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บทคัดยอ
ปจจบุนัการใชจลุนิทรยีโปรไบโอตกิในอาหารสตัวมแีนวโนมสงูขึน้เนือ่งจากชวยทำใหสตัวมสีขุภาพแขง็แรง ซึง่ทำให

ไดผลผลติด ี และ ชวยลดการใชยาปฏชิวีนะ Bacillus subtillis (BS) เปนจุลินทรียที่นิยมนำมาใชผลิต เนื่องจากเจริญ
รวดเรว็ และ มกีารสรางสปอร ทำใหงายตอการผลติเชงิการคา การศกึษานีเ้ปนการพฒันาสตูรอาหาร และสภาวะการ
หมกัทีเ่หมาะสม เพือ่ใหไดผลติภณัฑทีม่คีวามเขมขนของสปอรสงู   รวมท้ังตรวจสอบความสามารถในการยบัยัง้จลุนิทรยี
กอโรคบางชนิด

การทดลองทำในสูตรอาหารสองแบบในขวดเขยา คือ แบบที่มีกากน้ำตาลเปนหลัก และ แบบที่มีกากถั่วเหลือง
เปนหลัก ผลการทดลองพบวาสูตรอาหารท่ีมีกากน้ำตาลเปนหลักสูตรท่ีเหมาะสมคือ กากน้ำตาล 19.85 กรัม/ลิตร (คิด
จากปริมาณน้ำตาลรีดิวซ) CaCI2 .....2H2O 0.35 กรัม/ลิตร และ MnSO4 .....H2O 0.15 กรัม/ลิตร ไดความเขมขนสปอร
5.5 x 109 CFU/มล. สตูรทีม่ถีัว่เหลอืงเปนหลกัทีเ่หมาะสม คอืกากถัว่เหลอืง 20 กรมั/ลติร กากน้ำตาล 3 กรมั/ลติร และ
K2HPO4 0.5 กรมั/ลติร ไดความเขมขนสปอร 1.3 x 109 CFU/มล. เนือ่งจากอาหารสตูรทีม่กีากน้ำตาลเปนหลกัทำใหเกดิ
ฟองมากซึง่เกดิปญหายงุยากในการเพาะเลีย้งในถงัหมกั ดงันัน้จงึเลอืกสตูรอาหารท่ีมกีากถัว่เหลอืงเปนหลกัเพือ่ใชทดลอง
เมือ่ใชถงัหมกัขนาด 2 ลติร ความเขมขนของสปอรเมือ่เวลา 48 ชัว่โมงคอื 1.78 x 109 และ 4.03 x 108 CFU/มล.
สำหรบัการเลีย้งแบบกะและกึง่กะตามลำดบั การเตมิกากน้ำตาลในระหวางเพาะเลีย้งมผีลตอเพิม่การเจรญิของเซลล แต
ขดัขวางการสรางสปอร  ดงันัน้ ในการทดลองในถงัขนาด 75 ลติร จงึไมมกีารเตมิกากน้ำตาล เมือ่เซลลเขาสชูวงอตัรา
การเจรญิคงทีแ่ลว และพบวาทำใหไดความเขมขนสปอรที ่ 48 ชัว่โมง เทากบั 5.73 x 109 CFU/มล. จากการทดสอบ
การยบัยัง้เชือ้กอโรคหลายชนดิโดยวธิ ีwell diffusion และ paper disc พบวา จลุนิทรยีโปรไบโอตกิดงักลาว ไมไดสราง
สารตอตานเชื้อกอโรคที่ทดสอบ

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
ปจจุบันอุตสาหกรรมปศุสัตวมีการตื่นตัวเรื่องการใช

