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บทคัดย่อ

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาสภาวะการเจริญท่ีเหมาะสมของโปรไบโอติก 

Enterococus faecium A028 ในกากถั่วเหลือง (Soybean Meal, SBM) ด้วยกระบวนการหมัก 

แบบแห้ง (Solid-State Fermentation, SSF) และเพื่อศึกษาจลนพลศาสตร์การเจริญเติบโต 

ด้วยแบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ โดยคัดเลือกปัจจัยท่ีส�ำคัญต่อการเพาะเลี้ยงด้วยแผนการทดลอง

แบบ Plackett-Burman Design (PBD) และศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมด้วยวิธีการพื้นผิวตอบสนอง 
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(Response Surface Methodology) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Benkhen Design (BBD) 

ผลการศึกษาพบว่าอัตราส่วนน�้ำต่อ SBM ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง และความเข้มข้นกากน�้ำตาล 

เป็นปัจจัยส�ำคัญที่มีผลต่อการเพิ่มจ�ำนวนเซลล์ที่มีชีวิตทั้งหมด (Total Viable Cell Count, TVC) 

สามอันดับแรก โดยมีค่า Effect contribution เท่ากับ 56.27% 14.32% และ 10.46% ตามล�ำดับ 

ปัจจัยดังกล่าวจึงถูกคัดเลือกไปศึกษาระดับที่เหมาะสมต่อการเพิ่มค่า TVC ของแบคทีเรียใน SBM 

ปริมาณ 300 กรัม พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ อัตราส่วนน�้ำต่อ SBM เท่ากับ1.5:1 (v/w) และระยะ

เวลาในการเพาะเลี้ยงเท่ากับ 15.45 ชั่วโมง ในขณะท่ีความเข้มข้นกากน�้ำตาลไม่มีผลต่อการเพิ่มค่า 

TVC อย่างมีนัยส�ำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดยค่า TVC เพิ่มขึ้นเท่ากับ 1.91 LogCFU/g 

(24.30% ของ TVC เริ่มต้น) และมีค่า TVC สูงสุดเท่ากับ 9.77 LogCFU/g นอกจากนี้ยังพบว่า 

การเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบ SSF ใน SBM ปริมาณ 3,000 กรัม ไม่แตกต่างจากระดับเร่ิมต้น 

อย่างมีนัยส�ำคัญ (p-value < 0.05) และผลการเลียนแบบการเจริญพบว่าแบบจ�ำลอง Logistic  

และแบบจ�ำลอง Gompertz สามารถเลียนแบบการเจริญเติบโตของ E. faecium ในการเพาะเล้ียง

แบบ SSF ได้เป็นอย่างดี (ค่า R2 อยู่ในช่วง 0.956-0.995) การวิจัยครั้งน้ีชี้ให้เห็นว่า SBM เป็นวัสดุ

ราคาถูกที่มีประสิทธิภาพที่สามารถน�ำมาใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเล้ียงโปรไบโอติก E. faecium 

แบบ SSF ได้

ค�ำส�ำคัญ: Enterococcus faecium กากถั่วเหลือง การหมักแบบแห้ง แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ 

ABSTRACT

	 The aims of this study were to optimize the growing condition of a probiotic strain 

Enterococcus faecium A028 in soybean meal (SBM) by solid-state fermentation (SSF) and 

to study the growth kinetics by the mathematical model. The important cultivation variables 

were selected according to the Plackett–Burman design (PBD) and were further optimized 

via response surface methodology. The statistical model was constructed by Box-Benkhen 

Design (BBD). The results revealed that the water to SBM ratio, incubation time, and 

molasses were the first-three important variables affected the increase of total viable cell 

count (TVC) with the effect contribution of 56.27%, 14.32%, and 10.46%, respectively. 

These three variables of optimization for growth were determined based on the increased 

TVC in 300 g of SBM. The optimal condition was 1.5:1 (v/w) of water to SBM ratio and 15.45 

h of incubation time while the effect of molasses was not significant at 95% of the confidence 

interval. The TVC was increased significantly to 1.91 LogCFU/g (24.30% of initial TVC) and 

the maximum of TVC was 9.77 LogCFU/g. In addition, it was found that cultivation of 
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bacteria in 3,000 g of SBM by SSF was not significantly different from the initial scale 

(p-value < 0.05). Finally, the results of growth simulation were denoted that the Logistic 

model and modified Gompertz model could well simulate the growth of E. faecium by SSF 

(R2 was in the range of 0.956-0.995). This research suggested that the SBM was an effective 

low-cost material that could be used for culturing probiotic E. faecium by SSF process. 

Keywords: Enterococcus faecium, soybean meal, solid-state fermentation, mathematical 

model

บทน�ำ

	 ในปัจจุบันมีการประยุกต์ใช้จุลินทรีย์โปรไบโอติก (Probiotic) ในการเพาะเลี้ยงสัตว ์

อย่างแพร่หลาย เนื่องจากจุลินทรีย์ดังกล่าวความปลอดภัย และมีคุณสมบัติในการส่งเสริมการ 

เจริญเติบโตของสัตว์ ช่วยรักษาสมดุลและควบคุมจุลินทรีย์ก่อโรคในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ 

และยังช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการย่อยอาหารท�ำให้สัตว์สามารถดูดซึมอาหารได้ดีขึ้น (Gibson, 

2004; Wirunpan et al., 2016) สัตว์ที่เพาะเลี้ยงจึงมีคุณภาพดีและจ�ำหน่ายได้ในราคาสูง โดยจุลินทรีย์

โปรไบโอติกที่นิยมใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์มีหลายชนิด เช่น Lactobacillus lactis Lactobacillus 

plantarum Bifidobacterium longum Bacillus subtilis และ Enterococcus faecium (Stiles and 

Holzapfel, 1997; Wirunpan et al., 2016; Faksakul et al., 2016) ซึ่งจากงานวิจัยของ Fasakul  

et al. (2016) รายงานว่า E. faecium A028 เป็นแบคทีเรียกรดแลคติกที่คัดแยกได้จากทางเดิน 

อาหารไก่ มีคุณสมบัติในการยับยั้งเชื้อจุลินทรีย์ Staphylococcus aureus Escherichia coli 

Aeromonas sp. และ Salmonella typhimurium ซึ่งเป็นเชื้อก่อโรคในสัตว์ นอกจากนี้ยังมีความ

