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             การคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกจากกากถัว่เหลืองดิบสามารถคดัแยกเช้ือได ้ 56 ไอโซเลท  
พบวา่มีแบคทีเรียกรดแลคติก 7 ไอโซเลทท่ีมีการยอ่ยโปรตีน  ทดสอบความสามารถการลดสาร 
ยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน  คือ SBP 3, SBP 10, SBP 16, SBP 20, SBP 24, SBP 43 และ SBP 45  
สามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินได ้14.61, 35.59, 25.74, 21.84, 16.66, 11.12  และ 28.36 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั เม่ือท าการศึกษาทางสัณฐานวทิยา คุณลกัษณะทางกายภาพและการทดสอบ 
ทางชีวเคมีตามหลกัเกณฑจ์าก Bergey’s Manaul of Determinative Bacteriology ของแบคทีเรียกรด 
แลคติกไอโซเลท SBP 10 ท่ีมีความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน เฉล่ียสูงสุดคือ  
35.59 เปอร์เซ็นต ์รวมทั้งศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนี 16S rRNA เพื่อวิเคราะห์ถึง
ระดบัสปีชีส์ ผลการวเิคราะห์มีความเหมือนกบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียในฐานขอ้มูลคือ 
Lactobacillus fermentum (100% similarity) น าเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถลดสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินไดสู้งสุด คือเช้ือ L. fermentum SB10 การศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการลด 
ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินในกากถัว่เหลืองดิบ โดยมีการศึกษา 3 ปัจจยั ดงัน้ี ปริมาณของ 
เช้ือ L. fermentum SB 10 ท่ีปริมาณ1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ปริมาณกากน ้าตาล 0, 3,6 
 และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และอุณหภูมิท่ี 30, 37  และ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชัว่โมง   
ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินลดลง ซ่ึงผลการศึกษาปริมาณของเช้ือ L. fermentum SB 10 ท่ี
ปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  อุณหภูมิ 37 องศา- 
เซลเซียสโดยสภาวะน้ีแตกต่างจากสภาวะอ่ืนๆ ในทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั  (p<0.05)  พบวา่สารลด 
การยบัย ั้งของเอนไซมท์ริปซินอยูท่ี่ 2.62 มิลลิกรัมต่อกรัม ไซเลจท่ีหมกัมีความเป็นกรด-ด่างท่ี 3.4  
ปริมาณกรดแลคติกอยูท่ี่ 5.1 เปอร์เซ็นต ์กากถัว่เหลืองท่ีหมกัดว้ยเช้ือมีความช้ืน 75 เปอร์เซ็นตข์อง
น ้าหนกัแหง้  เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกอยูท่ี่ 7.00 x107 CFU/g  ตามมาตรฐานของไซเลจท่ีมีคุณภาพ 
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              Fifty six lactic acid bacteria were isolated from soybean pulp (SBP). All these isolates  
were tested for proteolytic activity. It was found that seven isolates exhibited the ability to digest 
proteins. The reduction activity against trypsin inhibitor of these isolates was tested. Lactic acid 
bacteria isolate SBP3, SBP10, SBP16, SBP20, SBP24, SBP43 and SBP45 gone the reduction 
activitions of trypsin inhibitors at 14.61, 35.59, 25.74, 21.84, 16.66, 11.12  and 28.36  respectively. 
The SB 10 which exhibited highest reduction activity against trypsin inhibitor with activity 
approximately 35.59 % was further identified using morphological, physical and biochemical 
characteristics according to the guideline from Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology. 
Moreover, 16s rRNA of this isolate was tested to identify bacterial species. It was demonstrated    
that 16S rRNA nucleotide sequence of SB10 was similar to Lactobacillus  fermentum with 100% 
similarity. In order to investigate the optimum condition for trypsin inhibitor reduction, this strain 
was incubated at various temperatures (30, 37, 45 oC)   for 24 hr with various concentrations of cell 
culture ( 1, 5, 10%w/w) and molasses (0, 3, 6, 9%w/w). The optimum condition was incubation at  
37 oC, 5%w/w cell culture and 6%w/w molasses with the lowest trypsin inhibitor reduction of 2.62 
mg/g soybean pulp (p<0.05). The fermented soybean pulp had 2.62 mg/g trypsin inhibitors, pH 3.4, 
5.1% lactic acid, 75% dry matter, and 7.00 x107 CFU of lactic acid bacteria/g , respectively. These 
charcteristics of fermented soybean pulp have property show as good qualily silage. 
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ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 86 

ค4 การลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดย
ใชเ้ช้ือ L. fermentum ท่ีใชป้ริมาณเช้ือ 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั 
ปริมาณกากถัว่เหลือง 0, 3, 6 และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการเก็บบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 87 
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สารบัญตาราง (ต่อ) 

 
ตารางผนวกที่ หน้า 

  
ค5 การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริป 

ซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชเ้ช้ือ L. fermentum ท่ีใช้
ปริมาณเช้ือ 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ปริมาณกากถัว่เหลือง 0, 3, 6 
และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการเก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 88 

