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งานวิจัยนีด้ า เนินการเ พ่ือพัฒนาสูตรอาหารทดแทนอาหารเลีย้งเ ชื อ้ ท่ี มีนมเป็น

องค์ประกอบ ในการเลีย้งเชือ้ B. animalis TISTR 1925 โดยคดัเลือกองค์ประกอบเบือ้งต้นด้วยวิธี 
23 full factorial design เพ่ือเลือกองค์ประกอบท่ีส าคญัในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีส่งผลตอ่การเจริญของ
เชือ้ ประกอบด้วยกากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต์และยเูรีย จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติพบว่าสาร
สกัดจากยีสต์ และความสมัพนัธ์ระหว่างกากน า้ตาลกบัสารสกัดจากยีสต์ให้ผลต่อการเจริญของ
เชือ้ แตย่เูรียและความสมัพนัธ์ระหว่างองค์ประกอบไม่มีผลตอ่การเจริญของเชือ้ โดยสมการหลาย
ตวัแปรระบุว่าเม่ือเพิ่มปริมาณสารสกัดจากยีสต์จะส่งผลต่อการเจริญเพิ่มขึน้แต่ถ้าเพิ่มปริมาณ
กากน า้ตาลจะส่งผลตอ่การเจริญลดลง ดงันัน้จึงใช้วิธีการแบบ Steepest ascent เพ่ือหาแนวโน้ม
ของอตัราสว่นระหวา่งองค์ประกอบทัง้ 2 ชนิดในอาหารเลีย้งเชือ้ จากการทดลองได้คา่ความเข้มข้น
ของกากน า้ตาล 46.4 กรัมต่อลิตร และสารสกัดจากยีสต์ 10 กรัมต่อลิตร สามารถให้ค่าความ
เข้มข้นของเซลล์ได้สงูสดุ จงึน าคา่อตัราสว่นท่ีได้มาหาคา่ความเข้มข้นขององค์ประกอบท่ีเหมาะสม
ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Circumscribed (CCC) พบว่า
กากน า้ตาล 46.5 กรัมตอ่ลิตร และสารสกดัจากยีสต์อยู่ท่ี 8 กรัมตอ่ลิตร เป็นปริมาณท่ีเหมาะสมท่ี
ให้ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ เม่ือทดสอบจริงพบว่าให้ความเข้มข้นของเซลล์สงูถึง 9.2495 log10 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร ส าหรับต้นทุนของวัตถุดิบในสูตรอาหารพบว่าถูกกว่าอาหาร Milk based 
20.36 เปอร์เซ็นต์ และถกูกว่าอาหาร MRS 69.51 เปอร์เซ็นต์  จึงน าสตูรอาหารทดแทนมาศกึษา
ภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งเชือ้ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 15 ลิตร พบว่าคา่ความเร็ว
รอบในการกวนท่ี 200 รอบตอ่นาที คา่ pH ท่ี 6.0 ให้คา่อตัราการเจริญจ าเพาะท่ี 0.9835 ตอ่ชัว่โมง 
และปริมาณความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุท่ี 9.3116 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร  
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This study was carried out for development of substitute for milk based medium 
for production of B. animalis TISTR 1925. An initial screening using a 23 full factorial 
design was used to identify the impact on cultures of the various components of the 
medium which were molasses, yeast extract and urea. Statistical analysis suggested 
that yeast extract and interaction of molasses and yeast extract had a significant 
positive effect on growth whereas urea variable and another interaction terms had 
negative effect. The regression equation indicates that increasing of yeast extract 
concentration would increase of bacterial growth, whereas increasing of molasses 
concentration would decrease of bacterial growth. Therefore, steepest ascent is used to 
investigate the ration of molasses and yeast extract. The results indicated that the 
highest viable cell count was obtained at molasses and yeast extract concentration 46.4 
g/L and 10 g/L, respectively. The medium optimization by using a central composite 
circumscribed (CCC) design, indicated the optimum points of 46.5 g/L molasses and 8 
g/L yeast extract. The repeated experiments were performed to verify the predicted 
optimum, viable cell count of 9.2495 log10 cfu/mL. The calculated cost of the raw 
materials used in the substituted medium developed could reduce cost effectively by 
20.36 % and 69.51 % comparing to the milk based medium and MRS broth, 
respectively. The condition to improve the cultivation in a substituted medium developed 
the growth performance in a 15 L fermenter. The growth performance was improved 
when the culture condition at agitation speed 200 rpm and pH 6.0, specific growth rate 
of 0.9835 h-1 and maximum viable cell count of 9.3116 log10 cfu/mL.     
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บทที่ 1 
 

บทน า 
 
1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ในช่วงเวลา 20 ปี ท่ีผ่านมาจลุินทรีย์สายพนัธุ์ Bifidobacteria ได้รับความสนใจเป็นอย่าง
มากทัง้ในด้านการน ามาใช้ประโยชน์ทางการค้าและการศึกษาค้นคว้าวิจยัในด้านวิทยาศาสตร์ 
โดย Bifidobacteria เป็นหนึ่งในกลุ่มจลุินทรีย์โพรไบโอติกท่ีมีผลตอ่สขุภาพจึงเป็นท่ียอมรับและมี
ความต้องการของตลาดผู้บริโภคสงูขึน้ (Granato และคณะ, 2010)  Bifidobacteria  ถกูค้นพบใน
อจุจาระเด็กทารกท่ีด่ืมนมแม่โดย Tissier และให้ช่ือว่า “Bacillus bifidus”  เป็นจลุินทรีย์กลุ่มไม่
ต้องการอากาศ (anaerobic) แกรมบวก ท่ีมีลักษณะเป็นตวัวาย (Y shape) (Tissier, 1899; 
Tissier, 1900) อาศยัอยู่ในระบบทางเดินอาหารของมนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น ท่ีอยู่ร่วมกันแบบ
พึง่พาอาศยักบัจลุินทรีย์ชนิดอ่ืน ๆ ท าให้ Bifidobacteria มีลกัษณะเป็นจลุินทรีย์โพรไบโอติกท่ีช่วย
รักษาสมดุลในระบบทางเดินอาหารท่ีก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพ และบทบาทท่ีส าคญัของ 
Bifidobacteria ตอ่สขุภาพของมนษุย์คือสามารถช่วยลดปัญหาโรคท้องร่วงท่ีเป็นปัญหาหลกัของ
การเสียชีวิตในเด็กทัว่โลกได้ (WHO, 2003; FAO/WHO, 2002) มีรายงานว่า Bifidobacteria 
สามารถต้านทานจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหาร (food borne pathogen) รวมถึง
สามารถกระตุ้ นให้ ร่างกายสร้าง cytokine ชนิดต่างๆท่ีมีผลต่อระบบภูมิคุ้ มกัน ได้ โดย 
Bifidobacteria longum  สามารถยบัยัง้สารก่อมะเร็งจ าพวก Azoxymethan (AOM) ท่ีเป็น
ตวักระตุ้นให้เกิดการสร้างเซลล์ผิดปกติท่ีบริเวณล าไส้ได้ นอกจากนีแ้ล้ว ยงัพบว่า Bifidobacteria 
สามารถบรรเทาอาการแพ้แลกโทส เน่ืองจากร่างกายขาดความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ 
lactase ซึ่งมักพบในผู้ ใหญ่มากถึง 75 เปอร์เซ็นต์ของประชากรทั่วโลก โดยส่วนใหญ่จะพบใน
ประเทศแถบทวีปแอฟริกา และเอเชีย ส าหรับในประเทศไทยท่ีแม้ว่าในปัจจุบนัจะมีการบริโภค
ผลิตภัณฑ์จากนมอย่างแพร่หลายก็ตาม แต่ปัญหาการแพ้แลกโทสก็ยังคงมีปรากฏอยู่ บ้าง 
(Biavati  และ Mattarelli, 2006; Bulhões และคณะ, 2007;  Densupsoontorn และคณะ, 2004; 
Fukushima และคณะ, 1998; Hosono และคณะ, 1997; Leahy และคณะ, 2005; Lee และคณะ, 
2003;  Marin และคณะ, 1997; Pribila และคณะ, 2000; Singh และคณะ, 1997; Ventura และ
คณะ, 2001) 
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ลกัษณะท่ีส าคญัของจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีต้องค านึงถึง คือเป็นจุลินทรีย์ท่ีปลอดภัยต่อ
มนุษย์และสัตว์เลือดอุ่น  Abe และคณะ (2009) ศึกษา Bifidobacteria  3 สายพันธุ์ได้แก่         
B. longum  BB536, B. breve  M-16V และ B. infantis  M-63 มีลกัษณะไม่ย่อยเย่ือเมือก และ
ไม่ก่อให้เกิดการติดเชือ้บริเวณผนงัของล าไส้  ประกอบกบัมีรายงานว่าพบ B. animalis - subsp. 
lactis และ B. bifidum ท่ีไม่ก่อให้เกิดอนัตรายในแม่ท่ีตัง้ครรภ์ช่วงท้ายและในเด็กทารกเกิดใหม่
ในช่วง 6 เดือนแรก (Allen และคณะ, 2010)  และลกัษณะท่ีส าคญัอีกประการหนึ่งของจุลินทรีย์
โพรไบโอติก คือความสามารถในการอยู่รอดเม่ือผ่านเข้าสู่กระเพาะอาหาร ระบบการย่อยอาหาร
และการฝังตวัท่ีผนงัของระบบทางเดินอาหาร (Kailasapathy และ Chin, 2000) ซึ่ง Gopal และ
คณะ (2001) ได้ท าการศกึษาการอยู่รอดของเชือ้   B. animalis subsp. lactis NH019 ในระบบ
ทางเดินอาหาร (GIT) พบว่าเชือ้รอดชีวิตได้ในปริมาณท่ีสงูถึง 12.5 x 108 CFU/g ของอจุจาระ
เปียก ท าให้เห็นได้วา่เชือ้สายพนัธุ์ดงักลา่วสามารถมีชีวิตในล าไส้ใหญ่และแสดงคณุสมบตัิการเป็น
จุลินทรีย์โพรไบโอติกได้ดี ซึ่งสอดคล้องกับข้อมูลท่ีพบว่าประเทศในทวีปยุโรปมักนิยมใช้ B. 
animalis เป็นผลิตภณัฑ์โพรไบโอติก (Gueimonde และคณะ, 2004) และยงัมีรายงานสนบัสนนุ
เพิ่มเติมว่า B. animalis เป็นจุลินทรีย์ท่ีถูกขึน้ทะเบียนอยู่กลุ่มจุลินทรีย์ท่ีปลอดภัย (GRAS : 
Generally Recognized As Safe) (Picard และคณะ, 2005)   

จากสมบตัิทางสรีรวิทยาของ Bifidobacteria จุลินทรีย์กลุ่มนีมี้เมแทบอลิซึมในการย่อย
สลายทัง้โมเลกุลเด่ียวและโมเลกุลคู่ เช่นกลูโคส กาแลกโทส ซูโครส ฟรักโทสและแลกโทส ผ่าน
วิถี Hexose metabolic pathway ท่ีมี fructose-6-phosphate phosphoketolase (F6PPK) เป็น
เอนไซม์ที่ส าคญัและมีความจ าเพาะกับจุลินทรีย์ Bifidobacteria โดยจะท าหน้าที่เปลี่ยน 
fructose-6-phosphate  ท่ีได้จากวิถี Embden-Meyerhof-Pamas  pathway (EMP) เป็น acetyl 
phosphate ท าให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็นกรดแอซิติก 3 โมเลกลุ และในขณะเดียวกนัเอนไซม์ F6PPK จะ
ท า ห น ้า ที ่เ ป ลี ่ย น  fructose-6-phosphate เ ป็ น  erythrose-4-phosphate เ พ่ื อส ร้ า ง 
glyceraldehydes-3-phosphate  ร่วมกับวิถี EMP ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดแล็กติก 2 
โมเลกุล วิถีท่ีมีความจ าเพาะนีจ้ึงมีชื่อเรียกว่า “bifidus pathway” (Scardovi, 1986;  Vuyst , 
2000)  

ปัจจยัส าหรับการเจริญเติบโต (growth factor) หรือท่ีเรียกว่า bifidus factor (BF) ท่ี
ค้นพบโดย Petuely และ Kristen (1953) โดยพบว่า Bifidobacteria  ต้องการสารประกอบโปรตีน
สายสัน้ (peptide) และสารประกอบโอลิโกแซ็กคาไรด์พวกฟรักโตโอลิโกแซคคาไรค์ (FOS) และกา
แล็กโตโอลิโกแซ็กคาไรค์ (GOS) และนอกจากนี ้ Bifidobacteria ยังมีความสามารถสร้าง
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เอ็นไซม์ได้หลากหลายตามแต่ชนิดของคาร์โบไฮเดรต และภาวะแวดล้อมต่อการน าสารอาหาร
ไปใช้  มีรายงานว่า B. animalis subsp. lactis เป็นหนึ่งในจุลินทรีย์ที่สร้างเอ็นไซม์ β-
fructofuranosidases ได้ดีโดยใช้ซูโครสเข้าสู ่กระบวนการ transfructosylation ได้เป็น
สารประกอบฟรักโตโอลิโกแซ็กคาไรค์ (FOS) ที่ถูกน าไปใช้ช่วงต้นส าหรับการเจริญของเชือ้ 
(Biavati  และ Mattarelli, 2006; Janer และคณะ, 2004; Perrin และคณะ, 2001; Ehrmann 
และคณะ, 2003;  Van den Broek และคณะ, 2008) 

โดยทัว่ไปกระบวนการเพาะเลีย้งเซลล์ Bifidobacteria ในระดบัอตุสาหกรรม มกันิยมใช้
อาหารทดแทนที่มีส่วนประกอบของนม (Milk base medium) เนื่องจากนมเป็นแหล่งของ
โปรตีน  ไขม ัน  ไวตามิน แร่ธาต ุที ่จ า เ ป็นต ่อการเจริญนอกเหนือไปจากแลกโทส ที่เ ป็น
คาร์โบไฮเดรต (Gilliland และคณะ, 1985; Marshall และ Tamime, 1997) โดยมีการศกึษา
การใช้อาหารทดแทนท่ีมีส่วนประกอบเป็นนมส าหรับกระบวนการผลิตเซลล์  Bifidobacterium 
pseudocatenulatum  G4 โดยให้ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์สงูสุดท่ี 9.129 log10 cfu/mL 
สงูขึน้จากเซลล์ตัง้ต้น 3.329 log cycles (Wong และคณะ, 2007) แตส่ าหรับประเทศไทยน า้นม
เป็นผลิตผลทางการเกษตรท่ีมีปริมาณไม่เพียงพอกบัการบริโภคท าให้น า้นมมีราคาคอ่นข้างสงูเม่ือ
เปรียบเทียบกบัแหลง่วตัถดุบิชนิดอ่ืนๆ  จงึไม่เหมาะท่ีน ามาเป็นอาหารทดแทนส าหรับกระบวนการ
ผลิตเซลล์ Bifidobacteria ในระดบัอตุสาหกรรม  

ในประเทศไทยมีการเพาะปลกูอ้อยเป็นพืชไร่จ านวนมาก โดยพบว่าปี 2554/55 สามารถ
เพาะปลกูอ้อยท่ีเป็นวตัถดุิบป้อนเข้าสู่กระบวนการผลิตทรายได้สงูถึง 97.9 ล้านตนั (รายงานการ
ผลิตอ้อยและทรายฉบบัปิดหีบ ปีการผลิต 2554/55) ท าให้ได้กากน า้ตาล (molasses) ท่ีเป็นผล
พลอยได้ (by product) จากกระบวนการผลิตทรายประมาณ 4.3 ล้านตนั ซึ่งกากน า้ตาลจะอดุม
ไปด้วย แร่ธาต ุวิตามินบี ไบโอตนิและคาร์บอน 6 โมเลกุลท่ีเหมาะส าหรับกระบวนการหมัก โดย
พบการน ากากน า้ตาลเป็นวัตถุดิบส าหรับการผลิต เอทานอล กรดอินทรีย์จากยีสต์ แบคทีเรีย
และเชือ้รา และการผลิตเซลล์ของยีสต์เพ่ือน าไปเป็นแหล่งสารอาหารโปรตีนทดแทน (Olbrich, 
2006) และพบว่ามีการน ากากน า้ตาล เป็นตวัช่วยส่งเสริมการเจริญ (bifidus factor) ในการเลีย้ง  
Bifidobacteria bifidum no.1,791 ในอาหารทดแทนท่ีมีส่วนประกอบเป็นนม (Reyed และคณะ, 
2008) จะเห็นได้ว่ากากน า้ตาลมีประสิทธิภาพและสมบตัิท่ีสามารถน ามาใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบ
ส าหรับกระบวนการผลิตในอุตสาหกรรมชีวภาพได้เป็นอย่างดี  

ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงมุ่งพัฒนาสูตรอาหารชนิดใหม่ ท่ีมีองค์ประกอบเป็นวตัถดุิบจาก
ธรรมชาติ ราคาถูก สามารถหาใช้ได้ง่ายภายในประเทศ ซึ่งในท่ีนีคื้อ กากน า้ตาลมาเป็น
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ส่วนประกอบหลกัส าหรับกระบวนการผลิตเซลล์ Bifidobacterium animalis TISTR 1925 
โดยอาศยัเทคนิคทางสถิติ (Response surface methodology) พร้อมทัง้ศึกษาภาวะท่ี
เหมาะสมในการหมักแบบแบตช์ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ เพื่อน าไปสู่กระบวนการผลิตเซลล์
ส าหรับใช้เป็นผลิตภัณฑ์นม (dairy product) หรือผลิตภัณฑ์เสริมอาหารส าหรับคนไทยใน
ระดบัอุตสาหกรรมต่อไปในอนาคต 

   
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

พฒันาสตูรอาหารเลีย้งเชือ้ทดแทนสตูรอาหารท่ีมีนมเป็นองค์ประกอบและหาภาวะท่ี 
เหมาะสมส าหรับการผลิตเซลล์  B. animalis TISTR 1925 
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

คดัเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจน ในสตูรอาหารเลีย้งเชือ้ทดแทนส าหรับการ
เลีย้งเชือ้ B. animalis TISTR 1925 เม่ือได้สตูรอาหารทดแทนเบือ้งต้นจะน าไปพฒันาตอ่ โดยการ
หาช่วงความเข้มข้นท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบแต่ละชนิด ส าหรับน าไปใช้ในการทดสอบการ
คดัเลือกองค์ประกอบของสตูรอาหารทดแทนท่ีมีผลตอ่คา่ความเข้มข้นของเซลล์สูงสดุ โดยใช้การ
ออกแบบการทดลองเป็นแบบ 2k full factorial design แล้วท าการหาปริมาณความเข้มข้นของ
องค์ประกอบท่ีเหมาะสม โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ Central Composite Design 
(CCD) เพ่ือให้ได้สตูรอาหารทดแทนท่ีเหมาะสมตอ่การเจริญของเชือ้ จากนัน้จึงท าการหาภาวะท่ี
เหมาะสมของความเร็วในการกวนและค่า pH ส าหรับการผลิตแบบแบตช์ช์ในเคร่ืองปฏิกรณ์
ชีวภาพโดยใช้สตูรอาหารท่ีพฒันาขึน้ 

                
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้สตูรอาหารเลีย้งเชือ้ทดแทนสตูรอาหารท่ีมีนมเป็นองค์ประกอบและภาวะท่ีเหมาะสม 
เพ่ือการผลิตเซลล์ B. animalis TISTR 1925 



 

บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
 

2.1 จุลินทรีย์ Bifidobacteria 
Bifidobacteria ถกูค้นพบครัง้แรกในอจุาระเดก็โดย Tissier และถกูตัง้ช่ือวา่ “Bacillus 

 bifidus” ต่อมา Winslow และคณะ (1917) ได้จัดจุลินทรีย์ชนิดนีอ้ยู่ในครอบครัว 
Lactobacillaceae ซึ่งตอ่มาอีก 3 ปี Holland (1920) ได้ตัง้ช่ือจลุินทรีย์ชนิดนีว้่า Lactobacillus 
bifidus  ซึ่งต่อมาในปี 1924 Orla-Jensen ได้จัดจุลินทรีย์ชนิดนีเ้ป็นตระกูล Bifidobacterium 
เน่ืองจากมีลกัษณะ (Taxonomy) ท่ีแตกต่างจากตระกูล Lactobacillus  แต่หนงัสือ Bergey’s 
Manual of Determinative Bacteriology พิมพ์ครัง้ท่ี 7ก็ยงัคงรวมBifidobacteria อยู่ในตระกลู 
Lactobacillus เช่นเดิม ต่อมาในหนงัสือ Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 
พิมพ์ครัง้ท่ี 8 จลุินทรีย์ Bifidobacteria ได้ถกูจดัจ าแนกอยู่ในตระกลู Bifidobacterium โดยใช้ช่ือ
ของ Orla-Jensen ท่ีได้ตัง้ไว้ ตอ่มาปี 1986 มีรายงานในหนงัสือ Bergey’s Manual Systematic 
Bacteriology พิมพ์ครัง้ท่ี 1 มีจ านวนสายพนัธุ์ของ Bifidobacterium  24 สายพนัธุ์ และในปี 2000 
มีรายงานการค้นพบจุลินทรีย์ในตระกูล Bifidobacterium  จ านวนทัง้สิน้ 32 สายพันธุ์  โดยมี
ลกัษณะของเซลล์ท่ีมีการเรียงตวัไม่เป็นระเบียบ ไม่สร้างสปอร์ ติดสีแกรมบวก มีรูปร่างเป็นท่อนท่ี
มีลกัษณะเป็นตวัวาย ไม่ต้องการอากาศ (Anaerobic)  (Tissier, 1899; Tissier, 1900 และ 
Biavati และ Mattarelli, 2006)   