สามารถในการย่อยโปรตีน ทนต่อเกลือน�้ำดี และทนต่อสภาวะกรดในกระเพาะอาหารได้ ซึ่งดังกล่าว

เป็นคุณสมบัติพื้นฐานของโปรไบโอติก (Faksakul et al.,2016)

	 การเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ด้วยการหมักแบบแห้ง (Solid-State Fermentation, SSF) เป็น 

กระบวนการทีน่ยิมใช้ในการเพาะเล้ียงจลิุนทรย์ีด้วยวัตถดุบิแห้งหรอืมคีวามชืน้ต�ำ่ เช่น การเพาะเลีย้งเชือ้ 

Bifidobactacterium animalis Lactobacillus casei Lactobacilius brevis และ Aspergillus oryzae 

ใน ถั่วเหลือง (Gao et al., 2013; Zhang et al., 2014; Zhang et al., 2015) การเพาะเล้ียงเชื้อ  

L. plantarum ในข้าวโอ๊ต และการเพาะเลี้ยงเชื้อ L. bulgaricus ในร�ำข้าวสาลี (Zhao et al., 2017) 

เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ไม่ซับซ้อน มีต้นทุนต�่ำ และเกิดน�้ำเสียจากกระบวนการหมักน้อย (Pandey, 

2003) นอกจากนี้ความสามารถในการถ่ายเทออกซิเจนของกระบวนการ SSF ยังสูงกว่าการเพาะเลี้ยง

แบบเหลว (Submerged Fermentation, SMF) (Couto and Sanromán, 2006) อีกด้วย และ

กระบวนการ SSF ยังได้รับความนิยมน�ำมาใช้ในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์เพื่อผลิตอาหารสัตว์  
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โดยมีรายงานว่ากระบวนการ SSF สามารถใช้ในการเพาะเลี้ยงโปรไบโอติกส�ำหรับผลิตอาหารสุกร

ได้ดกีว่าการเพาะเลีย้งแบบ SMF กระบวนการ SSF เป็นกระบวนการทีใ่ห้ผลผลติสงูกว่ากระบวนการ 

SMF ไม่ต้องก�ำจัดของเสียจากกระบวนการ และเป็นกระบวนการหมักที่คล้ายกับการเจริญของ

จุลินทรีย์ทางธรรมชาติ (Shim et al., 2010) นอกจากน้ียังมีการน�ำวัตถุดิบเหลือท้ิงทางเกษตรและ

อุตสาหกรรมการเกษตร เช่น กากถั่วเหลือง กากถั่วเขียว ร�ำข้าว และข้าวโอ๊ต มาใช้เป็นวัตถุดิบ 

ในการเพาะเลี้ยงโปรไบโอติกเพื่อลดต้นทุนในการเพาะเล้ียงอีกด้วย (Zhang et al., 2014; Chi  

and Cho, 2016) 

	 งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ 

โปรไบโอติก E. faecium A028 ด้วยกระบวนการ SSF โดยใช้กากถั่วเหลือง (Soybean Meal, SBM) 

ซึ่งมีราคาถูกเป็นวัตถุดิบในกระบวนการเพาะเลี้ยง และเพื่อประยุกต์ใช้แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์

ในการเลียนแบบการเจริญของแบคทีเรียเพื่อศึกษาค่าจลนพลศาสตร์ของกระบวนการเพาะเลี้ยง

แบบ SSF

วิธีการ

	 1.	 การเตรียมกล้าเชื้อ

		  ถ่ายเชื้อ E. faecium A028 ท่ีคัดแยกได้จากทางเดินอาหารของไก่ (Faksakul et al., 

2016) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่เก็บไว้ในตู้แช่เยือกแข็งท่ี -80 องศาเซลเซียส ลงในอาหารเหลว  

De Man Rogosa and Sharpe (MRS) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร น�ำไปเพาะเลี้ยงในตู้บ่มเชื้อท่ีอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง เพ่ือกระตุ้นการเจริญ จากน้ันถ่ายเชื้อท่ีได้ปริมาณ 30 มิลลิลิตร 

ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 270 มิลลิลิตรอีกครั้ง เพาะเลี้ยงในสภาวะเดิมเป็นเวลา18 ชั่วโมง 

และน�ำไปใช้เป็นกล้าเชื้อในการทดลองต่อไป

	 2.	 การคัดเลือกปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของ E. faecium ใน SBM  

ด้วยกระบวนการ SSF

		  ถ่ายกล้าเชือ้จลุนิทรย์ีลงใน SBM ทีน่ึง่ฆ่าเชือ้แล้ว ท�ำการทดลองด้วยการแปรผนัปัจจยั

ทัง้หมด 7 ปัจจัย ได้แก่ อตัราส่วนของน�ำ้ต่อกากถัว่เหลอืง (X
1
) อณุหภมู ิ(X

2
) ความเข้มข้นกากน�ำ้ตาล 

(X
3
) ปริมาณกล้าเชื้อ (X

4
) ความเป็นกรดด่าง (X

5
) แคลเซียมคาร์บอนเนต (X

6
) และเวลาในการ 

เพาะเลี้ยง (X
7
) (ตารางที่ 1) เพ่ือศึกษาอิทธิพลของแต่ละปัจจัยต่อการเจริญเติบโตของ E. faecium 

ใน SBM โดยวางแผนการทดลองแบบ Plackett Burman Design (PBD) (Zhou et al., 2011)  

ดังตารางที่ 2 จากนั้นท�ำการเก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์จ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตท้ังหมด (Total Viable  

Cell Count, TVC) ที่เพ่ิมข้ึน ท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ และค�ำนวณค่าทางสถิติด้วยโปรแกรม Design 

Expert Version 7.0 เพ่ือคัดเลือกปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของ E. faecium A028  

และน�ำไปศึกษาระดับที่เหมาะสมของแต่ละปัจจัยต่อไป
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	 3.	 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยง E. faecium ใน SBM ด้วยวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง (Response Surface Methodology)

		  ถ่ายกล้าเชื้อ E. faecium A028 ลงใน SBM ที่ฆ่าเชื้อแล้ว โดยแปรผันปัจจัยที่ม ี

สัดส่วนอิทธิพล (Effect Contribution) ต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียมากท่ีสุดจ�ำนวน 3 ปัจจัย 

(จากผลการทดลองที่ 2) ได้แก่ อัตราส่วนของน�้ำต่อกากถั่วเหลือง (X
1
) ความเข้มข้นกากน�้ำตาล (X

3
) 