โปรไบโอตกิ (Probiotic) ในอาหารสตัว เพราะจะชวยให
สัตวมีสุขภาพดีทำใหไดผลผลิตสูง และลดอัตราการตาย
เนือ่งจากการตดิเชือ้ การใชยาปฏชิวีนะ (Antibiotic) มขีอ
เสยีคอื ปญหาเรือ่งเชือ้ด้ือยาและเกดิสารตกคางในเนือ้สตัว
ปจจุบันกรมปศุสัตวจึงมีคำสั่งหามใช โดยทั่วไปกลไกของ
จลุนิทรยีโปรไบโอตกิมผีลตอตานจลุนิทรยีกอโรค คอื การ
แยงอาหาร การแยงพืน้ทีเ่กาะยดึ และการสรางสารตอตาน
เปนตน [1] จุลินทรียที่เปนโปรไบโอติคที่ดีคือแบคทีเรียที่
สรางกรดแลคติก (Lactic acid bacteria) เพราะนอก
จากจะไมเปนอนัตรายตอสตัว ยงัสรางกรดทำใหเกดิสภาวะ
ไมเหมาะสมตอการเจรญิของจลุนิทรยีทีท่ำใหเกดิโรคตางๆ
อยางไรก็ดี การผลิตจุลินทรียประเภทนี้เพื่อเปนผลิตภัณฑ
ทางการคาคอนขางจะยุงยาก โดยเฉพาะขั้นตอนการเก็บ
รักษาในสภาพที่มีชีวิต

Bacillus subtilis เปนจลุนิทรยีชนดิหนึง่ทีส่ามารถเพาะ
เลีย้งไดงาย และมกีารสรางสปอรทีท่นทานกวาเซลลสภาวะ
ปกติ (Vegetative cell) มีรายงานวิจัยไดแสดงใหเห็นวา
จุลินทรียชนิดนี้ชวยเพิ่มผลผลิตปศุสัตว เชนทำใหไกเจริญ
เตบิโตดขีึน้ [2] ชวยเพิม่น้ำหนกัผลผลติสตัวปกภายใน 20
สปัดาห [3] ชวยเพิม่อตัราการรอดชวีติของกงุใน 15 วนั
โดยเพิม่จากรอยละ 27 เปนรอยละ 42 [4] เปนตน โดย
ทั่วไป จุลินทรียชนิดนี้สามารถใชแหลงคารบอนและ
ไนโตรเจนเชิงซอนที่มีอยูในวัตถุดิบเหลือใชทางการเกษตร
เชน กากเมลด็ฝาย และกากน้ำตาลได สวนเกลอืแรตางๆ
มกัมคีวามตองการในปรมิาณเพยีงเลก็นอย การเตมิเกลอืแร
บางชนดิ เชน แคลเซยีมและแมงกานสี จะเพิม่อตัราการ
สรางสปอรได [5] ฟอสเฟตจะไมคอยมผีล เพราะจลุนิทรยี
มกีลไกในการลดความตองการการใช โดยเพิม่อัตราการดดู
ซึมหรือการปลอยเอ็นไซมออกมายอยสารอินทรียเพื่อใช
ฟอสเฟต [6] โดยทั่วไปการใชระบบแบบกึ่งกะจะใหผลที่
ดกีวาระบบการเพาะเลีย้งแบบกะ เนือ่งจากจลุนิทรยีจะไม
ไดรับน้ำตาลมากในคราวเดียวซึ่งเปนผลทำใหเกิดภาวะ
Catabolite repression [7] การใหน้ำตาลทีม่ากเกนิไปอาจ
ไมเปนผลดีตอการสรางสปอร โดยมีรายงานวาเมื่อความ
เขมขนของกลูโคส มากถึง 200 กรัมตอลิตร Bacillus
thuringiensis จะไมสามารถสรางสปอรไดเลย [8]

วตัถปุระสงคของงานวจิยันีค้อื  ศกึษาสตูร และกระบวน
การเพาะเลี้ยงที่เหมาะสมเพื่อผลิตสปอรใหไดอยางนอย
109 CFU/มล. โดยเลือกวัตถุดิบที่เปนผลพลอยไดทางการ
เกษตรทีม่รีาคาต่ำ ไดแก กากน้ำตาลและกากถัว่เหลอืง นอก
จากนี ้ ยงัทดสอบการสรางสารตานเชือ้กอโรคบางชนดิ