 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.1 จลุินทรีย์ Bifidobacteria sp.                                                                    
ท่ีมา : http://optibacprobiotics.co.uk/shop/for-daily-immunity.html 
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ลกัษณะท่ีจ าเพาะของ Bifidobacteria ท่ีใช้ส าหรับเป็นตวับ่งชีจุ้ลินทรีย์กลุ่มนีคื้อเอนไซม์
และวิถีการย่อยสลายแหล่งคาร์บอน โดย Scardovi และ Trovatelli (1965) และ De Vries และ
คณะ (1967) พบว่า Bifidobacteria มีเมแทบอลิซึมของการย่อยสลายท่ีใช้เอนไซม์ท่ีมี
ความจ าเพาะท่ีเรียกว่า Fructose-6-phosphate phosphoketolase (F-6-PPK) ผ่านวิถี Hexose 
metabolic pathway ท่ีถกูเรียกให้มีความจ าเพาะว่า “Fructose-6-phosphate shunt หรือ bifidus 
shunt” โดยเอนไซม์จะเปล่ียน fructose-6-phosphate  ท่ีได้จากวิถี Embden-Meyerhof-Pamas 
pathway (EMP) เป็น acetyl phosphate ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดอะซิติก 3 โมเลกุล และใน
ขณะเดียวกนัก็จะท าหน้าท่ีเปลี่ยน fructose-6-phosphate เป็น erythrose-4-phosphate เพ่ือสร้าง 
glyceraldehydes-3-phosphate  ร่วมกับวิถี EMP ท าให้ได้ผลิตภัณฑ์เป็นกรดแลคติก 2 
โมเลกุล ท าให้ได้สดัสว่นการสร้างกรดแลคตกิตอ่กรดอะซีตกิเป็น 1:1.5 ดงัแสดงในรูป 2.2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2.2 วิถี Fructose-6-phosphate shunt (bifidus shunt) 
ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Biavati และ Mattarelli, 2006 
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Bifidobacteria เป็นจุลินทรีย์ประจ าถ่ินท่ีมีปริมาณสูงสุด ในระบบทางเดินอาหารของ
มนษุย์เม่ือเทียบกบัจลุินทรีย์ในกลุม่อ่ืนๆ โดยพบตัง้แตเ่ป็นเด็กทารกซึ่งมีปริมาณสงูสดุถึง 1011 cfu 
ต่อกรัมอุจจาระในเด็กทารกท่ีด่ืมนมมารดา ส่วนทารกท่ีไม่ได้ด่ืมนมมารดาก็ยังมีปริมาณของ 
Bifidobacteria ท่ีสูงกว่าจุลินทรีย์ในกลุ่มอ่ืนๆ เช่นกัน แม้ว่าจะมีปริมาณท่ีต ่ากว่าเด็กท่ีด่ืมนม
มารดาก็ตาม (Mitsuoka และ keneuchi, 1977; Kleessen, 1995 และ Harmsen และคณะ, 
2000) ดงัแสดงในรูป 2.3  

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 2.3 กราฟเปรียบเทียบปริมาณจลุินทรีย์ประจ าถ่ินจากทารกด่ืมนมแม่กบันมขวด 
ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Biavati และ Mattarelli, 2006 
  
การยึดเกาะผนังของทางเดินอาหารในเด็กทารกของจุลินทรีย์ในกลุ่ม Bifidobacteria  

พบว่าจะเร่ิมยึดเกาะทนัทีหลงัจากคลอดมาได้ 1-2 วนั (Isolauri และคณะ, 2004) โดยพบว่ามี
ภายหลังการยึดเกาะปริมาณของ Bifidobacteria จะมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา อัน
เน่ืองมาจากปัจจยัในการด ารงชีวิตของมนษุย์ตัง้แตว่ยัเด็กถึงผู้ ใหญ่ โดยมีรายงานว่าปัจจยัภายใน
ร่างกาย เชน่ ลกัษณะทางสรีรวิทยาของมนษุย์ ชนิด จ านวน และคณุสมบตัิของจลุินทรีย์ประจ าถ่ิน 
และปัจจัยท่ีเป็นสิ่งแวดล้อมภายนอกเช่น อาหาร พฤติกรรมของการบริโภค ความเครียด ซึ่ง
ทัง้หมดจะสง่ผลตอ่การยดึเกาะผนงัของทางเดนิอาหารของจลุินทรีย์ประจ าถ่ินทัง้สิน้ (Biavati และ 
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Mattarelli, 2006) นอกจากนีมี้รายงานวา่การใช้ยาปฏิชีวนะเชน่การใช้ยาร่วมกนัระหว่างแอมมอก-
ซิลินกบักรดคาร์วลูาริกจะสง่ผลตอ่ปริมาณของ Bifidobacteria ลดลง (Mangin,1999) 

  
2.2 ประโยชน์ของจุลินทีย์ Bifidobacteria  

มีรายงานการวิจยั พบวา่มีปริมาณ Bifidobacteria สงูถึง 95 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณ 
จลุินทรีย์ทัง้หมดในล าไส้ในทารกแรกเกิด (Harmsen และคณะ, 2000 และ Favier และคณะ, 
2002) และปริมาณจะลดลงเม่ือโตเป็นผู้ ใหญ่และเหลืออยู่ประมาณ 3 ถึง 6 เปอร์เซ็นต์ ของ
ปริมาณจลุินทรีย์ประจ าถ่ินในระบบทางเดินอจุจาระ จนกระทัง่ผู้สงูอายจุะปริมาณต ่าสดุ (Hopkin 
และคณะ, 2001 และ Satokari และคณะ, 2003) จากท่ีกล่าวมาข้างตนความเช่ือมโยงระหว่าง 
Bifidobacteria กบัสขุภาพของมนษุย์มีส่วนเก่ียวข้องกนั โดย Leahy และคณะ, 2005 ได้สรุปไว้
ดงันี ้
 

2.2.1 ลดความรุนแรงของอาการโรคท้องร่วง 
โรคท้องร่วงท่ีเป็นสาเหตุหลักของการเสียชีวิตในเด็กทั่วโลก โดยเฉพาะกลุ่ม

ประเทศท่ีก าลงัพฒันาท่ีมีสุขอนามยัในการบริโภคท่ีไม่ดี (WHO, 2003) จากผลการวิจยั พบว่า
จลุินทรีย์ Bifidobacteria และกลุ่มแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกจะมีส่วนช่วยลดปัญหาการเกิดโรค
ท้องร่วงได้เป็นอย่างดี โดยมีรายงานการวิจยัท่ีพบว่ามีการน า B. bifidum ร่วมกบั Streptococcus 
thermophilus ผสมในสตูรนมส าหรับเด็กเพ่ือลดการติดเชือ้โรคท้องร่วงจากเชือ้ในกลุ่มโรต้าไวรัส
ในเด็กอ่อน (Saavedra และคณะ, 1994) และมีรายงานว่ามีการใช้ B.breve ในการยบัยัง้การติด
เชือ้กลุม่โรต้าไวรัสท่ีจะน าไปสูโ่รคท้องร่วงในเดก็ทารกและเดก็เล็กได้ส าเร็จ (Bae และคณะ, 2002) 
และเม่ือเร็วนีมี้รายงานวา่ B. lactis ท่ีสามารถป้องกนัการติดเชือ้โรคท้องร่วงแบบเฉียบพลนัในเด็ก
สขุภาพดีได้ (Chouraqui และคณะ, 2004)  

การติดเชือ้โรคท้องร่วงส่วนใหญ่พบว่าผู้ ป่วย 39 เปอร์เซ็นต์ มกัใช้ยาปฏิชีวนะใน
การรักษาซึ่งจะส่งผลให้จุลินทรีย์ประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารถกูท าลายไปด้วยซึ่งส่งผลต่อ
ปริมาณของเชือ้ท่ีจะส่งผลต่อเน่ืองกับอาการของโรคท่ีสัมพันธ์กับความเป็นพิษท่ีถูกสร้างขึน้ 
(Surawicz, 2003) แตมี่รายงานท่ีเก่ียวข้องกบัเร่ืองนีว้่า B. bifidum มีบทบบาทช่วยลดความเป็น
พิษท่ีเกิดขึน้ และส่งผลให้ลดอัตราการเกิดผลของยาปฏิชีวนะต่อภาวะการติดเชือ้โรคท้วงร่วง 
(Plummer และคณะ, 2004) บทบาทส าคญัอีกประการของจลุินทรีย์โพรไบโอติกคือช่วยลดการ
สญูเสียน า้จากการตดิเชือ้โรคท้องร่วง (Leahy และคณะ, 2005) 

 



9                

2.2.2 บรรเทาอาการแพ้แลกโตส 
ประชากรท่ีเป็นผู้ใหญ่ประมาณการ 2 ใน 3 ทัว่โลกต้องประสบปัญหาร่างกายไม ่

สามารถยอ่ยแลกโตสได้ (Vesa และคณะ, 2000) โดยปัญหาดงักล่าว พบมากในการด่ืมผลิตภณัฑ์
นม แต่กลับไม่พบปัญหาการย่อยแลกโตสกับการด่ืมผลิตภัณฑ์นมเปรีย้ว (Marteau และคณะ, 
1990) ซึง่พบวา่ปริมาณของเอนไซม์แลคเตสท่ีสงูขึน้มาจากจลุินทรีย์นมเปรีย้ว โดยเม่ือถกูย่อยด้วย
กรดเกลือในระบบทางเดินอาหารจะท าให้ปริมาณแลกเตสสูงขึน้ จึงท าให้บรรเทาอาการไม่ย่อย
แลกโตสได้ โดย Jiang และคณะ (1996) รายงานว่า B. longum เป็นจุลินทรีย์โพรไบโอติกท่ีมี
ศกัยภาพท่ีสามารถลดภาวะการณ์เกิดอาการแพ้แลกโตสได้ 
 

2.2.3 ต้านทานการตดิเชือ้ 
ผลของการป้องกันการติดเชือ้ในล าไส้ท่ีเป็นสาเหตขุองการเกิดโรคท้องร่วงดงัท่ี

กล่าวมาแล้ว โดยพบว่าจุลินทรีย์ Bifidobacteria จะมีกิจกรรมท่ีเป็นปรปักษ์กับจุลินทรีย์ก่อโรค 
(Servin, 2004) ซึ่งกลไกของการป้องกันไม่ได้มีความจ าเพาะอย่างใดอย่างหนึ่ง แต่จะ
ประกอบด้วยกลไกการป้องกนัหลายรูปแบบคือ การสร้างกรดอินทรีย์ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ หรือ
สารยับยัง้แบคทีเรีย นอกจากนีย้ังเกิดกลไกการแก่งแย่งอาหาร การขัดขวางการยึดเกาะท่ีผนัง
ล าไส้ การลดความเป็นพิษท่ีเกิดขึน้ และการกระตุ้นระบบภูมิกนั (Steer และคณะ, 2000; Fooks 
และ Gibson, 2002 และ Rakoff-Nahoum และคณะ, 2004) จากข้อมลูเบือ้งต้นท่ีกล่าวถึงความ
เช่ือมโยงระหว่างปริมาณ Bifidobacteria กบัสขุภาพของมนษุย์พบว่ามีงานวิจยัของ Benno และ
คณะ (1989) ท่ีสอดคล้องกบัแนวทางดงันี ้โดยมีการเปรียบเทียบในเด็กและผู้ ใหญ่พบว่าในผู้ ใหญ่
วยัชรามีปริมาณ Bifidobacteria ท่ีเกิดขึน้ตามธรรมชาติต ่ามากในระบบทางเดินอาหาร ซึ่งจะ
ส่งผลให้มีปริมาณของ Clostridium perfringens สงูขึน้ แตก็่มีรายงานการวิจยัว่าถ้ามีการบริโภค 
Bifidobacteria ในปริมาณสูงจะส่งผลต่อปริมาณของเชือ้ในกลุ่ม Clostridium ลดลง (Tanaka 
และคณะ, 1983) นอกจากนีย้งัมีรายงานว่า Bifidobacteria ยังมีความสามารถในการยบัยัง้
จลุินทรีย์ก่อโรคกลุ่มอ่ืนๆ ดงันี ้มีประสิทธิภาพต้านทานเชือ้ Salmonella typhimurium (Silva และ
คณะ, 1999) ป้องกนัการติดเชือ้ Listeria monocytogenes (Toure’ และคณะ, 2003) เชือ้ 
Campylobacter jejuni (Fooks และ Gibson, 2003) และเชือ้ Bacteroides vulgatus (Shiba 
และคณะ, 2003) 
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2.2.4 บทบาทการป้องกันมะเร็งในล าไส้ 
มีข้อมลูการวิจยัท่ีพบว่าการเปล่ียนแปลงจลุินทรีย์ประจ าถ่ิน ท่ีเป็นผลมาจากการ

บริโภคอาหารท่ีมีแตเ่นือ้สตัว์และไขมนัมีเส้นใยต ่า จะสง่ผลจลุินทรีย์ถกูท าลายมากขึน้และส่งผลให้
ปริมาณของ Bifidobacteria ลดลง (Benno และคณะ, 1991) จากการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้จะมี
ผลกระทบต่อกิจกรรมการสร้างเอนไซม์ในระบบขบัถ่ายให้สูงขึน้เช่น เอนไซม์ เบต้า กลูคโูรนิเดส 
อะโซรีดกัเตส ยริูเอส และไนโตรรีดกัเตส ซึ่งเอนไซม์เหล่านีส้ามารถเปล่ียนไปเป็นสารกระตุ้นการ
เกิดโรคมะเร็งในล าไส้ได้ (Hirayama และ Rafter, 2000) 

 
2.2.5 ประสิทธิภาพการรักษาอาการโรคล าไส้อักเสบ 

จากข้อมลูพบว่าผู้ ท่ีป่วยเป็นโรคล าไส้อกัเสบทัว่โลกมีประมาณ 2 ล้านคน และมี
แนวโน้มเพิ่มขึน้ในคนท่ีอยู่ในแถบยุโรปและอเมริกา โดยจะมีอาการไปขัดขวางการท างานของ
ล าไส้และท าให้เย่ือเมือกของผนงัล าไส้อกัเสบ (Chadwick และ Anderson, 1995) ซึ่งท่ีผ่านมามี
การน า Bifidobacteria ร่วมกนัจลุินทรีย์ในกลุ่ม Lactobacillus และกลุ่ม Streptococcus  มาใช้
ในการบรรเทาอาการและป้องกนัโรค (Gionchetti และคณะ, 2000) ซึ่งกลไกการท างานท่ีแท้จริง
ของจลุินทรีย์โพรไบโอติกกบัการบรรเทาอาการโรคล าไส้อกัเสบนัน้ยงัไม่มีข้อสรุปได้ชดัเจน แตถ่ึง
อย่างไรก็ตามจะพบว่าในระบบภูมิคุ้มกันจะมีการสร้างสาร cytokine ท่ีบริเวณเย่ือเมือกท่ีผนัง
ล าไส้เม่ือได้รับการกระตุ้นจากจลุินทรีย์ และสารดงักล่าวจะท างานร่วมกนักบั T cells ท่ีท าหน้าท่ี
หลกัในการชว่ยรักษาอาการอกัเสบ 

 
2.2.6 บรรเทาอาการท้องผูก 

อาการท้องผูกเป็นปัญหาท่ีส าคัญของหลายคน โดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้ สูงอาย ุ
(Wanitschke และคณะ, 2003) ความสามารถของจลุินทรีย์โพรไบโอติกตอ่การบรรเทาอาการ
ท้องผูกนัน้ยังไม่ชัดเจน แต่ก็พบว่าจุลินทรีย์ในตระกูล Bifidobacteria มีส่วนเก่ียวข้องกับการ
บรรเทาอาการท้องผกูได้ โดย Kleessen และคณะ (1997) และ Kumemura และคณะ (1992) ได้
ศกึษาการใช้ พรีไบโอติกท่ีมีผลตอ่การเจริญของ Bifidobacteria  ในล าไส้ใหญ่ โดยส่งผลท่ีชดัเจน
ในการขบัถ่ายท่ีดีขึน้ 

 
2.2.7 กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 

จุลินทรีย์ประจ าถ่ินตามธรรมชาติในล าไส้จะมีหน้าท่ีส าคัญในการป้องกัน
แอนติเจนท่ีเกิดจากจุลินทรีย์และอาหาร (Guarner และ Malagelada, 2003) ดงันัน้จึงพอท่ีจะ
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สรุปได้ว่าจุลินทรีย์โพรไบโอติกมีผลโดยตรงหรือโดยอ้อมต่อระบบภูมิคุ้ มกัน (Tlaskalova-
Hogenova และคณะ, 2004) โดยเม่ือไม่นานมานีไ้ด้พบว่าเม่ือบริโภค B. lactis ในรูปแบบของ
อาหารสามารถท าให้การท างานของระบบภูมิคุ้มกนัดีขึน้ (Arunachalam และคณะ, 2000 และ 
Chiang และคณะ, 2000) และพบว่า B. infantis สามารถกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกนัให้สร้าง Th2 
cytokines เม่ือระบบภมูิคุ้มกนัพบแอนตเิจน (Lee และคณะ, 2004) 

 
2.2.8 ลดปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือด 

เบือ้งต้นพบว่ามีหลกัฐานการใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกโดยเฉพาะ Bifidobacteria 
ในการลดคอเลสเตอรอลในเลือด (Dambekodi และ Gilliland, 1998 และ Xiao และคณะ, 2003) 
และพบว่าเม่ือบริโภคจุลินทรีย์โพรไบโอติกจะท าให้มีการสร้างเอนไซม์ Bile salt hydrolase 
(BSHs) ท่ีมีส่วนช่วยลดคอเลสเตอรอลในเลือดได้ (De smet และคณะ,1998 และ St-Onge และ
คณะ, 2000) 

 
2.3 การพัฒนากระบวนการผลิตจุลินทรีย์ Bifidobacteria 

จากการท่ี Bifidobacteria มีการน าไปใช้ประโยชน์อย่างกว้างขวางทัง้ในรูปแบบ
ผลิตภัณฑ์นมและอาหารเสริมสุขภาพ การผลิตเซลล์จึงมีความส าคญัเป็นอย่างมากเพ่ือท่ีจะให้
เพียงพอกับความต้องการของผู้บริโภค จากคณุสมบตัิท่ีจุลินทรีย์ Bifidobacteria มีเมแทบอลิซึม
ของการยอ่ยสลายทัง้โมเลกุลเดี่ยวและโมเลกุลคู่ จึงน าไปสู่การวิจยัเพื่อการพฒันากระบวนการ

ผลิตเซลล์ดงันี ้
Trojanova และคณะ (2006) ได้ศกึษาความแตกตา่งการน าไปใช้ของกลโูคสและราฟฟี
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 Kim และคณะ (2003)  เปรียบเทียบปริมาณการน าไปใช้แลกโตสและกลูโคสของ B. 
longum  ในกระบวนการเลีย้งแบบตอ่เน่ือง ซึ่งพบว่าแลกโตสมีประสิทธิภาพการสร้างเซลล์สงูสดุ 
(Yx/s

max) มากกว่ากลูโคส ซึ่งเหมาะสมกับการน าไปใช้ในกระบวนการเพาะเลีย้งกว่ากลูโคส แต่ก็
พบวา่อตัราการน าไปใช้จ าเพาะ (qs) ของกลโูคสจะสงูกวา่แลคโตส 
 Hyun และคณะ (1995) เปรียบเทียบการใช้ในกระบวนการผลิตเซลล์ B. longum 
สามารถใช้กลโูคสส าหรับการเจริญได้ดี สว่น B. breve  สามารถใช้แลคโตสส าหรับการเจริญได้ดี 
 Amaretti และคณะ (2007) ศกึษาคา่จลนพลศาสตร์และเมแทบอลิซึมของการย่อยสลาย 
กลูโคส กาแลกโตส แลกโตส และกาแล็คโตโอลิโกแซ็กคาไรด์ ส าหรับการเจริญของเชือ้ B. 
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adolescentis MB 239 โดยพบว่ากาแลกโตสให้ผลอตัราการเจริญและประสิทธิภาพการสร้าง
เซลล์สงูท่ีสดุ รองลงมาคือแลกโตส กาแลคโตโอลิโกแซคคาไรด์และต ่าสดุคือกลโูคส  
 Mahalakshmi และ Murthy (2000) พฒันาอาหารเลีย้งเชือ้จากเวย์ท่ีเป็นของเหลือใช้จาก
อตุสาหกรรมผลิตเนยแข็ง เพ่ือใช้ส าหรับการเลีย้ง B. bifidum  โดยพบว่าเวย์ท่ีมีองค์ประกอบเป็น
แลกโตส สามารถน ามาเป็นสว่นประกอบของอาหารเลีย้งสตูรทดแทนได้ 
 Wong และคณะ (2007) พฒันาสตูรอาหารท่ีใช้นม (milk-based medium) ท่ีมีแลกโตส
เป็นองค์ประกอบหลกัในการเลีย้ง B. pseudocatenulatum G4 โดยสามารถพฒันาสูตรอาหาร
ทดแทนแล้วให้ปริมาณการเจริญสงูสดุถึง 9.129 log10 cfu/ml   
 นอกจากแหลง่คาร์บอนท่ีเป็นปัจจยัหลกัตอ่การเจริญของเชือ้แล้ว ยงัมีงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง
กบัปัจจยัส าหรับการเจริญ (bifidus factors) ท่ีมีความส าคญัอยา่งมากเชน่กนั 
 Van der Meulen และคณะ (2004) ศกึษาการเลีย้ง B. animalis DN-173 010 ในอาหาร
ท่ีมีแหลง่ของพลงังานแตกตา่งกนัคือ กลโูคส ฟรักโทส กาแลกโตส แลกโตส และซูโครส พบว่าการ
เจริญของเชือ้ต้องมี bifidus factors ท่ีเป็นสารประกอบสายสัน้ของโอลิโกแซ็กคาไรค์  

