) เมือ่นําออกปลูกภายนอกเมื่อเปรียบเทียบกบัพืช ท่ีเจริญบน semi-solid หรือ 
liquid medium นอกจากน้ียงัไดม้กีารสาธิตให้เห็นถึงความสําเร็จของการเจริญและพัฒนาไปเป็นต้น
ของหัวขนาดเล็ก (microtuber) ของมนัฝร่ัง (Solanum tuberosum) และการผลิตโซมาติก เ อ็มบริโอ
ของกาแฟ (Coffea arabica) ใน TIS ดว้ย สําหรับพารามิเตอร์ท่ีเกี่ยวข้องกบัการลดต้นทุนการผลิต
เมือ่ใช ้TIS ไดแ้ก ่การลดลงเป็นอยา่งมากของงาน  การลดพื้นท่ีของช ั้นวางขวดเพาะเ ล้ียง การลดลง
ของจาํนวนขวดอาหารสําหรับเพาะเล้ียง ให้ผลผลิตท่ีดีกวา่ โดยการขยายขนาดการผลิตโดยอาศัย
กระบวนการโซมาติก เอ็มบริโอเจเนซิสและการเพิ่มจํานวนต้นด้วยระบบ TIS เพื่อเข้าสู ่การค้านั้ น
กาํลงัมกีารดาํเนินการอยูอ่ยา่งตอ่เน่ือง (Etienne & Berthouly, 2002) 
 การเพาะเ ล้ีย งเซลล์และเ น้ือเ ย่ือพืชอีกระบบหน่ึงท่ีได้ถูกพ ัฒนาข้ึนเ มื่อไมน่านมา น้ี
เชน่เ ดียวกนัคือ ระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหาร  (nutrient spray bioreactor, NSB)  
ซ่ึงประกอบไปดว้ยภาชนะปริมาตร 1 ลิตร 2 อนัประกบกนั ส่วนบนจะเป็น culture chamber มีความ
สูง 12 เซนติเมตร สว่นลา่งเป็นสว่นท่ีเกบ็อาหารมคีวามสูง 10 เซนติเมตร โดยทั้งสองภาชนะมีเ ส้น
ผา่นศูนย์กลาง 9.5 เซนติเมตร และหัวพน่อาหารมีเ ส้นผา่นศูนย์กลาง 0.8 เซนติเมตร ความยาว  
3.7 เซนติเมตร และรูเปิดขนาดเล็ก 0.5 มิลลิเมตร จะมี  timer ตอ่กบั air compressor  เพื่อทําการเปิด
ปิด air compressor ดงัแสดงในภาพท่ี 12 โดยหลกัการทาํงานของระบบถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่
ฝอย จะเป็นการใชล้มขาเขา้ท่ีตอ่กบัสว่นท่ีเก็บอาหาร โดยมี filter เชื่อมกบัทอ่อากาศขาเข้าการให้
อาหารจากสว่นท่ีเกบ็อาหารไปยงั culture chamber จะใชส้ายสง่ทางเดียว เมื่อทําการนําอาหารเหลว
ไปยงัหัวฉีด หัวฉีดจะทาํการพน่อาหารลงมายังชื้นพืช  แล้วอาหารเหลวบางส่วนก็จะไหลกลับลง
มายงัสว่นท่ีเกบ็อาหาร เพื่อนํากลบัไปใชใ้นการพน่อาหารซํ้า ชิ้นพืช ท่ีเพาะเ ล้ียงโดยระบบน้ีจะไม ่
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จมหรือแชอ่ยูใ่นอาหารเลย ซ่ึง เ ป็นข้อแตกตา่งไปจากระบบตา่งๆดัง ท่ีได้กลา่วไปแล้วกอ่นหน้า  
ระบบได้ถูกออกแบบให้มีความคล้ายคลึงกบัระบบ nutrient mist bioreactor โดยการทําให้เกิด
หมอกอาหาร (nutrient mist) จะอาศยัการทาํงานของ ultrasonic transducer ซ่ึงมีรายงานวา่พืชหลาย
ชนิดท่ี เ ล้ีย งใน nutrient mist bioreactor นั้ นมีการเ จริญ ท่ีดีเพ ราะ ต้นพืช ได้รั บอาห ารซ่ึ งเ ป็น 
microparticle และ gas ทําให้ดูดซึมอาหารได้ดีและ เกิดการแลกเปล่ียนของก๊าซทําให้พืชโตดี 
อยา่งไรก็ตามระบบ NSB จะใช ้ป๊ัมอากาศ และหัวพน่ (spray nozzle) ทําให้เกิดละอองฝอยของ
อาหารแทนการใช ้ultrasonic transducer โดยไดม้กีารนําระบบดังกลา่วมาใช ้ในการช ักนําการเกิด
หัวขนาดเล็กของมนัฝร่ังไดสํ้าเร็จ (Rahman, Islam, Chowdhury, & Subramaniam, 2015) 

ท่ีมา (Rahman et al., 2015) 

 ข้อดีของการขยายพนัธุ์พชืโดยอาศัยถังปฏกิรณ์ชีวภาพ 
 การใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพสง่ผลให้ประสิทธิภาพและผลผลิตในการขยายพันธ์ุพืช เพิ่มมาก
ข้ึน (ตารางท่ี 2) เน่ืองจากเป็นการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชในอาหารเหลว ซ่ึงมขีอ้ดีดงัน้ี  
 1. สามารถผลิตตน้พนัธ์ุขนาดเล็ก (plantlets) ไดง้า่ยและผลิตไดจ้าํนวนมากตอ่การ
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 2. งา่ยตอ่การถา่ยหัวเชื้อของเน้ือเย่ือพืชเร่ิมตน้ (inoculating) และเกบ็เกีย่วผลผลิต (harvest) 
 3. ลดการใชป้ริมาณขวดในการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือและพื้นท่ีการเพาะเล้ียงท่ีต้องใชแ้สงสวา่ง
จากหลอดไฟ ทาํให้เป็นการลดตน้ทุนการผลิต 
 4. พื้นท่ีผิวทั้งหมดของชิ้นพืชท่ีเพาะเล้ียงสัมผสักบัอาหารงา่ยตอ่การดูดซึมสารอาหาร 
สง่ผลให้พืชมอีตัราการเจริญเติบโตเพิ่มมากข้ึน 

ภาพท่ี  12 ระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอย (NSB) 



  20 

 5. มกีารไหลเวยีนของอากาศชว่ยให้อัตราการเจริญและชีวมวลของพืชเพิ่มสูงข้ึน 
ตารางท่ี  2 เปรียบเทียบคณุสมบติัการเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือของ Spathiphyllum ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ 
(Bioreactor) และในอาหารแข็ง 

Items  Bioreactor Agar culture 

Equipment    
Vessel volume  20 L 500 mL 

Medium volume L/vessel  16.6 L 100 mL 

Number of vessels  6 1000 

Number of inocula use for subculture  96 test tubes 150 test tubes 

Culture period   90 days 60 days 

Culture space  0.5 m3 36 m3 

Number of fluorescent lamps (40 W)  6 30 

Labour    

Operational time  200 min 2500 min 

Medium preparation (100 L)  60 min 450 min 

Autoclaving  10 min 140 min 

Inoculation  45 min 1250 min 

Transfer to culture room  10 min 60 min 

Removing culture  45 min 300 min 
Vessel washing  30 min 300 min 

Transplanting  1800 min 1800 min 

ทีม่า  (Gupta & Ibaraki, 2008) 
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 2.3 ปัจจัยทางกายภาพและเคมีต่อการเพาะเลี้ยงเซลล์และเนื้อเยื่อพชื  
 การออกแบบและการทาํงานของถังปฏิกรณ์ชีวภาพจะถูกกาํหนดโดยความต้องการทาง
ชีวภาพและวศิวกรรม ซ่ึงมหีลากหลายปัจจัยได้แก ่ประสิทธิภาพการถา่ยโอนออกซิเจน (efficient 

oxygen transfer) แ ละ กา รผ สม  (mixing) แร งเ ฉือนตํ่า  แ ละ แร งการ เค ล่ือนท่ีของของ ไห ล 

(hydrodynamic force) การควบคมุสภาพแวดลอ้มทางกายภาพและเคมีดังกลา่วจะทําให้สะดวกตอ่

การขยายขนาด (scale – up)  

 2.3.1 การละลายออกซิเจน (Dissolve oxygen) 
 หน่ึงในหน้าท่ีหลกัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพคือชว่ยสง่เสริมให้มกีารถา่ยเทมวลของออกซิเจน
จากแกส๊ไปยงั เฟสของเหลว เ น่ืองจากออกซิเจนละลายได้น้อยในนํ้ า ((0.25  mmol l-1) at 25 ºC 
1 atm., 21% (v/v) O2 in the air) มคีวามจาํเป็นตอ้งผลกัดนัการแพร่กระจายของออกซิเจนเข้าไปใน
เฟสของเหลว ให้เพียงพอตอ่การความตอ้งการในการนําไปใชสํ้าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์และ
เน้ือเย่ือ (Leathers, Smith, & Christie, 1995) การปรับเปล่ียนพารามิเตอร์ท่ีจะใช ้ทํางาน เชน่ อัตรา
การให้อากาศ (aeration rate) ความเ ร็วการกวน (agitation speed) การออกแบบใบพัด (impeller 
design) กา ร ผ สมของ แ ก๊ส  (gas mixing) แ ละ  รู ปร่า ง ของ ถัง ปฏิ กร ณ์ ชี วภ า พ  (bioreactor 
configuration) การผสมในอาหารเหลวมีความสําคัญเ น่ืองจากออกซิเจนท่ีละลายจะถูกส่งไปยัง
เซลล์และเน้ือเย่ือพืชท่ีเพาะเล้ียงอยา่งรวดเ ร็ว โดยปกติแล้วความเข้มข้นของออกซิเจนท่ีละลา ย
เหลืออยูต่้องสูงกวา่ระดับจุดวิกฤต DO2 (critical DO2 level) ตลอดเวลาสําหรับการเจริญเติบโตท่ี
เหมาะสมของเซลล์ (Leathers et al., 1995; Sajc et al., 2000) ความเข้มข้นของคา่การละลา ย
ออกซิเจนท่ีจุดวิกฤต (the critical dissolved oxygen concentration; DO2crit) สามารถอธิบายได้วา่เ ป็น
ความเขม้ขน้การละลายออกซิเจนท่ีไมม่กีารเพิ่มข้ึนของอัตราการดูดซึมออกซิเจนท่ีเฉพาะเจาะจง 
(specific oxygen uptake rate) ท่ีวดัได ้การท่ีระดบั DO2 ตํ่ากวา่ DO2crit แสดงวา่เซลล์มีระดับพลังงาน 
(ATP) ลดลง มีผลโดยตรงตอ่กระ บวนการเมตา บอลิซึมของเซลล์และสัณฐาน (morphology) 
(Leathers et al., 1995) ในทางปฏิบัติคา่ DO2crit มีความสําคัญเพราะถูกนําไปใช ้สําหรับออกแบบ
ระบบการทาํงานของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีเหมาะสม เพื่อท่ีให้แนใ่จวา่สภาวะท่ีจํากดัออกซิเจนนั้ นไม ่
มผีลตอ่การยบัยั้งกจิกรรมเมตาบอลิซึมของการเพาะเล้ียง ดงันั้นการจดัหาออกซิเจนให้เพียงพอ (สูง
กวา่ DO2crit) เป็นความกงัวลหลกัสําหรับการขยายขนาดถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  
 2.3.2 การผสม (Mixing) 
 การผสมเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีสําคญัเน่ืองจากการผสมท่ีดีจะมผีลทําให้สารอาหารกระจายตัว
ไปยงัเน้ือเย่ือหรือเซลล์ไดอ้ยา่งเทา่เทียมกนั (Leathers et al., 1995) ซ่ึงการผสมนั้ นจะอาศัย sparing 
หรือการกวนด้วยแรงกล ( mechanical agitation) หรือเกิดจากการทํางานร่วมกนัของทั้ง  2 อยา่ง  
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แตค่วามแรงของการเคล่ือนท่ีของของเหลวจากการผสม (mixing) ควรมีขนาดเล็กพอท่ีจะไมท่ําให้
เกดิความเสียหายตอ่เซลล์หรือเน้ือเย่ือ แตเ่พียงพอในกระตุ้นการทํางานของเซลล์ อยา่งไรก็ตามมี
งานเพียงเล็กน้อยท่ีไดรั้บผลกระทบจากแรงเคล่ือนท่ีของของเหลวเกีย่วกบัวิศวกรรมเ น้ือเ ย่ือพืช ซ่ึง
มกีารศึกษากอ่นหน้าน้ีได้เน้นไปศึกษาพลศาสตร์ของการเจริญเติบโตของเซลล์และการสร้าง
ผลิตภณัฑ์ ซ่ึงยงัขาดความเขา้ใจท่ีดีในผลกระทบของสภาวะแรงของการเคล่ือนท่ีของของเหลวตอ่
โครงสร้างและองค์ประกอบของเน้ือเย่ือพืช  
 2.3.3 ค่าพเีอช  
 การเปล่ียนแปลงความเป็นกรด – ดา่งหรือ pH ในระหวา่งการเพาะเ ล้ียงมีการรายงานจาก
ผู้เ ขียนหลายคน (Dussert et al., 1995; Hilton & Wilson, 1995; Lian, Chakrabarty, & Paek, 2002a; 
Yu, Joyce, Cameron, & McCown, 2000b) ถึงการเปล่ียนแปลง ซ่ึงมีความเกี่ยวข้องกบัความสมดุล
ระหวา่งแอมโมเนียมในอาหารเหลว (Escalona, Samson, Borroto, & Desjardins, 2003; Hilton & 
Wilson, 1995; Lian et al., 2002a) ผลของการยบัยั้งการเจริญเติบโตของเชื้อในการเพาะเ ล้ียงท่ี pH 
5.0 ตอ่การพัฒนาไ ปเป็นต้นออ่น ( embryogenesis) ถูกพบโดย (Lazzeri, Hildebrand, & Collins, 
1987) การบนัทึกความผนัผวนของคา่พารามิเตอร์เชน่ pH ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีควบคุมโดย
คอมพิวเตอร์จะชว่ยเพิ่มความสามารถในการทําซํ้าของกระบวนการทางชีวภาพท่ีซับซ้อน 
 2.3.4  สารอาหาร (Nutrient) 
 สารอาหารท่ีจะนําไปใชใ้นการเพาะเล้ียงเซลล์หรือเน้ือเย่ือพืชเป็นปัจจยัเคมหีลักท่ีสําคัญใน
ขยายขนาดการเพาะเ ล้ียง สําหรับการเพาะเ ล้ียงขนาดใหญ ่ (large – scale culture) ในถังปฏิกรณ์
ชีวภาพในหลายดา้นมบีทบทบาทสําคญั ซ่ึงการวดัสารอาหารของแตล่ะชว่งเวลาจะทําให้ได้ข้อมูล
เกีย่วกบัการดูดซึมสารอาหาร การผลิตชีวมวลและสารทุติยภูมิในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ซ่ึงการศึกษา
การวเิคราะห์รายละเอียดของการเปล่ียนแปลงของสารอาหารตา่งๆในระหวา่งการเจริญเติบโ ตของ 
Lilium bulblet ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ BTBB พบวา่ แอมโมเนียม (ammonium) ไนเตรท (nitrate) 
และฟอสเฟต (phosphate) ถูกใชห้มดในอาหาร ในขณะท่ีหลังจากเพาะเ ล้ียงไปแล้ว 16 สัปดาห์ 
จํานวน ของ K+, Mg+, Ca2

+, Na+ และ Cl ยังคงมีอยูใ่ นอาห าร แต ่ปัจจัย ท่ีเ ป็นตัวกาํห นดกา ร
เจริญเติบโตคือ นํ้ าตาล ซ่ึงมีผลมากกวา่สารอาหารหลัก (main nutrient) (Lian, Chakrabarty, & 
Paek, 2002b) 
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 2.4 การประยุกต์ใช้ถังปฏกิรณ์ชีวภาพส าหรับเพาะเลี้ยงอวัยวะพชื 
 ปัจ จุบัน จึ ง ไ ด้มีกา ร นํ า เ อ า เ ทคนิ ค กา ร เ พ า ะ เ ล้ีย ง อว ัย วะ พื ช ใ น ห ลอ ดทดลอ ง  
(in vitro propagation) หรือ ระบบขยายพันธ์ุพืชด้วยชิ้นส่วนขนาดจิ๋ว (micropropagation system)  
มาใชอ้ยา่งกวา้งขวา้งในการขยายพนัธ์ุพืชปลอดโรคในเชิงพาณิชย์เพื่อให้ได้ต้นพืชจํานวนมาก 
(mass production)ในระยะเวลาท่ีจาํกดั ไดต้น้พืชท่ีแข็งแรงปลอดโรค ซ่ึงสามารถผลิตได้ตลอดทั้ง ปี
ไมข้ึ่นอยูก่บัฤดูกาล นอกจากนั้นสามารถท่ีจะชกันําให้ชิ้นพืช (explant บางชนิดท่ีพ ักตัว (dormancy) 
หรือแก ่ (adult) ไมค่อ่ยต่ืนตวั (inactive) กลบัมาต่ืนตวั (rejuvenate) และพฒันาตอ่ไปได ้
 การขยายพนัธ์ุพืชในหลอดทดลองโดยอาศัยระบบ micropropagation สามารถทําได้โดย
อาศยัเทคนิคตา่งๆของการเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืช เชน่ การเพาะเ ล้ียงอวยัวะ ( organ culture) 
ซ่ึงเป็นการนําเอาอวยัวะสว่นใดสว่นหน่ึงของพืช เชน่ ปลายยอด ( shoot tip) ปลายราก ( root tip) ข้อ 
(node) ปล้อง ( internode) ตาข้าง ( leteral bud) แผน่ใบ ( leaf blade) กา้นใบ ( leaf petiole) อับเรณ ู
(anther) และเมล็ด (seed) โดยเทคนิคการเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือเจริญ ( meristem culture)  นับวา่มี
ความสําคญัและมบีทบาทตอ่การผลิตพืชปลอดไวรัสด้วยการเพาะเ ล้ียงตาพิเศษ (axillary bud) ท่ีอยู ่
ตามขอ้ (nodal segment) การเพาะเล้ียงปลายยอด (shoot tip culture) และการเพาะเ ล้ียงแผน่ใบ (leaf 
blade) ซ่ึงสามารถช ักนําให้เ น้ือเ ย่ือเหลา่น้ีพ ัฒนาไปเป็นต้นจํานวนมากได้ (multiple shoots) ได้
โดยตรง หรือทางอ้อม (indirect formation) โดยการช ักนําผา่นแคลลัส (callus)  (บุษราภรณ์ งาม
ปัญญา, 2548) เน่ืองจากการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชในขวดเขยา่ ( shake flask) มีอัตราการเจริญเติบโต
และการถา่ยเทมวลท่ีดีกวา่การเพาะเล้ียงเ น้ือเ ย่ือพืชบนอาหารวุน้  แตม่ีข้อจํากดัในการเพาะเ ล้ียง
เน้ือเย่ือพืชในปริมาณมาก จึงมีการเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือพืชอาศัยถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ( bioreactor)  
เพื่อขยายสว่นการเพาะเล้ียงให้ไดผ้ลผลิตมากข้ึน 
 2.4.1 การเพิม่จ านวนและการเจริญของต้นสับปะรด 
 เทคนิคการเพาะเล้ียงอวยัวะพืช (organ culture) เป็นทางเลือกหน่ึงท่ีใช ้สร้างต้นกล้าขนาด
เล็กในหลอดทดลอง ซ่ึงไมเ่พียงแตเ่พิ่มจาํนวนการเกิดต้นแตย่ังสามารถชว่ยให้ได้ต้นพืช ท่ีปลอด
ไวรัส (Moore, Dewald, & Evans, 1992) มีรายงานวา่มีการเพิ่มจํานวนต้นของสับปะรดโดยใช  ้
ตาพิเศษเป็นคร้ังแรก (Mapes, 1973) มงีานวจิยัมากมายท่ีประสบความสําเ ร็จในการเพิ่มจํานวนต้น
สับปะรดโดยใชเ้ทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช สว่นใหญเ่ป็นงา นวิจัยท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้  
(Akin-Idowu et al., 2014; Be & Debergh, 2006) แตก่ารเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้ เ ป็นวิธีท่ีไมง่ ่ายตอ่
กา ร เ พิ่ มจํา น วน ต้น สั บปะ ร ดใ ห้ ไ ด้ ใ น ปริ มา ณ มา ก ดัง นั้ น จึง ไ ด้มีกา ร ขย า ย พัน ธ์ุ พื ช
(micropropagation) ในอาหารเหลวซ่ึงมีข้อดี เชน่ มีอัตราการเจริญเติบโตสูงกวา่ในอาหารวุน้ 
(Welander, Persson, Asp, & Zhua, 2014) งา่ยตอ่การศึกษาปัจจยัตา่งๆท่ีมีผลตอ่การเจริญเติบโตและ
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การเพิ่มจาํนวนตน้ ต้นทุนตํ่ากวา่การเพาะเ ล้ียงแบบวิธีดั้ง เ ดิมและยังสามารถผลิตต้นพืชได้ใน
ปริมาณมาก (ภาพท่ี 13) (Debergh, 1982; Firoozabady & Gutterson, 2003)  การเพาะเ ล้ียงสับปะรด
ท่ีมกีารแชใ่นอาหารเหลวตลอดเวลาจะทาํให้พืชเกดิการฉ่ํานํ้ า (Escalona et al., 2003) ซ่ึงถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีออกแบบโดยอาศัยหลักการทํางานของระบบการแชช่ ั่วคราว ( Temporary immersion 
system) ถูกนํามาใช ้สําหรับเพิ่มจํานวนและการเจริญของต้นสับปะรด (Escalona et al., 2003; 
Welander et al., 2014) 

 

ภาพท่ี  13 การเพิ่มจาํนวนตน้สับปะรดท่ีเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตา่งชนิด 
A Crown of pineapple (left and the stem of crown (right) used for crown-tip meristem isolation. 
Bar 2.5 cm. B A shoot cluster produced 8 weeks following crown-tip meristem isolation. Bar:  
7 mm. C Air-lift bioreactor after a 10 week culture of 200 shoot clusters. D Rotating bioreactor 
after an 8 week culture of 30 shoot clusters. E Periodic immersion bioreactor (PIB) after an 8 -
week culture of 150 shoot clusters. F A shoot cluster produced by PIB. Bar: 1 cm. G Shoots of 
different sizes (2– 6 cm) separated from a cluster. H Shoots in a tray containingrooting medium. 
Bar: 8 cm). I Plants after transfer to soil ท่ีมา (Firoozabady & Gutterson, 2003) 
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 2.4.2 การชักน าให้เกิดอวัยวะพเิศษ   
 การช ักนําใ ห้เกิดอวยัวะพิเศ ษเชน่  การ ช ักนํา ให้เกิดหัวขนาดเ ล็กใน หลอดทดลอง  
( in vitro microtuber) ถูกอ ธิบายคร้ัง แรกกบัมนั ฝร่ัง (Donnelly, Coleman, & Coleman, 2003 )  
หัวขนาดเล็กในหลอดทดลองนับวา่เป็นพืชวตัถุดิบท่ีดีสําหรับการอนุรักษ์พ ันธุกรรม (germplasm 
conservation) ของพืชท่ีสร้างหัว เน่ืองจากปลอดโรคและสามารถเก็บรักษาไวใ้นท่ีอุณหภูมิตํ่า การ
ชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กในหลอดทดลองนั้นสามารถทาํไดโ้ดยอาศยัชิ้นพืช  (explant) 2 ชนิด ได้แก ่
ชิ้นสว่นท่ีตดัจากลาํตน้จากพืชท่ีเพาะปลูกหรือหัวท่ีแตกหน่อ (sprouting tubers) และส่วนของข้อลํา
ตน้ท่ีไดจ้ากตน้กลา้ขนาดเล็กในหลอดทดลอง ซ่ึงชิ้นพืช ท่ีได้จากส่วนน้ีจะปลอดไวรัสและมีการ
ตอบสน อง ตอ่กา รช ักนํ าใ ห้เกิดหั วขนา ดเ ล็ก ท่ีส มํ่า เส มอแ ละ สา มา รถทํา ซํ้ า ได้ ( Gamburg, 
Vysotskaya, & Gamanets, 1999) อยา่งไรกต็ามมงีานวิจัยมากมายท่ีศึกษาปัจจัยท่ีมีผลตอ่การช ักนํา
ให้เกดิหัวขนาดเล็กในหลอดทดลอง (microtuber) และปรับองค์ประกอบอาหารเพื่อให้ได้คุณภาพ
และจาํนวนหัวขนาดเล็กมากข้ึน เชน่ ใช ้นํ้ าตาลซูโครสความเข้มข้นสูง เ ติมสารสารควบคุมการ
เจริญเติบโตของพืช (Estrada, Tovar, & Dodds, 1986; Harvey, Crothers, Evans, & Selby, 1991; 
Leclerc, Donnelly, & Seabrook, 1994) การปรับสภาวะการเพาะเ ล้ียง เชน่ ความเข้มแสง อุณหภูม ิ
(Seabrook, Coleman, & Levy, 1993; Slimmon, Machado, & Coffin, 1989) และการใช ้อาหารเหลว
บนขวดเขยา่หรือใช ้ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ (bioreactor) (Akita & Takayama, 1994; Avila, Pereyra, & 
Argüello, 1996; M. Ziv & Shemesh, 1996) ถูกนํามาใช ้เพิ่มจํานวนในการขยายพันธ์ุพืชในหลอด
ทดลอง ซ่ึงมนัฝร่ังถูกช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็กใน jar bioreactor โดยมีการควบคุมระดับผิวของ
อาหารเหลวท่ีเพาะเล้ียงแบบกึ่งตอ่เน่ือง (semi-continuous) พบวา่หัวขนาดเล็กของมนัฝร่ังจะเกิดข้ึน
ท่ีระดบัผิวของอาหารเหลว (surface medium) (Akita & Takayama, 1994)  ดังภาพท่ีภาพท่ี 14 มีการ
นําเอาชิ้นสว่นของขอ้ลาํตน้มาเล้ียงในอาหารเหลวท่ีเ ติม ancymidol (23.4 ไมโครโมลาร์) ซ่ึงจะถูก
พฒันาไปเป็น bud clustersในขวดบนเคร่ืองเขยา่หรือถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ จากนั้ นจะพัฒนาไปเป็นหัว
ขนาดเล็กหลงัจากย้ายไปเ ล้ียงในอาหารสําหรับช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็ก  (M. Ziv & Shemesh, 
1996) 
  การชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กในหลอดทดลองของมนัฝร่ังในถังปฏิกรณ์ชีวภาพโดยใช ้วิธี
เพาะเล้ียงแบบ 2 ขั้นตอน ( two-step culture method) ขั้นแรกเป็นการช ักนําให้ชิ้นพืชของมนัฝร่ังมี
การเจริญเติบโตเป็นตน้ และขั้นท่ีสองจะเป็นการช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็ก( microtuber) ซ่ึงจะทํา
การเปรียบเทียบการเพาะเล้ียงในอาหารวุน้กบัในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชต่อ่เ น่ือง ( continuous 
immersion) ท่ีมตีาขา่ยและไมม่ตีาขา่ยรองรับชิ้นพืช และมีระบบแชช่ ั่วคราว ( Temporary immersion 
system: TIS) โดยใช ้ ebb and flood พบวา่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชต่อ่เ น่ืองท่ีมีตาขา่ยสามารถ
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นําไปใชช้กันําให้เกดิหัวขนาดเล็กได้ (Piao, Chakrabarty, Hahn, & Paek, 2003)  การช ักนําให้เกิด
หัวขนาดเล็กของมนัฝร่ังใช ้ระบบแชช่ ั่วคราว ( Temporary immersion system: TIS) ขนาด 4 ลิตร 
พบวา่ ตน้มนัฝร่ังความยาวเพิ่มข้ึน 3 เทา่และขอ้ลาํตน้สามารถช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็กได้ทั้งหมด 
(Jimenez et al., 1999) ซ่ึงนอกจากนั้ นผลของจํานวนชิ้นพืช ท่ีใช ้เพาะเ ล้ียง (inoculum density) 
ระยะเวลาแชข่องชิ้นพืชในอาหาร (immersion time) สําหรับชกันําให้เกิดหัวขนาดเล็กของมนัฝร่ัง
ใน TIS พบวา่ จาํนวนชิ้นพืชท่ีใช ้60 และ 90 ชิ้น สามารถช ักนําเกิดหัวในจํานวนท่ีไมแ่ตกตา่งกนั 
แตก่ารใชจ้าํนวนชิ้นพืช 60 ชิ้น ให้นํ้ าหนักสดของหัวท่ีชกันําไดม้ากกวา่ใชช้ิ้นพืชท่ีเพาะเ ล้ียงเ ร่ิมต้น 
90 ชิ้น และระยะเวลา 2 นา ทีสําหรับให้ชิ้นพืชในการแชใ่น อาหารเหลว สามารถช ักนําใ ห้ 
เกิดหั วขน าดเ ล็กท่ีมีขนา ดและคุณ ภาพท่ี ดีกว า่กา รใช ้ระยะ เวลาท่ีใ นอา หารเ หลว 30  นา ที   
(Pérez-Alonso et al., 2007) 

