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บทคัดยอ
ปจจบุนัการใชจลุนิทรยีโปรไบโอตกิในอาหารสตัวมแีนวโนมสงูขึน้เนือ่งจากชวยทำใหสตัวมสีขุภาพแขง็แรง ซึง่ทำให

ไดผลผลติด ี และ ชวยลดการใชยาปฏชิวีนะ Bacillus subtillis (BS) เปนจุลินทรียที่นิยมนำมาใชผลิต เนื่องจากเจริญ
รวดเรว็ และ มกีารสรางสปอร ทำใหงายตอการผลติเชงิการคา การศกึษานีเ้ปนการพฒันาสตูรอาหาร และสภาวะการ
หมกัทีเ่หมาะสม เพือ่ใหไดผลติภณัฑทีม่คีวามเขมขนของสปอรสงู   รวมท้ังตรวจสอบความสามารถในการยบัยัง้จลุนิทรยี
กอโรคบางชนิด

การทดลองทำในสูตรอาหารสองแบบในขวดเขยา คือ แบบที่มีกากน้ำตาลเปนหลัก และ แบบที่มีกากถั่วเหลือง
เปนหลัก ผลการทดลองพบวาสูตรอาหารท่ีมีกากน้ำตาลเปนหลักสูตรท่ีเหมาะสมคือ กากน้ำตาล 19.85 กรัม/ลิตร (คิด
จากปริมาณน้ำตาลรีดิวซ) CaCI2 .....2H2O 0.35 กรัม/ลิตร และ MnSO4 .....H2O 0.15 กรัม/ลิตร ไดความเขมขนสปอร
5.5 x 109 CFU/มล. สตูรทีม่ถีัว่เหลอืงเปนหลกัทีเ่หมาะสม คอืกากถัว่เหลอืง 20 กรมั/ลติร กากน้ำตาล 3 กรมั/ลติร และ
K2HPO4 0.5 กรมั/ลติร ไดความเขมขนสปอร 1.3 x 109 CFU/มล. เนือ่งจากอาหารสตูรทีม่กีากน้ำตาลเปนหลกัทำใหเกดิ
ฟองมากซึง่เกดิปญหายงุยากในการเพาะเลีย้งในถงัหมกั ดงันัน้จงึเลอืกสตูรอาหารท่ีมกีากถัว่เหลอืงเปนหลกัเพือ่ใชทดลอง
เมือ่ใชถงัหมกัขนาด 2 ลติร ความเขมขนของสปอรเมือ่เวลา 48 ชัว่โมงคอื 1.78 x 109 และ 4.03 x 108 CFU/มล.
สำหรบัการเลีย้งแบบกะและกึง่กะตามลำดบั การเตมิกากน้ำตาลในระหวางเพาะเลีย้งมผีลตอเพิม่การเจรญิของเซลล แต
ขดัขวางการสรางสปอร  ดงันัน้ ในการทดลองในถงัขนาด 75 ลติร จงึไมมกีารเตมิกากน้ำตาล เมือ่เซลลเขาสชูวงอตัรา
การเจรญิคงทีแ่ลว และพบวาทำใหไดความเขมขนสปอรที ่ 48 ชัว่โมง เทากบั 5.73 x 109 CFU/มล. จากการทดสอบ
การยบัยัง้เชือ้กอโรคหลายชนดิโดยวธิ ีwell diffusion และ paper disc พบวา จลุนิทรยีโปรไบโอตกิดงักลาว ไมไดสราง
สารตอตานเชื้อกอโรคที่ทดสอบ

คำสำคญั : Bacillus subtilis / โปรไบโอตกิ / การเพาะเลีย้งแบบกะ / การเพาะเลีย้งแบบกึง่กะ / สตูรอาหาร
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Abstract

The utilization of probiotic microorganism in animal feed has gained considerable attention because
it helps improving animal health, increasing animal production and reducing antibiotic utilization. Bacillus
subtillis (BS) is microorganism used in this study because it is a spore-forming bacteria and it can grow
rapidly. The aims of this study were to achieve high spore concentration by using media formulation and
mode of cultivation. In addition, the antagonistic activity of BS against some pathogens was investigated.