 Janer และคณะ (2004) พบว่า whey protein concentrate มีองค์ประกอบเป็น α-
lactalbumin และ β-lactoglobulin ท่ีมีสมบตัิเป็น  bifidus factors ท าให้การเจริญของ B. lactis 
ในนมสงูถึง 9.1 log10 cfu/ml 
 และยงัมีงานวิจยัของ Liew และคณะ (2005) และ Wong และคณะ (2007) ท่ีใช้สารสกดั
จากยีสต์เป็น bifidus factors ในการพัฒนาสูตรอาหารส าหรับการเลีย้ง Lactobacillus 
rhamnosus และ B. pseudocatenulatum G4 ตามล าดบั 
 นอกจากนีย้งัมีงานวิจยัของReyed และ El-Diwany (2008) พบว่ากากน า้ตาลน า้ตาลท่ีมี
น า้ตาลเป็นสารตัง้ต้นส าหรับการเปล่ียนเป็นสารประกอบโอลิโกแซ็กคาไรค์ ท่ีมีคุณสมบตัิเป็น 
bifidus factors การเลีย้ง Bifidobacteria และ Lactobacillus ในนม 
 ส่วนปัจจัยด้านกายภาพโดยพบว่าผลกระทบจากการกวนผสมมีความส าคัญต่อการ
เจริญเติบโตของจลุินทรีย์ เน่ืองจากการกระจายตวัของสารอาหาร ความร้อนท่ีเกิดขึน้จาการเลีย้ง 
และการกวนผสมท่ีดีจะส่งผลต่อการควบคมุค่า pH (Hsu และ Wu, 2002) และพบว่าขณะท่ี 
Bifidobacteria ก าลงัเจริญเติบโตคา่ pH ในการเลีย้งจะลดลงอย่างรุนแรงจากการสะสมของกรด
อินทรีย์ท่ีเกิดขึน้ จึงท าให้ต้องมีการศกึษาคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่เลีย้ง (Wong และคณะ, 2007)  
โดยมีงานวิจยัท่ีเก่ียวข้อง ดงันี ้
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 Wong และคณะ (2007) ได้ศึกษาคา่ pH และความเร็วท่ีปลายใบกวนในการเลีย้ง B. 
pseudocatenulatum G4 ในอาหาร milk-based medium โดยพบว่าคา่ความเร็วท่ีปลายใบกวนท่ี 
0.56 เมตรตอ่วินาที คา่ pH ท่ี 6.5 ให้ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุท่ี 1.687 x 109 cfu/mL 
  Rasic และ Kurmann (1983) รายงานว่าคา่ pH ท่ีเหมาะสมกบัการเจริญของ B.bifidum 
จะอยู่ในช่วง 6.0-7.0 และเชือ้จะไม่เจริญเม่ือคา่ pH มีคา่ตัง้แต ่5.5 ลงมา โดยพบว่ามีการใช้ค่า 
pH ท่ี 6.2 ในระหว่างการศกึษากระบวนการผลิตท่ีเหมาะสมของเชือ้ B. longum (Kiviharju และ
คณะ, 2005)  
 
2.4 จลนพลศาสตร์ของการหมัก 

จลนพลศาสตร์ของการหมัก เป็นการศึกษาการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้  เช่น การ
เปล่ียนแปลงค่า pH การใช้สารอาหาร และการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์ ท่ีเกิดขึน้ในระหว่าง
กระบวนการหมกั โดยการเติบโตของจลุินทรีย์ในการเลีย้งแบบแบตช์ในอาหารเหลวจะแบง่ออกได้
เป็นระยะตา่งๆ ดงันี ้ระยะการปรับตวั (lag phase) เป็นระยะการปรับตวัของจลุินทรีย์เม่ือเร่ิมต้น
กระบวนการ และเข้าสู่ระยะการเติบโต (exponential phase) ซึ่งเป็นระยะท่ีมีอตัราการเจริญ
สงูสดุ เม่ือถึงจดุหนึ่งอตัราการเจริญจะเร่ิมคง (stationary phase) และหลงัจากระยะนีภ้าวะตา่งๆ
ในการเลีย้งเร่ิมสะสมไปด้วยของเสียจากการเจริญประกอบกับอาหารเร่ิมหมดลงและตวัเซลล์
จลุินทรีย์มีอายมุากขึน้เซลล์เร่ิมตาย (death phase)  ดงัภาพท่ี 2.3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพท่ี 2.4 การเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์ในการเลีย้งแบบแบตช์ 
ท่ีมา : http://cronodon.com/BioTech/Bacteria_Growth.html 
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ในระยะการเตบิโตจะเป็นระยะท่ีเซลล์มีการแบง่ตวัแบบพหคุณู สมการการแสดงอตัราการ
เตบิโตของจลุินทรีย์ได้สมการท่ี (1) 
   dCx / dt = µCx ……………….. (1) 
 เม่ือ Cx = ความเข้มข้นของเซลล์ 
  t    = เวลา (ขัว่โมง) 
  µ   = อตัราการเตบิโตจ าเพาะของจลุินทรีย์ (ตอ่ชัว่โมง) 
 เม่ือใสค่า่ลอกาลิทมึในสมการท่ี (1) จะได้ 
     InX1 = InX0 + µt ……………. (2) 
 เม่ือเขียนกราฟระหว่างค่าลอกาลิทึมของความเข้มข้นของเซลล์กับเวลา ในช่วงเวลาท่ี
เซลล์เติบโต (exponential phase) จะได้ค่าความลาดชันเท่ากับอัตราการเจริญจ าเพาะของ
จลุินทรีย์ (µ) 
 
2.5 การออกแบบการทดลองโดยใช้หลักทางสถติ ิ 

การออกแบบการทดลองทางสถิติเป็นการออกแบบท่ีประกอบไปด้วย เทคนิคการสร้าง
แบบจ าลองเชิงถดถอย และการหาคา่ท่ีเหมาะสม (optimization) ซึ่งสามารถใช้เป็นเคร่ืองมือใน
การพฒันากระบวนการผลิตได้ โดยการออกแบบการทดลอง โดย Lundstedt และคณะ (1998) 
และ Gabrielsson และคณะ (2002) ได้สรุปไว้ดงันี ้

  
2.5.1 การคัดเลือกตัวแปรที่มีผลต่อการทดลองด้วยวิธีการ 2k full factorial design 

เป็นการออกแบบการทดลองเพ่ือหาตัวแปรท่ีมีผลต่อการทดลองและศึกษา
ผลกระทบของการเกิดปฏิสมัพนัธ์กันของตวัแปรท่ีมีผลต่อคา่ในการทดลอง โดยการก าหนดระดบั
ของปริมาณคา่สงู (+) คา่ต ่า (-) และคา่กึ่งกลางของตวัแปร (0) ซึ่งการออกแบบแตล่ะครัง้ควรมีคา่
กึ่งกลางควรมีการก าหนดซ า้ประมาณ 3 ถึง 4 ซ า้ เพ่ือลดความเส่ียงโดยท่ีเราไม่ทราบของการเกิด
ความโค้ง (non-linear) ในการออกแบบการทดลอง ซึ่งก าหนดให้จ านวนของตวัแปรมีคา่เท่ากบั k 
และจ านวนของการทดลองมีคา่เท่ากับ 2k การทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 และแบบภาพ
จ าลองของการออกแบบ ตามภาพท่ี 2.4 ดงันี ้ 
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ตารางท่ี 2.1 แสดงการออกแบบการทดลอง 2k full factorial design 
Two variables  Three variables 

Exp. no Variables  Exp. no Variables 
X1 X2  X1 X2 X3 

1 - -  1 - - - 
2 + -  2 + - - 
3 - +  3 - + - 
4 + +  4 + + - 
5 0 0  5 - - + 
6 0 0  6 + - + 
7 0 0  7 - + + 
8 0 0  8 + + + 
    9 0 0 0 
    10 0 0 0 
    11 0 0 0 
    12 0 0 0 

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
                                                                                                                                 
                            
 
 
 

 
 
ภาพท่ี 2.5 แบบภาพจ าลองของการออกแบบของ 2 และ 3 ตวัแปรของการออกแบบการ 
     ทดลอง2k full factorial design ตามล าดบั 
ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998  

  -+                    ++ 

 --                         
+- 

X2 

X1 
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 -+-                   ++- 
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จากผลการออกแบบจะมีการประเมินผลการคดัเลือกตวัแปรท่ีมีอิทธิพลตอ่การทดลองโดย
การใช้สมการหลายจ านวน (polynomial model) โดยใช้ผลจากการทดลองค านวณหาค่า 
สมัประสิทธ์ (β) ท่ีต้องใช้สญัลกัษณ์ระบคุา่ผลการทดลองตามตารางท่ี 2.2 ดงันี ้ 

 
ตารางท่ี 2.2 แมพ่ิมพ์คา่สญัลกัษณ์ของผลการทดลองของตวัแปรหลกัและตวัแปรเกิดปฏิสมัพนัธ์ 

I X1 X2 X3 X1X2 X1X3 X2X3 X1X2X3 
+ - - - + + + - 
+ + - - - - + + 
+ - + - - + - + 
+ + + - + - - - 
+ - - + + - - + 
+ + - + - + - - 
+ - + + - - + - 
+ + + + + + + + 

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
 

y = β0 + β 1x1 + β 2x2 + β 3x3 + β 12x1x2 + β 13x1x3 + β 23x2x3 + β 123x1x2x3     
 

 เม่ือ  β0  คือคา่เฉล่ียของคา่ในการทดลองทัง้หมด 
β1-3  คือคา่เฉล่ียของคา่ในการทดลองตามสญัลกัษณ์ของแตล่ะตวัแปรหลกั 
β12, 13, 23, 123  คือคา่เฉล่ียของคา่ในการทดลองตามสญัลกัษณ์ของแตล่ะตวัแปร
หลกัท่ีเกิดปฏิสมัพนัธ์กนั  
 

โดยคา่ β จะเป็นบง่บอกอิทธิพลของตวัแปรในด้านบวกท่ีสง่ผลให้คา่จากการทดลองสงูขึน้ 
หรือในด้านลบท่ีสง่ผลให้คา่จากการทดลองลดต ่าลง และภายหลงัจากการวิเคราะห์ผลด้วยสมการ
หลายตวัแปรแล้วจะท าการวิเคราะห์การถดถอย (regression analysis) ของ 2k full factorial 
design เพ่ือตรวจสอบการออกแบบ คา่ของตวัแปรหลกั ค่าตวัแปรหลกัท่ีเกิดปฏิสมัพนัธ์กัน  ว่า
ให้ผลความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ (significant) พร้อมกับการตรวจสอบค่า R2 
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(variation) และQ2 หรือ predicted R2 (predicted variation) โดยมีหลกัเกณฑ์ในการยอมรับดงั
ตารางท่ี 2.3 ดงันี ้

 
 ตารางท่ี 2.3 หลกัเกณฑ์ในการยอมรับคา่ R2 และ Q2 

Nature of data R2 Q2 
Chemical Acceptable ≥ 0.8 Acceptable ≥ 0.5 

  Excellent > 0.8 
Biological Acceptable ≥ 0.7 Acceptable ≥ 0.4 

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
 

2.5.2 การหาค่าที่เหมาะสมของตัวแปรด้วยวิธีการแบบ Response Surface 
Methodology (RSM)  

ซึ่งเป็นวิธีท่ีสามารถแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างตวัแปรท่ีแตกต่างกัน กับค่าหรือ
ผลการทดลองท่ีเรายอมรับ (response) ได้ชดัเจนและดีท่ีสุด ในรูปแบบสมการหลายตวัแปรท่ี
ประกอบด้วยคา่ยกก าลงัสอง (quadratic term) ดงัสมการท่ี (1) ดงันี ้

 

                    y        ∑  ixi
 
1    ∑  ii i

2 
1    ∑ ∑ i  i  i            …………….. (1) 

 
โดยชนิดของการออกแบบท่ีนิยมใช้กนัคือ Central composite design (CCD) ซึ่งมีการออกแบบท่ี
ประกอบด้วยส่วนท่ีเป็น Full factorial หรือ Fractional factorial design  จดุกึ่งกลางของตวัแปร
และจดุท่ีตัง้อยู่บนแกนกลางของการออกแบบแตมี่ระยะห่างจากจุดกึ่งกลางท่ีมีความจ าเพาะกับ
การออกแบบเรียกวา่ จดุ axial (±α)  โดยมีแบบภาพจ าลองของการออกแบบของ 2 และ 3 ตวัแปร 
ดงัแสดงในตารางท่ี 2.4 และ ตารางท่ี 2.5 แสดงคา่ของจดุ axial ท่ีแปรผนัตามจ านวนของตวัแปร 
พร้อมกบัภาพท่ี 2.5 ท่ีแสดงแบบภาพจ าลองของการออกแบบการทดลอง Central composite 
design ดงันี ้ 
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ตารางท่ี 2.4 แสดงการออกแบบการทดลอง central composite design 
Two variables  Three variable 

X1 X2   X1 X2 X3  
-1 -1 Factorial design  -1 -1 -1 Factorial design 
1 -1   1 -1 -1  
-1 1   -1 1 -1  
1 1   1 1 -1  
0 0 Central points  -1 -1 1  

-α 0 Axial points  1 -1 1  

α 0   -1 1 1  
0 -α   1 1 1  
0 α   0 0 0 Central points 
    -α 0 0 Axial points 
    α 0 0  
    0 -α 0  
    0 α 0  
    0 0 -α  
    0 0 α  

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
 
ตารางท่ี 2.5 แสดงคา่ของจดุ axial ท่ีแปรผนัตามจ านวนของตวัแปร 

Number of variable 2 3 4 5 5 6 6 
    2 5-1   2 6-1 

Number of experiments in the 
factorial design 

4 8 16 32 16 64 32 

Number of axial points (α) 4 6 8 10 10 12 12 

Value of axial points (α) 1.414 1.682 2.000 2.378 2.000 2.828 2.378 

ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
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ภาพท่ี 2.6  แบบภาพจ าลองของการออกแบบของ 2 และ 3 ตวัแปรของการออกแบบการ 

ทดลอง Central composite design โดย  (   ) เป็นจดุของ factorial design   
(  ) เป็นจดุกึ่งกลางของคา่ตวัแปร และ (x) เป็นจดุ Axial 

 ท่ีมา : ดดัแปลงมาจาก Lundstedt และคณะ, 1998 
 

ซึ่งการออกแบบการทดลองทางสถิติเพ่ือหาตวัแปรท่ีมีอิทธิพลตอ่การทดลองและ
น าไปสูก่ารหาคา่ท่ีเหมาะสมส าหรับพฒันากระบวนการผลิตนัน้ ในสาขาด้านเทคโนโลยีชีวภาพเร่ิม
มีการน ามาใช้เพิ่มขึน้ ดงัมีรายงานการวิจยัตอ่ไปนี ้  

Liew และคณะ (2005) ศึกษาองค์ประกอบ ปริมาณและภาวะท่ีเหมาะสมใน
อาหารเลีย้งเชือ้เพ่ือการผลิต L. rhamnosus โดยใช้การออกแบบการทดลองแบบ response 
surface methodology พบว่าปริมาณท่ีเหมาะสมของวิตามินอยู่ท่ี 1.28 เปอร์เซ็นต์ กลโูคส 5.01 
เปอร์เซ็นต์ สารสกดัจากยีสต์ 6.0 เปอร์เซ็นต์ และคา่ pH ท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 6.9 

Kong และคณะ (2004) พัฒนาองค์ประกอบและหาปริมาณท่ีเหมาะสมใน
อาหารเลีย้งเชือ้ Clostridium butyricum ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ response surface 
methodology ซึ่งหาปริมาณองค์ประกอบของอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมได้ส าเร็จ โดยสามารถ
เลีย้งเชือ้ C. butyricum ได้สงูถึง 109 cfu/mL และสงูกวา่ปริมาณเชือ้เร่ิมต้นถึง  100 เทา่  

Kiviharju และคณะ (2005) ศกึษาหาปริมาณท่ีเหมาะสมของกระบวนการผลิต
เชือ้ B. longum ของกระบวนการหมกั โดยพบว่าองค์ประกอบของอาหารเลีย้งคือ สารสกัดจาก
ยีสต์และกลโูคส มีปริมาณท่ีเหมาะสมตอ่กระบวนการผลิตท่ี 35 กรัมตอ่ลิตร และ 20 กรัมตอ่ลิตร 
ตามล าดบั โดยมีคา่อณุหภมูิท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งอยูท่ี่ 40 องศาเซลเซียส  

Wong และคณะ (2007) ศกึษาหาปริมาณขององค์ประกอบท่ีเหมาะสมในอาหาร
เลีย้งเชือ้สูตรนม (milk medium) โดยใช้วิธีการออกแบบการทดลองแบบ response surface 
methodology เพ่ือเลีย้งเชือ้ B. pseudocatenulatum G4 พบวา่ได้ปริมาณท่ีเหมาะสมของหางนม

X1 

X2 

X3 

X1 

X2 
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และสารสกดัจากยีสต์ท่ี 2.8 เปอร์เซ็นต์ และ 2.2 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั โดยให้ค่าปริมาณความ
เข้มข้นของเซลล์สงูสดุท่ี 9.129 log10 cfu/mL ซึ่งสามารถประหยดัต้นทนุของหางนมลงได้ถึง 71.8                    
เปอร์เซ็นต ์



 

บทที่ 3 
 

อุปกรณ์และวธีิการด าเนินงานวจิัย 
 

 
3.1 วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี 
 

3.1.1 วัสดุอุปกรณ์  
 

 อุปกรณ์   รุ่น  บริษัท   ประเทศ 
 
เคร่ืองชัง่แบบละเอียด   A200S  Sartorius AG  เยอรมนั 
(Electronic balance) 
 
เคร่ืองชัง่แบบหยาบ   BA310S Sartorius AG  เยอรมนั 
(Electronic balance) 
 
เคร่ืองอบฆา่เชือ้ด้วยไอน า้  HV-25, HV-85 HIRAYAMA   ญ่ีปุ่ น 
(Autoclave) 
 
เคร่ืองเขยา่ผสม    VSM-3 Mixer Shelton Scientific อเมริกา 
(Vortex mixer) 
 
ตู้ เข่ียเชือ้และบม่เชือ้แบบไร้อากาศ Bactron I-2 Sheldon  อเมริกา 
(Anaerobic workstation) 
                                                                                  
โปรแกรมการออกแบบการทดลอง Design-Expert Stat-Ease, Inc  อเมริกา 
(Design Expert)   Version 8.0.7.1 
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เคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ ขนาด 12 ลิตร Biostat C Sartorius AG  เยอรมนั 
(Bioreactor) 
 
เคร่ืองผสมก๊าซ (Gas mixer)  Biostat C Sartorius AG  เยอรมนั 
 
มาตรตรวจวดัความเป็นกรด-เบส  405-DPAS- Mettler-Toledo  อเมริกา 
(pH combination electrode)  SC-K8S/120 
 
มาตรตรวจวดัออกซิเจนท่ีละลาย  InPro 6900 Mettler-Toledo  อเมริกา  
(Dissolved oxygen electrode)  /12/120 
 
ตวักรองอากาศ (0.20µc PTFE)  Minisart® 2000 Sartorius AG  เยอรมนั 
 
เคร่ืองวิเคราะห์การดดูกลืนแสง  UVIKON XS ECOMAM-ALES ฝร่ังเศส 
(Spectrophotometer) 
 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงแบบควบคมุอณุหภมูิ Suprema 25 TOMY SEIKO  ญ่ีปุ่ น         
(High speed refrigerated centrifuge) 
 
เคร่ืองป่ันเหว่ียงขนาดเล็ก  SIGMA 1-14 SIGMA GmbH  เยอรมนั 
(Microcentrifuge) 
      
เคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน  FP528  LECO Corporation อเมริกา 
(Dumas combustion) 
 
Tin capsule    Leco  LECO Corporation อเมริกา 
 
Tin foil cub    Leco  LECO Corporation อเมริกา 
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ก๊าซฮีเลียม       Thai Japan Gas ไทย 
 
ก๊าซออกซิเจน      Thai Japan Gas ไทย 
 

3.1.2 สารเคมี 
 

 สารเคมี     บริษัท   ประเทศ 
 
Agar       Merck   เยอรมนั 
 
Ammonium sulfate ((NH4)2SO4)    Merck   เยอรมนั 
 
Di-potassium hydrogen phosphate (K2HPO4)  Ajax   นิวซีแลนด ์
 
EDTA       Leco   อเมริกา 
 
Fructose (C6H12O6)     Ajax   นิวซีแลนด ์
 
Glucose (C6H12O6)     Ajax   นิวซีแลนด ์
 
Glycerol (C3H8O3)     Merck   เยอรมนั 
 
L-cysteine– HCl.H2O     Merck   เยอรมนั 
 
Molasses      โรงงานราชบรีุ  ไทย 
 
MRS broth      Difco   อเมริกา 
 
Sodium hydroxide (NaOH)    Ajax   นิวซีแลนด ์
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Phenol (C6H6O)     Merck   เยอรมนั 
 
Sucrose (C12H22O11)     Ajax   นิวซีแลนด ์
 
Sulfuric acid (H2SO4)     QReC   นิวซีแลนด ์
 
Urea ((NH2)2CO)     Ajax   นิวซีแลนด ์
 
Yeast extract      Bio springer  ฝร่ังเศส 
 
3.2 จุลินทรีย์และการเตรียมกล้าเชือ้ 
 

3.2.1 จุลินทรีย์ที่ใช้ในการวิจัย 
จลุินทรีย์ท่ีใช้ในการศกึษา คือ Bifidobacterium animalis  TISTR 1925 จาก

ฝ่ายวิทยาศาสตร์ชีวภาพ สถาบนัวิจยัวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (ภูษิตา และ
คณะ, 2548) 