เมื่อไมน่ านน้ี มีการนํ าระ บบถังปฏิกร ณ์ชีวภา พแบบพน่ ฝอย อา หาร  ( nutrient spray 

bioreactor, NSB) ภาพท่ี 12 ใชใ้นการชกันําการเกดิหัวขนาดเล็กของมนัฝร่ัง โดยได้เปรียบเทียบกบั

การเพาะเล้ียงแบบดั้งเดิม ไดแ้ก ่อาหารเหลว และอาหารกึ่งแข็ง ซ่ึงพบวา่ระบบ NSB สามารถช ักนํา
ให้เกดิหัวขนาดเล็กของมนัฝร่ังไดแ้ละมจีาํนวนและนํ้ าหนักหัวขนาดเล็กท่ีชกันําได้สูงกวา่ระบบอ่ืน

(Rahman et al., 2015) 

แกน่ตะวนั หรือ Jerusalem artichoke (Helianthus tuberosus L.) เ ป็นพืช ท่ีขยายพันธ์ุโดย
อาศยัหัว (tubers) ลกัษณะหัวแกน่ตะวนัคลา้ยหัวของขิงหรือขา่ เปลือกสีนํ้ าตาลออ่น โดยแกน่ตะวนั

มกีารสะสมอาหารในรูปคาร์โบไฮเดรตท่ีหัว (tubers) ทาํให้หัวแกน่ตะวนัเ ป็นอวยัวะพืช ท่ีมีปริมาณ

อินนูลินสะสมอยูม่ากจึงเ ป็นพืช ท่ีได้รับความสนใจเป็นอยา่งมาก (Alla et al., 2014) มีงานวิจัยท่ี
ประสบความสําเร็จในการชกันําหัวแกน่ตะวนั (ภาพท่ี 15 ดว้ยการนําเอาขอ้ลําต้นแกน่ตะวนัมาเ ล้ียง

ในอาหารวุน้สูตร 1/2 MS ท่ีม ี8% นํ้ าตาลซโูครส 0.5 mg/l BA ในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส 

(Gamburg et al., 1999) ซ่ึงความตอ้งสําหรับการชกันําให้เกิดหัวในแกน่ตะวนัและมนัฝร่ังมีความ

คล้ายคลึงกนั (Dodds, D.Silva-Rodriguez, & Tovar, 1992) ปัจจัยของระยะเวลาการให้แสงและ
อุณหภูมมิผีลตอ่การสะสมอินนูลินและฟรุกโตโอลิโกแซคคาไรด์ในการช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็ก

ในหลอดทดลอง  ( in vitro microtuber ) ของแกน่ตะวนั  (Polsa & Ngampanya, 2015) (ภาพท่ี 16) 

และนํ้ าตาลซโูครสความเขม้ขน้ 80 กรัมตอ่ลิตรสามารถช ักนําให้มีจํานวนเกิดหัวขนาดเล็กและมี

นํ้ าห นักสดมา กกวา่ นํ้ า ตา ลซูโ คร สท่ีความเข้มข้นอ่ืนๆ (Homsuwan & Ngampanya, 20 16 )  
(ภาพท่ี 17) 
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ภาพท่ี  14 หัวขนาดเล็กของมนัฝร่ังเพาะเล้ียงแบบกึ่งตอ่เน่ืองดว้ยวธีิควบคุมระดบัผิวของอาหาร 
 (a) Comparsion with the semi-continuous medium surface level control culture (left) and the 
control culture (fight). (b) Tuberization in the jar fermentor. (Bar indicates 10 mm)  
ท่ีมา (Akita & Takayama, 1994) 
 

 

 
 
 
 
 
\  

 
 

 
ท่ีมา (Gamburg et al., 1999) 

 

 
 

ภาพท่ี  15 ขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัท่ีถูกชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็ก 
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 งานวจิยัท่ีประสบความสําเร็จในการชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนันั้ นมีรายงาน
ให้เห็นเพียงการชกันําให้เกิดหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนับนอาหารวุน้  ซ่ึงยังไมพ่บงานวิจัยท่ี
ประสบความสําเร็จในการช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัในอาหารเหลวและในถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพ 

(A) long day photoperiod (B) short day photoperiod (C)  darkness for 45 days. Black arrows 

depicted induced microtubers. ท่ีมา (Polsa & Ngampanya, 2015) 
 

 

 

 

ภาพท่ี  16 หัวแกน่ตะวนัขนาดเล็กท่ีชกันําไดใ้นหลอดทดลองภายท่ีมกีารให้แสงสวา่งจากหลอดไฟ
ฟลูออเรสเซนต์ท่ีระยะเวลาตา่งกนั 
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(A) 60 g/l (B) 80 g/l (C) 120 g/l under long day photoperiod (16h light/ 8h dark) for 45 days. 
ท่ีมา (Homsuwan & Ngampanya, 2016) 

 2.4.3 การพฒันาของโปรโตคอร์มไปเป็นต้น ราก และใบของกล้วยไม้ 
 การขย ายพันธ์ุ กล้วย ไมโ้ดย การเ พาะเมล็ด ( seed propagation) เ ป็นวิธี ท่ีทําได้ยากใ น
ธรรมชาติ เน่ืองจากกลว้ยไมไ้มม่อีาหารสะสมภายในเมล็ด ดังนั้ นการนําเอาเ อ็มบริโอ (embryo) ซ่ึง
เป็นอวยัวะท่ีพฒันาจากไซโกต (zygote) โดยเกิดจากการผสมกนัระหวา่งสเปิร์ม (sperm) กบัไข ่
(egg) ท่ีเกดิข้ึนตามขบวนการทางธรรมชาติมาเ ล้ียงในอาหารสังเคราะห์ โดยอาศัยเทคนิคการ
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชเรียกวา่ การเพาะเล้ียงเ อ็มบริโอ (embryo culture) อาจเป็นการนําเอาเมล็ดทั้ง
เมล็ดหรือตดัแยกเอาเฉพาะบางสว่นของเ อ็มบริโอมาเพาะเ ล้ียง การประสบความสําเ ร็จของการ
เพาะเล้ียงเมล็ดกลว้ยไมใ้นอาหารสังเคราะห์คร้ังแรกโดยใช ้สูตรอาหาร Knudson เ ป็นอาหารสูตร
แรกท่ีใชเ้พาะเล้ียงกลว้ยไม ้(Knudson, 1946) แตพ่บวา่สูตรอาหาร MS นิยมใช ้เพาะเ ล้ียงกล้วยไม้
สกลุหวายมากท่ีสุด (Silva, Cardoso, Dobra´nszki, & Zeng, 2015) 
 การพฒันาของของเอ็มบริโอจากไขท่ี่ไดรั้บการผสม (zygote) จากการเพาะเ ล้ียงในหลอด
ทดลอง ซ่ึงไซโกตจะแบง่ตัวออกเป็น 2 เซลล์ท่ีมีขนาดไมเ่ทา่กนั เซลล์ท่ีมีขนาดเล็กกวา่เ รียก  
apical cell ซ่ึงอยูด่้านบน และเซลล์ท่ีมีขนาดใหญเ่ รียกวา่ basal cell อยูด่้านลา่ง โดยส่วนของ  
apical cell จะถูกพฒันาไปเป็น embryo และมกีารแบง่ตัวเพิ่มจํานวนเซลล์เพิ่มมากข้ึนจนกระทั่งมี
ลกัษณะเป็นกอ้นกลม เรียกระยะน้ีวา่ globular shape จากนั้นจะพฒันาไปเป็นรูปหัวใจ (heart shape) 
จนกระทัง่พฒันาเจริญเต็มท่ีเป็นรูปรา่งเหมอืนตอร์ปิโด (torpedo shape) ซ่ึงจะมี suspensor (เกิดการ 
basal cell แบง่ตัวด้านขนาน ) ทําหน้าท่ียึด embryo ให้ฝังอยูใ่น nucellus และชว่ยในการดูดซึม
อาหารให้ embryo โดยเซลล์ท่ีอยูร่ะหวา่งรอยตอ่ของ  embryo และ  suspensor เ รียกวา่ hypophysis 
cell จะทาํหน้าท่ีเป็นจุดกาํเนิดของราก (radical)  

ภาพท่ี  17 หัวแกน่ตะวนัขนาดเล็กท่ีชกันําไดบ้นอาหารสูตรสําหรับชกันําให้เกดิหัวท่ีมีความเข้มขน้
ของนํ้ าตาลซโูครสแตกตา่งกนั 
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 การศึกษารูปรา่งของเอ็มบริโอ (morphogenesis of embryos) และการพัฒนาไปเป็นต้นของ
เมล็ดกลว้ยไม ้Cymbidium giganteum ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารวุน้สังเคราะห์ ดงัภาพท่ี 18 จะเห็นได้วา่
เอ็มบริโอมรูีปรา่งไมแ่ตกตา่งกนัโดยตรงกลางมีรูปร่างกลมรี (oval-shape) เปลือกนอกมีลักษณะ
โปรง่ใส มลีกัษณะเป็นตาขา่ยและเชื่อมตอ่กนัซ่ึงประกอบด้วยเซลล์ท่ีไมม่ี  protoplasts  (ภาพท่ี 18a) 
ซ่ึงจะเห็นไมโครไพล์ ( micropyle) เ ป็นชอ่งเ ปิดเ ล็กๆท่ีผนังออวุล และฐานออวุล (chalaza) ได้
ชดัเจน (ภาพท่ี 18b และ18c) สําหรับจุดเร่ิมตน้ของการงอกนั้ นเกิดจากการดูดซึมสารอาหารและมี
การแบง่เซลล์เพิ่มข้ึนจนกระทัง่มลีกัษณะเป็นทรงกอ้นทรงกลม ทําให้เกิดการเจริญเติบโต ซ่ึงจะ
กลายมาเป็นโปรโตคอร์มสีเขียวภายในระยะเวลา 3 -4 สัปดาห์ (ภาพท่ี 18d) ส่วนบนของโปรโต
คอร์มจะเป็นจุดกาํเ นิดของใบ (ภาพท่ี 18e และ f) โปรโตคอร์มของ Cymbidium giganteum มี
ลกัษณะเป็นทรงกลมรีและสมมาตรตามรัศมี (radially symmetrical) และคอ่ยๆเปล่ียนไปมีรูปทรงท่ี
ยาว (ภาพท่ี 18g) จากนั้ นเกิดการพัฒนาไปเป็นต้น (ภาพท่ี 18 h) (Hossain, Sharma, Teixeira da 
Silva, & Pathak, 2010) 

 

ภาพท่ี  18 ระยะการงอกของเมล็ดกลว้ยไม ้ Cymbidium giganteum 
 (a) A mature seed. (b) Seeds after 15 days of culture. (c) Embryo after 30 days of culture. (d) 
Spherule with hairs (arrow). (e) Young protocorm with a growth appendicle (arrow). (Tanaka et 
al.) LS of protocorm showing shoot apex (Sajc et al.) and development of vascular strand (Scheidt 
et al.). (g) A protocorm with root initial (arrow) and (h) Complete seedlings. (Bar = 1 mm)  
ท่ีมา (Hossain et al., 2010) 
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 นอกจากนั้นมยีงัมกีารนําเอาอวยัวะกลว้ยไมส้่วนอ่ืนมาเพาะเ ล้ียง เชน่ ตาข้าง ตายอด ใบ 
เพื่อขยายพนัธ์ุเพิ่มจาํนวนกลว้ยไมใ้ห้ไดภ้ายในระยะเวลาอันรวดเ ร็ว ตารางท่ี 3 และมีศึกษาการ
เพาะเล้ียงกลว้ยไมโ้ดยอาศยัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพมาเป็นเคร่ืองมอืในการขยายขนาดการเพาะเ ล้ียงให้
ไดจ้าํนวนตน้กลว้ยไมเ้พิ่มมากข้ึนดงัตารางท่ี 4  โดยประสบความสําเ ร็จการเพาะเ ล้ียงโปรโตคอร์
มกล้วยไมส้ายพันธ์ุ Dendrobrium candidrum ในถังปฏิกรณ์ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ Balloon type 
bubble ปริมาตร 3 ลิตร ภาพท่ี19 ซ่ึงพบวา่กลว้ยไมม้ีการสะสมมวลชีวภาพและสารทุติยภูมิมากข้ึน 
ซ่ึงเป็นผลดีท่ีจะนําไปพฒันาขยายระดบัการเพาะเล้ียงเพื่อใชใ้นทางการคา้ (Cui et al., 2014) 
 นอกจากนั้นการเพาะเล้ียงยอดกลว้ยไมโ้ดยอาศยัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบระบบแชช่ ั่วคราว 
ยงัเป็นการชว่ยลดปัญหาชิ้นพืชฉ่ํานํ้ าจากการเพาะเ ล้ียงในอาหารเหลวและพบวา่พืชมีอัตราการ
เจริญเติบโตดีกวา่การเพาะเล้ียงในขวดเขยา่ (Annisa Ratna Nurillah, Esyanti, & Manurung, 2014) 
 
ตารางท่ี  3 การขยายพนัธ์ุกลว้ยไมส้กลุหวายดว้ยเทคนิคการเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  (ดดัแปลงจาก 
(Silva et al., 2015)) 

สายพนัธ์ุกลว้ยไม ้ ชิ้นพืชท่ีใชเ้พาะเล้ียง สูตรอาหาร 

D. phalaenopsis ปลายยอด VW 

D. chrysanthum Pseudobulb segment MS 

D.’Joannie Ostenhault’ Shoot meristems VW 

D. wardianum Warner Shoot apices MS 

D. aphyllum Nodal segment MS 

D. nobile Nodal segment MS 

D. crumenatum Sw. Callus VW 

D. macrostachyum Node MS 

D. formosum Leaf sections MS 

D. ‘Sonia’ Shoot tip MS 
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ภาพท่ี  19 การเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มของ Dendrobrium candidrum 
(A) Protocorm induction from stem segment cultures on half  strength MS gelled medium 
supplemented with 30 g/l sucrose; 0.5 mg/l NAA and 5 mg/l BA. (B) Protocorm proliferation half 
strength MS medium containing 4 mg/l BA and 0.2 mg/1 NAA. (C) Protocorm mass harvested 
from cultures. (D) Protocorm suspension culture in shake flask in MS liquid medium 
supplemented 30 g/l sucrose. (E) Protocorm suspension culture in 3 l capacity balloon type 
bubble bioreactors containing 2 l of half strength MS medium supplemented with 0.5 mg/l NAA, 
2.5% (w/v) sucrose, 150 mg/l NaH2PO4, 1% (v/v) banana homogenate. (Tanaka et al.) Protocorm 
biomass harvested from bioreactor cultures. ท่ีมา (Cui et al., 2014) 
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ตารางท่ี  4 การขยายพนัธ์ุกลว้ยไมส้ายพนัธ์ุตา่งๆโดยอาศยัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ  

สายพนัธุ์กล้วยไม้ ระบบถังปฏกิรณ์ชีวภาพ ปริมาตรถัง ช้ินพชืทีใ่ช้เพาะเลี้ยง อ้างอิง 

Phalaenopsis Airlift Balloon bioreactor 5 ลิตร Protocorm-Like bodies จากใบ (Young, Murthy, & 
Yoeup, 2000) 

Oncidium Balloon Type bubble (BTBB) 5 ลิตร Protocorm-Like bodies จากปลายยอด (Yang, Piao, Sun, & 

Lian, 2010) 

Dendrobium‘ZahraFR 62 Bioreactor 3 ลิตร Protocorm-Like bodies (shoot) (Winarto, 

Rachmawati, Santi, & 
Teixeira da Silva, 

2013) 

Dendrobium candidum  Balloon Type bubble (BTBB) 3 ลิตร Protocorm-Like bodies จากขอ้ (Cui et al., 2014) 

Vanda Tricolor Temporary Immersion (TIS) 0.25 ลิตร ยอด (shoot) (Annisa Ratna 

Nurillah et al., 2014) 

Dendrobium candidum Balloon Type airlift bioreactor 3 ลิตร Protocorm-Like bodies (Li, Shao, Park, Piao, 
& Lian, 2014) 

Vanda Tricolor Temporary Immersion (TIS) 0.25 ลิตร ยอด (shoot) (Esyanti, 2016) 
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บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 

 3.1 สารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง 
สารเคม ี บริษทัผูผ้ลิต 
Agar bacteriological TMMEDIA 
Ammonium nitrate FLUKA 
6-benzylaminopurine (BA) SIGMA 
Boric acid MERCK 
Calcium chloride dihydrate RIED-DE-HAEN 
Chlorocholine chloride (CCC) TCI  
Cobalt (II) chloride hexahydrate ANALYTICAL UNIVAR REAGENT 
Copper (II) sulfate pentahydrate ANALYTICAL UNIVAR REAGENT 
2,4-dichlorophenoxy acetic acid (2,4-D) GIBCOBRL 
3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) SIGMA 
Ethanol ALCOHOL-A 
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt FLUKA 
Ferrous sulfate haptahydrate SIGMA 
Glucose HIMEDIA 
Glycine RCILABSCAN 
Hydrochloric acid LAB-SCAN 
Magnesium sulfate heptahydrate RIEDEL-DE- HAEN 
Manganese sulfate FLUKA 
Myo-inosital SIGMA 
Nicotinic acid SIGMA 
Phenol MERK 
Potassium dihydrogen phosphate RCILABSCAN 
Potassium iodide CARLOERBA 
Potassium nitrate RIEDEL-DE- HAEN 
Potassium sodium tartrate DAEJUNG 



  35 

Pyridoxine-HCl SIGMA 
Sodium hydroxide RCILABSCAN 
Sodium hypochlorite (Clorox) 99.9% CLOROX COMPANY 
Sodium molybdate dihydrate CARLOERBA 
Sucrose MIT 
Sulfuric acid 95.5% RCILABSCAN 
Thiamine-HCl SIGMA 
Tween 20 SIGMA 

 
 3.2 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ บริษทัผู้ผลิต 
Airflow meter KOFLOC 
Air pump MAGIG 6600 
Autoclave TOMY SX-700,TOMY SS-325 
Auto pipette BIOHIT, DENVILLE 
Balance SARTORIUS BASIC BA20015 
Conductivity meter METTLER TOLEDO 
Cuvette STARNA 
Forcep MIRA STAINLESS 
Hot air oven BINDER 
Laboratory bottle DURAN 
Membrane filter SARTORIUS STEDIM 
Microplate reader TECAN 
Microwave TUBORA TRX248G 
Peristaltic pump MASTERFLEX 
Petri dish HYCON 
pH meter ULTRA BASIC 
Rotary shaker SUPER LINE : SP-KR 
Spectrophotometer THERMO SPECTRONIC 
Silicone Tube DURA 
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Tarsons Reusable Bottle Top Filter 
Holder 

LABLEADER 

Vacuum pump ROCKER 
 

 3.3 พชืทดลอง 
 สับปะรด (Ananas comosus var.‘Pattavia’) 
 กลว้ยไมส้กลุหวาย (Dendrobium) 

แกน่ตะวนั (Helianthus tuberosus L.) 
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 3.4 วิธีการทดลอง 

3.4.1 ออกแบบถังปฏกิรณ์ชีวภาพต้นทนุต ่าและมีหลักการท างานทีค่วบคุมง่ายส าหรับการ
เพาะเลี้ยงต้นสับปะรด โปรโตคอร์มกล้วยไม้ และล าต้นแก่นตะวัน  

 1) สืบคน้ขอ้มลูเกีย่วกบัถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  
 2) กาํหนดระบบของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับเพาะเ ล้ียงต้นสับปะรด โปรโตคอร์มกล้วย
ไม ้และลาํตน้แกน่ตะวนัไดแ้ก ่
  2.1) ระบบท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย (Simple aeration bioreactor, SAB) 
  2.2) ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว (Temporary immersion system, TIS)  
  2.3) ระบบท่ีมกีารพน่ฝอยอาหารเหลวไปยังชิ้นพืช ท่ีเพาะเ ล้ียง (Nutrient spray 
bioreactor, NSB) 
 3) กาํหนดขนาดของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับใชใ้นงานวจิยั 
 4) ออกแบบลกัษณะรูปทรงของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพสําหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
 5) จดัหาอุปกรณ์สําหรับจดัตั้งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
 6) ส่ังผลิตภาชนะแกว้ (vessel) และฝาสแตนเลสของถังปฏิกรณ์ชีวภาพตามรูปแบบท่ีได้
ออกแบบไว ้

 3.4.2 จัดตั้งถังปฏกิรณ์ชีวภาพต้นทนุต ่า 

 3.4.2.1) ระบบทีมี่การพ่นให้อากาศอย่างง่าย (Simple aeration bioreactor, SAB) 
 1) นําขวดแกว้สําหรับเป็นภาชนะรองรับอาหารเหลวตอ่เข้ากบัฝาท่ีมีทอ่สแตนเลสสําหรับ
ให้อากาศเขา้สูภ่ายในระบบอาหารเหลวและมทีอ่สแตนเลสสําหรับอากาศขาออก  
 2) นําสายยางซิลิโคนตอ่เขา้กบัตัวกรองอากาศปลายสายทอ่ซิลิโคนจะถูกตอ่เข้ากบัทอ่ส
แตนเลสเส้นผา่นศูนย์กลาง 4 มลิลิเมตร โดยอากาศจะผา่นตวักรองอากาศท่ีปลอดเชื้อสําหรับพน่ให้
อากาศเขา้สูภ่ายในระบบอาหารเหลวจากป๊ัมอากาศ (air pump) ขนาด 3 วตัต์ และตอ่ตัวกรองอากาศ
อีกอนัเขา้กบัทอ่สแตนเลสสําหรับอากาศขาออก (เส้นผา่นศูนย์กลาง 6 มลิลิเมตร) 
 3) ระบบอาหารเหลวท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งง ่ายถูกสร้าง ข้ึนดัง ภาพท่ี 20 ซ่ึงชิ้นพืช ท่ี
เพาะเล้ียงจะถูกแชใ่นอาหารเหลวตลอดเวลาในภาชนะแกว้สําหรับบรรจุอาหารเหลว โดยมีอัตรา
การไหลของอากาศ 2-5 VVM 
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 4) นําถงัปฏิกรณ์ชีวภาพระบบอาหารเหลวท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งง ่ายดังกลา่วไปวางใน
ห้องท่ีมกีารควบคมุอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียสให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็น
เวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง 

a) ป๊ัมอากาศ b) Air flow meter c) ตวักรองอากาศ d) ทอ่อากาศขาเข้า e) สายยางซิลิโคน f) ภาชนะ
แกว้สําหรับบรรจุอาหารเหลว g) ทอ่อากาศขาออก h) เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั  
 3.4.2.2 ระบบอาหารเหลวแบบแช่ช่ัวคราว (Temporary immersion system bioreactor, 

TIS)  