2. อปุกรณ และวธิกีารทดลอง
2.1 แหลงของจลุนิทรยี

Bacillus subtillis  TISTR001 จากสถาบันวิจัย
วทิยาศาสตรและเทคโนโลยแีหงประเทศไทย เชือ้จลุนิทรยี
กอโรคไดรับการเอื้อเฟอจากภาควิชาเทคโนโลยีการเกษตร
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหาร ลาดกระบัง
และภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยศิลปากร

2.2 การเพาะเลีย้งในขวดเขยา
เพาะเลีย้งเชือ้ BS โดยใชปรมิาตรอาหาร 50 มล.

ในขวดขนาด 250 มล. บนเครื่องเขยาที่ความเร็ว 250
รอบ/นาท ีอณุหภมู ิ37 oซ เปนเวลา 72 ชัว่โมง ปรมิาณ
กลาเชื้อรอยละ 3 (ใชเชื้อในชวง log phase ที่มีความ
เขมขนในชวง 108 CFU/มล.)

2.2.1 สูตรกากน้ำตาล (Molasses based
formula)

ออกแบบการทดลองแบบ Central  Composite
Design (CCD) โดยแปร 3 องคประกอบคอื กากน้ำตาล
CaCI2 .2H2O และ MnSO4 .H2O ซึง่มคีากลางคอื 20+15,
0.35+0.30 และ 0.08+0.07 กรัม/ลิตร ตามลำดับ และ
ใชวธิพีืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface Methodol-
ogy, RSM) [9] ในการวิเคราะหขอมูล โดยกำหนดองค
ประกอบอืน่ๆ ในอาหารเพาะเชือ้ใหคงที ่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  สตูรอาหารทีม่กีากถัว่เหลอืงเปนหลกัทัง้  5 สตูรทีศ่กึษา

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

2.3 การเพาะเลีย้งในถงัหมกั
ใชอาหารสตูรกากถัว่เหลอืงดงัแสดงในตารางที ่ 1

และควบคุมสภาวะการเลี้ยง ดังนี้คือ อุณหภูมิ 37 oซ
pH 7.0 และออกซิเจนที่ละลายมากกวารอยละ 20 ของ
สภาวะอิ่มตัว สำหรับการเพาะเลี้ยงแบบกึ่งกะ ควบคุม
ปรมิาณน้ำตาลรดีวิซใหอยใูนชวง 2-4 กรมั/ลติร โดยการ
เติมกากน้ำตาล

1) ถังหมักขนาด 2 ลิตร (BioFlo 110, New
Brunswick Scientific, USA) ปริมาตรทำงานในชวง
0.8 - 1.5 ลติร ปรมิาณกลาเชือ้รอยละ 5

2) ถังหมักขนาด 75 ลิตร (Biostat UD50,
B.Braun, Germany) ปรมิาตรท่ีใชเลีย้งประมาณ 50 ลติร
ปรมิาณกลาเชือ้รอยละ 10 ไดจากการเพาะเลีย้งเชือ้ในถงั
หมกัขนาด 2 ลติร

2.4 การตรวจวิเคราะห
1) การวัดความเขมขนของจุลินทรีย ใชวิธี

dilution plate count [10] สำหรับการวัดความเขมขน

ของสปอรใชวธิใีหความรอนทีอ่ณุหภมู ิ80 oซ นาน 20 นาที
เพื่อฆาเซลลสภาวะปกติ และเหนี่ยวนำใหสปอรงอกกอน
เพาะเลีย้งบนอาหารแขง็ในจานเลีย้งเชือ้

2) การวดัน้ำตาลรดีวิซ ใชวธิ ีSomogyi-Nelson
[11]