 
  3.2.2 อาหารเลีย้งเชือ้ 

De Man,Rogosa, Sharpe (MRS) เติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัตอ่ปริมาตร)  
L-cysteine– HCl.H2O 
  Proteose peptone  10.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Beef extract   10.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract   5.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Dextrose   20.0 กรัมตอ่ลิตร 
  Polysorbate 80     1.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Ammonium citrate    2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Sodium acetate    5.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Magnesium sulfate    0.1  กรัมตอ่ลิตร 
  Manganese sulfate    0.05  กรัมตอ่ลิตร 
  Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
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  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
ฆา่เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
 

  อาหาร GYS 
  Glucose   20  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Ammonium sulfate             13.36  กรัมตอ่ลิตร 

Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
  อาหาร FYS 
  Fructose   20  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Ammonium sulfate  13.36  กรัมตอ่ลิตร 

Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
  อาหาร SYS 
  Sucrose   19  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Ammonium sulfate  13.36  กรัมตอ่ลิตร 

Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
  อาหาร MYS 
  Molasses    20  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Ammonium sulfate  13.36  กรัมตอ่ลิตร 
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Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
 
  อาหาร MYU 
  Molasses    20  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Urea     6.07  กรัมตอ่ลิตร 
  Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร  
 
  อาหาร MY 
  Molasses    20  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    5.33  กรัมตอ่ลิตร 
  Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
   อาหาร Modified MY 
  Molasses    46.5  กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    8.0  กรัมตอ่ลิตร 
  Di-potassium phosphate  2.0  กรัมตอ่ลิตร 
  L-cysteine– HCl.H2O    0.5  กรัมตอ่ลิตร 
 
  อาหาร Milk based medium 
  Skim milk   28 กรัมตอ่ลิตร 
  Yeast extract    22  กรัมตอ่ลิตร 
  
  โดยส่วนประกอบแตล่ะตวัท าการฆ่าเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
15 นาที ยกเว้น สารสกดัจากยีสต์ใช้อณุหภมูิ 110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที  
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3.2.3 วิธีการเก็บรักษาจุลินทรีย์ 
   เคาะเชือ้จากหลอด Lyophilize ลงในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth ท่ีเติม 0.05 
เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัต่อปริมาตร) L-cysteine– HCl.H2O บ่มในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศา
เซลเซียส 12 ชัว่โมง และท าการถ่ายเชือ้อีกหนึง่ครัง้ในอาหารชนิดเดิมและน าไปบม่ท่ีภาวะเดิมเพ่ือ
กระตุ้นการเจริญของเชือ้ ป่ันแยกและล้างเซลล์ก่อนน าไป ละลายกบัน า้กลัน่ฆ่าเชือ้ในปริมาตร 15 
มิลลิลิตร แล้วเก็บสารละลายเซลล์ท่ีได้ในกลีเซอรอลเข้มข้น 80 เปอร์เซ็นต์ ในอตัรส่วน 1 ตอ่ 1 จะ
ได้สารละลายเซลล์ในกลีเซอรอลความเข้มข้น 40 เปอร์เซ็นต์ ท่ีมีปริมาณ 30 มิลลิลิตร ถ่ายใส่
หลอด  cryogenic vials ปริมาณ 1 มิลลิลิตรแล้วน าไปเก็บท่ีอณุหภูมิ – 80 องศาเซลเซียส เป็น
สารละลายเชือ้ส าหรับน ามาใช้ในแตล่ะการทดลอง  
 

3.2.4 การเตรียมกล้าเชือ้ 
การเตรียมเชือ้จลุินทรีย์สายพนัธุ์ B. animalis TISTR 1925 จากหลอดสารละลาย

เซลล์ในกลีเซลรอล 40 เปอร์เซ็นต์ 150 ไมโครลิตร ในอาหาร MRS broth ท่ีเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ 
(น า้หนกัตอ่ปริมาตร) L-cysteine–HCl.H2O 15 มิลลิลิตร บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศา
เซลเซียส 12 ชัว่โมง ท าการป่ันเหว่ียงท่ี 9,000 rpm 15 นาที ท่ี  4  องศาเซลเซียส ล้างตะกอนเซลล์
ด้วยน า้กลัน่ฆา่เชือ้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร สองรอบจากนัน้น าตะกอนเซลล์ท่ีได้ละลายในน า้กลัน่ฆ่า
เชือ้ปริมาตร 15 มิลลิลิตร  แล้วน าไปปรับคา่ความขุ่นด้วย McFarland Standard No.1 ให้ได้
ปริมาณเซลล์เร่ิมต้นประมาณ 107 cfu/ml (McFarland Turbidity Standards) เพ่ือใช้เป็น
สารละลายหวัเชือ้เร่ิมต้นตอ่ไป 

 
3.3 วิธีด าเนินการวิจัย 
 

3.3.1 การคัดเลือกชนิดแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อ
ทดแทนอาหาร MRS 

ชนิดของแหลง่คาร์บอนท่ีศกึษา ได้แก่ ซูโครส, กลโูคส, ฟรักโทสและ กากน า้ตาล  
ชนิดของแหลง่ไนโตรเจนท่ีศกึษา ได้แก่ แอมโมเนียมซลัเฟต ยเูรีย และ สารสกดัจากยีสต์ 

 ปริมาณของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนท่ีใช้ ค านวณโดยเทียบจากปริมาณของแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจนท่ีมีอยู่ในอาหารเลีย้งเชือ้ MRS ได้เป็นสตูรอาหารทดแทนท่ีศกึษา ได้แก่ 
อาหาร GYS  FYS  SYS  MYS  MYU และ MY 
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3.3.1.1 ทดสอบการเจริญของเชือ้ B. animalis TISTR 1925  
ทดสอบการเจริญในอาหารสตูรทดแทนเปรียบเทียบกับ MRS broth ท่ี

เติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัตอ่ปริมาตร)  L-cysteine–HCl.H2O โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) บ่มในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell 
lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วย
เทคนิค drop dilution technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; 
Miles และ Misra, 1938)  บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 
องศาเซลเซียส 48 ชั่วโมง และวิเคราะห์ผลค่าความเข้มข้นของเซลล์สูงสุด (log10 โคโลนีต่อ
มิลลิลิตร) เพ่ือคดัเลือกสตูรอาหารท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ   
โดยเปรียบเทียบผลความเข้มข้นของเซลล์สูงสุดท่ีเลีย้งในสูตรอาหารทดแทนกับอาหารเลีย้งเชือ้  
MRS broth เพ่ือคดัเลือกชนิดขององค์ประกอบในสตูรอาหารส าหรับน าไปหาปริมาณความเข้มข้น
ขององค์ประกอบท่ีเหมาะสมตอ่ไป 
 

3.3.2 การหาช่วงความเข้มข้นขององค์ประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้เบือ้งต้น 
จากการทดลองหาองค์ประกอบในสตูรอาหารทดแทนพบว่า สูตรอาหารทดแทน 

MYS MYU และ MY ให้ผลคา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุใกล้เคียงอาหารเลีย้งเชือ้ MRS broth 
แตอ่าหาร MY มีองค์ประกอบท่ีน้อยกวา่จงึมีมลูคา่ต้นทนุขององค์ประกอบท่ีมีราคาถกู จึงน ามาหา
ปริมาณท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบแตล่ะตวัดงันี ้ 

 
3.3.2.1 การหาปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เบือ้งต้น    

โดยปรับคา่ปริมาณความเข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์เป็น   6  8  10  12  
และ 14 กรัมต่อลิตร และใช้ความเข้มข้นของกากน า้ตาลเทียบเท่ากับปริมาณกลูโคสในอาหาร 
MRS broth คือ 20 กรัมตอ่ลิตร แล้วท าการทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 
1925 กบัสูตรอาหารดงักล่าว โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร)  บม่ใน
ภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้น
ของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava 
และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 1938) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation 
(Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ และวิเคราะห์ผล
เพ่ือคดัเลือกสตูรอาหารท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 
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3.3.2.2 การหาปริมาณความเข้มข้นของยูเรียเบือ้งต้น  
เพ่ือชดเชยปริมาณ สารสกดัจากยีสต์ ท่ี 8 กรัมตอ่ลิตร ซึ่งเป็นปริมาณท่ี

ให้ผลการเจริญสูงสุดจากการทดลองข้อ 3.3.2.1 โดยค านวณปริมาณของยูเรียเทียบกับปริมาณ
เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนของสารสกดัจากยีสต์ ท่ี 8 6 4 และ 2 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ซึ่งได้สดัส่วน
ของการชดเชยดงันี ้  

ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 0 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 1.84 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 2 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 1.38 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 4 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 0.92 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 6 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 0.46 กรัมตอ่ลิตร  

ซึ่งใช้ความเข้มข้นของกากน า้ตาลเทียบเท่ากบัปริมาณกลโูคสในอาหาร MRS broth คือ 20 กรัม
ตอ่ลิตร  แล้วท าการทดสอบการเจริญของจุลินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสูตรอาหาร
ดงักล่าว โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 
37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค 
drop dilution technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles 
และ Misra, 1938) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศา
เซลเซียส 48 ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ และวิเคราะห์ผลเพ่ือคดัเลือกสตูรอาหาร
ท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 
 

3.3.2.3 การหาปริมาณความเข้มข้นของกากน า้ตาลเบือ้งต้น  
โดยปรับคา่ปริมาณความเข้มข้นของกากน า้ตาลเป็น 30 40 50 60 70 

และ 80 กรัมต่อลิตร โดยเลือกความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์ 4 กรัมต่อลิตรและยูเรีย 0.92 
กรัมตอ่ลิตร ซึง่ให้ผลการเจริญสงูสดุจากการทดลองข้อ 3.3.2.2  แล้วท าการทดสอบการเจริญของ
จลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสตูรอาหารดงักล่าว โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ 
(ปริมาตรต่อปริมาตร)  บ่มในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่างท่ี 20 
ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution technique (drop plate 
method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 1938)  บม่ในภาวะไม่มี
ออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณ
ความเข้มข้นของเซลล์ และวิเคราะห์ผลเพ่ือคดัเลือกสตูรอาหารท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 
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3.3.3 การคัดเลือกองค์ประกอบของสูตรอาหารด้วยวิธีการ 2k full factorial design   
ออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม Design-Expert  version 8.0.7.1  ท่ีมีค่า

ปัจจยั (k) เป็นจ านวนขององค์ประกอบในสตูรอาหารทดแทน มีช่วงของค่าความเข้มข้นท่ีได้จาก
การวิเคราะห์ผลในข้อ 3.3.2.1 ถึง 3.3.2.3  เป็น 2 ระดบัคือ ต ่าและสงู (-1,+1) ดงันี ้
ความเข้มข้นระดบัต ่าของกากน า้ตาลคือ 40 กรัมตอ่ลิตร และระดบัสงูคือ 60 กรัมตอ่ลิตร 
ความเข้มข้นระดบัต ่าของสารสกดัจากยีสต์คือ  4 กรัมตอ่ลิตร และระดบัสงูคือ 8 กรัมตอ่ลิตร 
ความเข้มข้นระดบัต ่าของยเูรียคือ  0 กรัมตอ่ลิตร และระดบัสงูคือ 0.92 กรัมตอ่ลิตร 

จากการออกแบบการทดลองจะท าการก าหนดค่ากลาง (0) ของค่าความเข้มข้น
ของแตล่ะองค์ประกอบเพ่ือบง่บอกความโค้งของสมการและคา่ lack of fit ท่ีมีความสมัพนัธ์กบัคา่ 
pure error โดยให้รูปแบบของการออกแบบการทดลองดงันี ้

 
ตารางท่ี 3.1 การออกแบบการทดลองคดัเลือกองค์ประกอบของสูตรอาหารด้วยวิธีการ 2k full 
factorial design   

ล าดบั คา่ความเข้มข้น (กรัมตอ่ลิตร) 

 กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต์ ยเูรีย 

1 40 4 0 

2 40 4 0 

3 60 4 0 

4 60 4 0 

5 40 8 0 

6 40 8 0 

7 60 8 0 

8 60 8 0 

9 40 4 0.92 

10 40 4 0.92 

11 60 4 0.92 

12 60 4 0.92 

13 40 8 0.92 
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ตารางท่ี 3.1(ตอ่) การออกแบบการทดลองคดัเลือกองค์ประกอบของสตูรอาหารด้วยวิธีการ 2k full 
factorial design   

ล าดบั คา่ความเข้มข้น (กรัมตอ่ลิตร) 

 กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต์ ยเูรีย 

14 40 8 0.92 

15 60 8 0.92 

16 60 8 0.92 

17 50 6 0.46 

18 50 6 0.46 

19 50 6 0.46 

20 50 6 0.46 
 
ท าการทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสตูรอาหาร

ดงักล่าว โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 
37 องศาเซลเซียส ท าการเก็บตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค 
drop dilution technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles 
และ Misra, 1938)  บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศา
เซลเซียส 48 ชั่วโมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์และวิเคราะห์ผลตามหลักสถิติด้วย
โปรแกรม Design-Expert  version 8.0.7.1 เพ่ือท าการคดัเลือกองค์ประกอบของสูตรอาหาร
ทดแทนท่ีมีผลตอ่คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 

 
3.3.4 การหาอัตราส่วนความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารด้วยวิธีการ 

Steepest ascent 
จากผลการคดัเลือกองค์ประกอบของสตูรอาหารทดแทนท่ีมีผลตอ่คา่ความเข้มข้น

ของเซลล์สูงสุด จากการทดลองในข้อ 3.3.2.2 สามารถระบุองค์ประกอบท่ีส าคัญของอาหาร
ทดแทนได้คือสารสกดัจากยีสต์ และความสมัพนัธ์ระหว่างกากน า้ตาลกบัสารสกดัจากยีสต์ โดยมี
ผลของสมการเส้นตรงล าดบัท่ีหนึ่งเป็นดงันี ้Y = 8.98 + 0.15X2 + 0.06X1X2 ( X1 คือกากน า้ตาล
และ X2 คือสารสกดัจากยีสต์) และสมการเส้นตรงล าดบัท่ีหนึ่งขององค์ประกอบหลกัท่ีส่งผลตอ่คา่
ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุคือ  Y = 8.98 – 0.027 X1+ 0.15X2 ซึ่งแสดงให้เห็นผลของปริมาณ
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กากน า้ตาลต้องมีค่าท่ีลดลง และปริมาณของสารสกัดจากยีสต์ต้องมีค่าท่ีเพิ่มขึน้ถึงจะส่งให้ค่า
ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ จึงจ าเป็นต้องหาแนวโน้มของปริมาณขององค์ประกอบท่ีส่งผลตอ่ค่า
ความเข้มข้นของเซลล์สงูสุดท่ีใกล้เคียงความเป็นจริงมากท่ีสดุ โดยการประยุกต์การออกแบบการ
ทดลอง steepest ascent มาใช้ (Myers และคณะ, 2009; Kong และคณะ, 2004) ดงันี ้
         X1  X2 

(a) คา่กลางของความเข้มข้นท่ีใช้ใน 2K full factorial design   50  6 
(b) คา่การเปล่ียนแปลงหนว่ย     10  2 
(c) คา่ สมัประสิทธ์ จากสมการเส้นตรงล าดบัท่ีหนึง่   -0.027        0.15 
(d) คา่การเปล่ียนแปลงของ steepest ascent  (coded value)  -0.18  1 
(e) คา่การเปล่ียนแปลงของ steepest ascent  (actual value)  -1.8  2 

 
จากการค านวณตามหลกัการ steepest ascent พบว่า ต้องท าการลดปริมาณ

ความเข้มข้นของกากน า้ตาลจากค่ากลางของความเข้มข้นลงทุกๆ 1.8 กรัมต่อลิตร และเพิ่ม
ปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์จากค่ากลางของความเข้มข้นขึน้ทุกๆ 2 กรัมต่อลิตร 
ตามตารางการออกแบบการทดลองดงันี ้

 
ตารางท่ี 3.2  การออกแบบการทดลองตามวิธีการ steepest ascent 

ล าดบัท่ี ความเข้มข้นขององค์ประกอบ (กรัมตอ่ลิตร) 
กากน า้ตาล (X1) สารสกดัจากยีสต์ (X2) 

1 50 6 
2 48.2 8 
3 46.4 10 
4 44.6 12 
5 42.8 14 
6 41 16 

 
ท าการทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสตูรอาหาร

ดงักล่าว โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศาเซลเซียส ท า
การเก็บตัวอย่างท่ี 20 ชั่วโมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution 



33                
 

technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 
1938) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 
ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ และวิเคราะห์ผลเพ่ือคดัเลือกสตูรอาหารท่ีให้คา่ความ
เข้มข้นของเซลล์สงูสดุ  

 
3.3.5 การหาปริมาณความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารท่ีเหมาะสมด้วย

วิธีการ Central Composite Design (CCD)  
จากผลการทดลองหาปริมาณความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารท่ี

เหมาะสมกบัการเจริญเบือ้งต้น จากการทดลองในข้อ 3.3.4 พบว่าความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ี 
46.4 กรัมตอ่ลิตร และสารสกัดจากยีสต์ท่ี 10 กรัมต่อลิตร เป็นปริมาณความเข้มข้นท่ีให้คา่ความ
เข้มของเซลล์สูงสุด จึงน าค่าความเข้มข้นดงักล่าวมาออกแบบการทดลองเพ่ือหาปริมาณความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม โดยการออกแบบการทดลองเป็นแบบ Central Composite Circumscribed 
(CCC) ด้วยโปรแกรม Design-Expert  version 8.0.7.1 ท่ีให้สามารถให้ระดบัความเข้มข้นของ
องค์ประกอบในสตูรอาหารส าหรับการทดลองได้ 5 ระดบั ดงันี ้  

 
ระดบัท่ีน้อยกวา่คา่ต ่า (–α)    
ระดบัต ่า (-1)    
ระดบักลาง (0)    
ระดบัสงู (1)    
ระดบัท่ีมากกวา่คา่สงู (α)  
โดยคา่ระดบัความเข้มข้น –α = -2K/4  และ คา่ระดบัความเข้มข้น α = 2K/4  คา่ K 

คือ จ านวนขององค์ประกอบของสูตรอาหารทดแทนท่ีผ่านการคดัเลือกจากการทดลองในข้อ 
3.3.2.2 ได้รูปแบบของการออกแบบการทดลองดงันี ้

คา่ K = 2  
–α  =  -22/4 =  -1.414  

      α  =  22/4  =   1.414 
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ตารางท่ี 3.3  การออกแบบการทดลองตามวิธีการของ Central Composite Design (CCD) 

 
ล าดบัท่ี 

ความเข้มข้นขององค์ประกอบ (กรัมตอ่ลิตร) 
กากน า้ตาล (X1) สารสกดัจากยีสต์ (X2) 

Coded value Actual value Coded value Actual value 
1 -1 44.6 -1 8 
2 1 48.2 -1 8 
3 -1 44.6 1 12 
4 1 48.2 1 12 
5 –α 43.85 0 10 
6 α 48.95 0 10 
7 0 46.4 –α 7.17 
8 0 46.4 α 12.83 
9 0 46.4 0 10 
10 0 46.4 0 10 
11 0 46.4 0 10 
12 0 46.4 0 10 
13 0 46.4 0 10 

 
ท าการทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสตูรอาหารดงักล่าว โดย

ใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรต่อปริมาตร) บ่มในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศา
เซลเซียส เก็บตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution 
technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 
1938) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 
ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์และวิเคราะห์ผลตามหลกัสถิติด้วยโปรแกรม Design-
Expert  version 8.0.7.1 เพ่ือท านายค่าปริมาณท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบในสูตรอาหาร
ทดแทนท่ีมีผลตอ่คา่ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 

 
3.3.6 การทบทวนค่าประมาณการความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหาร 

จากผลการทดลองข้อ 3.3.5 ได้ค่าประมาณการความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ
องค์ประกอบในสูตรอาหารทดแทนท่ีมีผลต่อค่าความเข้มข้นของเซลล์สูงสุด จึงน าค่าท่ีได้มา
ทบทวนโดยการทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 กบัสตูรอาหารดงักล่าว 
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โดยใช้หัวเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1เปอร์เซ็นต์ บ่มในภาวะไม่มีออกซิเจนท่ี 37 องศาเซลเซียส การเก็บ
ตวัอย่างท่ี 20 ชัว่โมง หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution technique 
(drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 1938) บม่ใน
ภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง เพ่ือ
หาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์เปรียบเทียบกบัสตูรอาหาร MRS broth และ Milk based  โดยมี
รูปแบบของการออกแบบการทดลองดงันี ้

 
ตารางท่ี 3.4  คา่ประมาณการความเข้มข้นท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบในสูตรอาหาร 
ล าดบัท่ี การประมาณคา่ความเข้มข้นขององค์ประกอบ               

(กรัมตอ่ลิตร) 
ปริมาณความเข้มข้นสงูสดุท่ีท านาย 

(log โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 
กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต์ 

1 45.23 8 9.1753 
2 46.5 8 9.1944 
3 47.03 8 9.1911 

 
3.3.7 การศึกษาภาวะที่ เหมาะสมในการผลิตแบบแบตช์ 

ท าการเตรียมเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพแบบถังกวนขนาด 15 ลิตร (Biostat C, 
B.Braun, Germany) โดยฆา่เชือ้สว่นประกอบและอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีอณุหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
30 นาที ภายในถังปฏิกรณ์ชีวภาพ ส่วน สารสกัดจากยีสต์แยกฆ่าเชือ้ท่ีอุณหภูมิ 110 องศา
เซลเซียส 10 นาที ก่อนน ามาผสมกันแบบปลอดเชือ้  ท่ีเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ รวมมีปริมาตร
สุทธิในการปฏิบตัิงาน 8 ลิตร โดยมีการทดลอง 2 ขัน้ตอน ดงันี ้  
 