 1) นํ าเอาช ุดกรอง  ( reusable bottle top filter) ขนา ด 47  มิล ลิเ มตร  ปริมาตร ความจุ  
500 มลิลิลิตรประกอบไปด้วย 3 ส่วน ได้แก ่ฝาบน ภาชนะ ฐานตะแกรง  เ ป็นส่วนบนสําหรับ
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช 
 2) นําเอาทอ่ซิลิโคน (silicone tube) ขนาด 7×10 มิลลิ เมตร ความยา วของท ่อซิลิโคน  
25 เซนติเมตร ตอ่เขา้กบัปลายดา้นลา่งของฐานตะแกรงของชดุกรอง (reusable bottle top filter)   
 3) นําเอาทอ่ซิลิโ คน ( silicone tube) ขนาด 6×9 มิลลิเมตร จํานวน 2  ทอ่ ท่ีมีความยา ว  
40 เซนติเมตร และ 60 เซนติเมตร ตอ่เขา้กบัตวักรองอากาศโดยปลายสายของทอ่จะตอ่กบัฝาบนของ
ภาชนะสําหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช อีกปลายสายของทอ่ซิลิโคนสําหรับเชื่อมตอ่กบัป๊ัมสุญญากาศ 
(vacuum pump) 
 4) นําภาชนะสว่นบนสําหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืชและภาชนะแกว้ส่วนลา่งขนาด 1 ลิตร
สําหรับบรรจุอาหารเหลว 700 มิลลิลิตรท่ีผา่นการทําไร้เชื้อด้วยหมอ้น่ึงอัดความดันไปประกอบ
ระบบภายในตูป้ลอดเชื้อ 

ภาพท่ี  20 แผนผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย (SAB) 
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 5) นําพืชวตัถุดิบวางบนฐานตะแกรงของภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือ ปิดฝาให้สนิท
จากนั้นนําอลูมเินียมฟอล์ยและพาราฟิล์มพันบริเวณรอยตอ่ของภาชนะ ปลายสายทอ่ซิลิโคนท่ี
เชื่อมตอ่กบัฝาบนของระบบจะถูกตอ่เข้ากบัป๊ัมสุญญากาศ โดยป๊ัมดังกลา่วถูกควบคุมการทํางาน
ดว้ย Timer ในการเปิดหรือปิดอตัโนมติัตามชว่งเวลาท่ีกาํหนด (ภาพท่ี 21) 
 6) นํ า ถัง ปฏิกร ณ์ ชี วภา พ  TIS ดัง กล ่า ว น้ีไ ปวา ง ใน ห้ อง ท่ีมีกา ร ควบคุมอุณ ห ภู ม ิ 
25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื  
8 ช ัว่โมง  

a) ป๊ัมสุญญากาศ b) ตวักรองอากาศ c) ทอ่อากาศขาเขา้ d) ภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงชิ้นพืช  e) ทอ่สาย
ยางซิลิโคน f) ภาชนะแกว้สําหรับบรรจุอาหารเหลว g) ทอ่อากาศขาออก  i) เคร่ืองตั้ง เวลาเ ปิด-ปิด
อตัโนมติั  
 
  
 
 
 
 

ภาพท่ี  21 แผนผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 
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 3.4.2.3  ถังปฏกิรณ์ชีวภาพแบบพ่นฝอยอาหารเหลว (Nutrient Spray Bioreactor, NSB)  
 1) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว ( Nutrient Spray Bioreactor) หรือ NSB 
ประกอบด้วยภาช นะ 2 ส่วนคือ ภ าชนะส่วนบนใช ้สําหรับเพาะเ ล้ียงเ น้ือ เ ย่ือพืชมีปริมาตร  
1000 มลิลิลิตร ความสูง 13.5 เซนติเมตร เส้นผา่นศูนย์กลางภายใน 10.4 เซนติเมตร ความกวา้งของ
ขอบปากภาชนะ 1.0 เซนติเมตร ภาชนะส่วนลา่งใช ้สําหรับบรรจุอาหารเหลว  1000 มิลลิลิตร  
ความสูง 13.5 เซนติเมตร เส้นผา่นศูนย์กลางภายใน 10.4 เซนติเมตร ความกวา้งของขอบปากภาชนะ 
1.0 เซนติเมตร  
 2) ประกบภาชนะทั้ง 2 สว่นเขา้ดว้ยกนัโดยใช ้ตัวหนีบสแตนเลสยึดให้แน ่น นําตะแกรง
วงกลมวางบนฐานกรวยของภาชนะสว่นบนสําหรับเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือป้องกนัชิ้นพืชตกลงไปยัง
อาหารเหลวดา้นลา่ง 
 3) นําสายยางซิลิโคนตอ่เขา้ปลายทอ่แกว้ด้านลา่งของภาชนะบรรจุอาหารเหลวและตอ่
ปลายสายซิลิโคนอีกด้านเข้ากบัทอ่ส เ เตนเลสท่ี ยึดติดก ับฝาบนถังปฏิกรณ์ ชีวภาพ  ( เ ส้นผา่ น
ศูนย์กลาง 20.1 เซนติเมตร) สําหรับสง่อาหารเหลวไปยงัหัวพน่ฝอย (ความสูง 1.0 เซนติเมตร และ
เส้นผา่นศูนย์กลาง 1.0 เซนติเมตร) ซ่ึงอาหารเหลวดงักลา่วจะเคล่ือนท่ีจากภาชนะด้านลา่งไปสู่หัว
พน่ฝอยท่ีติดอยูฝ่าบนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยอาศัย peristaltic pump ซ่ึง ป๊ัมจะทําการหมุน roller 
ไปกดท่ีสายยางแล้วกดเอาของเหลวให้เคล่ือนท่ีตาม roller และพน่ฝอยอาหารลงสู่ชิ้นพืช ท่ีอยู ่
ภายในภาชนะดา้นบน จากนั้นอาหารเหลวจะไหลกลับตกสู่ภาชนะสําหรับบรรจุอาหารด้านลา่ง
เชน่เดิม ซ่ึงอาหารเหลวจะถูกไหลเวยีนกลบัมาใชใ้หม ่ (ภาพท่ี 22) 
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a) peristaltic pump b) ทอ่อากาศขาเขา้ c) ฝาปิดสแตนเลสด้านบน d) หัวพน่ฝอยอาหารเหลว e) ทอ่
กรวยแกว้ f) ภาชนะแกว้สําห รับเพาะเ ล้ียงชิ้นพืช  g) ภาชน ะแกว้สําหรับบรรจุอาหารเหลว 
h) ตวักรองอากาศขาออก i) เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั  
 

3.4.3 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการเพาะเลี้ยงช้ินพชื 
 3.4.3.1 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการเพิ่มจ านวนและการเจริญ

ของต้นสับปะรด  
 1) การเตรียมต้นอ่อนสับปะรดปลอดเช้ือเพือ่ใช้เป็นช้ินพชืวัตถุดิบ (explant) 
นําจุกสับปะรดพนัธ์ุปัตตาเวียท่ีเหลือท้ิงจากตลาดผลไมม้าลอกใบออกและล้างทําความสะอาด  
(ภาพท่ี 23 (ซา้ย)) จากนั้นทาํการฟอกฆา่เชื้อท่ีผิวของจุกสับปะรดโดยการแชใ่นสารละลายเอทานอล
ความเข้นข้น 70 เปอร์เ ซ็นต์ เ ป็นเวลา 3 นาที และล้างด้วยนํ้ ากลั่นไร้เชื้อ 3 คร้ัง จากนั้ นนําจุก
สับปะรดไปแชใ่นสารละลายคลอรอกซ์ (clorox) 15 เปอร์เ ซ็นต์ท่ีมีการเ ติมทวีน 20 (tween 20)  
2-3 หยด เป็นเวลา 15 นาที เขยา่เป็นคร้ังคราว และล้างด้วยนํ้ ากลั่นไร้เชื้อ 2-3 คร้ัง  คร้ังละ 5 นาที 
ยา้ยจุกสับปะรดไปวางบนจานแกว้ไร้เชื้อ จากนั้นลอกใบท่ีเหลือออกให้เหลือเพียงยอดจุกสับปะรด 
จากนั้ นนํ าไปเพา ะเ ล้ียงบนอาหา รวุน้สูตร  MS (ภา คผนวก ก) ท่ีมีการเ ติม BA ควา มเข้มข้น  
2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตร แ ละวุน้  8  กรัมตอ่ลิตร ท่ี pH 5.6  นําขวด

ภาพท่ี  22 แผนผงัของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหาร (NSB) 
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เพาะเล้ียงไปวางบนช ั้นเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือท่ีควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศา
เซลเซียส ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา  16 ช ั่วโมงสลับกบัชว่งมืด 8 ช ั่วโมง 
เพาะเล้ียงจุกสับปะรดเป็นเวลา 30 วนัจะไดพ้ืชวตัถุดิบปลอดเชื้อ  (ภาพท่ี 23  (ขวา)) สําหรับใช ้ใน
การทดลองตอ่ไป  

 
 2) การชักน าให้เกิดต้นของสับปะรดในถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ 
 ในการชกันําให้เกดิตน้จาํนวนมากของสับปะรดทาํโดยนําต้นออ่นสับปะรดท่ีได้จากข้อ 1) 
ของ 3.4.3.1 ไปเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย  (SAB) และแบบแชช่ ั่วคราว 
(TIS) เปรียบเทียบกบัการเพาะเ ล้ียงในอาหารเหลวระบบดั้ ง เ ดิมท่ีมีการให้อากาศโดยวางขวด
เพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่และการเพาะเ ล้ียงต้นสับปะรดบนอาหารวุน้  ซ่ึงมีรายละเ อียดของการ
เพาะเล้ียงในแตล่ะระบบดงัตอ่ไปน้ี 
  2.1) การชักน าให้เกิดต้นของสับปะรดในอาหารเหลวแบบที่มีการพ่นให้อากาศ

อย่างง่าย (SAB)  
 นําจุกสับปะรดปลอดเชื้ออายุ 30 วนั จํานวน 3 ชิ้นย้ายไปเพาะเ ล้ียงในอาหารเหลวสูตร 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมกีารเติม BA ความเขม้ขน้ 2 มลิลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตร และ 
pH 5.6 ปริมาตรอาหารเหลว 250 มิลลิลิตร ซ่ึงมีการให้อากาศท่ีอัตราการไหล 5.5 VVM จากป๊ัม
อากาศ (air pump) เขา้ไปยงัภายในระบบการเพาะเล้ียงผา่นตวักรองอากาศไร้เชื้อเ ป็นเวลา 30 นาที 
ทุกๆ 4 ช ัว่โมง และควบคมุสภาวะห้องเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส (°C) ให้แสงสวา่ง
ดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 60 วนั 
  2.2) การชักน าให้เกิดต้นของสับปะรดในอาหารเหลวแบบแช่ช่ัวคราว  (TIS) 
 นําจุกสับปะรดปลอดเชื้ออายุ 30 วนั จาํนวน 3 ชิ้น วางบนภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือ
พืชของระบบ TIS ซ่ึงดา้นลา่งของระบบมภีาชนะแกว้บรรจุอาหารเหลวสูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีมี

ภาพท่ี  23 จุกสับปะรดปลอดเชื้อสําหรับใชเ้ป็นพืชวตัถุดิบ 
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การเติม BA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 30 กรัมตอ่ลิตร และ pH 5.6 ปริมาณ 
700 มลิลิลิตร ระบบ TIS จะดูดอาหารเหลวเป็นเวลา 1 นาที ปริมาตร 250 มิลลิลิตร (อัตราการไหล 
0.25 ลิตรตอ่นาที) จากดา้นลา่งไปยังภาชนะด้านบนท่ีมีชิ้นพืชโดยชิ้นพืชจะแชใ่นอาหารเหลว
ช ั่วครา วเ ป็น เวลา 2 นา ที ในทุกๆ  4  ช ั่วโ มงแ ละ ควบคุมสภ าวะห้ อง เพ าะเ ล้ีย งท่ี อุณ หภู ม ิ 
25±2 องศาเซลเซียส (°C) ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เ ป็นเวลา 16 ช ั่วโมง สลับกบั
ชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 60 วนั 
  2.3) การชักน าให้เกิดต้นของสับปะรดในอาหารเหลวบนเคร่ืองเขย่า 
 นําจุกสับปะรดปลอดเชื้ออายุ 30 วนั จาํนวน 3 ชิ้นตอ่ขวดย้ายไปเพาะเ ล้ียงในอาหารเหลว
สูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีมกีารเติม BA ความเขม้ขน้ 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 30 กรัมตอ่
ลิตรและ pH 5.6 จากนั้ นนําขวดอาหารเหลวปริมาตร 250 มิลลิลิตรไปวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีมี
ความเร็วรอบ 120 rpm และควบคมุสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 ±2 องศาเซลเซียส ( °C) ให้
แสงสวา่ง ด้วย ห ลอดไฟ ฟ ลูออเร ส เซ น ต์เ ป็นเ วลา  1 6  ช ั่วโมง  ส ลับก ับชว่ง มืด  8 ช ั่วโ มง  
เป็นเวลา 60 วนั 
  2.4) การชักน าให้เกิดต้นของสับปะรดบนอาหารวุ้น 
 นําจุกสับปะรดปลอดเชื้ออายุ 30 วนัจาํนวน 3 ชิ้นตอ่ขวดโดยเปล่ียนถา่ยมาเพาะเ ล้ียงใน
อาหารวุน้สูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีมีการเ ติม BA ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 
30 กรัมตอ่ลิตร วุน้ 8 กรัมตอ่ลิตร และ pH 5.6 นําขวดเพาะเ ล้ียงไปวางบนช ั้นเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือท่ี
ควบคุมสภ าวะ ห้อง เพา ะเ ล้ียงท่ี อุณห ภูมิ 25 ±2  อง ศาเ ซลเ ซียส  ให้ แสง สวา่ งด้วยหลอดไ ฟ 
ฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เพาะเล้ียงจุกสับปะรดเป็นเวลา 60 วนั 
 3) การวัดอัตราการเจริญเติบโตและอัตราการเพิม่จ านวนของต้นสับปะรด  
 หลงัจากเพาะเ ล้ียงจุกสับปะรดปลอดเชื้ออายุ 30 วนัในรูปแบบตา่งๆ เ ป็นเวลา 60 วนั 
วดัการเจริญเติบโตโดยหานํ้ าหนักสด (Fresh weight) นํ้ าหนักแห้ง  (Dry weight) และความสูงของ
ตน้สับปะรด รวมทั้งสัดสว่นของการเจริญเติบโต (Growth ratio) คาํนวณไดจ้ากสมการ 

Growth ratio = 
                 –                   

                 
 

 
 สําหรับอตัราการเพิ่มจาํนวนตน้ (multiplication rate) ของต้นสับปะรดสามารถคํานวณจาก
จาํนวนการเกดิตน้ทั้งหมดหลงัจากเพาะเล้ียงในอาหารเหลวเป็นเวลา 60 วนั 
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 3.4.3.2 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการพัฒนาไปเป็นต้น ใบ และ

รากของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ 
  1) การเตรียมโปรโตคอร์มส าหรับใช้เป็นช้ินพชืวัตถุดิบ 
 นําฝักกลว้ยไมส้กลุหวายท่ีไดรั้บการผสมพนัธ์ุไวอ้ายุประมาณ  60 เปอร์เ ซ็นต์ของอายุฝักท่ี
เจริญเต็มท่ีทาํความสะอาดท่ีผิวฝักดว้ยการเช็ดดว้ยเอทานอล 70 เปอร์เ ซ็นต์ ตัดส่วนท่ีคาดวา่น ่าจะมี
การปนเป้ือนของเชื้อจุลินทรีย์ออก จากนั้นใชป้ากคีบคีบฝักกล้วยไมจุ้ม่ในเอทานอล 95 เปอร์เ ซ็นต์
และนําไปผา่นเปลวไฟ เมือ่ไฟดบัแลว้นําไปวางบนจานเพาะเ ล้ียงท่ีผา่นการทําไร้เชื้อ แล้วใช ้มี ดท่ี
ผา่นการทาํไร้เชื้อตดัตามแนวขวางของฝักกล้วยไม ้เ ข่ียเมล็ดออ่นหรือเ อ็มบริโอของกล้วยไมท่ี้อยู ่
ภายในฝักกลว้ยไมล้งในขวดเพาะเล้ียงท่ีบรรจุอาหารวุน้สูตร MS (ภาคผนวก ก) นําขวดเพาะเ ล้ียง
ไปวางบนช ั้นเพาะเล้ียงเน้ือเ ย่ือท่ีควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส  
ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ั่วโมง สลับกบัชว่งมืด 8 ช ั่วโมง  เ ป็นเวลา 
60 วนัเพื่อชกันําให้เอ็มบริโอเจริญเป็นโปรโตคอร์ม (protocorm) สําหรับใชเ้ป็นชิ้นพืชวตัถุดิบ 
 2) การศึกษาการพฒันาไปเป็นต้น ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ในถั งปฏิกรณ์

ชีวภาพรูปแบบต่างๆ 
 การช ักนําให้โปรโตคอร์มท่ีได้จากข้อ  1 ของ 3.4.3.2 พัฒนาไปเป็นต้นท่ีสมบูรณ์นั้ น  
ทาํโดยนําโปรโตคอร์มไปเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย  (SAB) 
แบบแชช่ ัว่คราว (TIS) และการพน่อาหารเหลวแบบฝอย (NSB) เปรียบเทียบกบัการเพาะเ ล้ียงใน
อาหารเหลวระบบดั้งเดิมท่ีมกีารให้อากาศโดยวางขวดเพาะเ ล้ียงบนเคร่ืองเขยา่และการเพาะเ ล้ียง  
โปรโตคอร์มกล้วยไมบ้นอาหารวุน้ ซ่ึงมรีายละเอียดของการเพาะเล้ียงในแตล่ะ ระบบดงัตอ่ไปน้ี 
 2.1) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มในระบบอาหารเหลวแบบพ่นให้อากาศอย่างง่าย  
 ย้ายโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน 50 โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้สูตร MS 
(ภาคผนวก ก) นาน 60 วนัลงในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย ภายในบรรจุอาหาร
เหลวสูตร MS ปริมาตร 100 มลิลิลิตร ท่ีมีการให้อากาศจากป๊ัม (Air pump) 2 VVM ท่ีควบคุมอัตรา
การไหลของอากาศดว้ย Air flow meter  เขา้ไปยังภายในระบบการเพาะเ ล้ียงผา่นตัวกรองอากาศ  
นําระบบไปเพาะเล้ียงในห้องเพาะเล้ียงท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 2.2) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มในระบบอาหารเหลวแบบแช่ช่ัวคราว  
 ย้ายโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน 50โปร โตคอร์มท่ีเพ าะเ ล้ียงบนอา หารวุน้สูตร MS 
(ภา คผ นวก ก) นา น 60 ว ัน มา เ ล้ี ยง ใน ระ บบอา หา รเ หลวแ บบแช ่ช ั่วคร าว (TIS) โดยนํ า 
โปรโตคอร์มใสล่งบนภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงชิ้นพืชของระบบ TIS ซ่ึงโปรโตคอร์มจะแชใ่น
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อาหารเหลวช ัว่คราวปริมาตร 100 มลิลิลิตร เป็นเวลา 2 นาที ทุกๆ 4 ช ั่วโมง นําไปเพาะเ ล้ียงในห้อง
เพาะเล้ียงท่ีควบคมุอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็น
เวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 2.3) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มในถังปฏกิรณ์ชีวภาพแบบพ่นฝอยอาหารเหลว  
 ย้ายโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน  50 โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้สูตร MS 
(ภาคผนวก ก) นาน 60 วนัลงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว ซ่ึงภายในบรรจุอาหาร
เหลวสูตร MS ปริมาตร 100 มลิลิลิตรในภาชนะด้านลา่งสําหรับบรรจุอาหาร กาํหนดสภาวะห้อง
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา  
16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 30 วนัโดยจะทาํการพน่ฝอยอาหารเหลวด้วยอัตราการ
ไหล 0.1 ลิตรตอ่นาที เป็นเวลา 60 นาที ทุกๆ 4 ช ั่วโมง อาหารท่ีถูกพน่ฝอยแล้วจะไหลกลับลงสู่
ภาชนะบรรจุอาหารดา้นลา่งเชน่เดิม 
 2.4) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มในอาหารเหลวบนเคร่ืองเขย่า 
 ย้ายโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน 50  โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้สูตร MS 
(ภาคผนวก ก) นาน 60 วนัลงในขวดบรรจุอาหารเหลวสูตร MS ปริมาตร100 มิลลิลิตร จากนั้ นนํา
ขวดอาหารเหลวไปวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีมคีวามเร็วรอบ 120 rpm และควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ี
อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส (°C) ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เ ป็นเวลา 16 ช ั่วโมง 
สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 2.5) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มบนอาหารวุ้น 
 ย้ายโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน 50  โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้สูตร MS 
(ภาคผนวก ก) นาน 60 วนัลงในขวดบรรจุอาหารวุน้สูตร MS ปริมาตร100 มิลลิลิตร จากนั้ นนําขวด
เพาะเล้ียงไปวางบนช ั้นเพาะเล้ียงเ น้ือเ ย่ือท่ีควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25 ±2 องศา
เซลเซียส (°C) ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เ ป็นเวลา 16 ช ั่วโมง สลับกบัชว่งมืด  
8 ช ัว่โมง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 2.6) การเพาะเลี้ยงโปรโตคอร์มในถังปฏกิรณ์ชีวภาพแบบใบกวนขนาด 5 ลิตร 
 ยา้ยโปรโตคอร์มกล้วยไมจ้ํานวน 150 โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้สูตร MS 
(ภาคผนวก ก) นาน 60 วนั ลงใน flask ท่ีภายในบรรจุอาหารเหลวอยู ่100 ml จากนั้ นทําการถา่ย 
โปรโตคอร์มในอาหารเหลวโดยผา่นไฟลงไปภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบใบกวนขนาด 5 ลิตร  
ท่ีภายในบรรจุอาหารเหลว 1 ลิตร โดยให้อากาศตํ่าสุ ด 1.3 VVM ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟ 
ฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
3) การวัดอัตราการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มในระบบการเพาะเลี้ยงแบบต่างๆ 
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ภาพท่ี  24 ตน้แกน่ตะวนัปลอดเชื้ออายุ 1 เดือน 

 หลงัจากยา้ยโปรโตคอร์มมาเพาะเล้ียงในระบบการเพาะเล้ียงแบบตา่งๆ เ ป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
จึงทํากา รวดัอัตร าการเ จริญ ของ โปรโตคอร์ มด้วยกา รห านํ้ า หนักสด นํ้ า หนักแห้ง  จํา นวน  
โปรโตคอร์มท่ีพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และราก  ความสูงและความกวา้งของต้นออ่น ความยาวของ
รากและใบ  
 3.4.3.3 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการพฒันาไปเป็นหัวขนาด เล็ ก

ของแก่นตะวัน 
 1) การเตรียมต้นแก่นตะวัน 
 นําหัวพ ัน ธ์ุแกน่ตะวนัมาปลูกในกระถาง  โดยตัดหัวแกน่ ตะวนัท่ีมีตาเ ป็น ชิ้นขนา ด  
4-5 เซนติเมตร นําไปบม่ในดินท่ีผสมแกลบดาํชื้นเพื่อชกันําให้เกดิตน้ออ่น รดนํ้ าให้ช ุม่ทุกวนัวนัละ 
1 คร้ัง เมือ่ตน้เร่ิมงอกจึงมกีารให้นํ้ าวนัเวน้วนั จนครบระยะเวลา 1 เ ดือนสําหรับใช ้เ ป็นวตัถุดิบใน
การเพาะเล้ียงในสภาวะปลอดเชื้อ 
 2) การเตรียมต้นแก่นตะวันปลอดเช้ือเพือ่ใช้เป็นช้ินพชืวัตถุดิบ 
 ตดัลาํตน้ของตน้แกน่ตะวนัท่ีปลูกเป็นระยะเวลา 1 เดือน ท่ีมคีวามสมบูรณ์แข็งแรงไมม่ีโรค
และแมลงมาทําความสะอาด จากนั้ นลิดใบออกจากกิ่งลําต้นทําการตัดบริเวณข้อลําต้นท่ีมีตา 
(nodal stem) ให้มคีวามยาว 3-5 เซนติเมตร เพื่องา่ยตอ่การทาํไร้เชื้อท่ีผิว ล้างทําความสะอาดกิ่ง ท่ีตัด
แลว้ จากนั้นนําไปไปแชใ่นสารละลายคลอรอกซ์ 15 เปอร์เซ็นต์ท่ีมกีารเ ติมทวีน 20 ( 2-3 หยด) เ ป็น
เวลา 15 นาที เขยา่เป็นคร้ังคราว และลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ไร้เชื้อ 2-3 คร้ังๆ ละ 5 นาที ย้ายลําต้นท่ีมีตาไป
วางบนจานแกว้ไร้เชื้อ ตดัลาํตน้บริเวณท่ีมตีาให้ไดข้นาด 1.5 เซนติเมตร นําไปเพาะเ ล้ียงในอาหาร
สูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีไมม่กีารเติมสารควบคุมการเจริญเติบโตของพืช (plant growth regulator) 
นําขวดเพาะ เ ล้ียงไปวาง บนช ั้นเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือ ท่ีควบคุมสภา วะห้องเพาะ เ ล้ียงท่ีอุณหภู ม ิ 
25±2 องศาเซลเซียส (°C) ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา  16 ช ั่วโมง สลับกบั
ชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เพาะเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั จะไดต้น้แกน่ตะวนัปลอดเชื้อ (ภาพท่ี 24) สําหรับใช ้ใน
การทดลองตอ่ไป  
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3) การศึกษาการพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็กของแก่นตะวันในถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ  
 การศึกษาการพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนั ทําโดยนําข้อท่ีมีตาจากต้นปลอด
เชื้ออายุ 1 เดือนไปเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย การเ ล้ียงแบบแชช่ ั่วคราว 
และการพน่อาหารเหลวแบบพน่ฝอย โดยมกีารเปรียบเทียบกบัการเพาะเ ล้ียงในอาหารเหลวระบบ
ดั้งเดิมท่ีมกีารให้อากาศโดยวางขวดเพาะเล้ียงบนเคร่ืองเขยา่และการเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้  ซ่ึงมี
รายละเอียดของการเพาะเล้ียงในแตล่ะระบบดงัตอ่ไปน้ี 
  3.1) การชักน าให้เกิดหัวขนาดเล็กของแก่นตะวันในระบบอาหารเหลวที่มีการพ่น
ให้อากาศอย่างง่าย 
 ตดัขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัท่ี 3 หรือ 4 นําไปเพาะเล้ียงในอาหารเหลวสูตร MS (ภาคผนวก ก)  
ท่ีมีกา รเ ติม BA ความเข้มข้น  5 มิลลิก รัมต ่อลิตร chlorocholine chloride (CCC) ความเ ข้มข้น  
500 มลิลิกรัมตอ่ลิตร Thiamine HCl ความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 80 กรัมตอ่
ลิตรและ pH 5.6 ปริมาตร 250 มลิลิลิตร ซ่ึงมกีารให้อากาศท่ีอัตราการไหล 5.5 VVM จากป๊ัมอากาศ  
(Air pump) เขา้ไปยงัภายในระบบการเพาะเล้ียงผา่นตวักรองอากาศเป็นเวลา 30 นาที ทุกๆ 4 ช ั่วโมง 
จาํนวนชิ้นพืชเร่ิมตน้สําหรับการเพาะเ ล้ียง 9 ชิ้นตอ่ 1 bioreactor ควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ี
อุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งดว้ยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เ ป็นเวลา 16 ช ั่วโมง สลับ
กบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
  3.2) การชักน าให้เกิดหัวขนาดเล็ กของแก่นตะวันในระบบอาหารเหลวแบบ  