3) การตรวจการสรางสารตานเชื้อ ใชวิธี well
diffusion assay [12] และ paper disc method [13]

3. ผลการทดลอง และวจิารณ
3.1 การศกึษาสตูรอาหาร

3.1.1 สูตรกากน้ำตาล
จากการศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมในขวดเขยา

การใช CCD และ RSM ทำใหสามารถวิเคราะหผลของ
หลายปจจยัไดพรอมกนั โดยไมตองใชการทดลองซ้ำจำนวน
มากดงัเชน การใช Factorial Design ผลของแตละปจจยั
และปฏิสัมพันธของแตละปจจัยตอผลตอบสนอง สามารถ
แสดงในรปูสมการขางลางนี ้ คาจากการคำนวณโดยสมการ
มีคาใกลเคียงกับคาที่ไดจากการทดลอง

 สูตร
ปริมาณองคประกอบหลัก (กรัม/ลิตร)

กากถัว่เหลอืง (NH4)2SO4 ยูเรีย กากน้ำตาล

Y  (ผลตอบสนอง) คอื ความเขมขนของสปอร  (CFU/มล.)
A  คอื  ความเขมขนของโมลาส  (กรมั/ลติร)
B  คอื  ความเขมขนของ CaCl2.2H2O (กรมั/ลติร)
C  คอื  ความเขมขนของ 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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จากการหาอนุพันธของสมการเพื่อหาจุดสูงสุด
พบวา สตูรอาหารท่ีเหมาะสมคอื กากน้ำตาล 19.85 กรมั/
ลติร CaCl2.2H2O 0.35 กรมั/ลติร และ MnSO4.H2O 0.15
กรมั/ลติร ทำใหไดสปอรสงูถงึ 5.5 x 109 CFU/มล.

3.1.2  สตูรกากถัว่เหลอืง
จากผลการทดลองรปูที ่1 แสดงใหเหน็วา สตูรท่ี

2 ซึง่มกีารใชกากน้ำตาลรวมดวยใหความเขมขนของสปอร
สงูสดุ และพบวา แมมกีารเตมิการกากน้ำตาลเพยีงจำนวน
เลก็นอยกท็ำใหไดผลผลติสปอรมากกวาสตูรที ่1 ทีม่กีารใช

กากถัว่เหลอืงเพยีงอยางเดยีว การเพิม่แหลงไนโตรเจน เชน
แอมโมเนียมซัลเฟตหรือยูเรีย ดังสูตรท่ี 3 และ 4 ตาม
ลำดับ พบวาใหสปอรสูงกวาการใชกากถั่วเหลืองเปนทั้ง
แหลงคารบอนและแหลงไนโตรเจน การเพิม่เฉพาะปรมิาณ
กากถัว่เหลอืงดงัสตูรท่ี 5 ใหผลไมด ีอาจเปนเพราะมคีวาม
เขมขนไนโตรเจนมากเกนิไป การเพิม่กากน้ำตาลเพยีงเลก็
นอยมีผลตอการเพิ่มแหลงคารบอน ซึ่งพบวาสูตรที่ 5 นี้
ใหความเขมขนสปอรที ่1.3 x 109 CFU/มล.

รปูที ่1 ความเขมขนของสปอรทีไ่ดจากการเลีย้งในอาหารแตละสตูรในขวดเขยา
(สวนประกอบของสตูรอาหารดังตารางที ่1)

3.2  การศกึษาการผลติสปอรในถงัหมกั
3.2.1  การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 2 ลติร
ขั้นตอนนี้ใชสูตรอาหารที่มีถั่วเหลืองเปนวัตถุดิบ