3.3.7.1 การศึกษาความเร็วรอบในการกวนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ 
ก าหนดคา่ความเร็วรอบในการกวนท่ี 100  200  และ 300 รอบตอ่นาที 

โดยไม่ควบคุมค่า pH  (Wong และคณะ, 2007) ท าการทดสอบการเจริญของจุลินทรีย์ B. 
animalis TISTR 1925 ในสตูรอาหารท่ีพฒันาขึน้ โดยใช้หวัเชือ้ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตร
ตอ่ปริมาตร) บ่มโดยอยู่ภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจนที่ควบคุมด้วยก๊าซไนโตรเจน  ท่ี 37 องศา 
เซลเซียส 24 ชัว่โมง โดยท าการเก็บตวัอยา่งทกุ 2 ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วย
เทคนิค drop dilution technique (drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; 
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Miles และ Misra, 1938) บม่ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 
องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง ค านวณและเปรียบเทียบการเจริญของเชือ้ในแต่ละคา่ความเร็วรอบใน
การกวน และเตรียมตวัอย่างส าหรับการวิเคราะห์ทัง้หมด (total sugar) ด้วยวิธี Phenol sulfuric 
(Dubois, 1956) และปริมาณไนโตรเจนด้วยวิธี Dumas combustion (Dumas, 1826 อ้างโดย 
Buckee, 1994) โดยน าตวัอยา่งอาหารเลีย้งเชือ้ป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที เวลา 5 นาที เพ่ือ
แยกสว่นใสของอาหารเลีย้งเชือ้น าไปวิเคราะห์ เพ่ือดแูนวโน้มของการใช้สารอาหารและคดัเลือกคา่
ความเร็วรอบในการกวนท่ีเหมาะสมส าหรับการศกึษาคา่ pH ท่ีเหมาะสมตอ่ไป 

 
3.3.7.2 การศึกษาค่า pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญ 

 คา่ pH ท่ีใช้ท าการศกึษาคือ 6.0  6.5  และ 7.0 โดยเป็นคา่ท่ีอยู่ในช่วงท่ี Bifidobacteria 
สามารถเจริญได้ (Biavati และ Mattarelli, 2006;  Wong และคณะ, 2007)  โดยเลือกความเร็ว
รอบในการกวนท่ีให้การเจริญของเชือ้ท่ีให้ผลการเจริญท่ีดีจากการทดลองท่ี 3.3.7.1 ท าการ
ทดสอบการเจริญของจลุินทรีย์ B. animalis TISTR 1925 ในสตูรอาหารท่ีพฒันาขึน้ โดยใช้หวัเชือ้
ท่ีเตรียมไว้ 1 เปอร์เซ็นต์ บม่โดยอยู่ภายใต้ภาวะไม่มีออกซิเจนท่ีควบคุมด้วยก๊าซไนโตรเจน ท่ี 
37 องศาเซลเซียส 24 ชัว่โมง ควบคมุคา่ pH ด้วย 8 โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด์ โดยท าการเก็บ
ตวัอย่างทกุ 2 ชัว่โมง เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค drop dilution technique 
(drop plate method) (Munsch-Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 1938) บม่ใน
ภาวะไม่มีออกซิเจนใน anaerobic workstation (Shell lab) ท่ี 37 องศาเซลเซียส 48 ชัว่โมง 
ค านวณและเปรียบเทียบการเจริญของเชือ้ในแตล่ะคา่ความเร็วรอบในการกวน และเตรียมตวัอย่าง
ส าหรับการวิเคราะห์ทัง้หมด (total sugar) ด้วยวิธี Phenol sulfuric (Dubois, 1956) และปริมาณ
ไนโตรเจนด้วยวิธี Dumas combustion (Dumas, 1826 อ้างโดย Buckee, 1994) โดยน าตวัอย่าง
อาหารเลีย้งเชือ้ป่ันเหว่ียงท่ี 10,000 รอบตอ่นาที เวลา 5 นาที เพ่ือแยกส่วนใสของอาหารเลีย้งเชือ้
น าไปวิเคราะห์เพ่ือดแูนวโน้มของการใช้สารอาหารและคดัเลือกคา่ pH ท่ีเหมาะสม 
 
3.4 การวิเคราะห์ผลการทดลอง  
  

3.4.1 การหาปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ด้วยเทคนิค Drop plate (Munsch- 
Alatossava และคณะ, 2007; Miles และ Misra, 1938)  

ท าการเจือจางตัวอย่างตามล าดับทุกๆ 10 เท่าด้วยน า้กลั่นฆ่าเชือ้แล้วน า
สารละลายท่ีเจือจาง 20 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวอาหาร   MRS agar ท่ีเติม 0.05 เปอร์เซ็นต์ 
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(น า้หนกัต่อปริมาตร)  L-cysteine–HCl.H2O บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส ในภาวะไม่มีออกซิเจนใน  
anaerobic workstation 48 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนีท่ีขึน้โดยเลือกนบัค่าในค่าการเจือจางท่ีให้
จ านวน   โคโลนีอยูใ่นชว่ง 3-30 โคโลน่ี ท าการค านวณคา่ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ ดงันี ้ 
   คา่ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ (โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 
   = จ านวนโคโลนี X 50 X คา่การเจือจาง  
  (50 = คา่คงท่ีคณูกลบัเพ่ือมีปริมาตรเป็น 1,000 ไมโครลิตร) 
 

3.4.2 การหาปริมาณน า้ตาลทัง้หมดด้วยวิธี Phenol sulfuric (Dubois, 1956) 
การหาปริมาณน า้ตาลทัง้หมดด้วยวิธีนี ้สามารถตรวจวัดปริมาณช่วง 1-100 

มลิลิกรัมตอ่ลิตร และเป็นวิธีการวิเคราะห์ปริมาณคาร์โบไฮเดรตท่ีไมจ่ าเพาะเจาะจงเพราะไม่ว่านัน้
จะอยู่ในรูปรีดิวซ์ นอนรีดิวซ์ หรือในธรรมชาติท่ีพบอยู่ในรูป mono-, di-, tri-, oligo- และ 
polysaccharide ก็สามารถวิเคราะห์ได้ด้วยวิธีนี ้

หลกัการทางปฏิกิริยา (Scherz and Bonn, 1998)  mono-, di-, tri-, oligo- และ 
polysaccharide ท าปฏิกิริยากับฟีนอลและกรดซัลฟิวริกเข้มข้นท่ีอุณหภูมิสูง ส่งผลให้เกิดการ
เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นสารท่ีมีสี สามารถดดูซบัแสงสงูสดุท่ีความยาวคล่ืน 480-490 นาโนเมตร 
ส าหรับกลไกการเกิดปฏิกิริยา เช่ือว่า ในกรณี oligo- และ polysaccharide ถูกตดัพนัธะอีเทอร์
ระหว่างโมเลกุลให้ออกจากกันด้วยกรด พร้อมกันนัน้ก็เกิดปฏิกิริยาขจัดน า้ออกท่ีแทนท่ีด้วย
อนพุนัธ์ของเฟอร์ฟูรอล (furfural derivatives) ท่ีจะเกิดการรวมตวักบัฟีนอลกลายเป็นสีไตรเอริล
มีเทน เป็นสารประกอบสีส้ม (triarylmethane dyes) 

 
วิธีวิเคราะห์ 
1. เตรียมสารละลายฟีนอล 5 เปอร์เซ็นต์ (น า้หนกัตอ่ปริมาตร) เตรียมโดยละลายผลึก

ของฟีนอล 25 กรัม ในน า้กลัน่ 500 มิลลิลิตร 
2. ใช้สว่นใสของอาหารเลีย้งเชือ้ 1 มิลลิลิตร ใสล่งในหลอดทดลอง ขณะเดียวกนัท าสาร 

ไร้ตวัอยา่ง (blank) ด้วยโดยการใช้น า้กลัน่ปริมาตรเทา่กนัแทนตวัอยา่ง 
3. เตมิสารละลายฟีนอล 1 มิลลิลิตร ในตวัอยา่งผสมให้เข้ากนั 
4. เติมกรดซลัฟูริคเข้มข้น 5 มิลลิลิตร ลงในสารผสมข้อ 2. ตัง้ทิง้ไว้ 10 นาที แล้วเขย่า

แรงๆ ผสมให้เข้ากนัด้วยเคร่ืองผสมสารละลาย (vortex mixer) (ระวงักรดผสมน า้จะ
ร้อนเดือด) ตัง้ทิง้ไว้อีกประมาณ 20 นาที 



38                
 

5. น าชุดทดลองไปวัดค่าการดดูกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 480 นาโนเมตร เทียบกับ
กราฟมาตรฐาน (standard curve) ระหว่างความเข้มข้นสารละลายมาตรฐานและคา่
การดดูกลืนแสง 
 

การค านวณ 
ค านวณปริมาณรีดวิซ์ท่ีวดัได้จากสตูรการค านวณดงันี ้

  ปริมาณทัง้หมด (กรัม/ลิตร)         =  คา่ OD480 x อตัราการเจือจาง 
  
 

3.4.3 การหาปริมาณไนโตรเจนด้วยวิธี Dumas combustion (Dumas, 1826 อ้าง 
โดย Buckee, 1994) 

การวิเคราะห์หาปริมาณไนโตรเจนด้วยเทคนิคการเผาไหม้ให้เกิดปฏิกิ ริยา
ออกซิเดชนัภายใต้บรรยากาศท่ีอณุหภูมิ 850 ถึง 950 องศสเซลเซียส และเกิดปฏิกิริยา
คายความร้อนอย่างรวดเร็วจากธาตดีุบกุท่ีเป็นองค์ประกอบของแคปซูลบรรจตุวัอย่างท า
ให้เกิดการเผาไหม้อย่างสมบูรณ์ท่ีอุณหภูมิ 1,800 องศสเซลเซียส จนได้ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ ออกไซด์ของไนโตรเจน ไอน า้และก๊าซไนโตรเจน โดยมีก๊าซฮีเลียมเป็น
ตวัพาออกไซด์ของไนโตรเจนและก๊าซไนโตรเจนไปวิเคราะห์โดยตรวจวัดค่า Thermal 
conductivity 

 
 วิธีวิเคราะห์ 

1. เปิดเคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน (Dumas combustion) ก่อนการวิเคราะห์ 2 
ชัว่โมง 

2. ตรวจสอบคา่ Ambient ให้ทกุคา่อยูร่ะหวา่งคา่สงูสดุและต ่าสดุ 
3. ตรวจสอบการร่ัวของก๊าซฮีเลียมและออกซิเจน 
4. ก าหนดคา่ภาวะของเคร่ืองตามคูมื่อก าหนด 
5. เลือกวิธีการทดสอบในโปรแกรม 
6. ท าการวิเคราะห์ตวัอย่างเปล่า (อากาศ) เพ่ือสร้างคา่ base line ให้กบัตวัอย่างโดยท า

จนกวา่คา่คงท่ี  

คา่ความชนัของกราฟมาตรฐาน 
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7. วิเคราะห์สารมาตรฐานโดยชัง่สาร EDTA ลงใน Tin foil cub แล้วห่อให้แน่นก่อน
น าเข้าเคร่ืองเพ่ือวิเคราะห์สารมาตรฐาน โดยคา่เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนท่ีควรได้คือ 9.58 
± 0.02 แล้วท าการ Calibration เคร่ือง 

8. วิเคราะห์ตวัอย่างโดยชัง่น า้หนกัเปล่าของ Tin capsule แล้วตัง้คา่น า้หนกัให้เป็นศนูย์
ก่อนน าไปบรรจตุวัอย่างส่วนใสของอาหารเลีย้งเชือ้ในปริมาตร 200 ไมโครลิตร แล้ว
ชัง่น า้หนกัของตวัอยา่งอีกครัง้เพ่ือบนัทกึน า้หนกัตวัอย่างในโปรแกรม และปิดปาก Tin 
capsule ให้สนิทก่อนน าเข้าเคร่ืองวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจน โดยเคร่ืองจะแสดงคา่
การวิเคราะห์ท่ีได้เป็นคา่เปอร์เซ็นต์ไนโตรเจน 



 

บทที่ 4 
 

ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

งานวิจัยนี  ้ เ ป็นการศึกษาเพ่ือหาอาหารเลี ย้งเชื อ้ทดแทนสูตรอาหารท่ีมีนมเป็น
องค์ประกอบและภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งจุลินทรีย์ Bifidobacterium animalis TISTR 
1925 ซึ่งจะมีวิธีการตามล าดับขัน้ตอนต่อไปนี ้ ขัน้ตอนแรกเป็นการคัดเลือกชนิดของแหล่ง
คาร์บอนและไนโตรเจน ส าหรับอาหารเลีย้ง โดยค านึงถึงความเป็นไปได้ส าหรับการน ามาใช้และ
ต้นทนุของการผลิต และหาชว่งความเข้มข้นขององค์ประกอบแตล่ะตวัเบือ้งต้นเพ่ือน าไปใช้ส าหรับ
การคดัเลือกองค์ประกอบท่ีส าคญัในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีผลต่อความเข้มข้นของเซลล์สูงสุด ด้วย
วิธีการออกแบบการทดลองแบบ 2k full factorial design จากนัน้ท าการพฒันาสูตรอาหารให้
เหมาะสมกับการเจริญของเชือ้โดยการหาแนวโน้มความเข้มข้นขององค์ประกอบในอาหาร ด้วย
วิธีการออกแบบการทดลองแบบ Steepest ascent  ก่อนท่ีจะมาหาปริมาณความเข้มข้นของ
องค์ประกอบในอาหารท่ีเหมาะสม ด้วยวิธีการออกแบบการทดลองแบบ Central composite 
design ซึ่งจะได้สตูรอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีมีชนิดและปริมาณท่ีเหมาะสมกบัการเจริญเพ่ือให้ได้ความ
เข้มข้นของเซลล์สูงสุด และท าการศึกษาภาวะการเลีย้งท่ีเหมาะสมแบบแบตช์ในเคร่ืองปฏิกรณ์
ชีวภาพ โดยปัจจยัท่ีเลือกศกึษา ได้แก่ ความเร็วรอบในการกวนและคา่ pH  

 
4.1 การคัดเลือกชนิดของแหล่งคาร์บอนและไนโตรเจนในอาหารเลีย้งเชือ้เพื่อทดแทน
อาหาร MRS  

โดยใช้แหล่งคาร์บอนท่ีใช้ ซูโครส, กลโูคส, ฟรักโทสและกากน า้ตาล แหล่งไนโตรเจนท่ีใช้
เป็นเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต ยูเรีย และ สารสกัดจากยีสต์ ท าการค านวณหาปริมาณของ
องค์ประกอบแต่ละชนิดเทียบกับปริมาณองค์ประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้ De Man,Rogosa, 
Sharpe (MRS) ได้เป็นสตูรอาหารทดแทนทัง้หมด 4 สตูร ได้แก่ MYS GYS SYS และ FYS บม่ใน
ภาวะ anaerobic ท่ี 37 องศาเซลเซียส 20 ชัว่โมง พบว่าสตูรอาหาร MYS ท่ีมีองค์ประกอบเป็น
กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต์และเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ให้ผลปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ท่ี 
9.0227 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ซึ่งให้ผลใกล้เคียงกนั MRS broth ท่ีมีปริมาณความเข้มข้นของ
เชือ้ท่ี 9.1463 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตรส่วนอาหาร GYS SYS และ FYS พบว่ามีปริมาณความ
เข้มข้นของเชือ้ในระดบัท่ีต ่า (ตามตารางท่ี 4.1) เม่ือเปล่ียนสตูรอาหารจาก MYS เป็น MYU โดยใช้
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ยเูรียแทนเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต เน่ืองจากมีราคาถกูกว่า พบว่ามีปริมาณความเข้มข้น
ของเชือ้ท่ี 8.7848 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ซึ่งต ่ากว่าอาหาร MYS เล็กน้อยแตเ่ม่ือเปรียบเทียบกบั
อาหาร MY ท่ีมีองค์ประกอบเฉพาะกากน า้ตาลน า้ตาลและสารสกดัจากยีสต์ก็ให้ผลปริมาณความ
เข้มข้นของเชือ้ไม่ต่างจากสตูรอาหาร MYU คือ 8.7075 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ถึงแม้ว่าสตูร
อาหาร MY ให้ผลการเจริญท่ีต ่ากว่า MYS แตก็่เป็นสตูรท่ีเหมาะสมกบัการน าไปพฒันาเป็นสตูร
อาหารทดแทนตอ่เน่ืองจากมีจ านวนขององค์ประกอบท่ีน้อยกว่า (ตามตารางท่ี 4.2) 

 
ตารางท่ี 4.1 ความเข้มข้นของเชือ้ในอาหารท่ีมีองค์ประกอบชนิดตา่งๆ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ตารางท่ี 4.2 ชนิดของอาหารท่ีให้การเจริญของเชือ้ท่ีดี 

  
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

MRS 9.1463 ± 0.0693 
MYS 9.0227 ± 0.0565 
GYS 8.0494 ± 0.0387 
SYS 6.3498 ± 0.0485 
FYS 7.8174 ± 0.0577 

ชนิดอาหารเลีย้งเชือ้ ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

MYS 9.0227 ± 0.0565 
MYU 8.7848 ± 0.0445 
MY 8.7075 ± 0.1054 
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4.2 การหาช่วงความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารเลีย้งเชือ้เบือ้งต้น  
 

4.2.1 การหาปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์เบือ้งต้น  
 จากการปรับคา่ความเข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์เป็น  2 4 6 8 10 12 และ 14 

กรัมต่อลิตร ตามล าดบั โดยใช้ความเข้มข้นของกากน า้ตาลเป็น 20 กรัมต่อลิตร พบว่าท่ีความ
เข้มข้น 8 และ 10 กรัมตอ่ลิตร ให้ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้แตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยความเข้มข้นท่ี 8 กรัมตอ่ลิตร เป็นคา่ท่ีเหมาะสมท่ีสดุเน่ืองจากใช้
ปริมาณท่ีน้อยกวา่ (ตามตารางท่ี 4.3) 
 
ตารางท่ี 4.3 ความเข้มข้นของเชือ้ในอาหารท่ีมีปริมาณสารสกดัจากยีสต์แตกตา่งกนั 

 
  

 
 
 
 

 

 

        

 

a,b,c,d แสดงคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 
4.2.2 การหาปริมาณความเข้มข้นของยูเรียเบือ้งต้น 

เม่ือพิจารณาถึงต้นทนุของสารสกดัจากยีสต์ท่ีเป็นแหลง่ไนโตรเจนและ Growth 
factors พบวา่มีราคาสงู การเลือกใช้วตัถดุบิอ่ืนๆเพ่ือชดเชยปริมาณการใช้สารสกดัจากยีสต์จึงเป็น
สิ่งท่ีน่าสนใจ โดยจากการทดลองท่ีผ่านมาพบแหล่งไนโตรเจนทัง้ 2 ชนิด คือเกลือแอมโมเนียม
ซลัเฟตและยูเรียน่าจะสามารถชดเชยปริมาณการใช้สารสกัดจากยีสต์ได้ เม่ือพิจารณาถึงต้นทุน
และปริมาณการใช้องค์ประกอบในสูตรอาหารพบว่ายูเรียมีปริมาณการใช้ท่ีต ่ากว่าเม่ือเทียบกับ
เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต เน่ืองมาจากน า้หนกัโมเลกุลของยูเรียมีค่าต ่ากว่า เม่ือท าการค านวณ
เพ่ือให้ได้ไนโตรเจนสทุธิท่ีเท่ากนัระหว่างยเูรียกบัเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต ซึ่งสอดคล้องกบัต้นทนุ

ความเข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์  
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

2 7.7942 ± 0.0451d 
4 7.9942 ± 0.0209c 
6 8.1550 ± 0.1077b 
8 8.5326 ± 0.1163a 
10 8.4543 ± 0.0705a 
12 8.1374 ± 0.0774b 
14 8.1076 ± 0.1276bc 
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การผลิตส าหรับระดบัอุตสาหกรรมในอนาคต ท่ีพบว่าเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตท่ีอยู่ในรูปปุ๋ ยมี
ราคาถกูกวา่ปุ๋ ยยเูรียไมถ่ึง 50 เปอร์เซ็นต์ แตมี่ปริมาณไนโตรเจนเพียง 21 เปอร์เซ็นต์ (สตูรปุ๋ ย 21-
0-0) สว่นปุ๋ ยยเูรียมีปริมาณไนโตรเจน 46 เปอร์เซ็นต์ (สตูรปุ๋ ย 46-0-0) ปุ๋ ยยเูรียจึงมีปริมาณการใช้
น้อยกวา่ ดงันัน้จงึเลือกยเูรียส าหรับการชดเชยสารสกดัจากยีสต์ทกุๆ 2 กรัมตอ่ลิตร โดยมีปริมาณ
สทุธิของไนโตรเจนในสูตรอาหารเท่ากับปริมาณไนโตรเจนของสารสกัดจากยีสต์ท่ี 8 กรัมต่อลิตร 
ท าให้ได้สดัสว่นของการชดเชยดงันี ้  
 

ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 0 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 1.84 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 2 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 1.38 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 4 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 0.92 กรัมตอ่ลิตร  
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 6 กรัมตอ่ลิตรกบัปริมาณยเูรีย 0.46 กรัมตอ่ลิตร  
 