และเวลาที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง (X
7
) (ตารางที่ 3) โดยวางแผนการทดลองแบบ Box-Benkhen  

Design (BBD) (Ferreira et al., 2007) ดังตารางที่ 4 จากนั้นท�ำการเก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ค่า TVC 

ที่เพิ่มขึ้น มาค�ำนวณค่าทางสถิติโดยท�ำการทดลอง 3 ซ�้ำ และสร้างความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัย 

ที่ศึกษากับการเจริญของ E. faecium ด้วยสมการ Second-order Polynomial Quadratic Equation 

น�ำสมการที่ได้มาหาสภาวะที่เหมาะสมและท�ำการทดลองเพาะเลี้ยง E. faecium A028 ในสภาวะ

ดังกล่าวเพื่อทวนสอบ (Validation) ผลการทดลอง

ตารางที่ 1	ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium ด้วยกระบวนการ SSF  

	 ใน SBM โดยวางแผนการทดลองแบบ PBD

Variables

Water to SBM ratio	 v/w	 X
1
	 0.1:1	 1:1

Incubation Temperature 	 ˚C	 X
2
	 30	 40

Molasses	 %w/v	 X
3
	 0	 5

Starter	 %v/w	 X
4
	 5	 10

pH	 -	 X
5
	 5	 6

CaCO
3
	 %w/v	 X

6
	 0	 0.05

Incubation Time	 h	 X
7
	 4	 12

Dummy	 -	 X
8
, X

9
, X

10
, X

11
	 -1	 1

Units Symbol Code
Level of Experimental Values

Low (-1) High (+1)
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ตารางที่ 2 แผนการทดลองแบบ PBD

Run

	 1	 1:1	 40	 0	 10	 6	 0.05	 4	 -1.00	 -1.00	 1.00	 -1.00

	 2	 0.1:1	 40	 5	 5	 6	 0.05	 12	 -1.00	 -1.00	 -1.00	 1.00

	 3	 1:1	 30	 5	 10	 5	 0.05	 12	 1.00	 -1.00	 -1.00	 -1.00

	 4	 0.1:1	 40	 0	 10	 6	 0	 12	 1.00	 1.00	 -1.00	 -1.00

	 5	 0.1:1	 30	 5	 5	 6	 0.05	 4	 1.00	 1.00	 1.00	 -1.00

	 6	 0.1:1	 30	 0	 10	 5	 0.05	 12	 -1.00	 1.00	 1.00	 1.00

	 7	 1:1	 30	 0	 5	 6	 0	 12	 1.00	 -1.00	 1.00	 1.00

	 8	 1:1	 40	 0	 5	 5	 0.05	 12	 1.00	 1.00	 -1.00	 1.00

	 9	 1:1	 40	 5	 5	 5	 0	 4	 -1.00	 1.00	 1.00	 -1.00

	10	 0.1:1	 40	 5	 10	 5	 0	 4	 1.00	 -1.00	 1.00	 1.00

	11	 1:1	 30	 5	 10	 6	 0	 4	 -1.00	 1.00	 -1.00	 1.00

	12	 0.1:1	 30	 0	 5	 5	 0	 4	 -1.00	 -1.00	 -1.00	 -1.00

X
1

X
5

X
3

X
7

X
10

X
2

X
6

X
9

X
4

X
8

X
11

ตารางที่ 3	ปัจจัยที่ใช้ในการศึกษาอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium ด้วยการหมักแบบ SSF  

	 ในกากถั่วเหลือง โดยแผนการทดลองแบบ BBD

Variables

Water to SBM ratio	 X
1
	 0.5	 1.25	 2

Molasses	 X
3
	 0	 2.5	 5

Incubation Time	 X
7
	 4	 14	 24

Symbol code
Level of Experimental Values

Low (-1) Central (0) High (+1)
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	 4.	 การศึกษาค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของ E. faecium ที่เพาะเลี้ยงใน SBM ด้วย 

แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์

		  น�ำข้อมลูทีไ่ด้จากการทดลอง (Experimental Data) ในสภาวะทีเ่หมาะสมมาค�ำนวณ

หาค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของจุลินทรีย์ด้วยวิธีการหาเส้นโค้งที่เหมาะสม (Curve Fitting)  

โดยประยุกต์ใช้แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ของ Gompertz (Modified Gompertz Model) (สมการ

ที่ (1)) เพื่อหาค่าอัตราการผลิตชีวมวลสูงสุด (Maximum Biomass Productivity, r
max

) (Mu et al., 

2007) และระยะเวลาพักตัว (Lag time, t) และใช้แบบจ�ำลอง Logistic (สมการท่ี (2) และ (3))  

เพ่ือหาค่าอัตราการเจริญจ�ำเพาะสูงสุด (Maximum Specific Growth Rate, µ
max

) (Zajšek and 

Goršek, 2010) โดยใช้ฟังก์ชัน (Function) Solver ในโปรแกรม Microsoft Excel (Version 2016) 

และค�ำนวณค่าสัมประสิทธ์ิการตัดสินใจ (Coefficient of Determination, R2) ดังสมการท่ี (4) 

		  แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ของ Gompertz (Modified Gompertz Model)  

(Mu et al., 2007) ที่ใช้ศึกษาค่า r
max

 และ t
L
 ของ E. faecium ที่เพาะเลี้ยงแบบ SSF ใน SBM  

แสดงดังสมการที่ (1)

 	  	

		

10 0.1:1 40 5 10 5 0 4 1.00 -1.00 1.00 1.00 
11 1:1 30 5 10 6 0 4 -1.00 1.00 -1.00 1.00 
12 0.1:1 30 0 5 5 0 4 -1.00 -1.00 -1.00 -1.00 

 
ตารางท่ี 3  ปัจจัยท่ีใช้ในการศึกษาอิทธิพลต่อการเจริญของ E. faecium ด้วยการหมักแบบ SSF 

ในกากถั่วเหลือง โดยแผนการทดลองแบบ BBD 
 

Variables Symbol code 
Level of Experimental Values 

Low (-1) Central (0) High (+1) 