หลกัสตูรที ่ 2 คอืถัว่เหลอืง 20 กรมั/ลติร กากน้ำตาล 3
กรัม/ลิตร และ K2HPO4 0.5 กรัม/ลิตร เนื่องจากสูตรนี้
ทำใหเกิดฟองเพียงเล็กนอยในระหวางการเพาะเลี้ยง เมื่อ
เปรียบเทียบกับสูตรที่มีกากน้ำตาลเปนวัตถุดิบหลักในขอ
3.1.1 รูปที่ 2 แสดงใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของเซลล
และสปอรระหวางการเพาะเลี้ยง พบวารูปแบบของการ

เจริญของเซลล และสปอรในการเลี้ยงทั้งแบบกะและกึ่ง
กะไมแตกตางกนั การเตมิกากน้ำตาลในการเพาะเลีย้งแบบ
กึ่งกะมีผลทำใหปริมาณเซลลสภาวะปกติเพิ่มขึ้น และมี
ผลทำใหปริมาณสปอรลดลง โดยทั่วไปการเกิดสปอร เกิด
จากการที่สภาวะไมเหมาะสมตอการเจริญ เชน การขาด
แคลนอาหาร [14] การเติมน้ำตาลระหวางการเพาะเลี้ยง
จะชวยทำใหเซลลเพิ่มขึ้น แตไมสนับสนุนการสรางสปอร
เนื่องจากเปนสภาวะที่เหมาะสมกับการเจริญของเซลล
มากกวา

สตูรอาหาร

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งส

ปอ
ร (

CF
U 

/ ม
ล)

2 x 108
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รปูที ่2   การเปลีย่นแปลงความเขมขนของเซลล สปอร และน้ำตาลรดีวิซ ระหวาง
การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 2 ลติร
(ก)  เพาะเลีย้งแบบกะ (batch)
(ข)  เพาะเลีย้งแบบกึง่กะ (fed-batch)

ความเขมขนของเซลล (CFU/มล.)
ความเขมขนของสปอร (CFU/มล.)
ความเขมขนของน้ำตาลรดีวิซ (กรมั/มล.)

(F1 - F4 คอืจดุทีม่กีารเตมิกากน้ำตาล)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งเซ

ลล
ทั้ง

หม
ด 

(C
FU

/ม
ล.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งส

ปอ
ร (

CF
U/
มล

.)

(ก)

(ข)

เวลา (ชม.)

เวลา (ชม.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งน

้ำต
าล
รดี

วิซ
 (ก

./ม
ล.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งเซ

ลล
ทั้ง

หม
ด 

(C
FU

/ม
ล.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งส

ปอ
ร (

CF
U/
มล

.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งน

้ำต
าล
รดี

วิซ
 (ก

./ม
ล.)



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่30 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2550 257

รปูที ่3 การเปลีย่นแปลงความเขมขนของเซลล สปอร และน้ำตาลรดีวิซ
ระหวางการเพาะเลีย้งแบบกึง่กะในถงัหมกัขนาด 75 ลติร
          ความเขมขนของเซลล (CFU/มล.)
          ความเขมขนของสปอร (CFU/มล.)
          ความเขมขนของน้ำตาลรดีวิซ (กรมั/มล.)
(F1 - F2 คอืจดุท่ีมกีารเตมิกากน้ำตาล)

3.2.2  การเพาะเลีย้งในถงัหมกัขนาด 75 ลติร
จากผลการเพาะเลี้ยงในถังหมักขนาด 2 ลิตร

พบวาการเติมกากน้ำตาลในระยะการเจริญของเซลลเขาสู
สภาวะคงตวั (stationary phase) ไมไดสนบัสนนุการสราง
สปอร  ในการเพาะเลีย้งในถงัหมกัในขนาดขยายกำลงัผลติ
ไมมีการเติมกากน้ำตาลเมื่อถึงสภาวะการเจริญของเซลล

คงตวั รปูที ่ 3 จะเหน็ไดวาการเตมิกากน้ำตาลในชวงแรก
ชวยเพิม่จำนวนเซลลกอนเขาสสูภาวะคงที ่ซึง่เปนขอดขีอง
การเพาะเลีย้งแบบกึง่กะ เมือ่หยดุการเตมิน้ำตาลหลงัจาก
เซลลเขาสสูภาวะคงตวัแลว ทำใหการผลติสปอรเกดิขึน้ได
อยางเตม็ที ่ ทีเ่วลา 48 ชัว่โมงของการเพาะเลีย้ง สามารถ
ไดความเขมขนสปอรมากถงึ 5.73 x 109 CFU/มล.