และก าหนดความเข้มข้นของกากน า้ตาลเป็น 20 กรัมต่อลิตร จากการทดลองพบว่าสดัส่วนสาร
สกดัจากยีสต์ 4 กรัมตอ่ลิตร กบัยเูรีย 0.92 กรัมตอ่ลิตร และสดัส่วนสารสกดัจากยีสต์ กรัมตอ่ลิตร 
กับยูเรีย 0.46 กรัมต่อลิตร ให้ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบั
ความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ โดยเป็นช่วงท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์สูงสดุใกล้เคียงกบัสดัส่วน
สารสกดัจากยีสต์ 8 กรัมตอ่ลิตร กบัยเูรีย 0 กรัมตอ่ลิตร เป็นตวัควบคมุ (ตามตารางท่ี 4.4) 
 
ตารางท่ี 4.4 ความเข้มข้นของเชือ้ในอาหารท่ีมีปริมาณยูเรียชดเชยสารสกัดจากยีสต์ในระดบัท่ี
แตกตา่งกนั 

สารสกดัจากยีสต์ ยเูรีย ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 
(กรัมตอ่ลิตร) (กรัมตอ่ลิตร) (log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 
0 1.84 7.6236 ± 0.1393c 
2 1.38 8.4005 ± 0.1419b 
4 0.92 8.6495 ± 0.0652a 
6 0.46 8.6101 ± 0.0784a 
8 0  8.5326 ± 0.1163ab 

 a,b,c แสดงคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
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4.2.3 การหาปริมาณความเข้มข้นของกากน า้ตาลเบือ้งต้น 
จากการปรับคา่ปริมาณความเข้มข้นของกากน า้ตาลเป็น 20 30 40 50 60 70 

และ 80 กรัมตอ่ลิตร โดยใช้คา่ความเข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์ 4 กรัมตอ่ลิตร และยเูรีย 0.92 
กรัมต่อลิตร ท่ีได้จากการทดลองท่ี 4.2.2 พบว่ากากน า้ตาลท่ีความเข้มข้น 60 กรัมต่อลิตร เป็น
ปริมาณท่ีให้คา่ความเข้มข้นของเซลล์แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
(ตามตารางท่ี 4.5) 
 
ตารางท่ี 4.5 ความเข้มข้นของเชือ้ในอาหารท่ีมีปริมาณกากน า้ตาลท่ีแตกตา่งกนั 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

a,b,c แสดงคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ 
 

สรุปผลการทดลองหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมเบือ้งต้นขององค์ประกอบในสูตร
อาหารแตล่ะตวั พบว่าความเข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์ท่ี 8 กรัมตอ่ลิตร ให้ปริมาณความเข้มข้น
ของเชือ้สงูสดุ และเม่ือท าการชดเชยปริมาณของสารสกดัจากยีสต์ด้วยยเูรียเพ่ือลดปริมาณการใช้
สารสกดัจากยีสต์ พบวา่สามารถชดเชยการใช้สารสกดัจากยีสต์ให้มีปริมาณลดลงเหลือ 4 กรัมตอ่
ลิตร  ด้วยยูเรีย 0.92 กรัมต่อลิตร โดยมีปริมาณความเข้มข้นของเชือ้สูงสดุใกล้เคียงกบัสารสกัด
จากยีสต์ท่ี 8 กรัมตอ่ลิตรท่ีเป็นตวัควบคมุ เม่ือดแูนวโน้มสดัส่วนความเข้มข้นท่ีเหมาะสมเบือ้งต้น
ของสารสกดัจากยีสต์กบัยเูรียท่ีส่งผลตอ่ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้จะอยู่ในช่วง 4 ถึง 8 กรัมตอ่
ลิตร และ 0 ถึง 0.92 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ซึ่งจะได้คา่ความเข้มข้นของเชือ้สงูสดุตัง้แต ่8.6525 
ถึง 8.7363log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร (ตามภาพท่ี 4.1) 

ความเข้มข้นของกากน า้ตาล 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณความเ ข้มข้นของเซลล์
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

20 8.6979 ± 0.0356c 
30 8.8017 ± 0.0572c 
40 8.9458 ± 0.0517b 
50 8.9338 ± 0.0963b

 

60 9.1260 ± 0.1524a 
70 8.9466 ± 0.0964b 
80  8.9811 ± 0.0529b 
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ส่วนแนวโน้มความเข้มข้นท่ีเหมาะสมเบือ้งต้นของกากน า้ตาลท่ีส่งผลตอ่ปริมาณ
ความเข้มข้นของเชือ้จะอยู่ในช่วง 40 ถึง 60 กรัมตอ่ลิตร ซึ่งจะได้ค่าความเข้มข้นของเชือ้สงูสุด
ตัง้แต ่8.9458 ถึง 9.1260 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร (ตามภาพท่ี 4.3) ซึ่งจะมีคา่ใกล้เคียงกบัการ
ทดลองของ Reyed (2008) ท่ีใช้กากน า้ตาลเป็นองค์ประกอบในอาหารเลีย้งเชือ้ 50 กรัมต่อลิตร 
ส าหรับการเลีย้งเชือ้ B. bifidum no.1791  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.1 กราฟสดัสว่นความเข้มข้นสารสกดัจากยีสต์กบัยเูรียท่ีมีผลตอ่ความเข้มข้นของเชือ้ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.2 กราฟแสดงความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีมีผลตอ่ความเข้มข้นของเชือ้ 
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4.3 การคัดเลือกองค์ประกอบของสูตรอาหารเลีย้งเชือ้ด้วยวิธี 2k full factorial design 
จากการออกแบบการทดลองด้วยโปรแกรม Design-Expert  version 8.0.7.1  ท่ีมีคา่ตวั

แปร (k) เป็นจ านวนขององค์ประกอบในสูตรอาหาร ท่ีมีช่วงของค่าความเข้มข้นท่ีได้จากการ
ทดลองในข้อ 4.2 และเม่ือน าข้อมลูผลการวิเคราะห์ผลจากคา่เส่ือมถอย (ANOVA) พบว่าความ
เหมาะสมของการออกแบบการทดลองมีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 
เปอร์เซ็นต์ (P < 0.0001) ซึ่งสอดคล้องกบัคา่กึ่งกลางในการทดลอง (center point) ท่ีเป็นตวับง่
บอกถึงคา่ความโค้งแตกตา่งอย่างไม่มีนยัส าคญัท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ และการขาดความสอดคล้องกบั
การออกแบบ (lack of fit) ก็จะมีความแตกตา่งอย่างไม่มีนยัส าคญัท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ โดยผลการ
ออกแบบการทดลองให้คา่ R2 = 0.8538 และคา่ predicted R2 = 0.7035 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การ
ยอมรับตามท่ี Lundstedt และคณะ (1998) ท่ีได้สรุปไว้ ส่วนผลการคดัเลือกองค์ประกอบท่ีส าคญั 
พบว่าสารสกดัจากยีสต์ส่งผลตอ่การเจริญของเชือ้จึงถือได้ว่าเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัในอาหาร
เลีย้งเชือ้ (P < 0.0001) และพบวา่ความสมัพนัธ์ระหว่างกากน า้ตาลมีกบัสารสกดัจากยีสต์ท่ีส่งผล
ตอ่การเจริญของเชือ้ (P = 0.0085) (ตามตารางท่ี 4.6) เม่ือน าคา่สมัประสิทธ์เขียนสมการหลายตวั
แปร โดยคา่ y เทา่กบัปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ (log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) ได้สมการท่ี 1 ดงันี ้ 

 
Y = 8.98 - 0.027X1 + 0.15X2 – 0.012X3 + 0.06X1X2 – 0.029X1X3 – 0.000077X2X3 ……… (1) 
 

จึงสรุปได้ว่ากากน า้ตาลมีผลต่อการเจริญของเชือ้ โดยท าหน้าท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนใน
อาหารเลีย้งเชือ้ ซึ่งคล้ายกบัการทดลองของ Wong และคณะ (2007) ท่ีพบว่าหางนมท่ีใช้เป็น
แหล่งคาร์บอนในสตูรอาหาร Milk based เม่ือท าการทดลองจากการออกแบบการทดลอง 2k full 
factorial design ผลวิเคราะห์สรุปว่าหางนมไม่เป็นส่วนประกอบท่ีส าคญั แต่ยงัคงใช้หางนมใน
การพฒันาสตูรอาหารตอ่เพราะใช้เป็นแหลง่คาร์บอนในสตูรอาหาร  

เม่ือพิจารณาสมการท่ี 1 พบว่าคา่สมัประสิทธ์ของสารสกดัจากยีสต์ (X2) มีคา่เป็นบวก 
แสดงให้เห็นถึงผลในเชิงบวกเม่ือเพิ่มปริมาณความเข้มข้นของสารสกัดจากยีสต์จะส่งผลตอ่คา่ Y 
ท่ีสงูขึน้ แตส่ าหรับคา่สมัประสิทธ์ของกากน า้ตาล (X1) มีคา่ติดลบ แสดงให้เห็นถึงผลในเชิงลบเม่ือ
เพิ่มปริมาณความเข้มข้นของกากน า้ตาลจะส่งผลตอ่คา่ Y ท่ีต ่าลง เพราะฉะนัน้การใช้กากน า้ตาล
ในสตูรอาหารควรจะมีในปริมาณไมส่งูมากนกั  

ส่วนค่าสมัประสิทธ์ของความสมัพนัธ์ระหว่างกากน า้ตาลกับสารสกัดจากยีสต์มีค่าเป็น
บวก แสดงให้เห็นวา่ความสมัพนัธ์ขององค์ประกอบทัง้ 2 ชนิดมีผลตอ่คา่ Y ท่ีเพิ่มขึน้ เม่ือวิเคราะห์
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ผลการทดลอง พบวา่คา่ความเข้มข้นของกากน า้ตาล 60 กรัมตอ่ลิตร และสารสกดัจากยีสต์ 8 กรัม
ตอ่ลิตร ให้ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้สูงสดุ โดยมีสดัส่วนของกากน า้ตาลตอ่สารสกดัจากยีสต์
เท่ากบั 7.5 เม่ือท าการทดลองโดยปรับค่าความเข้มข้นขององค์ประกอบทัง้คู่ให้มีสดัส่วนเท่าเดิม 
พบว่าคา่ความเข้มข้นของกากน า้ตาลตัง้แต ่60 ถึง 80 กรัมตอ่ลิตร และสารสกดัจากยีสต์ตัง้แต ่8 
ถึง 10.37 กรัมตอ่ลิตร สามารถให้ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้สงูสดุ แสดงว่าทัง้กากน า้ตาลและ
สารสกดัจากยีสต์มีความสมัพนัธ์กนัและมีผลกบัการเจริญของเชือ้ (ตามตารางท่ี 4.7) 

ส าหรับยเูรียท่ีน ามาชดเชยการใช้สารสกดัจากยีสต์ จากผลการวิเคราะห์ผลจากค่าเส่ือม
ถอย (ANOVA) พบว่ายเูรียไม่ส่งผลตอ่การเจริญของเชือ้ (P = 0.5640)  ประกอบกบัการวิเคราะห์
ผลจากสมการท่ี 1 พบว่าคา่สมัประสิทธ์มีคา่ติดลบแสดงให้เห็นถึงผลในเชิงลบตอ่คา่ความเข้มข้น
ของเซลล์ และเม่ือดคูวามสมัพนัธ์ระหวา่งองค์ประกอบแตล่ะตวัยงัสามารถดไูด้จากกราฟพืน้ผิวผล
ตอบ (Response surface plot)  ซึ่งพบว่าความสมัพนัธ์กากน า้ตาลกบัสารสกดัจากยีสต์ส่งผลตอ่
คา่ความเข้มข้นของเชือ้ ส่วนสารสกดัจากยีสต์กบัยเูรียก็พบว่าสารสกดัจากยีสต์ส่งผลตอ่คา่ความ
เข้มข้นของเชือ้เพียงชนิดเดียว และความสมัพนัธ์ระหว่างกากน า้ตาลกบัยเูรียไม่ส่งผลตอ่คา่ความ
เข้มข้นของเชือ้เช่นกัน แสดงให้เห็นว่ายูเรียไม่เป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัในอาหารเลีย้งเชือ้ (ตาม
ภาพท่ี 4.4 (ก.) (ข.) และ (ค.)) ตามล าดบั  

 
ตารางท่ี 4.6 ตารางแสดงการวิเคราะห์คา่เส่ือมถอยจากการทดลองแบบ 2k full factorial design 

ตวัแปร สมัประสิทธ์ P-value 
Intercept 8.98  

กากน า้ตาล (X1) -0.027 0.1859 
สารสกดัจากยีสต์ (X2) 0.15 <0.0001* 

ยเูรีย (X3) -0.012 0.5604 
X1X2 0.06 0.0085* 
X1X3 -0.029 0.1613 
X2X3 -0.000077 0.9969 

Model  <0.0001* 
Curvature  0.1918 
Lack of fit  0.7719 

R2 = 0.8538 Predicted R2 = 0.7035  
*แสดงคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
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ตารางท่ี 4.7 ความสมัพนัธ์ของกากน า้ตาลและสารสกดัจากยีสต์ท่ีมีผลตอ่ความเข้มข้นของเซลล์ 
กากน า้ตาล 

(กรัมตอ่ลิตร) 
สารสกดัจากยีสต์ 

(กรัมตอ่ลิตร) 
ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 

(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

20 2.67 8.0553 ± 0.0239 
30 4 8.6611 ± 0.0590 
40 5.33 8.9163 ± 0.0132 
50 6.67 9.0880 ± 0.0089 
60 8 9.2106 ± 0.0280 
70 9.33 9.2530 ± 0.0992 
80 10.37 9.2386 ± 0.0625 

 
 
 
 
 
 
       
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.3 กราฟพืน้ผิวผลตอบแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง (ก.) กากน า้ตาลกบัสารสกดัจากยีสต์  
    (ข.) สารสกดัจากยีสต์กบัยเูรียและ(ค.) กากน า้ตาลกบัยเูรีย ตามล าดบั 

(ก.) 

        (ข.) (ค.) 
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4.4 การหาแนวโน้มอัตราส่วนความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารด้วยวิธีการด้วย
วิธีการ Steepest ascent 

จากผลการทดลองในข้อ 4.3 จะพบว่าองค์ประกอบท่ีส าคัญในอาหารเลีย้งเชือ้
ประกอบด้วยกากน า้ตาลท่ีเป็นแหล่งคาร์บอนและสารสกัดจากยีสต์ท่ีเป็นทัง้แหล่งไนโตรเจนและ 
growth factors หรือเรียกว่า bifidus factors แตเ่น่ืองจากสมการหลายตวัแปรจากการดงักล่าว
ระบทุิศทางของปริมาณการใช้องค์ประกอบว่า กากน า้ตาล (X1) มีคา่สมัประสิทธ์เป็นลบและสาร
สกดัจากยีสต์ (X2) มีคา่สมัประสิทธ์เป็นบวก ดงัสมการหลายตวัแปรท่ี (2) ดงันี ้

 
Y = 8.98 - 0.027X1 + 0.15X2..................... (2) 
 

ซึ่งบง่บอกถึงการประมาณคา่ของตวัแปรคือปริมาณความเข้มข้นขององค์ประกอบแต่ละ
ตวัอยู่นอกเหนือจากทิศทางท่ีก าหนดไว้ในการทดลอง จึงจ าเป็นต้องหาแนวโน้มของความเข้มข้น
ขององค์ประกอบในอาหารเพ่ือให้การหาปริมาณท่ีเหมาะสมเดินมาในแนวทางท่ีถูกต้อง  ด้วย
วิธีการการออกแบบการทดลองแบบ Steepest ascent ท่ีเป็นวิธีการท่ีส าคญัท่ีดูแนวทางของ
ผลกระทบเป็นเส้นตรงท่ีมีทิศทางไปสู่คา่ประมาณการท่ีให้ผลของการยอมรับสูงสุด โดยมีวิธีการ
เร่ิมต้นจากคา่กึ่งกลางจากการทดลองแล้วขยายออกไปในทิศทางท่ีค านวณไว้ (Mayers และคณะ, 
2009) โดยพบว่า Yang และคณะ (2012) ได้น าวิธีการแบบ Steepest ascent มาร่วมกบัการหา
ปริมาณสารป้องกนัเซลล์เหมาะสมส าหรับท าแห้งแบบเยือกแข็งของเชือ้ B. longum  BIOMA 
5920 นอกจากนีย้งัมีรายงานการใช้วิธีการนีก้ับการหาปริมาณท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบใน
อาหารเลีย้งเชือ้ Clostridium butyricum  (Kong และคณะ,2004) โดยผลค านวณพบว่าทิศทาง
ของกากน า้ตาลจะลดลงจากคา่กึ่งกลางทกุๆ 1.8 กรัมตอ่ลิตร ส่วนสารสกดัจากยีสต์จะเพิ่มขึน้จาก
คา่กึ่งกลางทกุๆ  2 กรัมตอ่ลิตร โดยได้ผลของการหาคา่แนวโน้มความเข้มข้นขององค์ประกอบใน
อาหารและปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ท่ี 20 ชัว่โมง (ตามตารางท่ี 4.8) 

จากผลการทดลองพบว่าอัตราส่วนของค่าความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ีท าให้ค่าความ
เข้มข้นของเซลล์สูงสดุอยู่ท่ี 46.4 กรัมตอ่ลิตร และของสารสกดัจากยีสต์อยู่ท่ี 10 กรัมตอ่ลิตร ซึ่ง
เป็นคา่ท่ีจะน าไปหาคา่ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมตอ่ไป (ตามภาพท่ี 4.5)  
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ตารางท่ี 4.8 แสดงอตัราส่วนความเข้มข้นของเซลล์ในอาหารท่ีมีกากน า้ตาลและสารสกดัจากยีสต์
จากการออกแบบการทดลองแบบ Steepest ascent 

กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต ์ ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ 
 (log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) (กรัมตอ่ลิตร) (กรัมตอ่ลิตร) 

50 6 8.9889 ± 0.0111 
48.2 8 9.0321 ± 0.0901 
46.4 10 9.2025 ± 0.0264 
44.6 12 8.9942 ± 0.0165 
42.8 14 8.8522 ± 0.0229 
41 16 8.5207 ± 0.0814 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.4 กราฟแสดงอตัราสว่นความเข้มข้นของกากน า้ตาลตอ่สารสกดัจากยีสต์จากการ 
    ออกแบบการทดลองแบบ Steepest ascent 
 
4.5 การหาปริมาณความเข้มข้นขององค์ประกอบในสูตรอาหารท่ีเหมาะสมด้วยวิธีการ 
Central Composite Design (CCD) 

จากการหาแนวโน้มความเข้มข้นขององค์ประกอบในอาหารในการทดลองข้อ 4.4 ท าการ
หาค่าปริมาณความเข้มข้นโดยละเอียด โดยใช้วิธีการทางออกแบบการทดลองแบบ Central 
Composite Design (CCD) แบบ Central Composite ircumscribed (CCC) ท่ีก าหนดระดบัของ
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ปริมาณความเข้มข้น 5 ระดบั จากผลการทดลอง (ตามตารางท่ี 4.9) พบว่าการออกแบบการ
ทดลองมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 0.0071) และคา่ 
R2 = 0.8576 และคา่ predicted R2 = 0.6734 ซึ่งอยู่ในเกณฑ์การยอมรับตามท่ี Lundstedt และ
คณะ, 1998 ท่ีได้สรุปไว้ โดยพบว่าสารสกดัจากยีสต์และกากน า้ตาลคา่ยกก าลงัสอง (quadratic 
term)ให้ผลการเจริญของเชือ้แตกต่างอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต์ (P < 
0.0021, P < 0.0046 ตามล าดบั) เม่ือน าค่าสมัประสิทธ์ิมาเขียนสมการขัน้ท่ีสองในเทอมของ
องค์ประกอบท่ีให้ผลการเจริญท่ีแตกตา่งท าให้ได้สมการท่ี 3 ดงันี ้

 
Y = 9.15 - 0.041X2 - 0.038X1

2 ………… (3) 
 

 การวิเคราะห์ผลการทดลองจากกราฟพืน้ผิวผลตอบ (Response surface plot) แสดงคา่
การเจริญของเชือ้จากการหาคา่ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบแตล่ะตวั พบว่าคา่ความ
เข้มข้นของสารสกดัจากยีสต์ท่ีมีผลตอ่การเจริญของเชือ้ท่ีชดัเจนท่ี 8 กรัมตอ่ลิตร ส่วนกากน า้ตาล
มีแนวโน้มของคา่ความเข้มข้นท่ีมีผลตอ่การเจริญของเชือ้อยู่ในช่วง 45.5 ถึง 47.3 กรัมตอ่ลิตรซึ่ง
สอดคล้องกับค่าวิเคราะห์ค่าเส่ือมถอยของสารสกัดจากยีสต์และกากน า้ตาลค่ายกก าลังสองท่ี
ให้ผลการเจริญของเชือ้แตกต่างอย่างมีนัยส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมั่น 95 เปอร์เซ็นต์ ลกัษณะ
ดงักล่าวท าให้ได้รูปกราฟเป็นแบบโค้งหลงัคา (Station ridge system) ท่ีมีคา่การยอมรับเป็นช่วง
ไม่ใช่เป็นจดุ (Mayers และคณะ, 2009) (ตามภาพท่ี 4.6)  จากผลการทดลองจะก าหนดให้ช่วง
ความเข้มข้นขององค์ประกอบทัง้สองชนิดอยู่ในช่วงของการทดลองและคา่ความเข้มข้นของเซลล์
ก าหนดให้ได้ค่าสูงสุด พบว่าจะได้คา่ประมาณการความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของกากน า้ตาลจะอยู่
ในช่วงประมาณ 45.23 ถึง 47.03 กรัมตอ่ลิตร ส่วนสารสกดัจากยีสต์ได้คา่ประมาณการความ
เข้มข้นท่ี 8 กรัมต่อลิตร โดยจะได้ค่าประมาณการของปริมาณความเข้มข้นของเซลล์(predicted 
value) ในชว่งประมาณ 9.1753 ถึง 9.1944 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร   
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ตารางท่ี 4.9 ตารางแสดงการวิเคราะห์ค่าเส่ือมถอยจากการออกแบบการทดลองแบบ Central 
Composite Circumscribed (CCC) 
ตวัแปร Coefficiant P-value 
กากน า้ตาล (X1) - 0.0085 0.0042* 
สารสกดัจากยีสต์ (X2) - 0.014 0.4692 
X1X2 - 0.013 0.3288 
X1