แช่ช่ัวคราว  
 สําหรับการเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ TIS  เป็นการเพาะเ ล้ียง
ในอาหารเหลวสูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีมกีารเ ติม BA ความเข้มข้น  5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร CCC ความ
เขม้ขน้ 500 มิลลิกรัมตอ่ลิตร Thiamine HCl ความเข้มข้น 0.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 80 
กรัมตอ่ลิตร และ pH 5.6 โดยชิ้นพืชจะแชใ่นอาหารเหลวช ัว่คราวปริมาตร 250 ลิตร เ ป็นเวลา 2 นาที 
ทุกๆ 2 และ4 ช ัว่โมง ใชช้ิ้นพืชเร่ิมตน้สําหรับการเพาะเล้ียง 9 ชิ้นตอ่ bioreactor ควบคุมสภาวะห้อง
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา  
16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
  3.3) การชักน าให้เกิดหัวขนาดเล็กของแก่นตะวันในถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพ่น

ฝอยอาหารเหลว  
 นําขอ้ลาํตน้ท่ีตดัไดจ้าํนวน 9 ชิ้น วางบนภาชนะด้านบนสําหรับเพาะเ ล้ียงเ น้ือเ ย่ือของถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยและบรรจุอาหารเหลว 500 มิลลิลิตรในภาชนะด้านลา่งสําหรับบรรจุ
อาหาร กาํหนดสภาวะห้องเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟ
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ฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมืด 8 ช ั่วโมง โดยระบบจะทําการพน่ฝอยอาหาร
เหลวดว้ยอตัราการไหล 0.1 ลิตรตอ่นาที เป็นเวลา 30 นาที ทุกๆ 4 ช ั่วโมง อาหารท่ีถูกพน่ฝอยแล้ว
จะไหลกลบัลงสูภ่าชนะบรรจุอาหารดา้นลา่งเชน่เดิม ทาํการเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัเพื่อช ักนํา
ให้เกดิหัวขนาดเล็กเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 3.4) การชักน าให้เกิดหัวขนาดเล็กของแก่นตะวันในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขย่า  
 ตัดข้อลําต้น แกน่ตะวนั ท่ี 3 หรือ 4 จํานวน  9 ชิ้นเ พาะเ ล้ียงใ นอาหารเ หลวสูตร MS 
(ภาคผนวก ก) ท่ีมกีารเติม BA ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร CCC ความเข้มข้น 500 มิลลิกรัมตอ่
ลิตร Thiamine HCl ความเขม้ขน้ 0.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 80 กรัมตอ่ลิตร และ pH 5.6 
ในภาชนะแกว้ท่ีมีฝาปิดสนิทปริมาตร 250 มิลลิลิตร นําไปวางบนเคร่ืองเขยา่ท่ีมีความเ ร็วรอบ  
120 rpm และควบคุมสภาวะห้องเพาะเ ล้ียงท่ีอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมง เป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 3.5) การชักน าให้เกิดหัวขนาดเล็กของแก่นตะวันบนอาหารวุ้น 
 ตัดข้อลําต้นของ แกน่ตะ วนั ปลอดเชื้ อ อา ยุ 1  เ ดือน ให้ มีความยา วเ หนื อข้อลําต้น  
0.5 เซนติเมตรและความยาวของสว่นลา่งของข้อลําต้น 1.0 เซนติเมตร เ ลือกข้อท่ี 3 หรือ 4 ของลํา
ตน้ไปเพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS (ภาคผนวก ก) ท่ีมีการเ ติม BA ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมตอ่ลิตร 
CCC 500 มลิลิกรัมตอ่ลิตร Thiamine HCl 0.4 มิลลิกรัมตอ่ลิตร วุน้  7.5 กรัมตอ่ลิตร นํ้ าตาลซูโครส 
80 กรัมตอ่ลิตร และ pH 5.6 แตล่ะขวดจะมีชิ้นพืชจํานวน 3 ชิ้น นําขวดเพาะเ ล้ียงไปวางบนช ั้น
เพาะเล้ียงเน้ือเย่ือท่ีควบคมุสภาวะห้องเพาะเล้ียงท่ีอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ให้แสงสวา่งด้วย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ัว่โมง สลบักบัชว่งมดื 8 ช ัว่โมงเป็นเวลา 4 สัปดาห์ 
 4) การวัดอัตราการเจริญเติบโตของช้ินพชื 
 หลังจากเ พาะเ ล้ีย งข้อลําต้นแกน่ตะว ันในอาห ารเหลวเป็นเวลา  21 วนัวดัอัตรากา ร
เจริญเติบโตโดยการช ั่งหานํ้ าหนักสด (Fresh weight) ความยาวของชิ้นพืชและขนาดเส้นผา่น
ศูนย์กลางของชิ้นพืชสว่นลา่งของขอ้ลาํตน้วดัอตัราการเจริญเติบโตของนํ้ าหนักสด ความยาว และ
เส้นผา่นศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนใตข้อ้ลาํตน้  
 5) บันทกึจ านวนหัวแก่นตะวันขนาดเล็กทีชั่กน าได้  
 นับจํานวนหัวท่ีเกิดบริเวณส่วนบนเหนือข้อลําต้นและส่วนลา่งข้อลําต้น นํ้ าหนักสด  
ความยาว และเส้นผา่นศูนย์กลางของหัวแกน่ตะวนัท่ีชกันําได้ 
 6) การวิเคราะห์ค่าพเีอชและค่าการน าไฟฟ้าในอาหารเหลว  
 นําอาหารเหลวกอ่นการเพาะเล้ียงและอาหารเหลวหลงัจากการเพาะเล้ียงเป็นเวลา 4 สัปดาห์
ของอาหารเหลวทุกระบบไปวดัคา่ pH โดยใช ้เคร่ือง  pH meter และนําไปวดัคา่การนําไฟฟ้าด้วย
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เคร่ือง Conductivity meter ท่ีมกีารชดเชยอุณหภูมท่ีิ 20 องศาเซลเซียส ซ่ึงใช ้สารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมี
คา่การนําไฟฟ้า 12.88 mS/cm เป็นสารมาตรฐาน 
3.4.4 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 วเิคราะห์ข้อมูลโดยใช ้การวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบทางเ ดียว (one way ANOVA) 
กาํหนดระดับนัยสําคัญ α= 0.05 โดยวิเคราะห์ความแตกตา่งของคา่เฉล่ียโดยวิธี Duncan และ
วเิคราะห์ผลการทดลองทางสถิติโดยใชโ้ปรแกรมสําเร็จรูป SPSS 
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บทที่ 4  
ผลการทดลองและวิจารณ์การทดลอง 

 
4.1 การออกแบบถังปฏกิรณ์ชีวภาพส าหรับการเพาะเลี้ยงต้นสับปะรด โปรโตคอร์มกล้วยไม้ และล า
ต้นแก่นตะวัน  

 4.1.1) ข้อมูลเกี่ยวกับถังปฏกิรณ์ชีวภาพส าหรับเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื 
 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีใชสํ้าหรับเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืชแบง่ตามวิธีการกวน (agitation 
method) และลกัษณะของภาชนะ (vessel) ท่ีใช ้เพาะเ ล้ียงได้เ ป็น 2 ประเภทหลักคือ ถังปฏิกรณ์
ชีวภาพท่ีมกีารกวนโดยอาศยัแรงเชิงกล ( mechanically agitated bioreactors) และถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
ท่ีมกีารกวนโดยอาศยัแรงดันจากการอัดอากาศและไมม่ีการกวน (pneumatically agitated and non-
agitated bioreactors) โดยแตล่ะประเภทหลกัยงัแบง่ออกเป็นชนิดยอ่ยตามรายละเอียดในบทท่ี 2  ซ่ึง
ทั้งสองประเภทน้ีชิ้นพืช ท่ีเพาะเ ล้ียงจะจมอยูใ่นอาหารเหลวตลอดเวลา   (K. Y. Paek et al., 2005) 
นอกเหนือจาก 2 ประเภทหลกัดงักลา่วแลว้ยงัมถีงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีชิ้นพืชจะจมอยูใ่นอาหารเหลว
บางชว่งเวลา  (ebb and flood bioreactors หรือ a periodic immersion bioreactor หรือ temporary 

immersion system (TIS)) (Etienne & Berthouly, 2002; K. Y. Paek et al., 2005) และเมื่อไมน่านมา
น้ีไดม้กีารนําเสนอถงัปฏิกรณ์ชีวภาพประเภทท่ีชิ้นพืชไมต่อ้งจมอยูใ่นอาหารเหลวแตช่ิ้นพืชจะถูก
วางไวบ้นตะแกรงและมกีารพน่อาหารเหลวแบบฝอยไปยังชิ้นพืช  (Rahman et al., 2015)  ซ่ึงจากการ
รวบรวมเอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้องกบัชนิดของถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมีการนํามาใช ้ในการ
เพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืชดงัแสดงในตารางท่ี 5 พบวา่ชนิดของถังปฏิกรณ์ท่ีมีการใช ้กนัมาก
ท่ีสุดคือ pneumatically agitated bioreactor ชนิด balloon-type bubble bioreactors (BTBB) ซ่ึง เ ป็น
การเพาะเล้ียงเซลล์และเ น้ือเ ย่ือพืชโดยการให้จมอยูใ่นอาหารเหลวและมีการอัดอากาศเข้าไป 
รองลงมาคือการเพาะเ ล้ียงในถังปฏิกรณ์แบบ pneumatically agitated bioreactor ชนิด BTBB ท่ีมี
การดัดแปลง  ebb and flood bioreactor และ mechanically agitated bioreactor ชนิด stirred tank และ
เมือ่พิจารณาจากพืชทดลองและวตัถุประสงค์ในการเพาะเ ล้ียงพืชแตล่ะชนิดคือ ต้องการผลิตต้น
สับปะรดจาํนวนมาก การพฒันาเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ของโปรโตคอร์มกล้วยไม ้และ  การพัฒนาไปเป็น
หัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัจึงไดอ้อกแบบถงัปฏิกรณ์ท่ีจะใชใ้นการทดลอง 3 ชนิดคือ ระบบท่ีมีการ
พน่ฟองอากาศลงไปในอาหารเหลวโดยอาศัย ป๊ัมอากาศ แรงดันตํ่า (Simple aeration bioreactor) 
ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary immersion system) และระบบท่ีมีการพน่ ฝอย
อาหารเหลวไปยงัชิ้นพืชท่ีเพาะเล้ียง (Nutrient spray bioreactor) (ภาพท่ี 25) 
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(A) 2 มติิ (B) 3 มติิ
ภาพท่ี  25 ผงัวศิวกรรมของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว 
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ตารางท่ี  5 การเพาะเล้ียงเซลล์และเน้ือเย่ือพืชในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบตา่งๆ 
ประเภทของถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพ 

พืช/ รูปแบบการเพาะเล้ียง ผลการวจิยั อา้งอิง 

1. Jar fermentor with disk 
turbine impeller. 
2. Air lift reactor  
3. Turbine-blade reactor 
(TBR) 

ขา้ว  
(Oryza sativa L.) 

 TBR เป็นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีเหมาะสมตอ่การ
นํามาผลิต embryogenic calli ของขา้ว 

(Moon, Honda, & 
Kobayashi, 1999) 

3 L stirred tank bioreactor  
 

Podophyllum hexandrum 
การเพาะเล้ียงเซลล์แขวนลอยเพื่อ
ผลิต Podophyllotoxin 

การเพาะเล้ียง P. hexandrum ในถงัปฏิกรณ์แบบ  
stirred tank ขนาด 3 L ให้กาํลงัการผลิตสูงข้ึน 27% 
เมือ่เปรียบเทียบกบัการเพาะเล้ียงเซลล์แขวนลอยใน 
shake flask 

(Chattopadhyay, 
Srivastava, Bhojwani, & 
Bisaria, 2001) 

2 L periodically submerged 
air-lift bioreactor (PSAB) 

Saussurea medusa 
การผลิตสารทุติยภูม ิ

การผลิตชีวมวลและสารทุติยภูมใินถงัปฏิกรณ์แบบ 
PSAB ให้ผลดีกวา่การเพาะเล้ียงใน shake flask 

(Yuan, Zhao, & Wang, 
2004) 
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ตารางท่ี 5 (ตอ่) 
ประเภทของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พืช/ รูปแบบการเพาะเล้ียง ผลการวจิยั อา้งอิง 
1. Bioreactor of immersion by bubble 
(B.I.B) 
2. Reactor of Temporary Immersion   
(RITA®) 

สับปะรด  
(Ananas comosus L. Meril) 
การผลิตตน้กลา้สับปะรด
ในปริมาณมาก  

การผลิตตน้กลา้ในถงัปฏิกรณ์แบบ B.I.B ให้ผลดีกวา่
แบบ (RITA®) 

(Scheidt et al., 2009) 

1.5 l modified stirred tank reactor 
equipped with a plastic mesh 

Brugmansia candida 
การเพาะเล้ียง hairy root 
เพื่อผลิตสารอลัคาลอยด์ 

Hairy root ของ B. candida ท่ีเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ stirred tank ผลิตชีวมวลและสารอลัคา
ลอยด์ไดม้ากกวา่การเพาะเล้ียงใน Erlenmeyer flask  

(Cardillo et al., 2010) 

1. A laboratory scale conventional 
shake flask 
2. Balloon - type bubble column 
bioreactor (BTBCBs) 

กลว้ย 
(Musa acuminata cv. 
Berangan) 
การเพาะเล้ียงเซลล์
แขวนลอย 

การเพาะเล้ียงเซลล์แขวนลอยใน BTBCBs ให้อตัราการ
เจริญของเซลล์และการพฒันาไปเป็นตน้ดีกวา่การ
เพาะเล้ียงใน conventional shake flask 
  

(Chin, Annuar, Tan, & 
Khalid, 2014) 
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ตารางท่ี 5 (ตอ่) 
ประเภทของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ พืช/ รูปแบบการเพาะเล้ียง ผลการวจิยั อา้งอิง 

1. Ballon type bubble bioreactor 
2. Raft bioreactor 
3. Ebb and flood bioreactor 

กลว้ยไมส้กลุหวาย 
 (Dendrobium candidum)/ 
การเล้ียงโปรโตคอร์มแบบแขวนลอย
ในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด  3 ลิตรท่ี
บรรจุอาหารเพาะเล้ียง 2 ลิตร 

การผลิตชีวมวลและสารประกอบออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพใน Ballon type bubble bioreactor ให้ผล
ดีกวา่ Raft bioreactor และ Ebb and flood 
bioreactor   

(Cui et al., 2014) 

Balloon- type bubble bioreactor 
system (BTBB) 

Eurycoma longifolia Jack 
การเพาะเล้ียง adventitious roots เพื่อ
ผลิตสารประกอบออกฤทธ์ิทาง
ชีวภาพ 

BTBB เป็นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีเหมาะสมตอ่การ
ผลิต adventitious roots ท่ีมสีารประกอบออกฤทธ์ิ
ทางชีวภาพสูงในขนาดการผลิตเชิงพาณิชย์ได ้

(Lulu, Park, Ibrahim, 
& Paek, 2015) 

Nutrient spray bioreactor (NSB) มนัฝร่ัง 
(Solanum tuberosum L.) 
การชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็ก 

ปัจจยัท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเล้ียงมนัฝร่ังของ
ระบบ NSB ข้ึนอยูก่บัชว่งเวลาการพน่ฝอยของ
อาหารความเขม้ขน้ของ BAP ท่ีแตกตา่งกนัและ
ความหนาแนน่ของชิ้นพืช โดยท่ีชว่งเวลาการพน่
ฝอยของอาหารท่ี 1 ช ัว่โมงมกีารผลิตจาํนวน
หัวมนัฝร่ังขนาดเล็กไดสู้งสุด 

(Rahman et al., 2015) 
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4.2 การจัดตั้งถังปฏกิรณ์ชีวภาพส าหรับการเพาะเลี้ยงต้นสับปะรด โปรโตคอร์มกล้วยไม้ และล าต้น

แก่นตะวัน  
 4.2.1) ระบบอาหารเหลวทีมี่การพ่นให้อากาศอย่างง่าย (SAB) 
 ระบบอาหารเหลวท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งงา่ยถูกสร้าง ข้ึนดังภาพท่ี  26  ประกอบไปด้วย
อุปกรณ์ 6 ชิ้น ไดแ้ก ่ฝาซิลิโคนท่ีมทีอ่สแตนเลส (2 ทอ่)  ขวดแกว้เ ป็นภาชนะสําหรับบรรจุอาหาร
เหลวปริมาตร 1000 มลิลิลิตร ตวักรองอากาศ สายยางซิลิโคน (ID= 7mm) เคร่ืองตั้ง เวลา เ ปิด-ปิด
อตัโนมติั และป๊ัมอากาศ ขนาด 3 วตัต์ ซ่ึงถงัปฏิกรณ์ชีวภาพอยา่งง ่ายท่ีมีการพน่อากาศโดยอาศัย ป๊ัม
อากาศ แรงดนัตํ่า(Simple aeration bioreactor) 1  ชดุ มรีาคาตน้ทุน 3,842.35 บาท (ตารางท่ี 6)  

  

 ในการจดัตั้งระบบ SAB ในระยะแรกนั้นไดเ้ร่ิมจากการการนําเอาขวดโหลแ่กว้ท่ีมีฝาเจาะรู
ตรงกลางสําหรับสอดทอ่สายยางซิลิโคนเพื่อให้อากาศผา่นเข้าไปยังหัวพน่อากาศ ซ่ึงชิ้นพืช ท่ี
เพาะเล้ียงจะถูกแชใ่นอาหารเหลวตลอดเวลาในภาชนะแกว้สําหรับบรรจุอาหารเหลว ซ่ึงพบวา่พืช
สามารถเจริญเติบโตในระบบอาหารเหลวน้ีได ้แตร่ะบบ SAB เกดิการปนเ ป้ือนจากเชื้อจุลินทรีย์ได้
งา่ย เน่ืองจากอาหารเหลวจะระเหยจะไปเกาะท่ีฝาภาชนะทาํให้ฝาภาชนะเกดิสนิม 
 ตอ่มาจึงไดพ้ฒันาระบบโดยใชฝ้าบนเป็นจุกซิลิโคนท่ีตอ่ทอ่สแตนเลสสําหรับให้พน่อากาศ
เขา้ไปยงัระบบภายในจากป๊ัมอากาศ (Air pump) ขนาด 3 วตัต์ ผา่นตวักรองอากาศท่ีปลอดเชื้อและมี
ทอ่สําหรับอากาศออกท่ีเชื่อมตอ่กบัตวักรองอากาศ พบวา่ตลอดชว่งระยะเวลาท่ีเพาะเ ล้ียงอวยัวะพืช
ระบบไมม่กีารปนเป้ือนอนัเน่ืองมาจากตวัระบบภายใน แสดงให้เ ห็นวา่ระบบ  SAB สามารถนําไป
ระยุกต์ใชสํ้าหรับเพาะเล้ียงอวยัวะพืชได ้
 

ภาพท่ี  26 ระบบอาหารเหลวท่ีมกีารพน่อากาศอยา่งงา่ย 
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ตารางท่ี  6 ราคาตน้ทุนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีมกีารพน่อากาศอยา่งงา่ย (SAB) 1 ชดุ 

 
 4.2.2) ระบบอาหารเหลวแบบแช่ช่ัวคราว (TIS)  
 จากการศึกษาคน้ควา้ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary Immersion System, 
TIS) (ภาพท่ี 27) เป็นระบบท่ีให้ชิ้นพืชแชใ่นอาหารเหลวในระยะเวลาส้ันๆแลว้มกีารดึงอาหารเหลว
กลบัไปยงัภาชนะเกบ็อาหารเหลว โดยงานวจิยัน้ีไดอ้อกแบบระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราวท่ี
ประกอบดว้ย 2 สว่น ไดแ้กส่ว่นบนเป็นสว่นสําหรับเพาะเล้ียงชิ้นพืช ซ่ึงดัดแปลง โดยการนําเอาช ุด
กรอง (reusable bottle top filter) มาประยุกต์ใชเ้ป็นภาชนะสําหรับเพาะเ ล้ียงมีขนาด 47  มิลลิเมตร 

ปริมาตรความจุ 500 มลิลิลิตร  และส่วนลา่งจะใช ้ขวดแกว้เ ป็นภาชนะสําหรับบรรจุอาหารเหลว
ปริมาตร 1000 มลิลิลิตร ทั้งสองสว่นจะเชื่อมตอ่กนัดว้ยสายยางซิลิโคน (ID= 7mm) ซ่ึงภาชนะส่วน
บนสุดจะมีสายยางซิลิโคนเชื่อมตอ่กบัป๊ัมสุญญากาศ (vacuum pump) ป๊ัมจะดูดอากาศภายใน
ภาชนะออกไปผา่นตวักรองท่ีปราศจากเชื้อทาํให้ภายในระบบเป็นระบบสุญญากาศ ส่งผลให้อาหาร
เหลวจากภาชนะดา้นลา่งไหลข้ึนมายงัภาชนะดา้นบน ซ่ึงควบคมุระบบการไหลโดยอาศัยเคร่ืองตั้ง
เวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั  (electronic timer)  โดยระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (TIS) 1 ช ุดจะมี
ราคาตน้ทุน 14,848.85 บาท 
 
 

อุปกรณ์ จ านวน ราคา 

(บาท) 

จ านวนเงิน 

(บาท) 
1. ขวดแกว้เป็นภาชนะสําหรับบรรจุอาหาร
เหลวปริมาตร 1000 มลิลิลิตร 

1 ขวด 219.35 3,842.35 
 

2. ตวักรองอากาศ 2 ตวั 749.00 
3. ฝาซิลิโคนท่ีมทีอ่สแตนเลส 2 ทอ่ 1 ฝา 2,193.50 
4. สายยางซิลิโคน (ID = 7 mm) 1 เมตร 110.50 
5. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั 1 เคร่ือง 490.00 
6. ป๊ัมอากาศ ขนาด 3 วตัต์ 1 ตวั 80.00 
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 จากการจดัตั้งระบบ TIS พบวา่ในชว่งแรกของระบบ TIS เกิดการปนเ ป้ือนเมื่อเพาะเ ล้ียง
อวยัวะพืชไปได ้1 สัปดาห์ เน่ืองจากอากาศสามารถเข้าสู ่ภายในระบบระหวา่งข้อตอ่ของภาชนะ
ดา้นบนท่ีใชเ้ป็นภาชนะสําหรับเพาะเล้ียงชิ้นพืช  รวมถึงวธีิประกอบอุปกรณ์ตอ้งแยกส่วนไปทําการ
น่ิงฆา่เชื้อกอ่นจึงนําสว่นประกอบมาประกอบภายในตู้ปลอดเชื้อ และแกปั้ญหาโดยการใช ้ฝอย
อะลูมเินียมหุ้มขอ้ตอ่และพนัดว้ยพาราฟินให้แนน่กอ่นนําออกจากตู้ปลอดเชื้อ ซ่ึงพบวา่ระบบ TIS 
สามารถเพาะเล้ียงอวยัวะพืชไดร้ะยะเวลานานมากข้ึนสูงสุด 4 สัปดาห์ จึงจะทําการเปล่ียนอาหาร
ใหม ่เน่ืองจากพืชจะสามารถเจริญเติบโตได้ดีเมื่อมีการเปล่ียนอาหารในชว่งทุกๆ 20 วนัของการ
เพาะเล้ียง (Zhao, Wu, Feng, & Wang, 2008)  

ภาพท่ี  27 ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว 
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ตารางท่ี  7 ราคาตน้ทุนถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 1 ชดุ 
อุปกรณ์ จ านวน ราคา 

(บาท) 

จ านวนเงิน 

(บาท) 
1. ชดุกรอง (reusable bottle top filter) ขนาด 47 
มลิลิเมตร ปริมาตรความจุ 500 มลิลิลิตร 

1 ชดุ 3,280.00 14,848.85 

2. ขวดแกว้เป็นภาชนะสําหรับบรรจุอาหารเหลว
ปริมาตร 1000 มลิลิลิตร 

1 ขวด 219.35 

3. ตวักรองอากาศ 2 ตวั 749.00 
4. สายยางซิลิโคน (ID = 7 mm) 1 เมตร 110.50 
5. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั 1 เคร่ือง 490.00 
6. ป๊ัมสุญญากาศ 1 ตวั 10,000.00 