Water to SBM ratio X
1
 0.5 1.25 2 

Molasses X
3
 0 2.5 5 

Incubation Time X
7
 4 14 24 

 
4.  การศกึษาคา่จลนพลศาสตร์การเจริญของ E. faecium ท่ีเพาะเลีย้งใน SBM ด้วย

แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ 
  น าข้อมลูท่ีได้จากการทดลอง (Experimental Data) ในสภาวะท่ีเหมาะสมมาค านวณหา
คา่จลนพลศาสตร์การเจริญของจลุินทรีย์ด้วยวิธีการหาเส้นโค้งท่ีเหมาะสม (Curve Fitting) โดยประยุกต์ใช้
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ Gompertz (Modified Gompertz Model) (สมการท่ี (1)) เพ่ือหาคา่อตัรา
การผลิตชีวมวลสงูสดุ (Maximum Biomass Productivity, rmax) (Mu et al., 2007) และระยะเวลาพกัตวั 
(Lag time, t) และใช้แบบจ าลอง Logistic (สมการท่ี (2) และ (3)) เพ่ือหาคา่อตัราการเจริญจ าเพาะสงูสดุ 
(Maximum Specific Growth Rate, µmax) (Zajšek and Goršek, 2010) โดยใช้ฟังก์ชนั (Function) Solver 
ในโปรแกรม Microsoft Excel (Version 2016) และค านวณคา่สมัประสิทธ์ิการตดัสินใจ (Coefficient of 
Determination, R2) ดงัสมการท่ี (4)  
 แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ Gompertz (Modified Gompertz Model) (Mu et al., 2007) ท่ี
ใช้ศกึษาคา่ rmax และ tL ของ E. faecium ท่ีเพาะเลีย้งแบบ SSF ใน SBM แสดงดงัสมการท่ี (1) 
 

   𝑋𝑋  𝑋𝑋 [𝑋𝑋       [    [
𝑟𝑟       ( )

𝑋𝑋   
] (𝑡𝑡  𝑡𝑡)   ]] 

             (1) 
  เม่ือ  X0  คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีชัว่โมงเร่ิมต้น (LogCFU/g) 
   Xmax  คือ จ านวนจลุินทรีย์สงูสดุ (LogCFU/g) 

                               (1)

		  เมื่อ	 X
0
 	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์ท่ีชั่วโมงเริ่มต้น (LogCFU/g)

			   X
max

 	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์สูงสุด (LogCFU/g)

			   r
max

 	 คือ	 อัตราการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์สูงสุด (CFU/g·h)

			   t
L
 	 คือ	 ระยะเวลาพักตัว (h)

			   t 	 คือ	 ระยะเวลาเพาะเลี้ยง (h)

		  แบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ของ Logistic ท่ีใช้ในการศึกษาค่า µ
max 

ของ E. faecium 

ที่เพาะเลี้ยงแบบ SSF ใน SBM แสดงดังสมการที่ (2) และ (3) 

 	   

		

   rmax  คือ อตัราการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์สงูสดุ (CFU/g·h) 
   tL  คือ ระยะเวลาพกัตวั (h) 
   t  คือ ระยะเวลาเพาะเลีย้ง (h) 
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ Logistic ท่ีใช้ในการศกึษาคา่ µmax ของ E. faecium ท่ีเพาะเลีย้งแบบ 
SSF ใน SBM แสดงดงัสมการท่ี (2) และ (3)      
                             𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑   𝜇𝜇   (  

𝑋𝑋
𝑋𝑋   

) 𝑋𝑋                                                             (2)     
        

                                               𝑋𝑋  𝑋𝑋    (𝜇𝜇    𝑡𝑡)
  [( 𝑋𝑋 

𝑋𝑋   
)(     (𝜇𝜇     𝑡𝑡))]

                                              (3)          

      
  เม่ือ  X0  คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีชัว่โมงเร่ิมต้น (LogCFU/g) 
   Xmax  คือ จ านวนจลุินทรีย์สงูสดุ (LogCFU/g) 
   µmax  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์สงูสดุ (1/h) 
   t คือ เวลาในการเพาะเลีย้ง (h) 
การค านวณหาคา่ R2 (Borah et al., 2015) แสดงดงัสมการท่ี (4) 
 

                               𝑅𝑅  ∑ (𝑋𝑋    𝑋𝑋       )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖   (𝑋𝑋    𝑋𝑋     )
  

∑ (𝑋𝑋      𝑋𝑋         )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖  
                              (4)

   
เม่ือ Xexp      คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
  e   ean คือ คา่เฉล่ียของจ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
 Xpre       คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีค านวณจากแบบจ าลอง (LogCFU/g) 
 N          คือ จ านวนข้อมลูทัง้หมด 

ตารางท่ี 4   การวางแผนทดลองแบบ BBD  
 
Treatment X

1
 X

3
 X

7
 Increased TVC* (LogCFU/g) 

1 0.50 (-1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.75 
2 2.00 (+1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.33 
3 0.50 (-1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.66 
4 2.00 (+1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.26 
5 0.50 (-1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.45 
6 2.00 (+1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.15 

                                                             (2) 

 

		

   rmax  คือ อตัราการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์สงูสดุ (CFU/g·h) 
   tL  คือ ระยะเวลาพกัตวั (h) 
   t  คือ ระยะเวลาเพาะเลีย้ง (h) 
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ Logistic ท่ีใช้ในการศกึษาคา่ µmax ของ E. faecium ท่ีเพาะเลีย้งแบบ 
SSF ใน SBM แสดงดงัสมการท่ี (2) และ (3)      
                             𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑   𝜇𝜇   (  

𝑋𝑋
𝑋𝑋   

) 𝑋𝑋                                                             (2)     
        

                                               𝑋𝑋  𝑋𝑋    (𝜇𝜇    𝑡𝑡)
  [( 𝑋𝑋 

𝑋𝑋   
)(     (𝜇𝜇     𝑡𝑡))]

                                              (3)          

      
  เม่ือ  X0  คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีชัว่โมงเร่ิมต้น (LogCFU/g) 
   Xmax  คือ จ านวนจลุินทรีย์สงูสดุ (LogCFU/g) 
   µmax  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์สงูสดุ (1/h) 
   t คือ เวลาในการเพาะเลีย้ง (h) 
การค านวณหาคา่ R2 (Borah et al., 2015) แสดงดงัสมการท่ี (4) 
 

                               𝑅𝑅  ∑ (𝑋𝑋    𝑋𝑋       )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖   (𝑋𝑋    𝑋𝑋     )
  

∑ (𝑋𝑋      𝑋𝑋         )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖  
                              (4)

   
เม่ือ Xexp      คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
  e   ean คือ คา่เฉล่ียของจ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
 Xpre       คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีค านวณจากแบบจ าลอง (LogCFU/g) 
 N          คือ จ านวนข้อมลูทัง้หมด 