2 - 0.038 0.0046* 
X2

2   0.0038 0.6912 
Model  0.0071* 
Lack of fit  0.8899 
R2 = 0.8576 Predicted R2 = 0.6734  

*แสดงคา่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4.5 กราฟพืน้ผิวผลตอบแสดงปริมาณของกากน า้ตาลและสารสกดัจากยีสต์ท่ีเหมาะสมใน 
    อาหารเลีย้งเชือ้ 
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4.6 การทดสอบค่าประมาณการความเข้มข้นท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบในสูตรอาหาร  
จากการค่าประมาณการความเข้มข้นท่ีเหมาะสมขององค์ประกอบ (predicted value) 

ของความเข้มข้นของกากน า้ตาล และสารสกดัจากยีสต์มี 3 ล าดบัท่ีให้ผลการเจริญของเชือ้สงูสดุ 
จงึท าการทดสอบการเจริญจริงกบัเชือ้ B. animalis TISTR 1925  เพ่ือหาปริมาณความเข้มข้นของ
เซลล์ท่ี 20 ชัว่โมง (ตามตารางท่ี 4.10) 

พบว่าคา่ประมาณการความเข้มข้นของกากน า้ตาลท่ี 46.5 กรัมตอ่ลิตร และสารสกดัจาก
ยีสต์ 8 กรัมตอ่ลิตร (Modified MY) เป็นคา่เหมาะสมท่ีสดุให้ผลการประมาณการคา่ความเข้มข้น
ของเซลล์สงูสุดท่ี 9.1944 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร และเม่ือทดสอบการเจริญจริงสามารถให้ค่า
ความเข้มข้นของเซลล์สงูถึง 9.2495 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร และเม่ือเปรียบเทียบการเจริญของ
เชือ้กบัอาหาร MRS broth และอาหาร Milk based ( Wong และคณะ, 2007) ผลการทดลอง  
พบว่าอาหาร Modified MY ให้ผลการเจริญของเชือ้ใกล้เคียงกบัอาหาร MRS broth แต่สงูกว่า 
อาหาร Milk based (ตามตารางท่ี 4.11) และเม่ือน ามาคิดค่าใช้จ่ายของต้นทนุการผลิตโดยใช้
ราคาของวตัถุดิบจากข้อมลูในปัจจุบนัพบว่าอาหาร Modified MY มีต้นทุน 49.49 บาทตอ่ลิตร 
อาหาร Milk based มีต้นทนุ 62.14 บาทตอ่ลิตร และอาหาร MRS มีต้นทนุ 162.34 บาทตอ่ลิตร 
ซึ่งพบว่าอาหาร Modified MY มีราคาต้นทนุถกูกว่า 20.36 เปอร์เซ็นต์ ของอาหาร Milk based 
และถกูกว่า 69.51 เปอร์เซ็นต์ ของอาหาร MRS broth ดงันัน้สรุปได้ว่าอาหาร Modified MY ท่ี
ได้รับการพฒันาขึน้มีศกัยภาพในการเลีย้งเชือ้  B. animalis TISTR 1925 ได้เป็นอย่างดี เน่ืองจาก
ให้ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์สงู ราคาต้นทนุการผลิตต ่าประกอบกบัมีองค์ประกอบเป็นวตัถดุิบ
ทางการเกษตรภายในประเทศ จึงเป็นอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในระดบัอตุสาหกรรม
ตอ่ไป  

 
ตารางท่ี 4.10 การทดสอบคา่ประมาณการความเข้มข้นขององค์ประกอบในสตูรอาหารทดแทน 

ล าดบั
ท่ี 

การประมาณคา่ความเข้มข้นขององค์ประกอบ 
(กรัมตอ่ลิตร) 

ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์  
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

 กากน า้ตาล สารสกดัจากยีสต ์ คา่ประมาณการ คา่จริง 
1 45.23 8 9.1753 9.2073 ± 0.0312 
2 46.50 8 9.1944 9.2495 ± 0.0771 
3 47.03 8 9.1911 9.0969 ± 0.0000 
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ตารางท่ี 4.11 การเปรียบเทียบผลการเจริญของเชือ้ระหว่างอาหารทดแทน (Modified MY)กับ
อาหาร MRS และ Milk based 
อาหาร ความเข้มข้นของเซลล์ 

(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 
จลุินทรีย์ อ้างอิง 

Modified MY 9.2495 ± 0.0771 B. animalis TISTR 1925 ศกึษา 
MRS broth 9.2386 ± 0.0625 B. animalis TISTR 1925 ศกึษา 
Milk based 9.129 B. pseudocatenutum G4 Wong และคณะ (2007) 

  
4.7 การศึกษาภาวะที่เหมาะสมในผลิตแบบแบตช์ 

โดยใช้อาหารเลีย้งเชือ้ Modified MY ท่ีได้รับการพฒันาขึน้ ซึง่ท าการศกึษาคา่ความเร็ว 
รอบในการกวนและคา่ pH ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิตในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 15 ลิตร 
 

4.7.1 การศึกษาค่าความเร็วรอบในการกวนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญ 
ได้ท าการศกึษาคา่ความเร็วรอบในการกวนท่ี 100  200 และ 300 รอบตอ่นาที 

โดยไมค่วบคมุคา่ pH พบวา่การใช้น า้ตาลและสารสกดัจากยีสต์มีปริมาณการน าใช้ท่ีต ่า โดยพบว่า
น า้ตาลถกูน าไปใช้ในชว่ง 10 ชัว่โมงแรก แตเ่ม่ือเวลาผา่นไปปริมาณการใช้เร่ิมคงท่ีจนถึงสิน้สดุการ
เลีย้ง ส่วนสารสกัดจากยีสต์จะมีปริมาณการน าใช้ต ่ามาก สาเหตท่ีุเกิดขึน้เน่ืองมาจากเป็นการ
เลีย้งภายใต้ภาวะไม่ควบคมุคา่ pH ซึ่งพบว่าขณะเร่ิมต้นของการเลีย้งมีคา่ pH ประมาณ 5.0 และ
เร่ิมลดลงจนถึง 4.0 ซึ่งภาวะดงักล่าวจะส่งผลโดยตรงกบัการเจริญของเชือ้ (ตามภาพท่ี 4.7 ก. 
และ ข.)              

จากความแตกต่างของคา่ความเร็วในการกวน พบว่าท่ีความเร็วรอบในการกวน 
200 รอบต่อนาที เป็นค่าท่ีเหมาะสมท่ีสุด โดยให้ค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงสุดท่ี 0.8705 ต่อ
ชัว่โมง (ตามตารางท่ี 4.12) เน่ืองมาจากความเร็วรอบในการกวน 300 รอบตอ่นาที เกิดแรงเฉืยนท่ี
เกิดขึน้ขณะการเลีย้งซึ่งสามารถท าให้เซลล์ถกูท าลายได้ ส่วนความเร็วรอบในการกวนท่ี 100 รอบ
ตอ่นาที เกิดการกระจายของสารอาหารและเซลล์ได้ไม่ทัว่ถึงเพราะอาหารทดแทนมีความข้นหนืด
ของกากน า้ตาล จึงท าให้ได้ค่าอัตราการเจริญจ าเพาะท่ีต ่ากว่า สอดคล้องกับผลการทดลองของ 
Wong และคณะ(2007) ท่ีท าการศกึษาคา่ความเร็วรอบในการกวนท่ีเหมาะสมของการผลิตเชือ้            
B. pseudocatenulatum G4 ในอาหาร Milk based พบวา่คา่ความเร็วรอบในการกวนท่ีเหมาะสม
คือ 200 รอบตอ่นาที โดยให้คา่อตัราการเจริญจ าเพาะสงูกว่าความเร็วรอบในการท่ี 100 และ 300 
รอบตอ่นาที  
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ภาพท่ี 4.6 ก ผลการเจริญและปริมาณการใช้ของเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในภาวะ 
ความเร็วในกวนผสมท่ี 100 รอบตอ่นาที (    ,    ) 200 รอบตอ่นาที (    ,    ) 
และ 300 รอบตอ่นาที (    ,    ) สญัลกัษณ์ทึบคือปริมาณความเข้มข้นของ
เซลล์ และสญัลกัษณ์โปร่งคืออตัราการใช้ทัง้หมด 

ภาพท่ี 4.6 ข. ผลการเจริญและปริมาณการใช้สารอาหารกลุ่มไนโตรเจนของเชือ้  
    B. animalis TISTR 1925 ในภาวะความเร็วในกวนผสมท่ี 100 รอบตอ่นาที  
    (    ,    ) 200 รอบตอ่นาที (    ,    ) และ 300 รอบตอ่นาที (    ,     )  
    สญัลกัษณ์ทึบคือปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ และสัญลักษณ์โปร่งคืออตัรา
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ตารางท่ี 4.12 แสดงคา่จลนพลศาสตร์แบบแบตช์จากคา่ความเร็วรอบในการกวนท่ีแตกตา่งกนั 
ความเร็วรอบในการกวน (รอบตอ่นาที) อตัราการเจริญจ าเพาะ (ตอ่ชัว่โมง) 

100 0.7641 
200 0.8705 
300 0.7418 

 
4.7.2 การศึกษาค่า pH ที่เหมาะสมต่อการเจริญ 

ท าการศึกษาค่า pH ส าหรับการเลีย้งเชือ้ท่ี 6.0  6.5  และ 7.0 โดยควบคมุ
ความเร็วในการกวนท่ี 200 รอบตอ่นาที แสดงการเจริญของเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ใน
ภาวะท่ีควบคมุคา่ pH พบว่า pH ท่ี 6.0 และ 6.5 มีปริมาณการใช้น า้ตาลส าหรับการเจริญสงูกว่า 
pH 7.0 (ตามภาพท่ี 4.7) ส าหรับการใช้สารสกดัจากยีสต์ท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจนพบว่ามีการใช้เพียง
เล็กน้อยเม่ือเทียบกบัการใช้น า้ตาล ซึง่มีรายงานพบวา่กากน า้ตาลมีปริมาณของสารประกอบท่ีเป็น
กลุม่ไนโตรเจนประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์ (Olbrich, 2006) ซึง่อาจไปรบกวนผลการวิเคราะห์ปริมาณ
ไนโตรเจนท าให้เห็นคา่แนวโน้มการใช้ไมช่ดัเจน (ตามภาพท่ี 4.8) 

โดยผลการเจริญของเชือ้พบว่า pH 6.0 และ 6.5 มีค่าความเข้มข้นของเซลล์พบว่า
ใกล้เคียงกนัท่ี 9.3116 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร และ 9.1650 log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร ตามล าดบั 
แต ่pH 6.0 มีคา่อตัราการเจริญจ าเพาะท่ี 0.9835 ตอ่ชัว่โมง ซึ่งสงูกว่าคา่ pH 6.5 (ตามตารางท่ี 
4.13)  โดยมีรายงานพบว่า  Bifidobacteria เป็นจุลินทรีย์ประจ าถ่ินในระบบทางเดินอาหารท่ี
สามารถเจริญได้ในช่วง pH 6.0 ถึง 7.0 (Biavati และ Mattarelli, 2006) และ Wong และคณะ 
(2007) พบว่าคา่ pH 6.0 ถึง 6.5 เป็นคา่ท่ีเหมาะสมในการเลีย้งเชือ้ B. pseudocatenulatum G4 
ในอาหาร Milk based และ     B. lactis และ B. animalis สามารถเจริญเติบโตได้ในภาวะคา่ pH 
3.5 (Matsumoto และคณะ, 2004) ดงันัน้สรุปได้ว่าภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งเชือ้ B. 
animalis TISTR 1925 ท่ีความเร็วรอบในการกวน 200 รอบตอ่นาที ท่ี pH 6.0 

 
ตารางท่ี 4.13 แสดงคา่จลนพลศาสตร์ของการผลิตแบบแบตช์ในภาวะคา่ pH ท่ีแตกตา่งกนั 

คา่ pH ความเข้มข้นของเซลล์สงูสดุ 
(log10 โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) 

อตัราการเจริญจ าเพาะ 
(ตอ่ชัว่โมง) 

6.0 9.3116 ± 0.0132 0.9835 
6.5 9.1650 ± 0.0111 0.8755 
7.0 8.9750 ± 0.0857 0.6143 
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(ก.) (ข.) 

ภาพท่ี 4.7 ผลการเจริญและปริมาณการใช้น า้ตาลของเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในอาหารท่ี 
    ควบคมุความเร็วรอบในการกวน 200 รอบตอ่นาที (ก.) pH 6.0 (ข.) pH 6.5 และ  
   (ค.) pH 7.0 (     ) แสดงคา่ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ และ (     ) แสดงคา่ปริมาณ 
   ความเข้มข้น 

ของทัง้หมด 

(ข.) 

(ค.) 

(ก.) 
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ภาพท่ี 4.8 ผลการเจริญและปริมาณการใช้ไนโตรเจนของเชือ้ B. animalis TISTR 1925  
    ในอาหารท่ีควบคมุความเร็วรอบในการกวน 200 รอบตอ่นาที (ก.) pH 6.0 (ข.) pH 6.5  

                และ (ค.) pH 7.0 (     ) แสดงคา่ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ และ (     ) แสดงคา่ปริมาณ 
                ความเข้มข้นของไนโตรเจน 

(ก.) 

(ข.) 

(ค.) 



 

 

บทที่ 5 
 

สรุปผลการวจิยั อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 
 

การวิจัยนี  ้ เป็นการพัฒนาสูตรอาหารใหม่เ พ่ือใช้ทดแทนสูตรอาหารท่ีมีนมเป็น
องค์ประกอบส าหรับใช้ในกระบวนการผลิตเชือ้ Bifidobacterium animalis TISTR 1925 พร้อมทัง้
ศึกษาภาวะท่ีส่งผลต่อการผลิตเบือ้งต้นเม่ือน าอาหารสูตรดงักล่าวมาใช้เลีย้ง ในเคร่ืองปฏิกรณ์
ชีวภาพแบบแบตช์ ซึง่พบวา่สตูรอาหารชนิดใหมส่ามารถใช้เป็นอาหารทดแทนได้ดี ให้ผลการเจริญ
ของเชือ้ท่ีสงูใกล้เคียงกบัอาหารในระดบัการค้า (commercial grade) มีต้นทนุต ่าเม่ือเปรียบเทียบ
กับสูตรอาหารท่ีมีนมเป็นองค์ประกอบเพราะวัตถุดิบท่ีใช้เป็นแหล่งคาร์บอนภายในประเทศมี
จ านวนมากและราคาไม่แพง จึงท าให้ได้สูตรอาหารท่ีสามารถน าไปใช้ศกึษาความเร็วรอบของใบ
กวนและค่า pH ท่ีเหมาะสมส าหรับการเลีย้งแบบแบตช์เพ่ือใช้เป็นข้อมูลพืน้ฐานส าหรับการ
น าไปใช้ในระดบัอตุสาหกรรมตอ่ไป 

 
 การพัฒนาอาหารทดแทนสูตรอาหารท่ีมีนมเป็นองค์ประกอบ 

จากการวิจยัและพฒันาในเบือ้งต้นท าการคดัเลือกองค์ประกอบของอาหารโดย
ค านงึถึงความเป็นไปได้ส าหรับการน ามาใช้และต้นทนุของการผลิต ประกอบกบัการใช้เทคนิกการ
ออกแบบการทดลองแบบ 2k full factorial design พบว่าองค์ประกอบในสูตรอาหารได้แก่ 
กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนท่ีมาจากวตัถดุิบภายในประเทศและสารสกัดจากยีสต์ท่ีเป็นแหล่ง
ไนโตรเจนและ bifidus factor เม่ือน ามาหาปริมาณท่ีเหมาะสมโดยประยุกต์การออบแบบการ
ทดลองแบบ Steepest ascent เพ่ือให้ได้แนวโน้มของปริมาณของแต่ละองค์ประกอบพบว่าค่า
ความเข้มข้นของกากน า้ตาลอยู่ท่ีประมาณ 46.4 กรัมตอ่ลิตร สารสกดัจากยีสต์ประมาณ 10 กรัม
ตอ่ลิตร คา่ประมาณท่ีได้จะน าไปหาคา่ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมโดยใช้การออกแบบการทดลองเป็น
แบบ Central Composite Circumscribed (CCC) ซึ่งจากการทดลองได้ค่าประมาณการความ
เข้มข้นท่ีเหมาะสม (predicted value) ของกากน า้ตาลอยู่ท่ี 46.5 กรัมตอ่ลิตร และสารสกดัจาก
ยีสต์อยูท่ี่ 8 กรัมตอ่ลิตร และเม่ือท าการทดสอบจริงเพ่ือยืนยนัผลของการทดลองพบว่าสตูรอาหาร
ท่ีพฒันาขึน้มา (Modified MY) สามารถให้ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้สงูถึง 9.2495 log10 โคโลนี
ตอ่มิลลิลิตร ซึ่งเป็นคา่ท่ีใกล้เคียงกบัอาหาร MRS ท่ีมีปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ 9.2386 log10 
โคโลนีต่อมิลลิลิตร และเม่ือเปรียบเทียบกับอาหาร Milk based ท่ีใช้ในการเพาะเลีย้งเชือ้
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 Bifidobacteria พบว่ามีปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ใกล้เคียงกัน เช่นการเพาะเลีย้งB. 
pseudocatenulatum G4 ในอาหาร Milk based ท่ีให้ปริมาณความเข้มข้นของเชือ้ 9.129 log10

โคโลนีต่อมิลลิลิตร ดงันัน้สตูรอาหาร Modified MY ท่ีได้รับการพฒันาขึน้สามารถใช้เป็นอาหาร
เลีย้งเชือ้ส าหรับกระบวนการผลิตเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในระดบัอตุสาหกรรมได้ 

 
การศึกษาภาวะการเลีย้งที่เหมาะสมแบบแบตช์ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพ 
เป็นการศกึษาเพ่ือหาคา่ภาวะท่ีเหมาะสมเบือ้งต้นเพ่ือท่ีจะน าไปสูก่ารพฒันาตอ่ยอด 

ส าหรับกระบวนการผลิตเซลล์ในอนาคต โดยใช้สตูรอาหาร Modified MY ท่ีได้รับการพฒันาขึน้
เลีย้งเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 15 ลิตร  ท าการปรับเปล่ียนคา่
ความเร็วรอบในการกวนท่ี 100  200 และ 300 รอบตอ่นาที โดยไม่ควบคมุ pH พบว่าท่ี 200 รอบ
ต่อนาที ให้ผลการเจริญของเชือ้ได้ดีท่ีสุดมีอตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate) ท่ี 
0.8705 ต่อชัว่โมง ส่วนความเร็วรอบในการกวนท่ี 100 และ 300 รอบต่อนาที มีอตัราการเจริญ
จ าเพาะท่ีต ่ากว่า เน่ืองจากท่ีอาหารมีความข้นหนืดจากกากน า้ตาลจึงท าให้การกระจายตวัของ
เซลล์ สารอาหารและการถ่ายโอนความร้อนท่ี 100 รอบตอ่นาที ไม่ดีพอ ส่วนท่ี 300 รอบตอ่นาที 
ซึง่เป็นความเร็วท่ีท าให้เกิดแรงเฉืยนไปท าลายเซลล์ขณะเลีย้งได้ ดงันัน้คา่ความเร็วรอบในการกวน
ท่ีเหมาะจึงเป็นท่ี 200 รอบตอ่นาที หลงัจากนัน้ท าการศกึษาหาคา่ pH ส าหรับการเลีย้งเชือ้ท่ี 6.0 
6.5 และ 7.0 โดยควบคมุคา่ความเร็วรอบในการกวนท่ี 200 รอบตอ่นาที พบว่าท่ี pH 6.0 ให้ผล
การเจริญของเชือ้ได้ดีท่ีสุด โดยมีค่าอตัราการเจริญจ าเพาะสูงถึง 0.9835 ต่อชั่วโมง ดงันัน้ค่า
ความเร็วรอบในการกวน 200 รอบตอ่นาที และคา่ pH ท่ี 6.0  เป็นคา่ท่ีเหมาะสมส าหรับการผลิต
แบบแบตช์ของเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพขนาด 15 ลิตร ส าหรับ
น าไปเป็นข้อมลูพืน้ฐานส าหรับการศกึษากระบวนการผลิตในขัน้ท่ีสงูขึน้ตอ่ไป 
 
 ข้อเสนอแนะ 
 

1. จากการทดลองเพื่อพฒันาอาหารทดแทนสตูรอาหารท่ีมีนมเป็นองค์ประกอบ 
จะพบวา่สารสกดัจากยีสต์ท่ีเป็นแหล่งไนโตรเจนและ bifidus factor ในอาหารเลีย้งเชือ้ยงัมีต้นทนุ
ของวตัถุดิบท่ีสงูอยู่ ซึ่งถ้าหาแหล่งของวตัถดุิบท่ีมีราคาถูกกว่ามาทดแทนเช่น กลุ่มโอลิโกแซ็กคา-
ไรด์ ส่วนแหล่งไนโตรเจนท่ีได้จากสารสกัดจากยีสต์ก็พบว่าในกากน า้ตาลมีกลุ่มของสารประกอบ
ของไนโตรเจนท่ีไม่ใช่โปรตีน (non-protein) ท่ีเป็นแหล่งของสารประกอบไนโตรเจนชนิดตา่งๆ และ
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ยงัสามารถเพิ่มเตมิองค์ประกอบของแหลง่ไนโตรเจนเป็นประเภทเกลือแอมโมเนียประเภทตา่งๆ ได้
อีก 