3.3 การตรวจสอบการสรางสารตานเชื้อกอโรค
การตานเชือ้โรคของแบคทเีรยีโปรไบโอตกิมกีลไก

หลายประการ เชน การแขงขันจับพื้นที่บนผนังลำไส
การชวยใหสภาวะในลำไสเหมาะสมกับจุลินทียที่เปน
ประโยชน และการสรางสารปฏชิวีนะ เปนตน มผีคูนพบวา
เชื้อที่ใชเปนโปรไบโอติกบางสายพันธุมีการสรางสาร
ปฏชิวีนะ ซึง่ไมทราบแนชดัวามีผลตอรางกายสตัวอยางไร

[15] ดงันัน้สายพนัธขุอง Bacillus subtilis ทีน่ำมาใชเปน
โปรไบโอติกจึงไมควรมีการสรางสารตานเชื้อ ขอมูลจาก
ตารางที่ 1 แสดงผลการทดสอบการสรางสารตานเชื้อกอ
โรคบางชนิดซึ่งไมพบ clear zone ในอาหารเลี้ยงเชื้อ
ทั้งสองชนิด และในทั้งสองวิธีที่ทดสอบ ดังนั้นกลไกการ
ตานเชื้อจึงนาจะมาจากสาเหตุอื่น

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งเซ

ลล
ทั้ง

หม
ด 

(C
FU

/ม
ล.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งส

ปอ
ร (

CF
U/
มล

.)

คว
าม

เขม
ขน

ขอ
งน

้ำต
าล
รดี

วิซ
 (ก

./ม
ล.)

เวลา (ชม.)



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่30 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2550258

The pathogenic bacteria
Nutrient broth

Clear zone
Tryptic soy broth

Well diffusion
assay

Paper-disc
assay

Well diffusion
assay

Paper-disc
assay

4. สรปุผลการทดลอง
ในการผลติสปอรของ Bacillus subtilis นัน้ สามารถ

ใชกากน้ำตาลเปนวัตถุดิบหลักในการผลิตไดดี แตในการ
ผลติระดบัขนาดใหญอาจจะเกดิปญหาเรือ่งฟองมาก กากถัว่
เหลืองเปนวัตถุดิบหลักที่เหมาะสม เมื่อใชกากน้ำตาลรวม
ดวยจะชวยใหไดผลผลติดยีิง่ขึน้ กระบวนการผลติทีเ่หมาะ
สมคอืการเพาะเลีย้งแบบกึง่กะทีม่กีารปอนกากน้ำตาลเพิม่
เตมิระหวางการเจรญิ ซีง่จะทำใหไดปรมิาณเซลลเพิม่มาก
ขึ้น แตควรหยุดการปอนเมื่อเซลลเจริญเขาสูสภาวะคงตัว
แลว เพราะจะทำใหการเกดิสปอรลดลง

5. เอกสารอางองิ
1. Fuller, R., 1989, “Probiotics in Man and

Animals”, Journal of Applied Bacteriology, Vol. 66,
pp. 365-378.

2. Samanya, M. and Yamauchi, K., 2002,
“Histological Alterations of Intestinal Villi in
Chickens Fed Dried Bacillus subtilis var. natto”,
Comparative Biochemistry and Physiology Part A:
Molecular & Integrative Physiology, Vol. 133, pp.
95-104.

3. Jiraphocakul, S. and Sullivan, T.W., 1990,
“Influence of a Dried Bacillus subtilis Culture and
Antibiotics on Performance and Intestinal Micro-

flora in Turkeys”, Poultry Science, Vol. 69, pp.
1966-1973.