ตารางท่ี 4   การวางแผนทดลองแบบ BBD  
 
Treatment X

1
 X

3
 X

7
 Increased TVC* (LogCFU/g) 

1 0.50 (-1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.75 
2 2.00 (+1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.33 
3 0.50 (-1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.66 
4 2.00 (+1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.26 
5 0.50 (-1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.45 
6 2.00 (+1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.15 

                                                              (3) 

 

		  เมื่อ	 X
0
 	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์ท่ีชั่วโมงเริ่มต้น (LogCFU/g)

			   X
max

 	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์สูงสุด (LogCFU/g)

			   µ
max

 	 คือ	 อัตราการเจริญจ�ำเพาะของจุลินทรีย์สูงสุด (1/h)

			   t	 คือ	 เวลาในการเพาะเลี้ยง (h)
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	 การค�ำนวณหาค่า R2 (Borah et al., 2015) แสดงดังสมการท่ี (4)

  		

   rmax  คือ อตัราการเจริญเตบิโตของจลุินทรีย์สงูสดุ (CFU/g·h) 
   tL  คือ ระยะเวลาพกัตวั (h) 
   t  คือ ระยะเวลาเพาะเลีย้ง (h) 
แบบจ าลองทางคณิตศาสตร์ของ Logistic ท่ีใช้ในการศกึษาคา่ µmax ของ E. faecium ท่ีเพาะเลีย้งแบบ 
SSF ใน SBM แสดงดงัสมการท่ี (2) และ (3)      
                             𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑𝑑   𝜇𝜇   (  

𝑋𝑋
𝑋𝑋   

) 𝑋𝑋                                                             (2)     
        

                                               𝑋𝑋  𝑋𝑋    (𝜇𝜇    𝑡𝑡)
  [( 𝑋𝑋 

𝑋𝑋   
)(     (𝜇𝜇     𝑡𝑡))]

                                              (3)          

      
  เม่ือ  X0  คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีชัว่โมงเร่ิมต้น (LogCFU/g) 
   Xmax  คือ จ านวนจลุินทรีย์สงูสดุ (LogCFU/g) 
   µmax  คือ อตัราการเจริญจ าเพาะของจลุินทรีย์สงูสดุ (1/h) 
   t คือ เวลาในการเพาะเลีย้ง (h) 
การค านวณหาคา่ R2 (Borah et al., 2015) แสดงดงัสมการท่ี (4) 
 

                               𝑅𝑅  ∑ (𝑋𝑋    𝑋𝑋       )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖   (𝑋𝑋    𝑋𝑋     )
  

∑ (𝑋𝑋      𝑋𝑋         )
 𝑁𝑁

𝑖𝑖  
                              (4)

   
เม่ือ Xexp      คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
  e   ean คือ คา่เฉล่ียของจ านวนจลุินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g) 
 Xpre       คือ จ านวนจลุินทรีย์ท่ีค านวณจากแบบจ าลอง (LogCFU/g) 
 N          คือ จ านวนข้อมลูทัง้หมด 

ตารางท่ี 4   การวางแผนทดลองแบบ BBD  
 
Treatment X

1
 X

3
 X

7
 Increased TVC* (LogCFU/g) 

1 0.50 (-1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.75 
2 2.00 (+1) 0.00 (-1) 14.00 (0) 0.33 
3 0.50 (-1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.66 
4 2.00 (+1) 5.00 (0) 14.00 (0) 0.26 
5 0.50 (-1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.45 
6 2.00 (+1) 2.50 (+1) 4.00 (-1) 0.15 

                                      (4)

		

		  เมื่อ	 X
exp

	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g)

			   X
expmean	

คือ	 ค่าเฉลี่ยของจ�ำนวนจุลินทรีย์ท่ีได้จากการทดลอง (LogCFU/g)

			   X
pre

 	 คือ	 จ�ำนวนจุลินทรีย์ท่ีค�ำนวณจากแบบจ�ำลอง (LogCFU/g)

			   N 	 คือ	 จ�ำนวนข้อมูลท้ังหมด

 
ตารางที่ 4 การวางแผนทดลองแบบ BBD

Treatment

	 1	 0.50 (-1)	 0.00 (-1)	 14.00 (0)	 0.75

	 2	 2.00 (+1)	 0.00 (-1)	 14.00 (0)	 0.33

	 3	 0.50 (-1)	 5.00 (0)	 14.00 (0)	 0.66

	 4	 2.00 (+1)	 5.00 (0)	 14.00 (0)	 0.26

	 5	 0.50 (-1)	 2.50 (+1)	 4.00 (-1)	 0.45

	 6	 2.00 (+1)	 2.50 (+1)	 4.00 (-1)	 0.15

	 7	 0.50 (-1)	 2.50 (+1)	 24.00 (+1)	 0.54

	 8	 2.00 (+1)	 2.50 (+1)	 24.00 (+1)	 0.93

	 9	 1.25 (0)	 0.00 (-1)	 4.00 (-1)	 0.22

	 10	 1.25 (0)	 5.00 (0)	 4.00 (-1)	 0.18

	 11	 1.25 (0)	 0.00 (-1)	 24.00 (+1)	 0.18

	 12	 1.25 (0)	 5.00 (0)	 24.00 (+1)	 0.41

X
1

X
3

X
7

Increased TVC*

(LogCFU/g)

*TVC is total viable cell count
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ผลการทดลองและวิจารณ์

	 1.	 ผลการคัดเลือกปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของ E. faecium ใน SBM  

ด้วยกระบวนการ SSF

 		  ผลการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่อการเจริญของ E. faecium ท่ีเพาะเล้ียงแบบ SSF  

ใน SBM ด้วยการวางแผนการทดลองแบบ PBD ผลการทดลองแสดงดังตารางที่ 2 โดยพบว่า 

จุลินทรีย์สามารถเจริญเติบโตใน SBM ได้ทุกสภาวะที่ท�ำการทดลอง และมีการเจริญเติบโต 

แตกต่างกันในแต่ละสภาวะ สอดคล้องกับงานวิจัยของ Rodriguez de olmos ในปี 2015 ซึ่งศึกษา

อิทธิพลของปัจจัยในการเพาะเลี้ยงต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียกรดแลคติก Lactobacillus 

paracasei supsp. paracasei และ B. longum ด้วยกระบวนการหมักแบบ SSF ในถั่วเหลืองท่ีมี