Two sets of media formulations were studied in shake flask culture, i.e., molasses based formula
and defatted soy bean meal based formula. The molasses based media contained 19.85 g/L molasses (as
reducing sugar), 0.35 g/L  CaCI2 

.2H2O  and 0.15 g/L MnSO4 .H2O  gave the highest spore concentration
of 5.5 x 109 CFU/ml whereas the soy bean meal based media contained 20 g/L soy bean meal, 3 g/L
molasses  and 0.5 g/L K2HPO4 gave the highest spore concentration of  1.3 x 109  CFU/ml. However, molasses
based media led to foaming problem in a fermentation process. Soy bean meal based media was therefore
used for fermentor cultivation. In 2 L-fermentor, spore concentrations at 48 h were 1.78 x 109 and
4.03 x 108 CFU/ml for batch and fed-batch process respectively. Molasses added during cultivation could
enhance cell growth but it could impede spore formation. Therefore, in 75-L fed-batch cultivation, no
molasses was fed after the stationary phase of growth, resulting in the spore concentration of  5.73 x 109

CFU/ml at 48 h. The results of well diffusion assay and paper disc method show that this probiotic does
not have an antagonistic activity against several pathogens tested.

Keywords : Bacillus subtillis / Probiotics / Batch Cultivation / Fed-batch Cultivation /
Media Formulation
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1. บทนำ
ปจจุบันอุตสาหกรรมปศุสัตวมีการตื่นตัวเรื่องการใช

โปรไบโอตกิ (Probiotic) ในอาหารสตัว เพราะจะชวยให
สัตวมีสุขภาพดีทำใหไดผลผลิตสูง และลดอัตราการตาย
เนือ่งจากการตดิเชือ้ การใชยาปฏชิวีนะ (Antibiotic) มขีอ
เสยีคอื ปญหาเรือ่งเชือ้ด้ือยาและเกดิสารตกคางในเนือ้สตัว
ปจจุบันกรมปศุสัตวจึงมีคำสั่งหามใช โดยทั่วไปกลไกของ
จลุนิทรยีโปรไบโอตกิมผีลตอตานจลุนิทรยีกอโรค คอื การ
แยงอาหาร การแยงพืน้ทีเ่กาะยดึ และการสรางสารตอตาน
เปนตน [1] จุลินทรียที่เปนโปรไบโอติคที่ดีคือแบคทีเรียที่
สรางกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) เพราะนอก
จากจะไมเปนอนัตรายตอสตัว ยงัสรางกรดทำใหเกดิสภาวะ
ไมเหมาะสมตอการเจรญิของจลุนิทรยีทีท่ำใหเกดิโรคตางๆ
อยางไรก็ดี การผลิตจุลินทรียประเภทนี้เพื่อเปนผลิตภัณฑ
ทางการคาคอนขางจะยุงยาก โดยเฉพาะขั้นตอนการเก็บ
รักษาในสภาพที่มีชีวิต