 
 4.2.3) ถังปฏกิรณ์ชีวภาพแบบพ่นฝอยอาหาร ( Nutrient Spray Bioreactor)   
 ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหาร( Nutrient Spray Bioreactor) หรือ NSB ประกอบ 
ดว้ยภาชนะ 2 สว่น ไดแ้ก ่ภาชนะสว่นบนใชสํ้าหรับเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือปริมาตร 1000 มิลลิลิตร ความ
สูง 14.5 เซนติเมตร เ ส้นผา่ศูนย์กลางภายใน 10.4 เซนติเมตร ความกวา้งของขอบปากภาชนะ  
1.0 เซน ติเมตร  ภาชน ะส่วนล ่างใช ้สํา หรับบร รจุอาห ารเหลว  1000 มิลลิลิตร ความสูง 15.0 
เซนติเมตร เส้นผา่ศูนย์กลางภายใน 10.4 เซนติเมตร ความกวา้งของขอบปากภาชนะ 1.0 เซนติเมตร 
ด้านลา่งภาชนะมีทอ่สําหรับส่งอาหารเหลวไปยังหัวพน่ฝอย (ความสูง 1.0 เซนติเมตร และ
เส้นผา่ศูนย์กลางของหัวพน่ 1.0 เซนติเมตร) ท่ียึดติดกบัฝาบนถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ( เ ส้นผา่ศูนย์กลาง 
20.1 เซนติเมตร) ผา่นสายยางซิลิโคน ซ่ึงอาหารเหลวดงักลา่วจะเคล่ือนท่ีจากภาชนะด้านลา่งไปสู่
หัวพน่ฝอยท่ีติดอยูฝ่าบนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพโดยอาศัย peristaltic pump และพน่ฝอยอาหารลงสู่
ชิ้นพืชท่ีอยูภ่ายในภาชนะดา้นบน จากนั้นอาหารเหลวจะไหลกลบัตกสูภ่าชนะสําหรับบรรจุอาหาร
ดา้นลา่งเชน่เดิม (ภาพท่ี 28)  ซ่ึงอาหารเหลวจะถูกไหลเวียนกลับมาใช ้ใหม ่ระบบ NSB น้ีจะใช ้
อุปกรณ์ทั้งหมด 7 ชนิดดงัตารางท่ี 8 โดยระบบ NSB 1 ชดุจะมรีาคาตน้ทุน 58,305.00 บาท 
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 จากการจดัตั้งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (NSB) พบวา่หัวพน่ฝอยอาหาร
เหลวมลีกัษณะการพน่เป็นมมุทรงกรวย เมือ่เพิ่มอตัราการไหลสูงข้ึนจะสง่ผลให้อาหารท่ีถูกพน่ฝอย
มมีมุกวา้งข้ึนทาํให้ชิ้นพืชจะกระเด็นออกไปยงับริเวณขอบภาชนะรอบนอกติดระหวา่งขอบภาชนะ 
ในขณะท่ีตรงกลางภาชนะจะไดรั้บอาหารพน่ฝอยน้อยลง อีกทั้งอาหารเหลวถูกชะลงยังบริเวณขอบ
ภาชนะสง่ผลให้เกดิการปนเป้ือนได ้แตพ่บวา่การใช ้อัตราการไหลตํ่าจะไมเ่กิดการชะบริเวณผิว
ดา้นขา้งภาชนะ ทาํให้ระหวา่งการเพาะเล้ียงชิ้นพืชไมม่กีารปนเป้ือนในระบบ แตม่ีข้อเ สียคือชิ้นพืช
ไดรั้บอาหารไมท่ัว่ถึง 
 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี  28  ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหาร 
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ตารางท่ี  8  ราคาตน้ทุนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพระบบท่ีมกีารพน่ฝอยอาหารเหลวไปยงัชิ้นพืชท่ี
เพาะเล้ียง (Nutrient spray bioreactor) 1 ชดุ 
อุปกรณ์ จ านวน ราคา 

(บาท) 

จ านวนเงิน 

(บาท) 
1. แกว้ทรงกระบอก OD 100 mm หนา 2.5 mm 
สูง 14.102 cm  ทั้ง 2 ดา้น OD 103 cm 

2 โหล
แกว้ 

11,770.00 
 

58,795.00 

2. แกว้ทรงกระบอก OD 80 mm หนา 2.5 mm 
กน้ปิดมทีอ่ปลอ่ยนํ้ าดา้นลา่ง 1 ทอ่ 

1 ชิ้น 3,745.00 

3. JOINT CLIP (METAL) 1 ชิ้น 3,745.00 
4. ฝา Bioreactor พร้อมหัวสเปรย์แรงดนัตํ่า 1 ฝา 8,560.00 
5. สายยางซิลิโคน ( ID= 7mm) 1 เมตร 110.50 
6. ตวักรองอากาศ 1 ตวั 374.50 
7. เคร่ืองตั้งเวลาเปิด-ปิดอตัโนมติั 1 เคร่ือง 490.00 
8. peristaltic pump 1 เคร่ือง 30,000.00 
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4.3. การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการเพาะเลี้ยงอวัยวะพชื  

 4.3.1 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการเพิ่มจ านวนและการเจริญ
ของต้นสับปะรด  
 จากการเพาะเล้ียงจุกสับปะรดในระบบอาหารเหลวท่ีมีการให้อากาศแกร่ะบบ 3 วิธี ได้แก ่
ระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ ระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย (Simple Air 
bioreactor, SAB) และระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary immersion bioreactor, TIS) 
เป็นระยะเวลา 60 วนั จากตารางท่ี  9 พบวา่ระบบการให้อากาศมีผลตอ่การเจริญของต้นออ่น
สับปะรดอยา่งมนีัยสําคญัโดย การเพาะเล้ียงต้นออ่นสับปะรดในระบบ  SAB มีคา่นํ้ าหนักสดและ
นํ้ าหนักแห้งสูงท่ีสุด เมือ่เทียบกบัการเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่และระบบ TIS 
เมือ่พิจารณา growth ratio ของยอดสับปะรดพบวา่ การเพาะเล้ียงยอดสับปะรดในระบบอาหารเหลว
บนเคร่ืองเขยา่และระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ (SAB) ไมม่ีความแตกตา่งกนัอยา่งมี
นัยสําคญั และจากตารางท่ี 10 การเพาะเล้ียงยอดสับปะรดในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ
อยา่งงา่ย (SAB) มคีวามสูงของยอดสับปะรดสูงท่ีสุดเมื่อเ ทียบกบัการเพาะเ ล้ียงในระบบอาหาร
เหลวชนิดอ่ืน ในขณะท่ีความสูงของยอดสับปะรดในระบบอาหารเหลวแบบเขยา่และระบบอาหาร
เหลวแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) ไมม่ีความแตกตา่งกนั อยา่งมีนัยสําคัญ (p <0.05) ซ่ึงสังเกตได้วา่การ
เพาะเล้ียงจุกสับปะรดในระบบ SAB และในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ชิ้นพืชจะถูกแชใ่น
อาหารเหลวตลอดเวลา ในขณะท่ี TIS จะไดรั้บสารอาหารเป็นชว่งเวลา สอดคล้องคล้องกบังานวิจัย
ของ (Scheidt et al., 2009) ท่ีรายงานวา่การเพาะเ ล้ียงสับปะรดใน bioreactor of immersion by 
bubble (B.I.B) มกีารเจริญเติบโตและสามารถเพิ่มจํานวนต้นออ่นสับปะรดได้มากกวา่ระบบการ
เพาะเล้ียงแบบดั้ง เ ดิมและระบบ R.I.T.A. (Reactor of Automatized Temporary Immersion)  ซ่ึงการ
ท่ีชิ้นพืชไดสั้มผสักบัอาหารมากพอจะทาํให้พืชสามารถดูดซึมสารอาหารไปใช ้และส่งผลให้มีการ
เจริญเติบโตท่ีดี (Debergh, 1982) และการพน่ฟองอากาศในระหวา่งการเพาะเล้ียงเป็นปัจจัยหน่ึงการ
ท่ีชว่ยกระตุน้การเจริญเติบโตของพืช (Lemos, Ferreira, Alencar, Oliveira, & Magalhães, 2001) 

อยา่งไรกต็ามมงีานวจิยัท่ีพบวา่ระบบ TIS มคีวามสามารถในการใช ้เพิ่มจํานวนในพืชหลาย

ชนิด (Akita & Takayama, 1994; Welander et al., 2014)  รวมทั้ง  สับปะรด (Escalona et al., 2003) 

แตจ่ากการทดลองพบวา่ระบบ TIS ท่ีใช ้ไมส่ามารถเพิ่มจํานวนการเกิดยอดในสับปะรดได้อาจ

เน่ืองมาจากสายพนัธ์ุของพืช องค์ประกอบของอาหารและปัจจัยอ่ืน รวมทั้งการใช ้ระยะเวลาและ

ความถ่ีในการแชช่ิ้นพืชในอาหารเหลวอา จมีความแตกตา่งกนั (Etienne & Berthouly, 2002 ) 
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สําหรับการเพาะเล้ียงตน้ออ่นสับปะรดในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ความเ ร็วรอบ  120 rpm 
ตน้ออ่นสับปะรดท่ีเพาะเล้ียงจะแชใ่นอาหารเหลวและมกีารให้อากาศแกร่ะบบตลอดเวลา ส่งผลให้
การเพาะเล้ียงตน้ออ่นสับปะรดบนเคร่ืองเขยา่มอีตัราการเพิ่มจาํนวนการเกิดต้นสูงท่ีสุด ในขณะท่ีมี
การเจริญเติบโตของต้นสับปะรดน้อยกวา่ในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ ( SAB) ท่ีให้
อากาศทุกๆ 4 ช ัว่โมงเป็นเวลา 30 นาที ซ่ึงระบบ SAB เ ป็นระบบท่ีมีความเหมาะสมตอ่การเ พิ่ม
จาํนวนการเกดิตน้ของสับปะรดในระบบอาหารเหลว  
 
ตารางท่ี  9  นํ้ าหนักสด นํ้ าหนักแห้ง และอตัราการเจริญเติบโตของยอดสับปะรดท่ีเพาะเล้ียงใน
ระบบอาหารเหลวเป็นระยะเวลา 60 วนั 

ระบบอาหารเหลว น ้าหนักสด (กรัม)* น ้าหนักแห้ง (กรัม)* Growth ratio* 

ระบบบนเคร่ืองเขยา่ 3.1400 ± 1.09ab 0.2320 ± 0.12b 32.2340 ± 1.76a 

ระบบพน่ให้อากาศ (SAB) 5.7681 ± 1.28a 0.4874 ± 0.29a 14.8000 ± 7.36a 

ระบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 0.38867 ± 0.11c 0.0346 ± 0.15b 1.6493 ± 0.59b 

*หมายถึงคา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=3) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งอยา่งมนีัยสําคญั (p < 0.05) 
 
ตารางท่ี  10 ความสูงและอตัราการเพิ่มจาํนวนตน้ออ่นสับปะรดในระบบอาหารเหลว 

*หมายถึงคา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.), (n=3) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งอยา่งมนีัยสําคญั (p < 0.05) 

ระบบอาหารเหลว ความสูงของต้นอ่อน

(เซนติเมตร)* 

Multiplication rate* 

ระบบบนเคร่ืองเขยา่ 2.32 ± 0.12b 16.33 ± 6.36a 

ระบบพน่ให้อากาศ(SAB) 4.87 ± 0.29a 11.50  ± 1.50a 

ระบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 3.46 ± 0.15b - 
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A) บนอาหารวุน้ B) ระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 120   rpm C) ระบบอาหารเหลว
แบบพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย (Simple Aeration Bioreactor, SAB) D) ระบบอาหารเหลวแบบแช ่
ช ัว่คราว (Temporary Immersion Bioreactor, TIS)  

A) ระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 120 rpm B) ระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ
อยา่งงา่ย (Simple Aeration Bioreactor, SAB) 

 อยา่งไรกต็ามจะเห็นวา่ ภาพท่ี 30 ตน้ออ่นสับปะรดท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบอาหารเหลวบน
เคร่ืองเขยา่เป็นเวลา 60 วนั มอีตัราการเจริญของยอดสับปะรดสูงสุด (ตารางท่ี 9) ซ่ึงพบวา่ใบของ
สับปะรดเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาล (Browning) โดยปัญหาหลักท่ีมกัพบในการการเพาะเ ล้ียงในอาหาร
เหลวคือ การฉ่ํานํ้ าของใบและยอด (hyperhydricity) เ น่ืองมาจากพืชมีอัตราการเจริญอยา่งรวดเ ร็ว 
ซ่ึงตอ้งอาศยัสารลดการเจริญเติบโต (growth retardants) (Meira Ziv, 2005)  เพื่อยับยั้งการเกิดปัญหา
การฉ่ํานํ้ า ในขณะท่ีจะเห็นวา่การเพาะเล้ียงยอดสับปะรดในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ

ภาพท่ี  29 ตน้ออ่นสับปะรดหลงัจากการเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวเป็นเวลา 60 วนั  

ภาพท่ี  30 ยอดสับปะรดท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 60 วนั 
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อยา่งงา่ย (SAB) มอีตัราการเจริญในท่ีตํ่ากวา่จึงเกดิความเสียหายของชิ้นพืชน้อยกวา่การเพาะเ ล้ียง
ในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ นอกจากน้ีจากการสังเกตตน้สับปะรดท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบ TIS 
แมว้า่สภาวะท่ีกาํหนดในการทดลองน้ีไมส่ามารถเพิ่มจาํนวนตน้ได ้แตต่้นท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบ TIS 
กค็อ่นขา้งสมบูรณ์ ใบเขียวจดัและแผน่ใบใหญ ่(ภาพท่ี 29D) ซ่ึงเป็นขอ้ดีของระบบ TIS ท่ีมีรายงาน
วา่จะชว่ยเพิ่มคณุภาพของพืชคือ ทาํให้ตน้พืชมคีวามแข็งแรงสมบูรณ์ (Etienne & Berthouly, 2002) 
และปัญหาท่ีพบการฉ่ํานํ้ าน้อยกวา่การให้ชิ้นพืชจมในอาหารเหลวตลอดเวลา 
 4.3.2 การศึกษาผลของถังปฏกิรณ์ชีวภาพรูปแบบต่างๆ ต่อการพฒันาไปเป็นต้น ใบ และ
รากของโปรโตคอร์มกล้วยไม้   
 จากการเพาะเมล็ดกลว้ยไมส้กลุหวายบนอาหารวุน้สูตร MS (1962) ท่ีควบคุมสภาวะห้อง
เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส และให้แสงสวา่งด้วยหลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 
16 ช ัว่โมง ความเขม้แสง 1,500-3,000 ลกัซ์ สลบักบัชว่งมดื 8 ช ั่วโมงเป็นเวลา 60 วนั เพื่อช ักนําให้
เ อ็มบริ โ อ เ จ ริ ญ เ ป็ น โ ปร โ ตคอร์ ม( protocorm) สํ า ห รั บใ ช ้ เ ป็น พื ช ว ัต ถุ ดิ บโ ดย จะ ย้า ย 
โปรโตคอร์มกล้วยไมอ้ายุ 60 วนั ท่ียังไมพ่ ัฒน าไปเป็นโปรโตคอร์มท่ีมีใบ ภาพท่ี 31 A จํานวน  
50 โปรโตคอร์มตอ่อาหาร100 มลิลิลิตรไปเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวท่ีถูกออกแบบและจัดตั้ง
ข้ึนไดแ้ก ่ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary immersion bioreactor, TIS) ระบบอาหาร
เหลวแบบพน่ให้อากาศอยา่งง ่าย ( Simple aeration bioreactor, SAB) และ ระบบอาหารเหลวแบบ
พน่ฝอยอาหารเหลว ( Nutrient spray bioreactor, NSB) โดยเปรียบกบัระบบการเพาะเ ล้ียงใ น  
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 5 ลิตร อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่และบนอาหารวุน้ ท่ีเ ป็นวิธีดั้ง เ ดิม เ ป็น
เวลา 4 สัปดาห์ ในห้องเพาะเ ล้ียงท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±2 องศาเซลเซียสและให้แสงสวา่งด้วย
หลอดไฟฟลูออเรสเซนต์เป็นเวลา 16 ช ั่วโมง ความเข้มแสง 1,500 -3,000 ลักซ์ สลับกบัชว่งมืด  
8 ช ัว่โมง พบวา่ระยะแรกโปรโตคอร์มจะเจริญเติบโตและพัฒนามีจุดเกิดเ นิดต้น ( shoot primordia)  
ภาพท่ี 31B จากนั้นโปรโตคอร์มจะเ ร่ิมพ ัฒนาไปเป็นต้นออ่นท่ีมีใบในชว่งสัปดาห์ท่ี 2 และใน
สัปดาห์ท่ี 3 ของการเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว โปรโตคอร์มมกีารพัฒนาเป็นต้นท่ีมีใบส มบูรณ์
และมีจุดกาํเ นิดรา ก ภาพ ท่ี 31 C ซ่ึ งสัปดา ห์ท่ี 4  พบวา่รากมีการเ จริญเ ติบโตเ ห็นได้ช ัดเจน  
ภาพท่ี 3 1D สอดคล้อง กบังาน วิจัยของ  (Mahendran & NarmathaBai, 2009)  เมล็ดกล้วยไม้ท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารสูตร MS ร้อยละ 86.7 สามารถเจริญและมกีารพฒันาของโปรโตคอร์มไปเป็นต้น 
โดยมจุีดกาํเนิดตน้ท่ีบริเวณสว่นบนของโปรโตรคอร์มและมีจุดกาํเ นิดรากท่ีบริเวณส่วนลา่งของ  
โปรโตคอร์ม  
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ภาพท่ี  32 การพฒันาของโปรโตคอร์มอายุ 60 วนัหลงัจากยา้ยไปเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว
สูตร MS เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

(A) โปรโตคอร์มในอาหารวุน้ ออายุ 60 วนั  (B) โปรโตคอร์มท่ีมีจุดกาํเ นิดต้น ( shoot primordia)  
(C) โปรโตคอร์มท่ีพฒันาไปเป็นตน้และมจุีดกาํเนิดราก (D)โปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนาเป็นต้นออ่นและ
ราก 

(A) โปรโตคอร์มอายุ 60 วนัท่ีใชเ้ป็นพืชวตัถุดิบ (B) บนอาหารวุน้  ( C) ระบบอาหารเหลวแบบพน่
ให้อากาศอยา่งงา่ย (D) ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) (E) ระบบแบบพน่ฝอยอาหารเหลว  
(F) ระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ 

ภาพท่ี  31 ระยะการพฒันาของโปรโตคอร์มกล้วยไมส้กลุหวาย 
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ตารางท่ี  11 จาํนวนของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุท่ีพฒันาและเจริญเติบโตในระบบอาหารเหลวหลงัเพาะเล้ียงเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

 

ระบบอาหาร

ทีใ่ช้
เพาะเลี้ยง 

จ านวนโปรโตคอร์มทีพ่ฒันา/ระบบ คิดเป็นเปอร์เซ็นต์ 

พฒันาไป

เป็นต้น 

พฒันาไปเป็น

ต้นและราก 

มีจุดก าเนิดของ

ต้น 

เปลี่ยนเป็นสี

น ้าตาล  

พฒันาไปเป็น

ต้น 

พฒันาไปเป็น

ต้นและราก 

พฒันาไปเป็นจุด

ก าเนิดของต้น 

เปลี่ยนเป็น

สีน ้าตาล  
Agar 0.0 ± 0.00 0.3 ± 0.58 49.7 ± 0.58 0.0 ± 0.00 0 % 1 % 99 % 0 % 
TIS 9.0 23.0 18.0 0.0 18 % 46 % 36 % 0 % 
NSB 2.0 6.0 17.0 25.0 4 % 12 % 34 % 50 % 
SAB 4.0 ± 3.00 1.3 ± 1.15 39.7 ± 8.08 5.0 8 % 3 % 79 % 10 % 

Shaking 11.0 ± 7.55 3.3 ± 3.21 29.0 ± 6.24 6.7 22 % 7 % 58 % 13 % 
5L STR 25.0 14.0 97.0 14.0 17 % 9 % 65 % 9 % 
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 จากการเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ในระบบอาหารทั้งหมด 6 ระบบ 
ภาพท่ี 32 พบวา่ โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary 
immersion bioreactor, TIS) มีกา รพัฒ นาไ ปเป็นต้น  ใ บและรา ก มากท่ี สุดคิดเป็น ร้อยละ  4 6  
(23 ตน้/50 โปรโตคอร์ม) (ตารางท่ี 11) โดยโปรโตรคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบ TIS จะมีการพัฒนา
เป็นใบในสัปดาห์ท่ี 2 และมกีารพฒันามจุีดกาํเนิดรากในสัปดาห์ท่ี 3 ซ่ึงมีโปรโตคอร์มบางส่วนท่ี
พ ัฒนาเ ป็นต้นอยา่งเ ดียว 9  ต้น คิดเป็น ร้อยละ 18 และโปรโตคอร์มส่วนท่ีเห ลือร้อย ละ 3 6  
เ ป็นโปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนา มีเพีย งแคจุ่ดกาํเ นิดต้น  ( shoot primordia) ภาพท่ี  33 รองลงมาคือ  
ถัง ปฏิ กร ณ์ ชี วภา พ แ บบพ ่น ฝ อย อา ห าร เ ห ลว (Nutrient spray bioreactor, NSB) มีจํา น วน 
โปรโตคอร์มท่ีพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากได ้6 ตน้ (ร้อยละ 12) ซ่ึงมีโปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนาไปเป็น
ตน้เพียงอยา่งเดียว 2 ตน้ (ร้อยละ 4 )โปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนามีเพียงแคจุ่ดกาํเ นิดต้น 17 โปรโตคอร์ม 
(ร้อยละ 34) และสังเกตเห็นไดว้า่โปรโตคอร์มเกิดลักษณะการเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาล (ภ าพท่ี 34E)  
25 โปรโตคอร์มคิดเป็นร้อยละ 50 (ตารางท่ี 11)   เ น่ืองจาก หัวพน่ฝอยอาหารของระบบ NSB  
พน่ฝอยอาหารให้พืชไมท่ัว่ถึงทาํให้โปรโตคอร์มเกดิความเครียดเน่ืองจากไมไ่ด้รับสารอาหารจึงทํา
ให้เกดิการเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาล (Browning) เมือ่พืชเกดิความเครียดจะมีการสะสมของสารฟินอลิก
(phenolic compounds) โดยมผีลตอ่การยบัยั้งการเจริญและทําให้เซลล์หรือเ น้ือเ ย่ือพืชตายระหวา่ง
การเพาะเล้ียง (Rittirat, Thammasiri, & Te-chato, 2012) ในขณะโปรโตคอร์มบางส่วนท่ีถูกแชใ่น
อาหารเหลวตลอดเวลาโดยมีการให้อากาศแกร่ะบบ 3 ชนิด (5L STR (1.3 VVM), SAB (2 VVM), 
Shaking (120 rpm)) พบโปรโตคอร์มมีการเปล่ียนเป็นโปรโตคอร์มสีนํ้ าตาล (browning) แตใ่น 
bioreactor มนี้อยกวา่อีก 2 ระบบ ซ่ึงการเกดิอาการดําคลํ้ าของโปรโตคอร์มข้ึนเป็นตัวบง่ชี้ ท่ีแสดง
ถึงการตายของ โ ปรโ ตคอร์ม อาจ เกิดจากการ ตาย ของ กลุม่เซลล์ท่ีเ ป็นส่วนของพื้ นผิวของ  
โปรโตคอร์ม เ น่ืองจากการหมุนของของเห ลวเมื่อพน่ให้อากาศกบัเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ ท่ี
กอ่ให้เกดิความเสียหายท่ีกบัพื้นผิวของโปรโตคอร์ม (Winarto et al., 2013) 
 แตอ่ยา่งไรกต็ามโปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในระบบถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีออกแบบและจัดตั้ง
ข้ึนทั้ง 3 ระบบมกีารพฒันาไปเป็น ตน้ ใบ และรากไดเ้ร็วกวา่ท่ีเพาะเ ล้ียงบนอาหารวุน้  (ภาพท่ี 32)
เน่ืองจากโปรโตคอร์มในอาหารวุน้ส่วนใหญพ่ ัฒนามีเพียงจุดกาํเ นิดต้น  (ภาพท่ี 32B)  จากการ
เปรียบเทียบการพฒันาไปเป็น ตน้ ใบ และราก ของโปรโตคอร์มในถังปฏิกรณ์ชี วภาพขนาด 5 ลิตร
ท่ีเพาะเล้ียงโปรโตคอร์ม 150 โปรโตคอร์มในอาหารเหลวปริมาตร 1 ลิตร พบวา่มีโปรโตคอร์ม
บางสว่นไปติดท่ีแผงก ั้นสแตนเลสภายในถัง  (ภาพท่ี 37A)  และโปรโตคอร์มอีกส่วนจมอยูใ่น
อาหารเหลวท่ีให้อากาศ 1.3 VVM (ภาพท่ี 37B)  ซ่ึงโปรโตคอร์มท่ีติดอยูแ่ผงก ั้นนั้ นจะไมจ่มอยูใ่น
อาหารเหลวแตม่บีางสว่นท่ีสัมผสักบัอาหารเหลวนั้นมกีารเจริญและพัฒนาไปเป็นต้น ใบ และราก 
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ในขณะท่ีโปรโตคอร์มท่ีจุม่ในอาหารเหลวจะมกีารพฒันามีแคใ่บเทา่นั้ น ไมม่ีจุดกาํเ นิดรากเกิดข้ึน 
อยา่งไรกต็ามในการทดลองน้ีกาํหนดให้อากาศเขา้ภายในระบบ 1.3 VVM แตไ่มม่ีการกวนด้วยใช ้
ใบพดั เพื่อไมใ่ห้เกดิแรงเฉือนท่ีอาจมผีลกระทบตอ่การพัฒนาของโปรโตคอร์ม ซ่ึงจะสังเกตพบ
ฟองท่ีผิวของอา หารเหลวในถังปฏิกรณ์และมีโปรโตคอร์มไปเกาะตามผนัง ภาชนะ ซ่ึงอา จ
เน่ืองมาจากเส้นผา่นศูนย์กลางของฐานภาชนะเพาะเ ล้ียงและส่วนบนของภาชนะเพาะเ ล้ียงนั้ น
เทา่กนั (K.-Y. Paek et al., 2001) เพื่อเอาชนะปัญหาน้ีจึงมีการออกแบบถังปฏิกรณ์ให้ส่วนบนของ
ภาชนะเพาะเล้ียงมเีส้นผา่นศูนย์กลางท่ีใหญข้ึ่นและ/หรือออกแบบเป็นรูปลูกโป่ง (balloon) ซ่ึงมีการ
นํามาใช ้ในการเพาะเ ล้ียงโปรโตคอร์มกล้วยไมฟ้าแลนนอปซิส (K. Y. Paek et al., 2005)  และ 
Cymbidium sinense (Gao, Wu, Piao, Park, & Lian, 2014) ซ่ึงให้ผลในการเจริญท่ีดี  
 เมือ่พิจารณาอตัราการเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มใน TIS พบวา่สูงกวา่ใน  STR 1.7 เทา่ 
(ตารางท่ี 12 แสดงให้เห็นวา่โปรโตคอร์มในระบบอาหารเหลวแบบ TIS มีประสิทธิภาพในการ
พฒันาโปรโตคอร์มไปเป็นตน้ ใบและรากไดดี้กวา่วธีิการเพาะเ ล้ียงแบบดั้ง เ ดิม โดยมีการนําระบบ 
TIS มาใช ้พ ัฒนาโปรโตคอร์มของกล้วยไม ้Cattleya walkeriana (Moreira, Silva, Santos, Reis, & 
Landgraf, 2013) และ Vanda tricolor (Esyanti, 2016)  ด้วยเชน่กนั  และก็พบวา่โปรโตคอร์มมีการ
พฒันาดีกวา่การเพาะเล้ียงดว้ยวธีิการดั้งเดิมซ่ึงมคีวามสอดคล้องกบัผลท่ีไดจ้ากการทดลองน้ี 