ความชื้น 60 % พบว่าแบคทีเรียมีการเจริญเติบโต และมีจ�ำนวนเซลล์ท่ีมีชีวิตเท่ากับ 9.5 และ 9.0 

LogCFU/g ตามล�ำดับ (Rodríguez de Olmos et al., 2015) เมื่อพิจารณาอิทธิพลของปัจจัยต่อการ

เจริญเติบโตของ E. faecium โดยการวิเคราะห์การถดถอย (Regression Analysis) (ตารางที่ 5)  

พบว่าปัจจัยแต่ละชนิดส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ E. faecium แตกต่างกัน โดยระยะเวลาในการ

เพาะเล้ียง (X
7
) มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของแบคทีเรียสูงท่ีสุด ซึ่งมีค่า Effect contribution 

เท่ากับ 56.27 % รองลงมาคือ ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง (X
1
) และความเข้มข้นกากน�้ำตาล (X

3
) 

โดยมีค่า Effect Contribution เท่ากับ 14.32 % และ 10.46 % ตามล�ำดับ (ตารางท่ี 5)

ตารางที่ 5 อิทธิพลของปัจจัยในการเพาะเลี้ยงแบบ SSF ต่อการเจริญเติบโตของ E. Faecium

Variable Coefficients Effect Plot Effect p-value
Effect

Contribution (%)
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	 จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า SBM สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ยง  

E. faecium ด้วยกระบวนการ SSF ได้ เนื่องจาก SBM ประกอบด้วยสารอาหารท่ีมีประโยชน์ต่อการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยเฉพาะโปรตีนซึ่งเป็นองค์ประกอบหลักใน SBM และยังมีปริมาณ 

กรดอะมิโนไลซีนสูงช่วยส่งเสริมการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ (Stefanello et al., 2016)  

ซึ่งแบคทีเรีย E. faecium มีความสามารถในการสร้างเอนไซม์โปรติเอส (Protease) (Faksakul et 

al., 2016) จึงสามารถย่อยโปรตีนใน SBM เพื่อน�ำมาสร้างโปรตีนภายในเซลล์และการผลิตเอนไซม ์

เพื่อใช้ในกิจกรรมต่าง ๆ ของแบคทีเรีย (Wang et al., 2014) ดังน้ัน SBM ท่ีเหลือจากกระบวนการ

ผลิตน�้ำมันถั่วเหลืองในโรงงานอุตสาหกรรมจึงเป็นวัตถุดิบที่น่าสนใจน�ำมาประยุกต์ใช้เป็นวัตถุดิบ

ในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโปรไบโอติกด้วยกระบวนการ SSF เนื่องจากสามารถส่งเสริมการเจริญ

ของแบคทีเรียได้เป็นอย่างดี และมีราคาถูก

	 นอกจากนี้เมื่อพิจารณาอิทธิพลของปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง อุณหภูมิในการ 

เพาะเล้ียง ความเข้มข้นของกากน�้ำตาล และปริมาณแคลเซียมคาร์บอนเนต พบว่าปัจจัยดังกล่าว

แสดงอิทธิพลในทางบวกต่อการเพ่ิมค่า TVC ของแบคทีเรีย (Positive Effect) ซึ่งเมื่อปัจจัยดังกล่าว

เพิ่มขึ้นจะส่งเสริมให้แบคทีเรียมีการเจริญเติบโตมากขึ้นด้วย ในขณะที่ปริมาณกล้าเชื้อ ความเป็น 

กรดด่าง และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง แสดงอิทธิพลในทางลบ (Negative effect) ต่อการเจริญ

ของ E. faecium A028 (ตารางที่ 5) 

	 ในปี 2003 Gervais and Molin รายงานว่าความชื้นมีความส�ำคัญต่อกระบวนการ 

เพาะเล้ียงจุลินทรีย์แบบ SSF เนื่องจากน�้ำท�ำหน้าที่เป็นตัวท�ำละลายสารอาหารใน SBM ท�ำให้ 

โปรไบโอติกสามารถดูดซึมสารอาหารและแร่ธาตุใน SBM มาใช้ในการสร้างองค์ประกอบของเซลล์

ได้ง่ายขึน้ เมือ่เพิม่ปรมิาณน�ำ้ในกระบวนการ SSF จลิุนทรีย์จงึมกีารเจริญเตบิโตได้มากขึน้ (Gervais 

and Molin, 2003) สอดคล้องกับงานวิจัยนี้ซึ่งพบว่าปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลืองแสดงอิทธิพล 

ในทางบวกต่อการเจริญ E. faecium A028 เมื่อพิจารณาอิทธิพลของการเติมกากน�้ำตาลใน SBM 

พบว่าการเติมกากน�้ำตาลความเข้มข้น 5% ท�ำให้แบคทีเรียเจริญเติบโตได้สูงขึ้นเล็กน้อยแสดงให้เห็นว่า

กากน�้ำตาลมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตของจุลินทรีย์โปรไบโอติกใน SBM (Rigo et al., 2010)  

แต่มอีทิธพิลน้อยกว่าระยะเวลาในการเพาะเลีย้งและปริมาณน�ำ้ต่อกากถัว่เหลือง และผลการทดลอง

ยังพบว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงมีอิทธิพลในทางลบต่อการเจริญเติบโตเนื่องจากในระหว่างการ

เพาะเลี้ยงแบคทีเรียจะมีการสร้างกรดแลคติกขึ้นมา เมื่อเพาะเลี้ยงเป็นเวลานานกรดแลคติกท่ีเกิดขึ้น 

จะยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียได้ (Heimer et al., 2015) ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงท่ี 

เพิ่มขึ้นจึงท�ำให้การเจริญของ E. faecium A028 ลดลงอย่างเห็นได้ชัด อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณา

อิทธิพลของอุณหภูมิที่ใช้ในการเพาะเลี้ยง ปริมาณกล้าเชื้อ ความเป็นกรดด่าง (pH )และปริมาณ

แคลเซียมคาร์บอนเนต ในระดับที่ท�ำการทดลอง พบว่าปัจจัยดังกล่าวมีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโต

ของโปรไบโอติกน้อย โดยมีค่า Contribution Effect เท่ากับ 6.48 0.47 0.57 และ 0.04 % ตามล�ำดับ 
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ดังน้ันจึงเลือก ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง ปริมาณกากน�้ำตาล และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง 