Bacillus subtilis เปนจลุนิทรยีชนดิหนึง่ทีส่ามารถเพาะ
เลีย้งไดงาย และมกีารสรางสปอรทีท่นทานกวาเซลลสภาวะ
ปกติ (Vegetative cell) มีรายงานวิจัยไดแสดงใหเห็นวา
จุลินทรียชนิดนี้ชวยเพิ่มผลผลิตปศุสัตว เชนทำใหไกเจริญ
เตบิโตดขีึน้ [2] ชวยเพิม่น้ำหนกัผลผลติสตัวปกภายใน 20
สปัดาห [3] ชวยเพิม่อตัราการรอดชวีติของกงุใน 15 วนั
โดยเพิม่จากรอยละ 27 เปนรอยละ 42 [4] เปนตน โดย
ทั่วไป จุลินทรียชนิดนี้สามารถใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนเชิงซอนที่มีอยูในวัตถุดิบเหลือใชทางการเกษตร
เชน กากเมลด็ฝาย และกากน้ำตาลได สวนเกลอืแรตางๆ
มกัมคีวามตองการในปรมิาณเพยีงเลก็นอย การเตมิเกลอืแร
บางชนดิ เชน แคลเซยีมและแมงกานสี จะเพิม่อตัราการ
สรางสปอรได [5] ฟอสเฟตจะไมคอยมผีล เพราะจลุนิทรยี
มกีลไกในการลดความตองการการใช โดยเพิม่อัตราการดดู
ซึมหรือการปลอยเอ็นไซมออกมายอยสารอินทรียเพื่อใช
ฟอสเฟต [6] โดยทั่วไปการใชระบบแบบกึ่งกะจะใหผลที่
ดกีวาระบบการเพาะเลีย้งแบบกะ เนือ่งจากจลุนิทรยีจะไม
ไดรับน้ำตาลมากในคราวเดียวซึ่งเปนผลทำใหเกิดภาวะ
Catabolite repression [7] การใหน้ำตาลทีม่ากเกนิไปอาจ
ไมเปนผลดีตอการสรางสปอร โดยมีรายงานวาเมื่อความ
เขมขนของกลูโคส มากถึง 200 กรัมตอลิตร Bacillus
thuringiensis จะไมสามารถสรางสปอรไดเลย [8]

วตัถปุระสงคของงานวจิยันีค้อื  ศกึษาสตูร และกระบวน
การเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเพื่อผลิตสปอรใหไดอยางนอย
109 CFU/มล. โดยเลือกวัตถุดิบที่เปนผลพลอยไดทางการ
เกษตรทีม่รีาคาต่ำ ไดแก กากน้ำตาลและกากถัว่เหลอืง นอก
จากนี ้ ยงัทดสอบการสรางสารตานเชือ้กอโรคบางชนดิ

2. อปุกรณ และวธิกีารทดลอง
2.1 แหลงของจลุนิทรยี

Bacillus subtillis  TISTR001 จากสถาบันวิจัย
วทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย เชือ้จลุนิทรยี
กอโรคไดรับการเอื้อเฟอจากภาควิชาเทคโนโลยีการเกษตร
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร ลาดกระบัง
และภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยศิลปากร

2.2 การเพาะเลีย้งในขวดเขยา
เพาะเลีย้งเชือ้ BS โดยใชปรมิาตรอาหาร 50 มล.

ในขวดขนาด 250 มล. บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 250
รอบ/นาท ีอณุหภมู ิ37 oซ เปนเวลา 72 ชัว่โมง ปรมิาณ
กลาเชื้อรอยละ 3 (ใชเชื้อในชวง log phase ที่มีความ
เขมขนในชวง 108 CFU/มล.)

2.2.1 สูตรกากน้ำตาล (Molasses based
formula)

ออกแบบการทดลองแบบ Central  Composite
Design (CCD) โดยแปร 3 องคประกอบคอื กากน้ำตาล
CaCI2 .2H2O และ MnSO4 .H2O ซึง่มคีากลางคอื 20+15,
0.35+0.30 และ 0.08+0.07 กรัม/ลิตร ตามลำดับ และ
ใชวธิพีืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodol-
ogy, RSM) [9] ในการวิเคราะหขอมูล โดยกำหนดองค
ประกอบอืน่ๆ ในอาหารเพาะเชือ้ใหคงที ่คอื MgSO4 .7H2O
0.5 กรมั/ลติร, KH2PO4 0.5 กรมั/ลติร และยเูรยี 1 กรมั/
ลิตร

2.2.2 สตูรกากถัว่เหลอืง (Defatted soy bean
meal based formula)

ออกแบบการทดลองแบบ Completely Random-
ized Design (CRD) โดยแปรสูตร 5 สูตร ดังแสดงใน
ตารางที ่1
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 ตารางที ่ 1  สตูรอาหารทีม่กีากถัว่เหลอืงเปนหลกัทัง้  5 สตูรทีศ่กึษา