 (A) โปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในระบบ TIS เ ป็นเวลา 1   สัปดาห์  (B) โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงใน
ระบบ TIS เป็นเวลา 3   สัปดาห์ (C)โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงใน ระบบ TIS เ ป็นเวลา 24 วนั (D) 
โปรโตคอร์มในระบบ TIS เป็นเวลา 4 สัปดาห์  (E) โปรโตคอร์มท่ีมีเพียงจุดกาํเ นิดต้น (F) โปรโต
คอร์มท่ีพฒันาไปเป็นตน้ออ่นและราก 

ภาพท่ี  33 การพฒันาของโปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้นระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 
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 A) โปรโตคอร์ม 0 วนั (B) โปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในระบบ TIS เป็นเวลา 1 สัปดาห์ (C) 3สัปดาห์ 
(D) โปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในระบบ TIS เป็นเวลา 24 วนั (E) โปรโตคอร์มท่ี 4 สัปดาห์ 

 
ภาพท่ี  35 การพฒันาของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวายในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่

ความเร็วรอบ120 rpm 
(A) สัปดาห์ท่ี 1 (B) สัปดาห์ท่ี 3 (C) สัปดาห์ท่ี 4 

(A) สัปดาห์ท่ี 1    (B) สัปดาห์ท่ี 3  (C) สัปดาห์ท่ี 4 

ภาพท่ี  34 การพฒันาของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอย
อาหาร (NSB) 

ภาพท่ี  36 การพฒันาของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวายในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ
อยา่งงา่ย (SAB) 
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(A) โปรโตคอร์มสว่นท่ีติดอยูร่ะหวา่งแผงก ัน้ภายในถงั (B) โปรโตคอร์มส่วนท่ีแชใ่นอาหารเหลว 
(C) สัปดาห์ท่ี 4 

ตารางท่ี  12  การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มกล้วยไมส้กุลหวายในระบบอาหารเหลว 

ระบบอาหารทีใ่ช้เพาะเลี้ยง น ้าหนักสด 
(กรัม) 

น ้าหนักแห้ง 
(กรัม) 

Growth ratio 

อาหารวุน้ (Agar) 0.6718 ± 0.23 0.0651 ± 0.02 10.0 
ระบบแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 0.9674 0.1046 14.9 

ระบบแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (NSB) 0.5434 0.0679 7.9 
ระบบพน่ให้อากาศ (SAB) 0.5159± 0.02 0.0707 ± 0.00 7.5 

ระบบบนเคร่ืองเขยา่ (Shaking) 1.1316± 0.08 0.1616± 0.02 17.6 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR  (5L) 1.0483 0.1577 8.8 

 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี  37 การพฒันาของโปรโตคอร์มกลว้ยไมส้กลุหวายในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR 
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ตารางท่ี  13 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มท่ีมีจุดกาํเนิดตน้ออ่น  

 

ระบบอาหารทีใ่ช้เพาะเลี้ยง 

ความกว้างโปรโตคอร์มที่

มีจุดก าเนิดต้นอ่อน
(มิลลิเมตร) 

ความกว้างของโปรโต

คอร์มทีเ่กิดสีน ้าตาล
(มิลลิเมตร) 

อาหารวุน้ (Agar) 2.26cd ± 0.57 - 
ระบบแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 2.73b ± 0.66 - 
ระบบแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (NSB) 2.54bc ± 0.63 1.88a ± 1.23 
ระบบพน่ให้อากาศ (SAB) 2.16d ± 0.56 1.40b ± 1.23 
ระบบบนเคร่ืองเขยา่ (Shaking) 2.80b ± 0.85 1.97a ± 1.23 
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR (5L) 3.20a ± 1.23 2.18a ± 1.23 
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ตารางท่ี  14 การเจริญเติบโตของโปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนาไปเป็นตน้และราก 

ระบบอาหารทีใ่ช้เพาะเลี้ยง ความสูงของต้น

(มิลลิเมตร)* 

ความกว้างล าต้น

(มิลลิเมตร)* 

ความยาวของใบ 

(มิลลิเมตร)* 

ความยาวของราก

(มิลลิเมตร)* 

จ านวนราก/

ต้น* 

จ านวนใบ/

ต้น* 
อาหารวุน้ (Agar) - - - - - - 

ระบบแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 4.30c ± 0.92 2.28c ± 0.43 4.00bc ± 1.03 2.14a ± 0.84 1.1b ± 0.34 1.4c ± 0.51 

ระบบแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (NSB) 5.40ab ± 1.10 2.30c ± 0.47 4.83ab ± 1.37 1.56ab ± 0.87 2.0a ± 0.63 2.1a ± 0.83 

ระบบพน่ให้อากาศ (SAB) 4.71bc ± 1.18 2.68bc ± 0.38 3.71d ± 1.14 1.03b ± 0.18 1.0b ± 0.00 1.5c ± 0.51 

ระบบบนเคร่ืองเขยา่ (Shaking) 5.52ab ± 1.01 2.94b ± 0.50 3.46ab ± 1.35 1.28b ± 0.50 1.1b ± 0.32 1.7bc ± 0.45 

ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR (5L) 5.63a ± 1.71 3.44a ± 0.94 5.34a ± 2.49 2.10a ± 0.76 2.3a± 1.38 1.9ab ± 0.74 

* หมายถึง คา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมนีัยสําคญั )p < 0.05) 



  73 

 จากตารางท่ี 13 พบวา่โปรโตคอร์มท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ท่ี
ความเร็วรอบ 120 rpm มนีํ้ าหนักสดนํ้ าหนักแห้งและอตัราการเจริญเติบโตสูงสุด เมื่อเ ทียบกบัระบบ
อาหารชนิดอ่ืน แตเ่มือ่พิจารณาท่ีการเจริญเติบโตและการพัฒนาไปเป็นต้น ใ บ ราก (ตารางท่ี 13 
และ14) พบวา่โปรโตคอร์มท่ีเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR ขนาด 5 ลิตร มีความสูงของต้น  
ความยาวของใบ ความกวา้งของต้น และยาวของใบสูงท่ีสุด คือ 5.63 3.44 และ 5.34 มิลลิเมตร 
ตามลําดับ  แตพ่บวา่โปรโตคอร์มท่ีใ นระบบ TIS มีการ พัฒนาของรากดีท่ี สุดโดยมีความยา ว  
2.14 มลิลิเมตร 
 แตเ่มือ่เปรียบเทียบการเจริญและพัฒนาไปเป็นต้น ใบ และราก ในถังปฏิกรณ์ชีวภาพท่ี
ออกแบบและจดัตั้ง 3 ระบบ ไดแ้ก ่ระบบ TIS ระบบ NSB และระบบ SAB จะเห็นวา่ โปรโตคอร์ม
ในระบบ NSB ท่ีมีการพ ัฒนาไปเป็นต้น ใบ และราก ได้นั้ นมีความสูงของใบ (5.40 มิลลิเมตร) 
 ความยาวของใบ (4.83 มลิลิเมตร)  จํานวนราก (2 ราก/ต้น ) และจํานวนใบ (2.1 ใบ/ต้น ) มากกวา่ 
โปรโตคอร์มในระบบ TIS และ SAB  แตร่ะบบ TIS มจีํานวนของโปรโตคอร์มท่ีพ ัฒนาไปเป็นต้น 
ใบและ ราก อีกทั้งยงัมกีารพฒันาของความยาวรากมากกวา่ระบบอ่ืนๆ 
 
ตารางท่ี  15 คา่พีเอชและคา่การนําไฟฟ้าในระบบอาหารเหลวหลงัจากเพาะเล้ียงโปรโตคอร์มกล้วย
ไมส้กลุลหวายเป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

ระบบ
อาหาร 

พีเอช  คา่การนําไฟฟ้า (mS/cm) 
กอ่นน่ึง 
ฆา่เชื้อ กอ่นเล้ียง สัปดาห์ท่ี 4 

กอ่นน่ึง
ฆา่เชื้อ กอ่นเล้ียง สัปดาห์ท่ี 4 

Agar 5.9 5.4 - - -  -  
TIS 5.9 5.4 3.50 5.20 5.49 5.47 
NSB 5.9 5.4 3.40 5.20 5.49 6.01 
SAB 5.9 5.4 3.57 5.20 5.49 6.22 

Shaking 5.9 5.4 3.72 5.20 5.49 5.38 
5 L STR 5.6 5.0 3.68 5.20 5.57 6.81 
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 พิจารณาคา่การนําไฟฟ้าจากตารางท่ี 15 พบวา่คา่การนําไฟฟ้าในระบบ TIS และระบบ
อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่มีคา่การนําไฟฟ้าลงลดจากกอ่นเพาะเ ล้ียงเพียงเ ล็กน้อย  ในขณะท่ี 
โปรโตคอร์มมกีารเจริญและพฒันาไดดี้ในทั้ง 2 ระบบ (ตารางท่ี 12)  ซ่ึงการวดัคา่การนําไฟฟ้าใน
อาหารเหลวนั้นเป็นการประเมนิคา่ชีวมวลของพืชทางออ้ม โดยคา่การนําไฟฟ้าจะผกผันกบันํ้ าหนัก
สดของเซลล์และเน้ือเย่ือท่ีเพาะเล้ียง เน่ืองเซลล์มกีารนําเอาสารอาหารไปใชใ้นการพัฒนาของเซลล์ 
ทาํให้ความเขม้ขน้ของสารในอาหารลดลงดังนั้ นคา่การนําไฟฟ้าในจึงลดตามไปด้วย ซ่ึง สารดัง
กลา่วคือ เกลือไนเตรต จะอยูใ่นรูปของเกลือไอออนท่ีมอียูใ่นอาหารเป็นจํานวนมากและมีผลตอ่การ
เจริญเติบโตของพืช และมผีลตอ่การเปล่ียนแปลงคา่พีเอชในอาหารเหลว (Cui et al., 2014; Ryu, 
Lee, & Roman, 1990) อาหารเหลวหลังจากผา่นการน่ึงฆา่เชื้อมีคา่  pH 5.4 และเมื่อเพาะเ ล้ียง 
โปรโตคอร์มผา่นไป 4 สัปดาห์ อาหารเหลวมคีา่พีเอช ลดลงเป็น 3 ซ่ึงการวดั pH เ ป็นการแสดงถึง
ความความเข้มข้นของไฮโดรเจนไอออนในอาหาร แสดงให้เ ห็นวา่โปรโตคอร์มมี การดูดซึม
แอมโมเนียมสง่ผลให้คา่ pH ในอาหารลดตํ่าลง   (Lulu et al., 2015)  ทําให้ในอาหารมีความเข้มข้น
ของไนเตรทมากคา่กา รนําไฟฟ้าจึงเพิ่มสูง ข้ึน  ซ่ึงพืชบางชนิดจะใ ช ้แอมโมเนียมเป็นแหล ่ง
ไนโตรเจน (Wu, Lian, Gao, Park, & Piao, 2011) 
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 4.3.3 การพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็กของแก่นตะวัน  
 จา กกา รนํ า ชิ้น พื ชบริเ วณข้อลํา ต้นของแ กน่ ตะว ัน ปลอดเ ชื้ อควา มยา วปร ะ มา ณ  
1.5 เซนติเมตร ไปเพาะเล้ียงในอาหารวุน้และในระบบอาหารเหลว MS ท่ีเ ติม BA 5 มิลลิกรัม/ลิตร 
chlorochlorine chloride 500 มลิลิกรัม/ลิตร Thiamine HCl 0.4 มิลลิกรัม/ลิตร และนํ้ าตาลซูโครส 80 
กรัม/ลิตร ในสภาวะอุณหภูมิ 25±2˚C ท่ีมีการให้แสงสวา่ง 16 ช ั่วโมง เ ป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 
พบวา่ชิ้นพืชบริเวณขอ้ลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary 
immersion system, TIS) และบนอาหารวุน้มกีารพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็ก (ภาพท่ี 38A และ 38B) 
โดยในชว่งระยะ 7 วนัแรกมกีารเปล่ียนแปลงทางกายภาพของชิ้นพืชขอ้ลาํตน้ท่ีเพาะเ ล้ียงในอาหาร
วุน้และในระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) ซ่ึงสังเกตเห็นได้วา่ข้อลําต้น มีการบวมตัวขยาย
ขนาดใหญข้ึ่น เมื่อทําการเพาะเ ล้ียงเ ป็นเวลา 2 สัปดาห์(ภาพท่ี 39) ข้อลําต้นของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารทั้ง 2 ระบบดงักลา่วเร่ิมมกีารขยายขนาดบริเวณใตข้อ้ลําต้นเ ป็นกอ้นกลมและผิว
ของชิ้นพืชมลีกัษณะขรุขระ แตพ่บวา่ชิ้นพืชท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบพน่ฝอยอาหาร 
(NSB) มลีกัษณะคลา้ยแคลลสัเกาะบริเวณปลายชิ้นพืช ท่ีมีรอยตัด (ภาพท่ี 38C) สําหรับชิ้นพืช ท่ี
เพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 120 rpm มีลักษณะผิวขรุขระคล้ายเกิด
แคลลสัเล็กน้อย (ภาพท่ี 38D) แตข่้อลําต้น ท่ีเพาะเ ล้ียงในระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศ  
(Air sparging) พบวา่ชิ้นพืชมลีกัษณะเป็นสีนํ้ าตาล (Browning) ผิวเ รียบ ( รูปท่ี 38E) และมีลักษณะ
ฉ่ํานํ้ า (hyperhydricity)  
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(A) อาหารแข็ง (B) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) (4 h) (C) ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่
ฝอยอาหาร (D) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ให้อากาศ(E) อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ท่ีความเ ร็วรอบ 
120 rpm ในสภาวะอุณหภูม ิ25±2 องศาเซลเซียส ท่ีมกีารให้แสงสวา่ง 16 ช ั่วโมง เ ป็นระยะเวลา 4 
สัปดาห์ 

ภาพท่ี  39 ขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัในระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว 

(A) 2 สัปดาห์ (B) 3 สัปดาห์ (C) 4 สัปดาห์ 

 

 

 

 

ภาพท่ี  38 การชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัในระบบอาหารตา่งๆ  
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A) อาหารวุน้  (B) ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว (TIS) ท่ีมีการแชใ่นอาหารทุกๆ 
 2 ช ัว่โมงเป็นเวลา 1นาที (C) ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) ท่ีมีการแชใ่นอาหาร
ทุกๆ4 ช ัว่โมงเป็นเวลา 2 นาที 4 สัปดาห์ 

 

ตารางท่ี  16 การเจริญเติบโตของชิ้นพืชหลงัเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว 4 สัปดาห์ 

* หมายถึง คา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนัยสําคญั (p < 0.05) 
 
 
 
 
 
 

ระบบอาหารท่ีใชเ้พาะเล้ียง นํ้ าหนักสด 
(กรัม)* 

ความยาวขอ้ลาํตน้ 
(มลิลิเมตร)* 

เส้นผา่นศูนย์กลาง
ขอ้ลาํตน้

(มลิลิเมตร)* 
อาหารวุน้ (Agar) 0.4344a ± 0.27 16.58a± 1.95 6.82a ± 3.45 
ระบบแชช่ ัว่คราว (TIS) (2h) 0.3967a ± 0.18 16.96a ± 0.90 6.27a ± 1.34 
ระบบแชช่ ัว่คราว (TIS) (4h) 0.4099a ± 0.11 16.05ab ± 1.53 7.18a ± 0.83 
ระบบพน่ฝอยอาหรเหลว (NSB) 0.1114b ± 0.04 15.09b ± 0.98 2.53b ± 0.52 
ระบบแบบพน่ให้อากาศ (SAB) 0.0621b ± 0.03 15.19b ± 1.69 1.99b ± 0.55 
ระบบบนเคร่ืองเขยา่ (shaking) 0.0857b ± 0.02 15.46b ± 1.55 2.39b ± 0.42 

ภาพท่ี  40 หัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัในอาหารวุน้และ TIS 
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 จากการเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้ในอาหารเหลวสูตรสําหรับช ักนําให้เกิดหัวขนาดเล็กเป็นเวลา  
4 สัปดาห์  พบวา่ ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราว  )TIS) มแีนวโน้มท่ีสามารถช ักนําให้เกิดหัว

ขน าดเล็กไ ด้ดีกว า่ใ นร ะบบอาห าร เห ลวชนิ ดอ่ืน และมีนํ้ า หนั กส ด ความยา ว และขนา ด
เส้นผา่ศูนย์กลางลาํตน้มากกวา่ขอ้ลาํตน้ท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวชนิดอ่ืน (ตารางท่ี 16) เมื่อเ ทียบ
กบัการเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนับนอาหารวุน้ ท่ีประสบความสําเ ร็ จในการช ักนําให้เกิดหัว
ขนาดเล็กในหลอดทดลอง  (Gamburg et al., 1999; Polsa & Ngampanya, 2015) ไมม่ีความแตกตา่ง
กนัอยา่งมนีัยสําคญั 
 เมือ่ทาํการเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัในระบบ TIS โดยปรับเปล่ียนสภาวะการเพาะเ ล้ียง

ให้มคีวามถ่ีของการให้อาหารเหลวมากข้ึนจากเดิมจะมใีห้ขอ้ลําต้นแกน่ตะวนัแชใ่นอาหารเหลว 2 

นาทีในเวลาทุกๆ 4 ช ัว่โมง เปล่ียนเป็นแชใ่นอาหารเหลว 2 นาทีในทุกๆ 2 ช ั่วโมง  ท่ีมีอาหารเหลว

ปริมาตร 250 มลิลิลิตร พบวา่การเจริญเติบโตของข้อแกน่ตะวนัในระบบ TIS ท่ีให้อาหารทุกๆ 2 

ช ัว่โมง (TIS (2 h)) (ภาพท่ี 41) ไมม่คีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนัยสําคัญของนํ้ าหนักสด ความยาวข้อ

ลาํตน้และเส้นผา่นศูนย์กลางขอ้ลาํตน้ กบัการเพาะเล้ียงบนอาหารวุน้และในระบบ TIS ท่ีให้อาหาร

ทุกๆ 4 ช ัว่โมง (TIS (4 h)) 
 เมือ่พิจารณาการเจริญเติบโตของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใต้ข้อลําต้นของแกน่
ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ (ตารางท่ี 17) พบวา่การเจริญเติบโต
ของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้ของระบบ TIS (2 h) มคีา่นํ้ าหนักสด และ เ ส้นผา่นศูนย์กลางของข้อลํา
ตน้มากท่ีสุด (0.1803 กรัมและ 8.57 มิลลิเมตร) ในขณะท่ีส่วนลา่งใต้ข้อลําต้น ของอาหารวุน้มีคา่
นํ้ าหนักสด และ ความยาวของขอ้ลําต้นมากท่ีสุด ( 0.2913 กรัมและ 11.58 มิลลิเมตร) แตอ่ยา่งไรก็
ตามการเจริญเติบโตของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัในอาหารวุน้  ระบบ TIS (2 h) และ ระบบ TIS (4 h) ไม ่
มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมนีัยสําคญั  
 จากตารางท่ี 18 จะเห็นวา่มเีพียง 2 ระบบท่ีขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัมกีารพัฒนาไปเป็นหัวขนาด
เล็ก ไดแ้ก ่อาหารวุน้ ระบบ TIS (2 h) และ ระบบ TIS (4 h) ซ่ึง ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ั่วคราวท่ี
มกีารแชช่ิ้นพืชเป็นเวลา 2นาที ในทุกๆ 4ช ั่วโมง  (TIS (4 h)) มีจํานวนหัวขนาดเล็กมากกวา่ใน
อาหารระบบอ่ืน และจากตารางท่ี 19 พบวา่ข้อลําต้นแกน่ตะวนัท่ีเพาะเ ล้ียงเ ป็นอาหารวุน้มีการ
พฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็ก โดยมนีํ้ าหนักสดและเส้นผา่นศูนย์กลางของหัวขนาดเล็กท่ีบริเวณใต้ข้อ
ลาํตน้มากท่ีสุด ในขณะท่ีข้อลําต้นแกน่ตะวนัระบบ TIS จะพัฒนาไปเป็นหัวขนาดเล็กท่ีบริเวณ
เหนือขอ้ลาํตน้ แตข่อ้ลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบ NSB ไมส่ามารถพัฒนาไปเป็นหัว
ขนาดเล็กได ้ถึงแมว้า่ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (Nutrient Spray Bioreactor: NSB) 
จะประสบความสําเ ร็จในการพัฒนาไปเป็นหัวขนาดเล็กของมนัฝร่ัง  (Rahman et al., 2015 ) 



  79 

และความตอ้งของการชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัและมนัฝร่ังจะมีความคล้ายคลึงกนั 
(Dodds et al., 1992) แตใ่นขณะเพาะเล้ียงขอ้ลาํตน้ของมนัฝร่ังนั้นจะช ักนําให้เกิดเ ป็นต้นกอ่นแล้ว
จึงช ักนําตอ่ไปอีก 10 สัปดาห์เพื่อให้พ ัฒนาไปเป็นหัวขนาดเล็ก (Rahman et al., 2015) ซ่ึงใน
งานวจิยัน้ีไมป่ระสบความสําเร็จในชกันําให้เกิดหัวขนาดเล็กของแกน่ ตะวนัในระบบ NSB  อาจ
เน่ืองมาจากไดรั้บสารอาหารไมเ่พียงพอตอ่การนําไปใช ้พ ัฒนาไปหัวขนาดเล็ก เพราะระบบ NSB 
จะพน่ฝอยอาหารเหลวทาํให้อาหารเหลวไปเกาะเคลือบท่ีผิวชิ้นพืช ในขณะท่ีชิ้นพืชบางชิ้นไมไ่ด้รับ
สารอาหารเน่ืองจากถูกแรงกระแทกระหวา่งพน่อาหารเหลวให้กระเ ด็นออกไปยังบ ริเวณขอบ
ภาชนะ ในขณะท่ีขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัในระบบ TIS มีการสัมผัสกบัอาหารเหลวได้มากกวา่ ทําให้
พืชสามารถนําสารอาหารดงักลา่วไปใชใ้นการพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็กได ้ (Debergh, 1982) 
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ตารางท่ี  17 การเจริญเติบโตของสว่นบนเหนือข้อลาํตน้และสว่นลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว 4 สัปดาห์  
ระบบอาหารทีใ่ช้

เพาะเลี้ยง 

น ้าหนักสด (กรัม)* ความยาวข้อล าต้น 

(มิลลิเมตร)* 

เส้นผ่านศูนย์กลางข้อล าต้น (มิลลิเมตร)* 

ส่วนบน ส่วนล่าง ส่วนบน ส่วนล่าง ส่วนบน ส่วนล่าง 
Agar 0.0782b± 0.04 0.2913a± 0.23 5.74b± 1.64 11.58a±2.32 3.52c± 1.09 6.97a± 3.61 

TIS (2h) 0.1803a ± 0.14 0.2142a ± 0.07 6.04ab ± 0.80 10.72ab ± 0.73 8.57a ± 3.29 6.17a ± 1.61 
TIS (4h) 0.1567a± 0.06 0.2344a± 0.05 6.77a± 0.85 9.40c± 0.95 6.74b± 0.96 7.05a± 0.82 

NSB 0.0384bc± 0.01 0.0671b± 0.03 5.87b± 0.61 9.94bc± 1.24 2.25d± 0.56 2.58b± 0.61 
SAB 0.0246c± 0.01 0.0319b± 0.02 5.75b± 1.08 9.11c± 1.60 1.66d± 0.49 1.77b± 0.54 

Shaking 0.0328c± 0.01 0.0489b± 0.01 6.19ab± 0.92 9.64bc± 1.54 2.16d± 0.56 2.25b± 0.31 
* หมายถึง คา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนัยสําคญั (p < 0.05)
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ตารางท่ี  18  จาํนวนหัวแกน่ตะวนัขนาดเล็กท่ีชกันําไดใ้นระบบอาหารเหลว  4 สัปดาห์ 

* หมายถึง คา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 

ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมนีัยสําคญั (p < 0.05) 
 

 

 

 

ระบบเพาะเล้ียง 
อวยัวะพืช 

จาํนวนหัวขนาดเล็กท่ีชกันําได/้ชิ้นพืช 
สว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้* สว่นลา่งใตข้อ้ลาํตน้* 

Agar 0.41b± 0.69 0.59b± 0.60 
TIS (2h) 1.56b ± 0.51 1.00a± 0.00 
TIS (4h) 1.89a± 0.60 1.00a± 0.00 

NSB 0.00c± 0.00 0.00c± 0.00 
SAB 0.00c± 0.00 0.00c± 0.00 

Shaking 0.00c± 0.00 0.00c± 0.00 
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ตารางท่ี  19 ขนาดหัวแกน่ตะวนัท่ีชกันําไดใ้นระบบอาหารเหลว  4 สัปดาห์ 
ระบบเพาะเล้ียง 