4. นภิา  เตโชดำรงสนิ, 2540, การใช  Bacillus spp.
เพื่อเสริมผลผลิตกุงกุลาดำ (Penaeus monodon) ,
วทิยานิพนธมหาบัณฑิต สาขาวิชาเทคโนโลยีทางชีวภาพ
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย.

5. Cote, R. and Gherna, R.L., 1999, “Medium
Formulation and Design, E.coli and Bacillus spp.”,
In Encyclopedia of Bioprocess Technology :
Fermentation, Biocatalysis, and Bioseparation,
Flickinger, M.C. and Drew, S.W. (Eds.), John Wiley
& Sons, New York, pp. 1676-1683.

6. Harwood, C.R., 1999, “Bacillus”, In Encyclo-
pedia of Bioprocess Technology : Fermentation,
Biocatalysis, and Bioseparation, Flickinger, M.C.
and Drew, S.W. (Eds.), John Wiley & Sons, New
York, pp. 234-260.

7. Yamane, T. and Shimizu, S., 1984, “Fed-batch
Technique in Microbial Process”, Advances in Bio-
chemical Engineering/Biotechnology, Vol. 30,
pp. 147-197.

8. Kang, B., Lee, S., and Chang, H., 1992,
“Enhanced Spore Product ion of Baci l lus
thuringiensis by Fed-batch Culture”, Biotechnology

Staphylococcus aureus LTH no clear zone no clear zone no clear zone    no clear zone

Staphylococcus aureus no clear zone no clear zone no clear zone    no clear zone

Salmonella typhi no clear zone no clear zone no clear zone    no clear zone

Salmonella anatum SO86105 no clear zone no clear zone no clear zone    no clear zone

ตารางที ่2 การตรวจสอบการสรางสารตานเชือ้ของ Bacillus subtilis TISTR 001 ตอเชือ้กอโรคบางชนดิ
เมือ่เพาะเลีย้งใน Nutrient broth และ Tryptic soy broth โดยวธิ ีwell diffusion และ paper-disc assay



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่30 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2550 259

Letters, Vol. 14, No. 8, pp. 721-726.
9.  Khuri, A.I. and Cornell, J.A., 1996, Response

Surfaces Designs and Analysis, Marcel Dekker,
Inc., New York.

10.  FDA, Bacteriological Analytical Manual
Online, 1998, 8th Edition, US.

11.  Nelson, N., 1944, “A Photometric Adapta-
tion of the Somogyi Method for the Determination
of Glucose”, Journal of Biological Chemistry, Vol.
153, No. 2, pp. 375-380.

12.  Sable, S., Pons, A.M., Gaillard, S.G., and
Cottenceau, G., 2000, Applied and Environmental
Microbiology, Vol. 66, No. 10, pp. 4595-4597.

13.  สชุาดา คชูยัสทิธิ,์ 2535, การผลติสารปฏชิวีนะ
จากเชื้อ Bacillus subtilis, วทิยานพินธมหาบณัฑติ สาขา
เทคโนโลยีชีวภาพ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร.

14.  Nicholson, W.L. and Setlow, P., 1990,
“Sporulation, Germination and Outgrowth”, In
Molecular Biological Methods for Bacillus, Harwood,
C.R. and Cutting, S.M. (Eds), John Wiley & Sons
Ltd., Chichester, United Kingdom. pp. 391-450

15.  คณึงนิจ กอธรรมฤทธิ์, 2540, “การศึกษาและ
วเิคราะหสถานภาพและศกัยภาพการผลติการใชและความ
ตองการ Probiotics ของอตุสาหกรรมอาหารสตัว”,  เอกสาร
วชิาการ Biotec 3/2540, กองควบคมุคณุภาพอาหารสตัว,
กรมปศุสัตว.



วารสารวจิยัและพฒันา มจธ. ปที ่30 ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2550260