1 20 - - -
2 20 - - 3
3 20 -  1 -
4 20 1 - -
5 30 1 - -

2.3 การเพาะเลีย้งในถงัหมกั
ใชอาหารสตูรกากถัว่เหลอืงดงัแสดงในตารางที ่ 1

และควบคุมสภาวะการเลี้ยง ดังนี้คือ อุณหภูมิ 37 oซ
pH 7.0 และออกซิเจนที่ละลายมากกวารอยละ 20 ของ
สภาวะอิ่มตัว สำหรับการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งกะ ควบคุม
ปรมิาณน้ำตาลรดีวิซใหอยใูนชวง 2-4 กรมั/ลติร โดยการ
เติมกากน้ำตาล

1) ถังหมักขนาด 2 ลิตร (BioFlo 110, New
Brunswick Scientific, USA) ปริมาตรทำงานในชวง
0.8 - 1.5 ลติร ปรมิาณกลาเชือ้รอยละ 5

2) ถังหมักขนาด 75 ลิตร (Biostat UD50,
B.Braun, Germany) ปรมิาตรท่ีใชเลีย้งประมาณ 50 ลติร
ปรมิาณกลาเชือ้รอยละ 10 ไดจากการเพาะเลีย้งเชือ้ในถงั
หมกัขนาด 2 ลติร

2.4 การตรวจวิเคราะห
1) การวัดความเขมขนของจุลินทรีย ใชวิธี

dilution plate count [10] สำหรับการวัดความเขมขน

ของสปอรใชวธิใีหความรอนทีอ่ณุหภมู ิ80 oซ นาน 20 นาที
เพื่อฆาเซลลสภาวะปกติ และเหนี่ยวนำใหสปอรงอกกอน
เพาะเลีย้งบนอาหารแขง็ในจานเลีย้งเชือ้

2) การวดัน้ำตาลรดีวิซ ใชวธิ ีSomogyi-Nelson
[11]

3) การตรวจการสรางสารตานเชื้อ ใชวิธี well
diffusion assay [12] และ paper disc method [13]

3. ผลการทดลอง และวจิารณ
3.1 การศกึษาสตูรอาหาร

3.1.1 สูตรกากน้ำตาล
จากการศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในขวดเขยา

การใช CCD และ RSM ทำใหสามารถวิเคราะหผลของ
หลายปจจยัไดพรอมกนั โดยไมตองใชการทดลองซ้ำจำนวน
มากดงัเชน การใช Factorial Design ผลของแตละปจจยั
และปฏิสัมพันธของแตละปจจัยตอผลตอบสนอง สามารถ
แสดงในรปูสมการขางลางนี ้ คาจากการคำนวณโดยสมการ
มีคาใกลเคียงกับคาที่ไดจากการทดลอง

 สูตร
ปริมาณองคประกอบหลัก (กรัม/ลิตร)

กากถัว่เหลอืง (NH4)2SO4 ยูเรีย กากน้ำตาล

Y  (ผลตอบสนอง) คอื ความเขมขนของสปอร  (CFU/มล.)
A  คอื  ความเขมขนของโมลาส  (กรมั/ลติร)
B  คอื  ความเขมขนของ CaCl2.2H2O (กรมั/ลติร)
C  คอื  ความเขมขนของ MnSO4.H2O (กรมั/ลติร)

Y  = -  (2.81 x 109) + (6.57 x 108 x A) + (5.75 x 109 x B) + (7.92 x 109 x C)
-  (1.65 x 107 x A2) - (7.99 x 109 x B2) - (9.98 x 109 x C2)
-  (1.47 x 106 x A x B) - (1.27 x 107 x A x C) - (3.15 x 108 x B x C)
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จากการหาอนุพันธของสมการเพื่อหาจุดสูงสุด
พบวา สตูรอาหารท่ีเหมาะสมคอื กากน้ำตาล 19.85 กรมั/
ลติร CaCl2.2H2O 0.35 กรมั/ลติร และ MnSO4.H2O 0.15
กรมั/ลติร ทำใหไดสปอรสงูถงึ 5.5 x 109 CFU/มล.