2. การใช้กากน า้ตาลเป็นแหล่งคาร์บอนซึ่งถือว่าสามารถช่วยลดต้นทนุของการ
ผลิตได้เป็นอยา่งดี แตใ่นการศกึษาพบว่าการวิเคราะห์ปริมาณการใช้น า้ตาลเพ่ือการตรวจติดตาม
การเจริญของเชือ้ท าได้ยาก เน่ืองจากในกากน า้ตาลมีชนิดของและแหล่งคาร์บอนท่ีหลากหลาย 
เชือ้ Bifidobacteria ก็มีสมบตัิในการใช้น า้ตาลส าหรับการเจริญได้หลายชนิด ท าให้ไม่สามารถจะ
วิเคราะห์ผลด้านจลนพลศาสตร์ได้ชดัเจน เชน่เดียวกบัการวดัปริมาณของไนโตรเจนให้อาหารเลีย้ง
เชือ้ท่ีถูกรบกวนด้วยสารประกอบของไนโตรเจนท่ีไม่ใช่โปรตีน (non-protein) ปะปนอยู่ การ
วิเคราะห์หาคา่ปริมาณไนโตรเจนจึงไม่ชดัเจน อีกทัง้กากน า้ตาลมีกากตะกอนของแข็งท่ีได้มาจาก
กระบวนการผลิตน า้ตาลทรายซึ่งส่งผลตอ่กระบวนการเพาะเลีย้งเชือ้ในช่วงเก็บเก่ียวเซลล์ท่ีมีการ
ปะเปื้อนของกากน า้ตาลตะกอนของแข็งในผลิตภัณฑ์ได้ ส าหรับการเตรียมกากน า้ตาลก่อน
น ามาใช้ด้วยวิธีป่ันเหว่ียงแยกกากตะกอนก่อนน ามาเตรียมอาหารเลีย้งเชือ้จึงเป็นทางเลือกหนึ่ง 
แตใ่นระดบัอตุสาหกรรมก็เป็นต้นทนุท่ีเพิ่มขึน้เชน่กนั  

 
3. การเปรียบเทียบราคาต้นทนุของอาหารพบว่าองค์ประกอบของอาหาร MRS 

ท่ีน ามาค านวณหาต้นทุนต้นเป็นระดับห้องปฏิบัติการทัง้หมดซึ่งมีราคาค่อนข้างสูง เน่ืองจาก
องค์ประกอบส่วนใหญ่ไม่มีระดบัอตุสาหกรรม จึงท าให้ผลการเปรียบเทียบราคาอยู่กนัคนละฐาน
กบัอาหาร Milk based และ Modified MY ท่ีมีองค์ประกอบทัง้ระดบัห้องปฏิบตัิการและระดบั
อตุสาหกรรม 
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ภาคผนวก ก 
 

1. การค านวณหาปริมาณองค์ประกอบของแหล่งคาร์บอน ไนโตรเจนและ bifidus factor 
 

1.1 ปริมาณแหล่งคาร์บอนในอาหาร MRS broth  
ประกอบด้วยกลโูคส 20 กรัมตอ่ลิตร  
น า้หนกักลโูคส 180 กรัม มีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ  72 กรัม  
ถ้ามีกลโูคส 20 กรัม จะมีคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ (72 x 20)/180    =    8 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร MRS broth 1 ลิตร จะมีปริมาณคาร์บอนเป็นองค์ประกอบ 8 กรัม 
จากปริมาณคาร์บอนท่ีได้จะใช้ในการเปรียบเทียบหาปริมาณท่ีต้องเตรียมชนิด อ่ืนๆ ดงันี ้
 

ซูโครส  
ปริมาณคาร์บอน 144 กรัม ได้มาจากซูโครส 342 กรัม   
ถ้าต้องการปริมาณคาร์บอน 8 กรัม ต้องเตรียมซูโครส (8 x 342)/144    =   19 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะมีปริมาณซูโครส เป็นองค์ประกอบ 19 กรัม  
 

ฟรักโทส 
เตรียมในปริมาณเทา่กบักลโูคสคือ 20 กรัมตอ่ลิตร 
 

กากน า้ตาล  
เตรียมในปริมาณเท่ากบักลโูคสคือ 20 กรัมตอ่ลิตร โดยใช้ปริมาณทัง้หมด (Total sugar) 

ท่ีได้จากการวิเคราะห์แบบ Phenol sulfuric เป็นตวัตัง้ต้นในการค านวณ ดงันี ้
ปริมาณความเข้มข้นทัง้หมดของกากน า้ตาลเท่ากบั 641.74 กรัมตอ่ลิตร (C1) 
ปริมาณความเข้มข้นท่ีต้องการเทา่กบั 20 กรัมตอ่ลิตร (C2) 
ปริมาตรท่ีต้องการเตรียมทัง้หมด (V2)   
เพราะฉะนัน้ปริมาตรของกากน า้ตาลท่ีต้องใช้ (V1) = (C2V2)/C1 
ค านวณหาน า้หนักของกากน า้ตาลท่ีต้องชั่ง เม่ือค่าความถ่วงจ าเพาะเท่ากับ 1.27       

กรัมตอ่มิลลิลิตร 
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เพราะฉะนัน้น า้หนกัของกากน า้ตาลท่ีต้องชัง่ = 1.27 x ปริมาตรกากน า้ตาลท่ีต้องการ
เตรียม (V1)  

 
1.2 ปริมาณแหล่งไนโตรเจนในอาหาร MRS broth  
ประกอบด้วย  
Proteose Peptone  
Proteose Peptone 10 กรัมตอ่ลิตร ท่ีมีปริมาณไนโตรเจน 13.40 เปอร์เซ็นต์ 
ดงันัน้ Proteose Peptone  ท่ี 100 กรัม มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 13.40 กรัม 
ถ้ามี Proteose Peptone 10 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจนเป็น  

(10 x 13.40)/100 = 1.34 กรัม 
 

Beef extract  
Beef extract 10 กรัมตอ่ลิตร ท่ีมีปริมาณไนโตรเจน 12.40 เปอร์เซ็นต ์
ดงันัน้ Beef extract ท่ี 100 กรัม มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 12.40 กรัม 
ถ้ามี Beef extract 10 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจนเป็น (10 x 12.40)/100 = 1.24 กรัม 
 
เกลือแอมโมเนียมซิเตรท ((NH4)2C6H6O7) 
เกลือแอมโมเนียมซิเตรท 2 กรัมตอ่ลิตร ท่ีมีปริมาณไนโตรเจน 28 กรัม 
ดงันัน้ เกลือแอมโมเนียมซิเตรท ท่ี 226.19 กรัม มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 28 กรัม 
ถ้ามี เกลือแอมโมเนียมซิเตรท 2 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจนเป็น  

(2 x 28)/226.19 = 0.25 กรัม 
 

 ดงันัน้ในอาหาร MRS broth 1 ลิตร มีปริมาณ จะมีปริมาณไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ
ทัง้หมดเป็น 1.34 + 1.24 + 0.25 = 2.83 กรัม 
 

จากปริมาณไนโตรเจนทัง้หมดท่ีได้จะใช้ในการเปรียบเทียบหาปริมาณแหล่งไนโตรเจน
จากเกลือแอมโมเนียมดงันี ้

เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 
ปริมาณไนโตรเจน 28 กรัม ได้มาจากการเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 132.14 กรัม   
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ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 2.83 กรัม ต้องใช้เกลือแอมโมเนียมซลัเฟต  
(2.83 x 132.14)/28    =   13.36 กรัม 

เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร มีปริมาณเกลือแอมโมเนียมซลัเฟต 13.36 กรัม 
 
ยเูรีย 
ปริมาณไนโตรเจน 28 กรัม ได้มาจากการยเูรีย 60.06 กรัม   
ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 2.83 กรัม ต้องใช้ยเูรีย (2.83 x 60.06)/28    =   6.07 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะมีปริมาณยเูรียเป็นองค์ประกอบ 6.07 กรัม 

 
1.3 ปริมาณ bifidus factor ในอาหาร MRS broth  

ประกอบด้วย 
สารสกดัจากยีสต์ 5 กรัมตอ่ลิตร ท่ีมีปริมาณไนโตรเจน 11.40 เปอร์เซ็นต์ 
ดงันัน้ สารสกดัจากยีสต์ ท่ี 100 กรัม มีไนโตรเจนเป็นองค์ประกอบ 11.40 กรัม 
ถ้ามี สารสกดัจากยีสต์ 5 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจนเป็น  

(5 x 11.40)/100 = 0.57 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร MRS broth 1 ลิตร จะมีปริมาณไนโตรเจนของ bifidus factor 

เป็นองค์ประกอบ 0.57 กรัม 
จากปริมาณไนโตรเจนของ bifidus factor ท่ีได้จะใช้ในการเปรียบเทียบหาปริมาณ

สารสกดัจากยีสต์ย่ีห้อ Bio springer  ได้ดงันี ้
สารสกดัจากยีสต์ ย่ีห้อ Bio springer มีปริมาณไนโตรเจน 10.70 เปอร์เซ็นต์  
ดงันัน้ ปริมาณไนโตรเจน 10.70 กรัม ได้จากสารสกดัจากยีสต์ 100 กรัม 

ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 0.57 กรัม จะใช้สารสกดัจากยีสต์ (0.57 x 100)/10.70 = 5.33 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะมีสกดัจากยีสต์ย่ีห้อ Bio springer  เป็นองค์ประกอบ 5.33 กรัม 
 

1.4 การหาปริมาณความเข้มข้นของยูเรียท่ีเหมาะสมเบือ้งต้น 
เพ่ือชดเชยการใช้สารสกัดจากยีสต์ท่ี 8 กรัมต่อลิตร ในการทดลองข้อ 3.3.2.2 

โดยค านวณปริมาณของยเูรียเทียบกบัปริมาณเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนของสารสกดัจากยีสต์ท่ี  8 6 4 
และ 2 กรัมตอ่ลิตร ตามล าดบั ซึง่ได้สดัสว่นของการชดเชยดงันี ้  
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ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 0 กรัมตอ่ลิตร  
ใช้ปริมาณของยเูรียท่ีมีปริมาณเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนเทา่กบัสารสกดัจากยีสต์ท่ี 8 กรัมตอ่ลิตรดงันี ้

สารสกดัจากยีสต์ท่ี 100 กรัม มีปริมาณไนโตรเจน  10.70 กรัม 
ถ้าสารสกดัจากยีสต ์8 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจน   

(10.70 x 8)/100 = 0.856 กรัม 
ปริมาณไนโตรเจน  28 กรัม มาจากยเูรีย 60.06 กรัม 
ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 0.856 กรัม ต้องใช้ยเูรีย  

(60.06 x 0.856)/28 = 1.84 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะต้องใช้ยเูรียชดเชยสารสกดัจากยีสต์ 1.84 กรัม  
 
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 2 กรัมตอ่ลิตร 

ใช้ปริมาณของยเูรียท่ีมีปริมาณเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนเทา่กบัสารสกดัจากยีสต์ท่ี 6 กรัมตอ่ลิตรดงันี ้
สารสกดัจากยีสต์ท่ี 100 กรัม มีปริมาณไนโตรเจน  10.70 กรัม 
ถ้าสารสกดัจากยีสต ์6 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจน   

(10.70 x 6)/100 = 0.642 กรัม 
ปริมาณไนโตรเจน  28 กรัม มาจากยเูรีย 60.06 กรัม 
ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 0.642 กรัม ต้องใช้ยเูรีย  

(60.06 x 0.642)/28 = 1.38 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะต้องใช้ยเูรียชดเชยสารสกดัจากยีสต์ 1.38 กรัม  
 
ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 4 กรัมตอ่ลิตร 

ใช้ปริมาณของยเูรียท่ีมีปริมาณเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนเทา่กบัสารสกดัจากยีสต์ท่ี 4 กรัมตอ่ลิตรดงันี ้
สารสกดัจากยีสต์ท่ี 100 กรัม มีปริมาณไนโตรเจน  10.70 กรัม 
ถ้าสารสกดัจากยีสต ์4 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจน   

(10.70 x 4)/100 = 0.428 กรัม 
ปริมาณไนโตรเจน  28 กรัม มาจากยเูรีย 60.06 กรัม 
ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 0.428 กรัม ต้องใช้ยเูรีย  

(60.06 x 0.428)/28 = 0.92 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะต้องใช้ยเูรียชดเชยสารสกดัจากยีสต์ 0.92 กรัม 
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ปริมาณสารสกดัจากยีสต์ 6 กรัมตอ่ลิตร 
ใช้ปริมาณของยเูรียท่ีมีปริมาณเปอร์เซ็นต์ไนโตรเจนเทา่กบัสารสกดัจากยีสต์ท่ี 2 กรัมตอ่ลิตรดงันี ้

สารสกดัจากยีสต์ท่ี 100 กรัม มีปริมาณไนโตรเจน  10.70 กรัม 
ถ้าสารสกดัจากยีสต ์2 กรัม จะมีปริมาณไนโตรเจน   

(10.70 x 2)/100 = 0.214 กรัม 
ปริมาณไนโตรเจน  28 กรัม มาจากยเูรีย 60.06 กรัม 
ถ้าต้องการปริมาณไนโตรเจน 0.214 กรัม ต้องใช้ยเูรีย  

(60.06 x 0.214)/28 = 0.46 กรัม 
เพราะฉะนัน้อาหาร 1 ลิตร จะต้องใช้ยเูรียชดเชยสารสกดัจากยีสต์ 0.46 กรัม  
 

2. การค านวณหาราคาต้นทุนวัตถุดบิของอาหารเลีย้งเชือ้ 
 
ตารางท่ี ก.1 การค านวณต้นทนุอาหาร MRS เตมิ 0.05 % L-Cysteine– HCl.H2O 
ขนิดองค์ประกอบ ย่ีห้อ ปริมาณ ราคาตอ่หนว่ย* ราคาตอ่ปริมาณ 
  กรัมตอ่ลิตร บาทตอ่กรัม บาทตอ่กรัมท่ีใช้ 
Proteose peptone Himedia 10 5.64 56.40 
Beef extract Himedia 10 3.14 31.40 
Yeast extract Himedia 5 2.64 13.20 
Dextrose Himedia 20 1.08 21.60 
Polysorbate 80 Ajax 1 1.88 1.88 
Ammonium citrate Ajax 2 2.94 5.88 
Sodium acetate Ajax 5 0.76 3.80 
Magnesium sulfate Ajax 0.1 0.74 0.07 
Manganese sulfate Ajax 0.05 1.32 0.07 
Di-potassium phosphate  Ajax 2 1.02 2.04 
L-cysteine– HCl.H2O Merck 0.5 52 26 
รวม    162.34 
*ราคาอ้างอิงตามราคาท่ีซือ้ขายผ่านบริษัทผู้แทนขายในประเทศไทย 
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ตารางท่ี ก.2 การค านวณต้นทนุอาหาร Milk based 
ชนิดองค์ประกอบ ย่ีห้อ ปริมาณ ราคาตอ่หนว่ย* ราคาตอ่ปริมาณ 
  กรัมตอ่ลิตร บาทตอ่กรัม บาทตอ่กรัมท่ีใช้ 
Skim milk NZ 28 0.14 4.06 
Yeast extract  Himedia 22 2.64 58.08 
รวม    62.14 
*ราคาอ้างอิงตามราคาท่ีซือ้ขายผ่านบริษัทผู้แทนขายในประเทศไทย 
 
ตารางท่ี ก.3 การค านวณต้นทนุอาหาร Modified MY 
ชนิดองค์ประกอบ ย่ีห้อ ปริมาณ ราคาตอ่หนว่ย* ราคาตอ่ปริมาณ 
  กรัมตอ่ลิตร บาทตอ่กรัม บาทตอ่กรัมท่ีใช้ 
Molasses - 46.5 0.007  0.32 
Yeast extract Himedia 8 2.64 21.12 
Di-potassium phosphate  Ajax 2 1.02 2.04 
L-cysteine– HCl.H2O Merck 0.5 52 26 
รวม    49.49 
*ราคาอ้างอิงตามราคาท่ีซือ้ขายผ่านบริษัทผู้แทนขายในประเทศไทย 
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ภาคผนวก ข 
 

การค านวณ 
 

ตัวอย่าง การเลีย้งผลิตเซลล์แบบแบตช์ในเคร่ืองปฏิกรณ์ชีวภาพท่ีอตัราการกวน 200 รอบตอ่นาที 
ควบคมุ pH ท่ี 6.0 
 

1. การเจริญของเซลล์ B. animalis TISTR 1925  
ตารางท่ี ข.1 การปริมาณความเข้มข้นของเซลล์และสารอาหารส าหรับการเจริญของเซลล์ 

เวลา ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ ปริมาณของสารอาหาร 
 (log10โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) ทัง้หมด  

(กรัมตอ่ลิตร) 
กลุม่ไนโตรเจน 
(เปอร์เซ็นต์) 

0 4.9710 ± 0.0290 43.53 ± 0.1352 4.22 ± 0.0288 
2 5.0910 ± 0.1490 43.03 ± 0.0520 4.21 ± 0.0168 
4 5.9085 ± 0.0335 42.89 ± 0.2079 4.22 ± 0.0195 
6 6.7665 ± 0.0464 42.52 ± 0.6238 4.20 ± 0.0065 
8 7.6525 ± 0.0242 40.06 ± 0.0312 4.16 ± 0.0125 
10 8.1109 ± 0.0795 36.38 ± 0.0104 4.16 ± 0.0030 
12 8.5119 ± 0.0000 35.60 ± 0.0832 4.14 ± 0.0088 
14 8.9225 ± 0.0195 34.49 ± 0.2495 4.11 ± 0.0018 
16 9.0217 ± 0.0923 28.72 ± 0.6134 4.11 ± 0.0017 
18 9.0538 ± 0.0431 26.23 ± 0.7381 4.05 ± 0.0013 
20 8.9320 ± 0.0570 22.51 ± 0.0936 4.03 ± 0.0197 
22 9.1399 ± 0.0177 22.30 ± 0.2391 3.99 ± 0.0178 
24 8.8205 ± 0.0246 22.14 ± 0.1248 3.97 ± 0.0098 
 

คา่ปริมาณความเข้มข้นของเซลล์ (โคโลนีตอ่มิลลิลิตร) = จ านวนโคโลนี X 50 X คา่การเจือจาง  
 (50 = คา่คงท่ีคณูกลบัเพ่ือมีปริมาตรเป็น 1000 ไมโครลิตร)  
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2. ค่าจลหพลศาสตร์ของการเจริญแบบแบตช์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพท่ี ข.1 กราฟการเจริญของเชือ้ B. animalis TISTR 1925 ในอาหารทดแทนท่ีควบคมุ 
คา่ความเร็วรอบในกวน 200 รอบตอ่นาที pH 6.0  
 
สตูรการค านวณหาคา่อตัราการเจริญจ าเพาะ (specific growth rate; µ) 

           µ       =      2.303(log Xi – log X0)/dt  
  เพราะฉะนัน้  µ      =      2.303 x 0.4271  
           µ     =      0.9836 ตอ่ชัว่โมง  
 

3. การหาปริมาณทัง้หมดด้วยวิธีฟีนอลซัลฟูริก 
 

ตารางท่ี ข.2 คา่ความขุน่ของสารละลายกลโูคสมาตรฐาน 
ปริมาณความเข้มข้น (กรัมตอ่ลิตร) คา่ความขุน่ 
0 0.0037 ± 0.0019 
0.02 0.2100 ± 0.0042 
0.04 0.4073 ± 0.0036 
0.06 0.5979 ± 0.0035 
0.08 0.8113 ± 0.0306 
0.1 0.9514 ± 0.0043 

คา่ความชนัท่ีช่วงเวลา 2 ถึง 8 ชัว่โมง 
เทา่กบั 0.4271 
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ภาพท่ี ข.2 กราฟแสดงเส้นตรงของสารมาตรฐานกลโูคส 
   

สมการเส้นตรงจากกราฟ 
   Y = 9.6187X + 0.0016 
  ดงันัน้ X = (Y – 0.0016) / 9.6187 
  เม่ือ X คือ ปริมาณความเข้มข้นของทัง้หมด 
        Y คือ คา่ความขุน่ท่ีวดัได้ 
ตารางท่ี ข.3 แสดงคา่ความขุ่นและปริมาณทัง้หมด    

เวลา (ชัว่โมง) คา่ความขุน่ ปริมาณทัง้หมด (กรัมตอ่ลิตร) 
0 0.2087 0.2100 43.53 ± 0.1352 
2 0.2067 0.2072 43.03 ± 0.0520 
4 0.2073 0.2053 42.89 ± 0.2079 
6 0.2015 0.2075 42.52 ± 0.6238 
8 0.1925 0.1928 40.06 ± 0.0312 
10 0.1750 0.1749 36.38 ± 0.0104 
12 0.1708 0.1716 35.60 ± 0.0832 
14 0.1647 0.1671 34.49 ± 0.2495 
16 0.1352 0.1411 28.72 ± 0.6134 
18 0.1297 0.1226 26.23 ± 0.7381 
20 0.1078 0.1087 22.51 ± 0.0936 
22 0.1061 0.1084 22.30 ± 0.2391 
24 0.1071 0.1059 22.14 ± 0.1248 
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 นายปัณณธร ทวีเทพไทกุล เกิดวนัท่ี 30 มกราคม พ.ศ. 2516 ท่ีจงัหวดัสิงห์บุรี ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ เม่ือปีการศกึษา 2539 ตอ่มาได้เข้าศกึษาตอ่ในหลกัสตูรวิทยาศาสตร
มหาบณัฑิต สาขาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 
2552 
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