มาศึกษาระดับที่เหมาะสมในการทดลองถัดไป

	 2.	 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียง E. faecium ใน SBM ด้วยวิธีพื้นผิว

ตอบสนอง (Response Surface Methodology)

		  ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการเพาะเล้ียงแบคทีเรียโปรไบโอติกใน SBM  

แสดงดังตารางที่ 5 และ 6 และความสัมพันธ์ระหว่างค่า TVC ท่ีเพิ่มขึ้น (Increased TVC) กับปัจจัย

ที่ศึกษาแสดงดังสมการที่ (5) ผลการทดลองพบว่ามีปัจจัยที่มีผลต่อการเพาะเลี้ยง E. faecium อย่าง

มีนัยส�ำคัญทางสถิติ โดยแบบจ�ำลอง (Model) มีค่า P-value และ R2 เท่ากับ 0.0012 และ 0.9457 

ตามล�ำดับ และมีค่าความเข้ากันได้ของแบบจ�ำลอง (Lack of Fit) เท่ากับ 0.2287 แสดงว่า Model 

นี้มีความเหมาะสมในการอธิบายการเพ่ิมข้ึนของค่า TVC ท่ีระดับความเชื่อมั่น 95 % อย่างไรก็ตาม

พบว่า ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง และ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง มีอิทธิพลต่อการเจริญของแบคทีเรีย

อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ α เท่ากับ 0.05 (P-value เท่ากับ 0.0229 และ 0.0007 ตามล�ำดับ)  

ในขณะที่ความเข้มข้นของกากน�้ำตาลไม่มีอิทธิพลต่อการเจริญอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติในช่วง

ที่ท�ำการทดลอง (P–value เท่ากับ 1.000) (ตารางท่ี 6)

		  รูปที ่1(A) แสดงพืน้ผวิตอบสนอง (Response Surface) ของอทิธพิลร่วม (Interaction 

Effect) ระหว่างปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลืองและความเข้มข้นของกากน�้ำตาลเมื่อเพาะเลี้ยงนาน  

14 ชั่วโมง ผลการทดลองแสดงว่าปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลืองส่งผลต่อการเจริญของแบคทีเรีย

มากกว่าความเข้มข้นของกากน�้ำตาล รูปที่ 1(B) แสดงอิทธิพลร่วมระหว่างปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง

และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงที่ความเข้มข้นของกากน�้ำตาลเท่ากับ 2.5% โดยปัจจัยท้ังสองชนิด

ส่งผลต่อการเจรญิของโปรไบโอตกิ และรปูที ่1(C) แสดงอทิธพิลร่วมของความเข้มข้นของกากน�ำ้ตาล

และระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง พบว่าระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงส่งผลต่อการเจริญเติบโตมากกว่า

ความเข้มข้นของกากน�้ำตาล
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	 Increased TVC (LogCFU/g) = 0.606+1.317X
1
+0.058X

7
– 0.419X

1
2-1.510X

7
2    (5)

	 เมื่อ	 X
1
	 คือ	 ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง (% v/w)

			   X
3
	 คือ	 ความเข้มข้นกากน�้ำตาล (%)

			   X
7
	 คือ	 ระยะเวลาในการเพาะเล้ียง (h)

	

ตารางที่ 6 การวิเคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of Variance, ANOVA) ของผลการทดลอง

Source

	 Model	 0.5875	 9	 0.0653	 13.5369	 0.0012

	 X
1
	 0.0406	 1	 0.0406	 8.4221	 0.0229

	 X
3
	 0.0000	 1	 0.0000	 0.0000	 1.0000

	 X
7
	 0.1596	 1	 0.1596	 33.0999	 0.0007

	 X
1
X

3
	 0.0182	 1	 0.0182	 3.7794	 0.0930

	 X
1
X

7
	 0.0081	 1	 0.0081	 1.6798	 0.2361

	 X
3
X

7
	 0.0110	 1	 0.0110	 2.2863	 0.1743

	 X
1

2	 0.2345	 1	 0.2345	 48.6318	 0.0002

	 X
3

2	 0.0091	 1	 0.0091	 1.8880	 0.2118

	 X
7

2	 0.0960	 1	 0.0960	 19.9090	 0.0029

	 Residual	 0.0338	 7	 0.0048		

	 Lack of Fit	 0.0211	 3	 0.0070	 2.2161	    0.2287

	 Pure Error	 0.0127	 4	 0.0032		

	 Correlation total	 0.6200	 16			 

Sum of Squares df Mean Square F-value P-value

R2 = 0.9457
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	 จากสมการที่ (5) พบว่าสภาวะที่เหมาะสมในการเพิ่มค่า TVC ของโปรไบโอติกคือ  

ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง เท่ากับ1.5:1 v/w ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยงนาน 15.45 ชั่วโมง  

โดยจะมีค่า TVC เพ่ิมข้ึนเท่ากับ 1.91 LogCFU/g (Predicted Result) จากจ�ำนวนจุลินทรีย ์

เร่ิมต้น เมื่อน�ำสภาวะดังกล่าวมาทดลองเพาะเลี้ยง E. faecium ด้วยการหมักแบบ SSF ใน SBM 

เพื่อทวนสอบผลการทดลอง (Validation) พบว่า มีค่า TVC เพิ่มขึ้นเท่ากับ 9.77 LogCFU/g 

(Experimented Result) ซึ่งไม่แตกต่างจากผลการทดลองท่ีได้จากสมการท่ี (5) อย่างมีนัยส�ำคัญ

ทางสถิตทิีร่ะดบัความเชือ่มัน่ 95% แสดงให้เหน็ว่าสมการที ่(5) มปีระสทิธภิาพในการอธบิายอทิธพิล

ของปัจจัยที่ศึกษาได้อย่างเหมาะสมที่ระดับความเชื่อมั่น 95%

รูปที่ 1	 (A) อิทธิพลร่วมของปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลืองและกากน�้ำตาล (B) ระยะเวลาในการ 

	 เพาะเลี้ยงและปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง และ (C) ความเข้มข้นของกากน�้ำตาลและ 

	 ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง
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	 3.	 การเพาะเลี้ยง E. faecium แบบ SSF ในระดับขยายขนาด และการเลียนแบบ 