3.1.2  สตูรกากถัว่เหลอืง
จากผลการทดลองรปูที ่1 แสดงใหเหน็วา สตูรท่ี

2 ซึง่มกีารใชกากน้ำตาลรวมดวยใหความเขมขนของสปอร
สงูสดุ และพบวา แมมกีารเตมิการกากน้ำตาลเพยีงจำนวน
เลก็นอยกท็ำใหไดผลผลติสปอรมากกวาสตูรที ่1 ทีม่กีารใช

กากถัว่เหลอืงเพยีงอยางเดยีว การเพิม่แหลงไนโตรเจน เชน
แอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรีย ดังสูตรท่ี 3 และ 4 ตาม
ลำดับ พบวาใหสปอรสูงกวาการใชกากถั่วเหลืองเปนทั้ง
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน การเพิม่เฉพาะปรมิาณ
กากถัว่เหลอืงดงัสตูรท่ี 5 ใหผลไมด ีอาจเปนเพราะมคีวาม
เขมขนไนโตรเจนมากเกนิไป การเพิม่กากน้ำตาลเพยีงเลก็
นอยมีผลตอการเพิ่มแหลงคารบอน ซึ่งพบวาสูตรที่ 5 นี้
ใหความเขมขนสปอรที ่1.3 x 109 CFU/มล.

รปูที ่1 ความเขมขนของสปอรทีไ่ดจากการเลีย้งในอาหารแตละสตูรในขวดเขยา
(สวนประกอบของสตูรอาหารดังตารางที ่1)

3.2  การศกึษาการผลติสปอรในถงัหมกั
3.2.1  การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 2 ลติร
ขั้นตอนนี้ใชสูตรอาหารที่มีถั่วเหลืองเปนวัตถุดิบ

หลกัสตูรที ่ 2 คอืถัว่เหลอืง 20 กรมั/ลติร กากน้ำตาล 3
กรัม/ลิตร และ K2HPO4 0.5 กรัม/ลิตร เนื่องจากสูตรนี้
ทำใหเกิดฟองเพียงเล็กนอยในระหวางการเพาะเลี้ยง เมื่อ
เปรียบเทียบกับสูตรที่มีกากน้ำตาลเปนวัตถุดิบหลักในขอ
3.1.1 รูปที่ 2 แสดงใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของเซลล
และสปอรระหวางการเพาะเลี้ยง พบวารูปแบบของการ

เจริญของเซลล และสปอรในการเลี้ยงทั้งแบบกะและกึ่ง
กะไมแตกตางกนั การเตมิกากน้ำตาลในการเพาะเลีย้งแบบ
กึ่งกะมีผลทำใหปริมาณเซลลสภาวะปกติเพิ่มขึ้น และมี
ผลทำใหปริมาณสปอรลดลง โดยทั่วไปการเกิดสปอร เกิด
จากการที่สภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญ เชน การขาด
แคลนอาหาร [14] การเติมน้ำตาลระหวางการเพาะเลี้ยง
จะชวยทำใหเซลลเพิ่มขึ้น แตไมสนับสนุนการสรางสปอร
เนื่องจากเปนสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญของเซลล
มากกวา

สตูรอาหาร

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งส

ปอ
ร (

CF
U 

/ ม
ล)

2 x 108



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่30 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2550256

รปูที ่2   การเปลีย่นแปลงความเขมขนของเซลล สปอร และน้ำตาลรดีวิซ ระหวาง
การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 2 ลติร
(ก)  เพาะเลีย้งแบบกะ (batch)
(ข)  เพาะเลีย้งแบบกึง่กะ (fed-batch)

ความเขมขนของเซลล (CFU/มล.)
ความเขมขนของสปอร (CFU/มล.)
ความเขมขนของน้ำตาลรดีวิซ (กรมั/มล.)

(F1 - F4 คอืจดุทีม่กีารเตมิกากน้ำตาล)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งเซ

ลล
ทั้ง

หม
ด 

(C
FU

/ม
ล.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
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ปอ
ร (
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มล

.)

(ก)

(ข)

เวลา (ชม.)