อวยัวะพืช 

น ้าหนักสดของหัวขนาดเล็ก  

(กรัม)* 

ความยาวของหัวขนาดเล็ก 

(มิลลิเมตร)* 

เส้นผ่านศูนย์กลาง 

(มิลลิเมตร)* 

ส่วนบน ส่วนล่าง ส่วนบน ส่วนล่าง ส่วนบน ส่วนล่าง 

Agar 0.0079b± 0.02 0.4028a ± 0.14 3.08b ± 0.85 8.11a ± 2.99 3.44b ± 0.75 9.13a ± 2.70 

TIS(2h) 0.0960a ± 0.05 0.1796b ± 0.08 5.06a ± 1.02 7.71ab ± 2.44 5.03a ± 1.24 6.14b ± 0.99 

TIS(4h) 0.0499b ± 0.01 0.1732b ± 0.04 4.31a ± 0.92 5.88c ± 1.23 5.17a ± 0.90 6.98b ± 0.81 

* หมายถึง คา่เฉล่ีย ± คา่เบ่ียงเบนมาตรฐาน (S.D.) 
ตวัอกัษรท่ีตา่งกนัในคอลัมน์เดียวกนั หมายถึง มคีวามแตกตา่งกนัอยา่งมีนัยสําคญั (p < 0.05) 
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ตารางท่ี  20 คา่พีเอชและคา่การนําไฟฟ้าในระบบอาหารเหลวสําหรับชกันําให้เกดิหัวขนาดเล็กของ
แกน่ตะวนั 

 
 การวดัคา่การนําไฟฟ้าในอาหารเหลวนั้นเป็นการติดตามการเจริญเติบโตของเซลล์ทางอ้อม 
เน่ืองจากคา่การนําไฟฟ้าจะข้ึนกบัความเข้มข้นของเกลือไนเตรท ซ่ึงมีในอยูใ่นอาหารเพาะเ ล้ียง
เซลล์และเน้ือเย่ือพืช เมือ่เซลล์มกีารนําไนเตรทไอออนไปใช ้ในการเจริญเติบโตจะส่งผลให้ ความ
เขม้ขน้ของเกลือไนเตรทลดลง โดยคา่การนําไฟฟ้าจะผกผนักบันํ้ าหนักสดของเซลล์และเ น้ือเ ย่ือท่ี
เพาะเล้ียง (Cui et al., 2014; Ryu et al., 1990) ตารางท่ี 20 พบวา่คา่การนําไฟฟ้ามีการเพิ่มข้ึน แสดง
ให้เห็นวา่ในอาหารมปีริมาณของไนเตรทไอออนอยูม่าก ในขณะเดียวกนั pH หลงัการเพาะเ ล้ียงมีคา่
ลดตํ่าลง ซ่ึง pH บง่ชี้ ถึงความความเขม้ข้นของไฮโดรเจนไอออนในอาหาร แสดงให้เ ห็นวา่ แกน่
ตะวนัในระบบมกีารดูดซึมแอมโมเนียมสง่ผลให้คา่ pH ในอาหารลดตํ่าลง (Lulu et al., 2015) 

ระบบอาหารเหลว คา่พีเอช คา่การนําไฟฟ้า (mS/cm) 
กอ่น

เพาะเล้ียง 
สัปดาห์

ท่ี 1 
สัปดาห์

ท่ี 3 
กอ่น

เพาะเล้ียง 
สัปดาห์

ท่ี 1 
สัปดาห์

ท่ี 3 
ระบบแบบแชช่ ัว่คราว 
(TIS) (2 h) 

5.6 - 3.94 5.05 - 5.33 

ระบบแบบแชช่ ัว่คราว 
(TIS) (4 h) 

5.6 4.13 4.00 5.03 4.95 4.79 

ระบบแบบพน่ฝอยอาหาร
เหลว (NSB) 

5.6 3.95 3.64 5.29 5.47 5.30 

ระบบพน่ให้อากาศ (SAB) 5.6 4.22 4.17 5.03 5.07 5.65 
ระบบบนเคร่ืองเขยา่ 
(Shaking) 

5.6 4.35 4.48 5.03 5.03 5.21 
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4. 4  การประเมินประสิทธิภาพและราคาต้นทนุของถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบต่างๆ 
 จากการออกแบบและจดัตั้งถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 3 ระบบ ได้แก ่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่
ให้อากาศอยา่ งง ่า ย (Simple Aeration bioreactor, SAB) ถังปฏิกรณ์ชี วภ าพแ บบแชช่ ั่วครา ว 
(Temporary Immersion System Bioreactor, TIS) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว 
(Nutrient Spray Bioreactor, NSB) ซ่ึงถงัปฏิกรณ์ชีวภาพดังกลา่วนั้ นเ ป็นแบบกึ่งอัตโนมติั (Semi-
automate) โดยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีจดัทาํข้ึนมาน้ีจะถูกควบคุมการทํางานของการเปิดหรือปิดป๊ัม
อากาศระหวา่งการเพาะเ ล้ียงโดยอัตโนมติัตามระยะเวลาท่ีกาํหนดด้วยเคร่ืองตั้ง เวลาเ ปิด-ปิด
อตัโนมติั (Timer)  ซ่ึงป๊ัมสุญญากาศ (vacuum pump) ท่ีใช ้ในระบบ TIS จะถูกตั้ง เวลาให้ทํางาน
อตัโนมติัทุกๆ 4 ช ัว่โมงและทุกๆ 2ช ั่วโมง โดยจะป๊ัมจะทํางาน 1 นาที จากนั้ นระบบจะหยุดการ
ทาํงานโดยอตัโนมติัตามเวลาท่ีได้ตั้งไว ้ ในขณะท่ี peristaltic pump และป๊ัมอากาศท่ีใช ้ในระบบ 
NSB และ SAB จะถูกควบคมุการทาํงานโดยอตัโนมติัเชน่เดียวกนั ซ่ึงจะทํางานทุกๆ 4 ช ั่วโมงและ
เคร่ืองจะทาํงานเป็นเวลา 30 นาที เมือ่ครบกาํหนดเวลาระบบจะหยุดทาํงานโดยอัตโนมติั ซ่ึ งชว่ยให้
สะดวกในการทาํการทดลอง แตก่ารวดัพารามเิตอร์ตา่งๆ เชน่ pH คา่การนําไฟฟ้า อุณหภูมิ ยังต้อง
ใชว้ธีิการนําอาหารเหลวไปวดัคา่ดงักลา่วเองภายหลังจากการเพาะเ ล้ียงพืชเสร็จ จากตารางท่ี 21
พบวา่ระบบกึ่งอตัโนมติันั้นมรีาคาต้นทุนท่ีตํ่ากวา่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพ STR แบบอัตโนมติั 22-338 
เทา่ ในขณะท่ีพบโปรโตคอร์มพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากในระบบ TIS ได้ดีกวา่ STR และมีราคา
ตน้ทุนตํ่ากวา่ STR 338 เทา่ แตอ่ยา่งไรก็ตามถังปฏิกรณ์ชีวภาพต้นทุนตํ่าดังกลา่วสามารถนําไป
ประยุกต์ใชสํ้าหรับเพาะเล้ียงอวยัวะพืชในการเพิ่มจาํนวนผลผลิต การชกันําให้เกิดอวยัวะพิเศษและ
การพฒันาเอ็มบริโอไปเป็นตน้ซ่ึงให้ผลผลิตท่ีสูงกวา่การเพาะเล้ียงอวยัวะพืชแบบวธีิดั้งเดิม 
 
ตารางท่ี  21 ราคาตน้ทุนของถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีออกแบบและจัดตั้ง 

ระบบถังปฏกิรณ์ชีวภาพทีอ่อกแบบและจัดตั้ง จ านวน จ านวนเงิน(บาท) 
1. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 1 14,848.85 
2. ระบบอาหารเหลวแบบพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย (SAB) 1 3,842.35 
3. ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว  (NSB)  1 58,795.00 
ระบบถังปฏกิรณ์ชีวภาพทีน่ิยมใช้ทัว่ไป จ านวน จ านวนเงิน (บาท) 
ถงัปฏิกรณ์การหมกัขนาด 3 ลิตรพร้อมชดุควบคุมอตัโนมติั 1 1,300,000 
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บทที่ 5  
สรุปผลการทดลอง 

 
 การพฒันาถงัปฏิกรณ์ชีวภาพตน้ทุนตํ่าโดยได้ออกแบบและจัดตั้งถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
กึ่งอัตโนมติั ข้ึนมา 3 ระบบ ได้แก ่ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบแชช่ ั่วคราว (Temporary Immersion 
System: TIS) ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว (Nutrient Spray Bioreactor: NSB) และ
ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีมกีารพน่อากาศอยา่งง ่าย (Simple Aeration Bioreactor: SAB) โดยได้นําถัง
ปฏิกรณ์ชีวภาพดงักลา่วไปเพาะเล้ียงอวยัวะพืช (plant organ culture)  3 ชนิดได้แก ่การเพิ่มจํานวน
ตน้สับปะรด การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไม ้และการพัฒนาไปเป็นหัว
ขนาดเล็กของแกน่ตะวนั โดยเปรียบเทียบกบัวิธีการเพาะเ ล้ียงอวยัวะพืชในระบบอาหารวุน้และ
อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ท่ีเป็นวธีิการเพาะเล้ียงแบบดั้งเดิม พบวา่ ถังปฏิกรณ์ชีวภาพแบบท่ีมีการ
พน่อากาศอยา่งงา่ย (SAB) สามารถเพิ่มจํานวนต้นและการเจริญของต้นออ่นสับปะรดได้ดีท่ีสุด 
สว่นการพฒันาไปเป็นตน้ท่ีสมบูรณ์ของโปรโตคอร์มกล้วยไมน้ั้ นให้ผลดีสุดในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแชช่ ัว่คราว (TIS) และถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหารเหลว ( NSB) ในขณะท่ีถังปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบ TIS เป็นระบบเดียวท่ีสามารถชกันําให้พ ัฒนาไปเป็นหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัได้
โดยถงัปฏิกรณ์ชีวภาพทั้งสามระบบมตีน้ทุนตํ่ากวา่ STR ประมาณ 22-338  เทา่ จากผลการทดลอง
ทั้งหมดแสดงให้เห็นวา่ ถงัปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีพ ัฒนาข้ึนมามีต้นทุนการจัดตั้ งตํ่าและให้ผลในการ
เพาะเล้ียงอวยัวะพืชไดดี้กวา่การใชถ้งัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ STR ท่ีควบคุมโดยระบบอัตโนมติั จึง
นา่จะมปีระโยชน์ตอ่การขยายพนัธ์ุพืชเศรษฐกจิของประเทศในปริมาณมากและการพัฒนาระบบ
การเกษตรของชาติ 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมอาหารเพาะเล้ียงเน้ือเย่ือพืช  

ตารางท่ี  22 สูตรอาหารเล้ียงเน้ือเย่ือพืช Murashige และ Skoog  1962 

สารเคมี ปริมาณทีใ่ช้   (มิลลิกรัม/ลิตร) 
1. ธาตุอาหารหลกั (Macronutrient) 
NH4 NO3 
KNO3 
CaCl2.2H2O 
MgSO4.7H2O 
KH2PO4 

 
1650 
1900 
440 
370 
170 

2. ธาตุอหารรอง (Micronutrient) 
MnSO4.4H2O 
ZnSO4.5H2O 
H3BO3 
KI 
Na2MoO4.2H2O 
CuSO4.5H2O 
CoCl2.H2O 
FeSO4.7H2O 
Na2EDTA.2H2O 

 
22.3 
8.6 
6.2 

0.83 
0.25 
0.025 
0.025 
27.85 
37.25 

3. วติามนิ (Vitamins) 
Nicotinic acid 
Thiamine-HCl 
Pyridoxine-HCl 
Glycine 
Myo-inosital 

 
0.5 
0.1 
0.5 
2.0 
10 
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การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อพชื สูตร Murasige และ Skoog (1962) 

1. การเตรียมสารละลายเขม้ขน้ของธาตุอาหารหลัก  

 MS Macronutrient Stock I : NH4 NO3 และ KNO3 เขม้ขน้ 100 เทา่ ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
- ช ัง่ NH4 NO3    82.5  กรัม 
- ช ัง่ KNO3    95  กรัม 
ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 500 มลิลิลิตร 
 MS Macronutrient Stock II : CaCl2.2H2O เขม้ขน้ 100 เทา่ ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
       - ช ัง่ CaCl2.2H2O   22  กรัม  
       ปรับปริมาตรด้วยนํ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 500 มล. 
 MS Macronutrient Stock III : MgSO4.7H2O และ KH2PO4 เขม้ขน้ 100 เทา่ ปริมาตร  
 500 มลิลิลิตร 
       - ช ัง่ MgSO4.7H2O   18.5  กรัม 
       - ช ัง่ KH2PO4   8.5  กรัม 
     ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ได้ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
2. การเตรียมสารละลายเขม้ขน้ของธาตุอาหารรอง  
 MS Micronutrient Stock : เขม้ขน้ 1000 เทา่ ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
      - ช ัง่ MnSO4.4H2O   11.15    กรัม 
      - ช ัง่ ZnSO4.5H2O   4.3    กรัม 
      - ช ัง่ H3BO3    3.1    กรัม 
      - ช ัง่ KI    0.415    กรัม 
     - ช ัง่ Na2MoO4.2H2O   0.125    กรัม 
     - ช ัง่ CuSO4.5H2O   0.0125    กรัม 
     - ช ัง่ CoCl2.H2O   0.0125     กรัม 
    ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 500 มลิลิลิตร 
Iron Stock หรือ Fe EDTA Stock : เขม้ขน้ 100 เทา่ ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
   - ช ัง่ FeSO4.7H2O  1.4  กรัม 
   - ช ัง่ Na2EDTA.2H2O    1.865   กรัม 
    ปรับปริมาตรดว้ยนํ้ ากลัน่ให้ไดป้ริมาตร 500 มล. เกบ็สารละลายในขวดสีชา 
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3. การเตรียมสารละลายเข้มข้นของวิตามิน 
 MS Vitamin Stock : เขม้ขน้ 1000 เทา่ ปริมาตร 500 มลิลิลิตร 
     - ช ัง่ Nicotinic acid  0.25  กรัม 
     - ช ัง่ Thiamine-HCl  0.25 กรัม 
     - ช ัง่ Pyridoxine-HCl  0.05 กรัม 
     - ช ัง่ Glycine   1.0 กรัม 
หมายเหตุ : สําหรับ myo-inosital นํ้ าตาลซโูครส และวุน้ ให้ช ัง่ใหม ่ไมต่อ้งเตรียมเป็น stock 
solution 
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ภาคผนวก ข 

การเพิม่จ านวนและการเจริญเติบโตของต้นสับปะรด  
ตารางท่ี  23 การเจริญเติบโตของยอดสับปะรดบนระบบอาหารตา่งชนิด 

ระบบอาหาร 
นํ้ าหนักสด

(กรัม) 
นํ้ าหนักแห้ง  

(กรัม) Growth ratio 
Multiplication 

rate 

Agar 
 
 

0.867 0.0766 1.7094 1 
0.7045 0.132 1.6686 0 
1.539 0.0723 0.4857 2 

shaking 
 

4.9736 0.4733 26.9416 29 
1.2032 0.1167 4.6251 9 
3.2407 0.106 65.1367 11 

SAB 
 

4.4875 0.5163 7.4447 10 
7.0487 0.4584 22.156 13 

TIS 
 
 

0.5655 0.0611 1.9499 0 
0.4049 0.0321 2.4935 0 
0.1962 0.0106 0.5046 0 

หมายเหตุ: Agar คือ อาหารวุน้ 

                 Shaking คือ ระบบอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ความเร็วรอบ 120 rpm 

                 SAB คือ ระบบอาหารเหลวท่ีมกีารพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย 

                 TIS คือ ระบบอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว  
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การพฒันาไปเป็นต้น ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไม้ 
ตารางท่ี  24 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
แชช่ ัว่คราว 

ความสูง
ของตน้
(mm) 

ความกวา้ง
ของลาํตน้ 

(mm) 

ความสูง
ของใบ 
(mm) 

ความยาว
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ใบ/ตน้ 

 

ความกวา้งของ
โปรโตคอร์มท่ี
มจุีดกาํเนิดตน้

(mm) 
5.06 1.9 4.78 2.43 2 2 3.12 
5.05 2.1 5.13 2.34 1 1 2.34 
3.84 2.22 4.97 2.27 1 1 2.63 
4.49 1.86 4.47 1.74 2 1 4.51 
4.08 2.07 3.53 2.16 1 2 2.85 
5.33 2.11 5.47 4.89 1 2 3.16 
6.04 2.55 5.96 3.11 1 2 2.16 
4.2 2.51 4.16 2.27 1 2 2.81 
5.65 3.42 3.81 2.5 1 2 3.78 
5.73 2.25 6.3 2.96 2 2 2.59 
4.14 1.76 3.88 1.95 1 1 3.35 
5.36 2.81 3.49 1.81 1 2 2.27 
5.45 2.48 4.71 2.8 1 2 2.2 
5.78 2.74 3.79 2.26 1 2 2.69 
4.42 2.58 3.72 1.79 1 1 2.31 
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ตารางท่ี 24 (ตอ่) การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ
แบบแชช่ ัว่คราว (TIS) 

ความสูง
ของตน้
(mm) 

ความกวา้ง
ของลาํตน้

(mm) 

ความสูง
ของใบ
(mm) 

ความยาว
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ใบ/ตน้ 

 

ความกวา้งของ
โปรโตคอร์มท่ี
มจุีดกาํเนิดตน้ 

(mm) 
5.08 2.73 2.62 2.3 1 1 2.3 
3.55 2.28 3.64 2.03 1 1 2.14 
3.59 2.01 4.64 1.12 1 1 1.92 
2.91 1.82 3.8 1.19 1 1  
3.55 1.89 3.42 1.15 1 1  
3.87 1.87 4.28 1.42 1 2  
3.73 2.18 2.51 1.88 1 1  
3.38 2.1 3.68 0.92 1 2  
3.22 1.81 2.82 

  
1  

4.74 2.78 5.35 
  

2  
3.76 1.86 2.72 

  
2  

4.74 2.6 3.99 
  

2  
2.95 2.21 4.95 

  
2  

3.65 2.39 3.27 
  

1  
3.48 2.85 2.89 

  
1  

3.18 1.44 3.24 
  

1  
3.67 2.79 2.02 

  
1  
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ตารางท่ี  25 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
พน่ฝอยอาหารเหลว (NSB) 

ความสูง
ของตน้ 
(mm) 

ความกวา้ง
ของลาํตน้ 

(mm) 

ความสูง
ของใบ 
(mm) 

ความยาว
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ราก (mm) 

 

จาํนวน
ใบ/ตน้ 

 

ความกวา้งของ
โปรโตคอร์มท่ีมี

จุดกาํเนิดตน้ 
(mm) 

5.44 2.35 6 2.6 2 2 1.86 
5.69 1.67 5.77 1.17 3 2 3.05 
4.76 2.36 3.22 1.1 1 2 3.09 
6.46 2.55 6.15 1.76 2 2 3.91 
6.3 1.68 5.76 1.58 2 2 2.89 
5.78 3.14 5.4 

  
4 2.91 

3.01 2.23 3.16 
  

1 2.75 
      2.76 
      2.63 
      3.2 
      1.97 
      1.71 
      1.83 
      1.88 
      2.32 
      2.58 
      1.77 
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ตารางท่ี  26 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบ
พน่ให้อากาศอยา่งงา่ย (SAB) 

ความสูงของ
ตน้ (mm) 

ความกวา้งของ
ลาํตน้  (mm) 

ความสูงของ
ใบ (mm) 

ความยาวราก 
(mm) 

จาํนวนราก/
ตน้ 

จาํนวนใบ/
ตน้ 

6.31 2.87 3.42 1.07 1 2 

4.79 3.2 4.58 0.83 1 2 

5.26 2.56 3.94 1.18 1 2 

5.42 2.29 2.32 
  

2 

4.74 2.5 3.16 
  

2 

3.87 2.34 2.54 
  

2 

5.64 2.63 5.19 
  

1 

7.41 3.75 6.03 
  

1 

3.67 2.4 3.62 
  

2 

3.37 2.43 3.13 
  

1 

4.28 2.49 3.95 
  

1 

5.7 2.28 5.59 
  

1 

3.07 2.78 3.81 
  

1 

3.93 2.9 2.55 
  

1 

3.63 2.61 3.23 
  

1 

4.22 2.89 2.34 
  

1 
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ตารางท่ี  27 การพฒันาของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ให้อากาศอยา่งงา่ย 
(SAB) 

ความกวา้งโปรโตคอร์มท่ีมแีคจุ่ดกาํเนิด (mm) 
2.51 2.4 2.56 2.31 1.85 1.95 
2.06 2.01 1.66 2.57 1.96 2.36 
3.39 2.07 3.87 2.9 1.63 1.23 
2.42 1.85 2.47 2.46 1.54 1.98 
2.17 2.07 1.78 1.85 1.65  
2.66 3.23 4.55 1.67 2.36  
2.24 2.4 1.95 1.43 1.6  
2.55 1.27 1.58 1.54 2.59  
2.45 2.25 2.83 1.96 3.35  
2.63 2.24 1.23 1.97 2.13  
2.57 2.32 1.9 1.95 1.94  
2.53 2.11 2.2 2.01 2.2  
2.65 1.97 1.94 2.24 1.42  
2.3 2.37 2.2 1.69 2.32  

2.03 1.87 2.68 1.72 1.62  
2.46 1.99 2.05 1.57 1.84  
1.65 2.19 1.88 1.91 1.38  
1.78 3.06 3.16 3.08 2.09  
1.92 2.57 2.01 2.03 1.47  
1.84 2.07 1.31 1.79 1.24  
2.46 2.03 2.35 2.25 1.32  
2.65 2.85 1.69 2.44 3.08  
2.67 3.23 2.3 1.85 0.98  
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ตารางท่ี  28 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมใ้นอาหารเหลวบนเคร่ือง
เขยา่ 

ความสูงของ
ตน้ (mm) 

ความกวา้งของ
ลาํตน้ (mm) 

ความสูงของ
ใบ (mm) 

ความยาวราก 
(mm) 

จาํนวนราก/
ตน้ 

จาํนวน
ใบ/ตน้ 

7.44 3.25 2.42 0.77 1 2 
6.74 3.39 4.97 1.14 2 2 
8.4 3.12 3.54 1.15 1 1 
7.2 4.23 3.37 1.33 1 2 

5.63 2.79 4.94 1.2 1 2 
5.58 3.1 4.63 0.7 1 2 
5.13 3.49 5.83 1.16 1 1 
5.3 3.61 3.94 2.14 1 1 

6.39 3.23 4.94 0.99 1 1 
5.49 2.86 1.68 2.17 1 2 
4.46 2.24 1.45 

  
2 

4.64 2.55 2.92 
  

1 
5.22 2.48 1.64 

  
1 

6.32 3.71 8.37 
  

2 
6.77 3.02 4.05 

  
2 

6.44 3.96 3.45 
  

2 
5.53 2.81 3.5 

  
2 

5.5 3.45 3.58 
  

1 
5.26 2.94 4.94 

  
2 

3.77 3.2 3.06 
  

2 
4.17 2.78 2.19 

  
2 

5.19 2.82 5.01 
  

1 
5.63 2.69 4.19 

  
2 
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ตารางท่ี 28  (ตอ่) การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกลว้ยไมใ้นอาหารเหลวบน
เคร่ืองเขยา่  

ความสูงของตน้ 
(mm) 

ความกวา้งของลาํตน้ 
(mm) 

ความสูงของใบ  
(mm) จาํนวนใบ/ตน้ 

4.18 2.73 2.01 2 
4.83 2.81 2.07 1 
3.33 2.31 3.69 1 
4.73 2.37 3.7 1 
5.68 2.36 2.59 2 
3.78 2.83 1.62 2 
4.94 2.82 1.74 2 
5.57 3.36 5.03 2 
5.5 2.26 3.47 2 
6.85 2.82 3.36 1 
5.1 2.56 2.9 2 
6.79 2.74 3.04 2 
5.05 2.65 2.97 2 
5.19 2.77 4.16 2 
5.62 2.68 3.73 2 
5.72 3.97 3.75 2 
5.94 2.11 2.6 2 
5.84 3.58 3.14 2 
4.97 2.58 2.08 2 
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ตารางท่ี  29 การพฒันาของโปรโตคอร์มกล้วยไมใ้นอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ 
ความกวา้งโปรโตคอร์มท่ีมแีคจุ่ดกาํเนิด (mm) 

2.37 1.72 2 2.09 

2.45 1.63 3.57 3.21 

1.46 3.82 4.21 1.81 

1.66 4.05 4.58 2.19 

1.98 2.91 2.69 3.57 

3.41 2.38 3.09 2.44 

3.68 3.04 3.66 4.61 

3.53 3.23 4.78 1.89 

3.14 1.59 2.26 2.93 

4.93 2.85 3.01 2.29 

5.32 2.75 2.63 1.8 

3.04 2.12 2.43 1.37 

3.27 3.17 2.29  

3.22 2.47 2.41  

2.73 3.85 2.25  

3 2.44 2.72  

3.42 1.78 2.9  

3.45 2.93 3.76  

3.31 2.46 3.44  

3.27 1.81 3.25  

2.18 1.22 2.71  

2.72 1.92 2.4  

1.79 2.95 2.24  

3.36 1.92 2.55  

3.37 3.84 3.97  
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ตารางท่ี  30 การพฒันาของโปรโตคอร์มกล้วยไมใ้นอาหารวุน้ 

ความกวา้งโปรโตคอร์มท่ีมแีคจุ่ดกาํเนิด (mm) 

2.78 1.94 1.78 2.08 2.79 1.46 

2.5 3.3 2.01 2.54 2.5 1.9 

1.77 1.66 3.23 2.08 2.97 2.26 

1.83 1.95 1.9 2.42 2.53 1.53 

2.03 3.04 3.03 1.5 3.87 2.12 

1.9 1.45 2.57 2.57 1.71 1.96 

2.46 3.28 2.48 2.18 2.37 2.3 

1.71 1.9 1.87 1.69 2.93 2.33 

1.78 2.8 1.81 2.57 2.18 3.61 

2.01 2.31 1.95 1.5 3.19 2.26 

1.76 1.83 3.3 1.95 2.41 1.89 

2.93 2.09 2.68 1.51 1.77 2.75 

1.85 1.94 1.77 1.61 2.99 3.63 

2.22 1.98 3.07 1.89 2.39 2.44 

2.61 2.03 2.55 2.05 3.03 1.97 

1.96 2.56 2.01 1.93 2.18 2.02 

1.62 2.57 1.69 1.87 1.73 1.64 

2.02 3.91 2.6 3.05 2.49 1.38 

2.63 2.55 1.83 1.63 1.59 1.36 

2.15 2.32 1.92 1.72 2.29 1.28 

2.48 2.06 2.04 2.34 2.64 3.65 

2.71 1.13 3.66 2.68 2.18 1.66 

1.7 2.49 1.96 2.57 3.21 2.46 

2.03 1.91 1.98 1.97 2.08 2.83 

3.58 1.56 2.06 2.72 1.97  
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ตารางท่ี  31 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
STR (สว่นท่ีติดบนแผงก ัน้) 

ความสูงของ
ตน้ (mm) 

ความกวา้งของ
ลาํตน้ (mm) 

ความสูงของ
ใบ (mm) 

ความยาวราก 
(mm) 

จาํนวนราก/
ตน้ 

จาํนวนใบ/
ตน้ 

10.54 6.77 9.26 3.29 1 3 

7.9 3.87 7.86 1.78 1 2 

6.83 4.26 7.46 2.85 2 2 

7.88 2.49 3.25 1.03 1 1 

6.68 3.95 5.3 1.21 2 2 

4.3 3.76 3.13 2.11 2 2 

5.86 3.03 9.31 2.32 2 2 

7.81 4.1 5.91 1.69 2 2 

6.11 4.7 6.74 2.61 4 2 

6.22 4.56 5.87 1.86 3 3 

4.92 2.84 10.38 1.5 2 3 

6.88 3.47 6.04 2.69 1 3 

8.57 4.13 12.39 3.3 6 2 

8.11 3.73 9.53 1.21 3 4 

6.88 3.42 3.24   1 

4.02 2.28 3.44   1 

6.98 2.85 3.64   3 

5.54 2.9 3.72   1 

4.92 2.39 4.98   2 

6.32 4.13 5.04   3 

4.19 2.52 10.04   2 

4.16 2.6 3.24   2 
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ตารางท่ี  32 การพฒันาไปเป็นตน้ ใบ และรากของโปรโตคอร์มกล้วยไมข้องถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ 
STR (สว่นท่ีจมในอาหารเหลว) 

ความสูงของ
ตน้ (mm) 

ความกวา้ง
ของตน้ (mm) 

ความสูงของ
ใบ (mm).)  