การเจริญเติบโต

		  ผลการศึกษาการเพาะเลี้ยงจุลินทรีย์ E. faecium A028 ในระดับขยายขนาดซึ่งใช้ 

SBM จ�ำนวน 3,000 กรัม (SBM
3,000g

) แสดงดังรูปท่ี 2 พบว่าแบคทีเรียสามารถเจริญเติบโตได้โดย 

มีค่า TVC เท่ากับ 9.66 LogCFU/g ซึ่งใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้น (SBM
300g

) ซึ่งมีค่า 

TVC เท่ากับ 9.77 LogCFU/g และเมื่อท�ำการเลียนแบบ (Simulation) การเจริญของ E. faecium 

A028 ด้วยแบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์แบบ Logistic และแบบ Gompertz พบว่าแบบจ�ำลอง 

ทั้งสองแบบสามารถเลียนแบบการเจริญของโปรไบโอติกได้อย่างเหมาะสม (รูปท่ี 2(A) และ 2(B)) 

โดยให้ค่า R2 มากกว่า 0.95 (ตารางที่ 6) นอกจากน้ีเมื่อพิจารณาค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของ

แบคทีเรียจากแบบจ�ำลอง Logistic (ตารางที่ 7) พบว่าเมื่อเพาะเลี้ยงแบคทีเรียในระดับเริ่มต้น และ

ระดับขยายขนาด จะมีค่า µ
max

 เท่ากับ 0.295 1/h และ 0.234 1/h ตามล�ำดับ ในขณะที่ค่า r
max

 ซึ่งได้จาก

แบบจ�ำลอง Gompertz เมื่อเพาะเลี้ยงในระดับเริ่มต้นและระดับขยายขนาด มีค่าเท่ากับ 0.948 

LogCFU/g h และ 0.726 LogCFU/g h ตามล�ำดับ แสดงให้เห็นว่าแบคทีเรียมีอัตราการเจริญ 

เมื่อเพาะเลี้ยงในระดับขยายขนาดลดลงเล็กน้อยเมื่อเทียบกับขนาดเริ่มต้น อย่างไรก็ตามการเพาะเลี้ยง

ในระดับเริ่มต้นและระดับขยายขนาดให้ค่า TVC ใกล้เคียงกัน และงานวิจัยน้ียังสามารถพัฒนา

กระบวนการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบ SSF โดยไม่ใช้กากน�้ำตาล และใช้กล้าเชื้อเพียง 1% v/w เมื่อเทียบ

กับงานวิจัยของ Sirayaporn et al. (2017) ซึ่งใช้กากน�้ำตาล 5%w/v และกล้าเชื้อ 5%v/w แต่ได้ค่า TVC 

ใกล้เคียงกัน (ตารางที่ 8) จากงานวิจัยนี้พบว่า SBM สามารถใช้เป็นวัตถุดิบในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย

โปรไบโอติกได้ใกล้เคียงกับวัตถุดิบชนิดอื่น ๆ ดังน้ันการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียแบบ SSF ด้วย SBM 

ในการศึกษาน้ีจึงสามารถน�ำไปพัฒนาการผลิตโปรไบโอติกส�ำหรับจ�ำหน่ายในเชิงพานิชย์ได้

รูปที่ 2 (A) การเลียนแบบการเจริญเติบโตของ E. faecium A028 ด้วยแบบหุ่น Logistic 

และ (B) แบบหุ่นประยุกต์ของ Gompertz ในการเพาะเลี้ยงระดับเริ่มต้นและระดับขยายขนาด
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ตารางที ่7 ค่าจลนพลศาสตร์การเจริญของ E. faecium A028 ที่ได้จากแบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์

ตารางที่ 8 การเปรียบเทียบการเพาะเลี้ยงแบคทีเรียโปรไบโอติกแบบ SSF 

Parameters

Raw materials

Oats

Soy

Wheat

Soybean meal

Soybean meal

L. plantarum

Bifidobacterium animalis

L. paracasei supsp. paracasei

B. longum

Lactobacillus reuteri

L. plantarum

E. faecium (SBM
300g

)

E. faecium (SBM
3,000g

)

E. faecium (SBM
300g

)

E. faecium (SBM
3,000g

)

9.45

8.50

9.50

9.00

9.00 

8.50

9.82

9.77

9.77

9.66

(Zhang et al., 2015)

(Rodríguez de Olmos et 

al., 2015)

(Ayyash et al., 2019)

(Sirayaporn et al., 2017)

This study

This study

Microorganisms TVC* (LogCFU/g) References

X
0
 (LogCFU/g)	 6.671	 6.075	 6.661	 6.078

X
max

 (LogCFU/g)	 9.714	 9.744	 9.730	 9.777

µ
max 

(1/h)	 0.295	 0.234	 NC	 NC

r
max 

(LogCFU/g h)	 NC	 NC	 0.948	 0.726

t
L
 (h)	 NC	 NC	 0.000	 0.000

R2	 0.994	 0.962	 0.995	 0.956

Logistic model

SBM
300g

SBM
300g

SBM
3,000g

SBM
3,000g

Gompertz model

NC =Not calculated

*TVC is total viable cell count
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สรุป

	 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเจริญของโปรไบโอติก E. faecium ด้วยแผนการ

ทดลองแบบ BBD พบว่าสภาวะที่เหมาะสมคือ การใช้ปริมาณน�้ำต่อกากถั่วเหลือง เท่ากับ 1.5:1 v/w 

และเพาะเลี้ยงนาน 15.45 ชั่วโมง โดยแบคทีเรียมีค่า TVC เพิ่มขึ้นเท่ากับ 1.91 LogCFU/g (24.30% 

ของ TVC เริ่มต้น) และสามารถเจริญเติบโตได้สูงสุดเท่ากับ 9.77 LogCFU/g นอกจากนี้ 

การเพาะเล้ียงจุลินทรีย์ในระดับขยายขนาดยังมีประสิทธิภาพใกล้เคียงกับการเพาะเลี้ยงในระดับ 

เริ่มต้น และแบบจ�ำลองทางคณิตศาสตร์ Logistic และ Gompertz สามารถใช้ในการเลียนแบบ 

การเจริญของโปรไบโอติกได้เป็นอย่างดี โดยมีค่า R2 มากกว่า 0.95 และจากการศึกษาทั้งหมด 

พบว่าสามารถประยุกต์ใช้ SBM ซึ่งเป็นวัตถุดิบราคาถูกในการเพาะเลี้ยงแบคทีเรีย E. faecium  

แบบ SSF เพื่อผลิตผลิตภัณฑ์โปรไบโอติกได้อย่างมีประสิทธิภาพ
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