เวลา (ชม.)
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รปูที ่3 การเปลีย่นแปลงความเขมขนของเซลล สปอร และน้ำตาลรดีวิซ
ระหวางการเพาะเลีย้งแบบกึง่กะในถงัหมกัขนาด 75 ลติร
          ความเขมขนของเซลล (CFU/มล.)
          ความเขมขนของสปอร (CFU/มล.)
          ความเขมขนของน้ำตาลรดีวิซ (กรมั/มล.)
(F1 - F2 คอืจดุท่ีมกีารเตมิกากน้ำตาล)

3.2.2  การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 75 ลติร
จากผลการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร

พบวาการเติมกากน้ำตาลในระยะการเจริญของเซลลเขาสู
สภาวะคงตวั (stationary phase) ไมไดสนบัสนนุการสราง
สปอร  ในการเพาะเลีย้งในถงัหมกัในขนาดขยายกำลงัผลติ
ไมมีการเติมกากน้ำตาลเมื่อถึงสภาวะการเจริญของเซลล

คงตวั รปูที ่ 3 จะเหน็ไดวาการเตมิกากน้ำตาลในชวงแรก
ชวยเพิม่จำนวนเซลลกอนเขาสสูภาวะคงที ่ซึง่เปนขอดขีอง
การเพาะเลีย้งแบบกึง่กะ เมือ่หยดุการเตมิน้ำตาลหลงัจาก
เซลลเขาสสูภาวะคงตวัแลว ทำใหการผลติสปอรเกดิขึน้ได
อยางเตม็ที ่ ทีเ่วลา 48 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง สามารถ
ไดความเขมขนสปอรมากถงึ 5.73 x 109 CFU/มล.

3.3 การตรวจสอบการสรางสารตานเชื้อกอโรค
การตานเชือ้โรคของแบคทเีรยีโปรไบโอตกิมกีลไก

หลายประการ เชน การแขงขันจับพื้นที่บนผนังลำไส
การชวยใหสภาวะในลำไสเหมาะสมกับจุลินทียที่เปน
ประโยชน และการสรางสารปฏชิวีนะ เปนตน มผีคูนพบวา
เชื้อที่ใชเปนโปรไบโอติกบางสายพันธุมีการสรางสาร
ปฏชิวีนะ ซึง่ไมทราบแนชดัวามีผลตอรางกายสตัวอยางไร

[15] ดงันัน้สายพนัธขุอง Bacillus subtilis ทีน่ำมาใชเปน
โปรไบโอติกจึงไมควรมีการสรางสารตานเชื้อ ขอมูลจาก
ตารางที่ 1 แสดงผลการทดสอบการสรางสารตานเชื้อกอ
โรคบางชนิดซึ่งไมพบ clear zone ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทั้งสองชนิด และในทั้งสองวิธีที่ทดสอบ ดังนั้นกลไกการ
ตานเชื้อจึงนาจะมาจากสาเหตุอื่น
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The pathogenic bacteria
Nutrient broth

Clear zone
Tryptic soy broth

Well diffusion
assay

Paper-disc
assay

Well diffusion
assay

Paper-disc
assay

4. สรปุผลการทดลอง
ในการผลติสปอรของ Bacillus subtilis นัน้ สามารถ

ใชกากน้ำตาลเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตไดดี แตในการ
ผลติระดบัขนาดใหญอาจจะเกดิปญหาเรือ่งฟองมาก กากถัว่
เหลืองเปนวัตถุดิบหลักที่เหมาะสม เมื่อใชกากน้ำตาลรวม
ดวยจะชวยใหไดผลผลติดยีิง่ขึน้ กระบวนการผลติทีเ่หมาะ
สมคอืการเพาะเลีย้งแบบกึง่กะทีม่กีารปอนกากน้ำตาลเพิม่
เตมิระหวางการเจรญิ ซีง่จะทำใหไดปรมิาณเซลลเพิม่มาก
ขึ้น แตควรหยุดการปอนเมื่อเซลลเจริญเขาสูสภาวะคงตัว
แลว เพราะจะทำใหการเกดิสปอรลดลง
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