ความยาวราก 
(mm) 

จาํนวนราก/
ตน้ 

จาํนวนใบ/
ตน้ 

6.4 4.14 3.03 
  

2 
6.21 4.07 4.47 

  
2 

4.96 2.76 4.85 
  

2 
3.8 2.5 2.28 

  
1 

4.84 2.95 4.02 
  

1 
4.79 4.51 3.34 

  
2 

2.83 2.18 2.76 
  

1 
5.82 3.67 4.93 

  
2 

5.31 2.96 5.58 
  

2 
4.25 2.71 4.18 

  
2 

4.19 3.21 3.09 
  

1 
2.89 2.21 2.41 

  
1 

3.28 2.44 5.85 
  

1 
6.32 4.64 4.28 

  
2 

3.63 3.5 3.56 
  

2 
4.13 4.03 5.08 

  
1 

4.43 2.74 4.93 
  

2 
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ตารางท่ี  33 การพฒันาของโปรโตคอร์มกล้วยไมใ้นถงัปฏิกรณ์ชีวภาพ STR 

ความกวา้งโปรโตคอร์มท่ีมแีคจุ่ดกาํเนิด (mm) 

0.439 2.25 2.3 4.95 

2.31 2.32 3.06 5.82 

3.47 1.99 1.8 4 

2.87 3.8 1.3 5.59 

2.08 1.95 1.88 3.19 

3.39 2.31 1.43 2.81 

2.49 2.99 2.89 3.52 

1.51 2.62 1.78 2.97 

3.89 2.78 2.31 3.56 

4.75 4.12 2.9 2.25 

3.7 1.93 2.13 2.8 

4.02 2.13 6.81 1.95 

2.98 2.55 3.4 3.46 

2.76 3.42 2.69 3.55 

3.05 2.95 1.04 2.29 

4.48 2.96 1.28 3.59 

4.27 3.74 2.08 6.58 

5.15 3.81 2.98 5.9 

3.36 3.99 3.88 2.99 

4.41 2.32 2.65 2.92 

3.52 3 4.52 2.49 

3.85 4.5 3.08 3.05 

4.01 3.32 3.98  

3.2 3 7.55  
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ตารางท่ี  34 โปรโตคอร์มท่ีเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาลในระบบอาหาร 
ความกวา้งของโปรโตคอร์มท่ีเปล่ียนเป็นสีนํ้ าตาล (mm) 

NSB SAB Shanking Bioreactor 
2.15 1.32 1.73 3.81 
1.71 1.5 2.82 1.73 
2.4 1.72 2.56 1.72 

1.94 1.67 2.9 3.95 
1.84 1.33 1.86 1.72 
2.09 1.52 1.26 2.31 
2.28 1.55 2.34 1.7 
2.74 1.6 1.85 1.18 
2.48 1.44 1.69 1.6 
1.76 1.19 1.79 2.01 
1.67 1.35 1.77 2.06 
1.87 1.36 1.31 2.39 
1.47 1.69 1.29 2.49 
1.9 1.00 0.76 1.91 

1.96 1.05 3.23  
1.82  1.96  
2.49  2.19  
1.8  2.1  

1.71  1.64  
1.53    
1.71    
1.5    
1.2    

1.05    
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การพฒันาไปเป็นหัวขนาดเล็กของแก่นตะวัน 
ตารางท่ี  35 นํ้ าหนักสดของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว 4 สัปดาห์ 

 

 
 
 
 

นํ้ าหนักสดของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนั (g) 
Agar TIS (2h) TIS (4h) NSB SAB Shaking 

0.4092 0.1021 0.6395 0.8166 0.3868 0.4913 0.1698 0.0654 0.076 0.0447 0.0838 0.0805 0.0884 
0.2139 0.089 0.5138 0.5500 0.3776 0.5188 0.1394 0.1014 0.1028 0.0676 0.1051 0.0666 0.0505 
0.1992 0.0892 0.7566 0.5955 0.3471 0.548 0.1274 0.0852 0.0243 0.061 0.1068 0.0867 0.0969 
0.6333 0.205 0.5407 0.6300 0.1070 0.4978 0.1215 0.0478 0.0289 0.0713 0.1024 0.0682 0.1091 
0.1984 0.1971 0.7227 0.4768 0.1821 0.3256 0.1233 0.0945 0.0581 0.1003 0.0783 0.0472 0.0802 
0.0652 0.9484 0.4553 0.363 0.2344 0.3082 0.0563 0.1012 0.0188 0.0682 0.0979 0.0674 0.1125 
0.115 0.7658 0.6711 0.4227 0.3256 0.3734 0.1406 0.044 0.0917 0.0793 0.1069 0.0788 0.0807 

0.1622 0.6528 0.5143 0.4429 0.242 0.2537 0.0744 0.0423 0.088 0.0304 0.1066 0.0625 0.094 
0.7885 0.558 0.5213 0.4525 0.1876 0.3719 0.0495 0.0358 0.0201 0.0281 0.1003 0.0523 0.1032 
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 ตารางท่ี  36 ความยาวของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว 4 สัปดาห์ 

 

 
 
 
 

ความยาวของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนั (mm) 
Agar TIS (2h) TIS (4h) NSB SAB Shaking 

17.69 16.26 17.5 15.48 16.26 17.38 15.08 16.26 15.02 13.01 13.71 14.41 12.21 
15.55 19.31 19.69 18.57 16.47 14.69 15.8 17.49 13.12 16.77 17.28 14.58 17.28 
16.05 17.54 15.79 17.05 18.28 14.34 15.98 17.48 15.61 16.71 17.35 14.7 14.85 
18.61 16.51 18.08 16.58 18.35 14.17 14.66 13.36 14.56 15.66 16.21 18.26 13.92 
15.61 15.88 15.84 16.95 16.96 18.21 16.35 16.98 16.04 12 17.82 15.67 17.96 
12.29 14.65 18.42 15.93 16.57 15.61 13.1 11.95 16.11 16.22 15.58 15.32 15.08 
15.58 13.24 20.62 17.2 17.85 15.81 15.26 16.33 15.03 17.29 15.98 16.9 12.91 
14.34 15.71 16.65 15.87 17.8 17.94 15.29 14.43 16.98 13.9 15.76 14.96 15.55 
18.51 14.55 17.2 16.23 16.84 16.28 14.31 13.26 15.23 13.39 14.49 15.01 13.77 
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ตารางท่ี  37 เส้นผา่นศูนย์กลางของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในระบบอาหารเหลว 4 สัปดาห์ 

 

 
 
 

เส้นผา่นศูนย์กลางของขอ้ลาํตน้แกน่ตะวนั (mm) 
Agar TIS (2h) TIS (4h) NSB SAB Shaking 

17.69 16.26 17.5 15.48 16.26 17.38 15.08 16.26 15.02 13.01 13.71 14.41 12.21 
15.55 19.31 19.69 18.57 16.47 14.69 15.8 17.49 13.12 16.77 17.28 14.58 17.28 
16.05 17.54 15.79 17.05 18.28 14.34 15.98 17.48 15.61 16.71 17.35 14.7 14.85 
18.61 16.51 18.08 16.58 18.35 14.17 14.66 13.36 14.56 15.66 16.21 18.26 13.92 
15.61 15.88 15.84 16.95 16.96 18.21 16.35 16.98 16.04 12 17.82 15.67 17.96 
12.29 14.65 18.42 15.93 16.57 15.61 13.1 11.95 16.11 16.22 15.58 15.32 15.08 
15.58 13.24 20.62 17.2 17.85 15.81 15.26 16.33 15.03 17.29 15.98 16.9 12.91 
14.34 15.71 16.65 15.87 17.8 17.94 15.29 14.43 16.98 13.9 15.76 14.96 15.55 
18.51 14.55 17.2 16.23 16.84 16.28 14.31 13.26 15.23 13.39 14.49 15.01 13.77 
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ตารางท่ี  38 นํ้ าหนักสดของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ 4 สัปดาห์ 

 
 
ตารางท่ี  39 ความยาวของสว่นบนเหนือข้อลาํตน้และสว่นลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารวุน้ 4 สัปดาห์ 

 

น ้าหนักสด (อาหารวุ้น) 

ส่วนบนเหนือข้อ (g) ส่วนล่างใต้ข้อ (g) 
0.092 0.01134 0.042 0.7091 0.08176 0.6094 
0.0542 0.1682 0.1379 0.5525 0.05827 0.5656 
0.0572 0.067 0.1722 0.2344 0.4823 0.6911 
0.1437 0.0798 0.0838 0.1156 0.559 0.3538 
0.1026 0.0355 0.1234 0.0974 0.0772 0.3599 
0.0786 0.0935 0.0966 0.0602 0.0894 0.38 
0.0466 0.1104 0.0601 0.0783 0.0724 0.528 
0.0374 0.0397 0.0681 0.1047 0.0491 0.4307 
0.0259 0.0346 0.0493 0.0326 0.0433 0.4485 

ความยาวข้อล าต้น (อาหารวุ้น) 

ส่วนบนเหนือข้อ (mm) ส่วนล่างใต้ข้อ (mm) 
4.5 5.41 2.42 13.35 14.67 7.2 

6.21 4.92 5.42 11.76 13.25 13.36 
5.91 6.53 10.49 11.28 10.76 10.35 
5.81 5.06 7.91 13.19 12.61 10.69 
5.02 5.27 6.3 11.64 10.07 8.46 
4.33 5.25 7.4 12.3 10.41 18.76 
4.17 4.46 8.12 14.01 11.89 10.4 
3.82 6.81 8.15 13.32 9.51 11.16 
5.34 5.25 4.71 8.89 9.71 9.58 
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ตารางท่ี  40 เส้นผา่นศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารวุน้เป็นระยะเวลา 4 สัปดาห์ 

ตารางท่ี  41  นํ้ าหนักสด ของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และสว่นลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว 4 สัปดาห์ 

ความยาวข้อล าต้น (อาหารวุ้น) 

ส่วนบนเหนือข้อ (mm) ส่วนล่างใต้ข้อ (mm) 
4.42 1.99 3.82 10.33 10.63 7.33 
3.03 2.11 5.49 11.87 9.99 9.99 
1.94 4.3 5.46 6.34 10.11 10.53 
4.24 3.21 2.63 4.64 9.04 11.28 
3.52 4.24 3.03 3.1 4.54 7.99 
2.98 1.81 3.43 2.16 2.77 10.5 
3.8 2.67 2.39 2.72 2.95 11.19 
3.28 4.65 4.42 2.66 3.18 10.41 
3.22 3.19 5.72 1.96 2.22 7.7 

น ้าหนักสด (g) 

ส่วนบนเหนือข้อ (mm) ส่วนล่างใต้ข้อ (mm) 
TIS (2h) TIS (4h) TIS (2h) TIS (4h) 

0.1099 0.1573 0.1633 0.1277 0.1873 0.3117 
0.1114 0.385 0.2627 0.2234 0.2206 0.2375 
0.0747 0.4184 0.2443 0.2074 0.3054 0.2622 
0.1541 0.5278 0.1442 0.24 0.266 0.3018 
0.0873 0.2352 0.1775 0.2926 0.1577 0.1471 
0.1216 0.1791 0.0934 0.3175 0.117 0.1717 
0.0688 0.1419 0.1254 0.2458 0.1215 0.2112 
0.0531 0.216 0.1059 0.2381 0.2804 0.2142 
0.0317 0.1714 0.0933 0.229 0.0783 0.2523 
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ตารางท่ี  42  ความยาวของส่วนบนเหนือข้อลําต้นและส่วนลา่งใต้ข้อลําต้นของแกน่ตะวนั ท่ี
เพาะเล้ียงอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว 4 สัปดาห์ 

ตารางท่ี  43 เส้นผา่นศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงอาหารเหลวแบบแชช่ ัว่คราว 4 สัปดาห์ 

 

ความยาวของขอ้ลาํตน้ (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

TIS (2h) TIS (4h) TIS (2h) TIS (4h) 
8.02 6.52 6.77 10.43 10.52 11.14 
6.52 5.46 8.6 10.14 9.4900 8.6 
5.68 6.5 5.83 10.59 10.85 8.15 
6.12 5.02 6.65 11.09 12.07 9.68 
6.47 5.28 6.78 10.76 10.31 9.28 
6.47 5.66 7.5 12.17 10.59 10.38 
6.81 5.1 6.14 10.22 10.28 8.46 
6.29 4.57 6.63 9.99 10.45 9.33 
6.18 5.96 6.04 10.98 12.05 9.58 

เส้นผา่นศูนย์กลางของลาํตน้แกน่ตะวนั (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

TIS (2h) TIS (4h) TIS (2h) TIS (4h) 
13.94 6.56 7.44 7.14 7.48 7.42 
14.6 6.50 7.6 6.96 6.37 7.75 

14.85 6.77 7.82 6.5 4.91 7.8 
8.75 7.12 6.65 7.29 3.43 8.26 

12.08 8.25 7.52 7.34 6.04 7.05 
9.23 5.00 5.72 7.44 5.26 6.24 
8.48 6.10 6.67 8.46 3.26 6.77 
9.8 6.11 6.25 6.82 2.91 6.04 
6.02 4.14 5 7.43 5.95 6.08 
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ตารางท่ี  44 นํ้ าหนักสด ความยาว และเส้นผา่ศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และสว่นลา่งใต้
ขอ้ลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในถงัปฏิกรณ์ชีวภาพแบบพน่ฝอยอาหาร (NSB) 4 สัปดาห์ 

นํ้ าหนักสด (g) ความยาวขอ้ลาํตน้ (mm) เส้นผา่นศูนย์กลาง (mm) 
สว่นบน
เหนือขอ้ 

สว่นลา่งใต้
ขอ้ 

สว่นบนเหนือ
ขอ้ 

สว่นลา่งใต้
ขอ้ 

สว่นบนเหนือ
ขอ้ 

สว่นลา่งใต้
ขอ้ 

0.0509 0.1236 6.64 9.11 2.19 3.47 
0.0512 0.0771 6.39 11.08 2.35 2.72 
0.0468 0.0803 6.37 10.65 2.89 2.78 
0.0456 0.0692 5.69 9.43 2.59 1.71 
0.0421 0.0739 5.27 9.41 1.69 2.38 
0.0392 0.0264 4.89 9 2.91 3.02 
0.0267 0.0277 5.84 9.22 1.64 2.53 
0.0242 0.0828 6.38 10.36 1.37 3 
0.0188 0.0428 5.39 11.18 2.58 1.59 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 117 

ตารางท่ี  45 นํ้ าหนักสด ความยาวของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และสว่นลา่งใต้ขอ้ลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีการพน่ให้อากาศ  
Simple aeration bioreactor 

นํ้ าหนักสด (g) ความยาวขอ้ลาํตน้  (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

0.0614 0.036 0.0521 0.0592 0.0411 0.0433 6.23 4.54 6.51 11.93 9.16 6.68 
0.0458 0.028 0.0226 0.0202 0.0466 0.0133 8.31 4.35 5.54 9.68 8.52 7.92 
0.0199 0.014 0.012 0.0211 0.0552 0.0472 6.74 4.61 6.42 8.99 10.83 10.36 
0.0219 0.0487 0.0284 0.0492 0.0481 0.0115 4.6 4.6 7.62 8.61 8.83 7.98 
0.045 0.0109 0.0179 0.038 0.0374 0.0407 7.84 5.71 5.9 8.31 9.97 10.92 

0.0212 0.0072 0.0249 0.0437 0.0147 0.0415 6.51 6.61 5.89 8.42 9.42 10.3 
0.0153 0.0071 0.0224 0.0335 0.0111 0.0356 4.34 5.07 5.82 4.97 9.8 9.18 
0.0178 0.0085 0.0155 0.0209 0.0089 0.0304 5.84 4.73 5.53 7.79 12.6 6.75 
0.0223 0.0271 0.0109 0.0171 0.0095 0.0216 4.81 5.15 5.46 8.99 9.3 9.78 
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ตารางท่ี  46 เส้นผา่นศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมกีารพน่ให้อากาศ (Simple aeration bioreactor) 4 สัปดาห์ 

เส้นผา่นศูนย์กลางของขอ้แกน่ตะวนั (mm) 

สว่นบนเหนือขอ้  สว่นลา่งใตข้อ้ 

2.59 2.45 1.89 2.16 2.35 2.6 

1.27 1.93 1.83 1 2.38 1.19 

3.03 1.92 1.49 1.79 2.35 1.79 

1.92 1.85 1.45 2.69 2.24 1.16 

1.69 1.11 1.08 2.02 1.79 1.71 

1.38 1.48 1.26 1.79 1.36 1.81 

2.05 1.07 1.56 2.48 1.31 1.95 

1.49 0.74 1.77 1.29 0.87 1.78 

1.72 1.38 1.52 1.03 0.97 1.81 
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ตารางท่ี  47 เส้นผา่นศูนย์กลางของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และส่วนลา่งใตข้้อลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ี
เพาะเล้ียงในอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ 4 สัปดาห์ 

เส้นผา่นศูนย์กลางของขอ้แกน่ตะวนั (mm) 

สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

3.79 2.03 2.04 2.13 2.11 2.82 

2.38 1.86 2.45 2.41 1.96 2.33 

1.89 1.78 1.61 2.54 1.84 2.84 

3.06 1.96 2.24 2.47 2 1.9 

1.69 1.21 2.11 2.57 1.94 2.47 

2.92 2.01 2.19 2.55 1.8 2.43 

3.14 1.88 1.85 2.2 2.09 1.9 

2.34 1.72 1.87 2.63 2.03 1.93 

2.74 1.62 1.91 2.58 2.16 2.23 
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ตารางท่ี  48 นํ้ าหนักสด ความยาวของสว่นบนเหนือขอ้ลาํตน้และสว่นลา่งใต้ขอ้ลาํตน้ของแกน่ตะวนัท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ 4 สัปดาห์ 
อาหารเหลวบนเคร่ืองเขยา่ (Shaking) 

นํ้ าหนักสด (g) ความยาวขอ้ลาํตน้ (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

0.0245 0.0298 0.0544 0.0511 0.0437 0.0613 6.02 6.23 5.01 10.65 7.91 8.26 
0.0381 0.028 0.0401 0.0586 0.0344 0.0473 6.63 7.35 7.87 10.5 9.95 8.3 
0.0339 0.0268 0.0312 0.0714 0.0408 0.0536 6.54 6.31 6.46 11.14 9.65 9.41 
0.0221 0.0275 0.0356 0.0623 0.0457 0.0379 6.11 7.7 6.22 11.61 8.23 9.08 
0.0497 0.0158 0.0408 0.0598 0.0361 0.0544 6.67 5.88 6.61 9.90 8.84 7.73 
0.0429 0.0355 0.0496 0.0801 0.0364 0.0581 4.28 6.69 6.32 13.42 10.97 8.24 
0.024 0.0333 0.0404 0.0534 0.0283 0.0294 4.12 7.47 5.95 12.96 8.9 7.07 

0.0362 0.0253 0.038 0.0607 0.0364 0.044 5.54 6.32 5.65 10.91 9.2 8.49 
0.0198 0.0241 0.0191 0.0532 0.0314 0.0511 6.21 6.52 4.57 9.34 9.15 10.42 
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ตารางท่ี  49 จาํนวนหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัท่ีชกันําไดส้่วนบนเหนือข้อไดใ้นระบบอาหารเหลว  

ตารางท่ี  50 จาํนวนหัวขนาดเล็กของแกน่ตะวนัท่ีชกันําไดใ้นสว่นลา่งใต้ขอ้ในระบบอาหารเหลว  

จาํนวนหัวท่ีชกันําไดส้ว่นบนเหนือขอ้/ชิ้นพืช 

Agar 
TIS (2h) TIS 

(4h) NSB SAB Shaking 

0 1 0 2 1 3 0 0 0 0 0 0 0 

0 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 2 2 2 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 2 2 1 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

1 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0 0 0 

จาํนวนหัวท่ีชกันําไดส้ว่นลา่งใตข้อ้/ชิ้นพืช 

Agar 
TIS 
(2h) 

TIS 
(4h) NSB SAB Shaking 

1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 
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ตารางท่ี  51 ขนาดหัวขนาดเล็กท่ีชกันําไดใ้นอาหารแบบแชช่ ัว่คราวท่ีถูกแชใ่นอาหารเหลวทุกๆ 4 
ช ัว่โมง 

 

 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

Fresh weight of microtubers (g) 
Length of microtubers 

(mm) 
Diameter of microtubers 

(mm) 

สว่นบนเหนือขอ้ 
สว่นลา่งใต้

ขอ้ 
สว่นบนเหนือ

ขอ้ 
สว่นลา่งใต้

ขอ้ 
สว่นบน
เหนือขอ้ 

สว่นลา่งใต้
ขอ้ 

0.0743 0.1919 3.37 4.61 6.9 7.96 
0.0517 0.1542 4.42 5.11 5.63 8.1 
0.0449 0.1713 3.72 6.08 4.61 7.22 
0.0648 0.1483 6.48 4.11 4.33 7.15 
0.0309 0.2419 4.83 7.22 5.61 7.11 
0.0428 0.2054 4.66 7.27 4.39 6.07 
0.041 0.213 3.81 7.38 4.31 6.18 
0.0466 0.106 3.66 5.01 5.94 7.24 
0.0519 0.1265 3.82 6.09 4.81 5.78 



 

ตารางท่ี  52 ขนาดหัวขนาดเล็กท่ีชกันําไดใ้นอาหารวุน้ 

 
 
 
 

 

 

Fresh weight of microtubers (g) Length of microtubers (mm) Diameter of microtubers (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

0.0434  0.3726 0.5148 4.04  8.12 6.56 3.11  5.95 8.03 
0.06  0.2574 0.4251 3.03  5.69 8.19 2.69  11.48 10.94 

0.0179  0.3196 0.5399 3.99  5.29 12.72 3.44  10.49 6.54 
0.0173  0.3821 0.4223 2.08  6.68 10.55 3.4  9.9 10.75 
0.008  0.5023 0.678 1.78  6.92 13.96 2.85  8.92 11.6 
0.0203  0.3289 0.4011 2.86  9.39 6.03 3.17  11.51 10.58 
0.0276  0.5909 0.0848 3.02  7.28 4.00 5.08  1.35 8.03 
0.0191  0.334  3.86  12.89  3.8   10.4 

  0.2905    5.62     9.58 
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ตารางท่ี  53 ขนาดหัวขนาดเล็กท่ีชกันําไดใ้นอาหารแบบแชช่ ัว่คราวท่ีถูกแชใ่นอาหารเหลวทุกๆ 2 ช ัว่โมง 

 
 

 

 

Fresh weight of microtubers (g) Length of microtubers (mm) Diameter of microtubers (mm) 
สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ สว่นบนเหนือขอ้ สว่นลา่งใตข้อ้ 

0.1785 0.089 0.2339 0.1197 6.91 4.48 10.24 6.62 7.66 5.32 6.49 5.29 
0.2066 0.0686 0.2181 0.1382 6.31 5.27 10.73 4.8100 7.45 3.09 4.86 5.08 
0.1529 0.1053 0.2257 0.1018 6.02 5.97 10.06 6.27 5.45 5.29 8.82 7.04 
0.0794 0.0515 0.2776 0.1445 3.48 4.91 9.03 4.63 4.74 4.27 6.27 6.68 
0.083 0.0696 0.3017 0.2068 5.69 4.95 11.02 10.67 4 5.35 7.09 5.41 

0.0964 0.0536 0.2044 0.0682 5.91 5.26 10.04 4.76 6.9 4.24 6.49 5.1 
0.0524 0.087 0.2929 0.0572 5.18 4.99 4.39 5.33 4.37 5.46 5.94 5.75 
0.0797 0.0773 0.2146 0.0708 3.23 3.55 7.24 6.98 3.78 4.32 6.63 6.13 
0.1551 0.042 0.1765  4.88 4.01 8.31  4.47 4.41 5.33  
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