ค6 การหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชเ้ช้ือ L. fermentum ท่ีใชป้ริมาณเช้ือ 1, 5 และ 
10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ปริมาณกากถัว่เหลือง 5,  6 และ 7 เปอร์เซ็นตโ์ดย
น ้าหนกั และท าการเก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24, 36 และ  48 
ชัว่โมง 89 

ค7 ผลการทดสอบความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 90 
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สารบัญภาพ  
 

ภาพที ่ หน้า 

  
1 ล าดบักรดอะมิโนของ Kunitz trypsin inhibitor (KTI) 12 
2 ล าดบักรดอะมิโนของ Bowman-Birk inhibitor (BBI) 13 
3 กระบวนการเมตาบอลึซึมโดยอาศยักลูโคสและฟรุกโตสของ homofermentative 

lactic acid bacteria และ glycolysis pathway 23 
4 กระบวนการเมตาบอลึซึมของกลูโคสและฟรุกโตสของ heterofermentative lactic 

acid bacteria โดย phosphoketolase pathway 24 
5 ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท SB10 บนอาหารเล้ียงเช้ือ 

MRS agar ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (A:ลกัษณะสีมว่งก่อนท าการเข่ียเช้ือ, 
B:ลกัษณะของสีท่ีเปล่ียนไปหลงัจากเข่ียเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก SB10   
C:ลกัษณะของสีท่ีเปล่ียนไปหลงัจากเข่ียเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท SB10, 
D:ลกัษณะรูปร่างของไอโซเลท SB10 จากการยอ้มแกรมและส่องดูภายใตก้ลอ้ง 
จุลทรรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า) 42 

6 ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี partial 16s rRNA sequence ของ 
แบคทีเรียไอโซเลท (เส้นบน:Query) กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ L. fermentum 
Strain SM-7 (เส้นล่าง:sbjct) 55 

7 แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณกรดแลคติกและจ านวน 
เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชป้ริมาณเช้ือ 
L. fermentum SB10 ท่ีปริมาณเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ปริมาณกากน ้าตาล 
6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั อุณหภูมิในการหมกั 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
24 ชัว่โมง 62 
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การลดการท างานของสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซินเพือ่การหมักไซเลจ 
โดยแบคทเีรียกรดแลคติกทีไ่ด้จากกากถั่วเหลอืงดิบ 

 
The Inactivation of Trypsin Inhibitors by Lactic Acid Bacteria Isolated from  

Soybean Pulp for Silage Fermentation 
 

ค าน า 
 

 กากถัว่เหลืองเป็นผลิตภณัฑ์ทางการเกษตรท่ีมีคุณค่าทางอาหาร ซ่ึงสามารถน าไปใชใ้น
สูตรอาหารเล้ียงสัตว ์แต่กากถัว่เหลืองดิบไม่เหมาะแก่การจะน ามาใชเ้ล้ียงสัตว ์เพราะกากถัว่เหลือง
ดิบมีสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน(trypsin  inhibitors) อยูด่ว้ย สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินเป็นสารลด
คุณค่าทางโภชนาการ (anti-nutritional factor) โดยมีผลยบัย ั้งการท างานของเอนไซมท์ริปซิน ท าให้
ความสามารถของเอนไซมล์ดลง ไม่สามารถยอ่ยหรือใชป้ระโยชน์จากโปรตีนในอาหารไดเ้ตม็ท่ี
และในขณะเดียวกนัตบัอ่อนจะสร้างและหลัง่เอนไซมท์ริปซินมากกวา่ปกติท าใหส้ัตวมี์ความ
ตอ้งการกรดอะมิโนมากข้ึน และสูญเสียโปรตีนสูงข้ึน (พนัทิพา, 2547) สารชนิดน้ีจะมีผลไป
ขดัขวางการยอ่ยโปรตีนท าใหโ้ปรตีนในสูตรอาหารมีประโยชน์ต่อสัตวน์อ้ยลง สัตวร์ะยะเล็กมี
ความไวต่อสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินมาก สัตวจ์ะมีการเจริญเติบโตลดลง รวมทั้งการขยายตวัของ
ตวัอ่อนดว้ย  ดงันั้นก่อนจะน าเอากากถัว่เหลืองมาใชเ้ล้ียงสัตวจ์ะตอ้งท าใหสุ้กเสียก่อนเพื่อท าลาย
สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน การใหค้วามร้อน 100 องศาเซลเซียส นาน 70 นาทีสามารถท าลายฤทธ์ิ
ของตวัยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน(ประสาน,2541)  ถึงแมว้า่กากถัว่เหลืองจากโรงงานนมถัว่เหลืองจะ
ไดรั้บความร้อนจากกระบวนการสกดัแต่อาจจะใหค้วามร้อนไม่เพียงพอท าใหก้ากถัว่เหลืองท่ีไดไ้ม่
สุกและมีปริมาณตวัยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินสูง หากน าไปเล้ียงสัตว ์จะแสดงอาการการเจริญเติบโต
ลดลง  ประสิทธิภาพการใชอ้าหารต ่า แต่ในทางตรงกนัขา้มถา้ใหค้วามร้อนแก่กากถัว่เหลืองมาก
เกินไป ท าใหก้ากถัว่เหลืองท่ีไดมี้สีน ้าตาลคล ้า มีกล่ินเหม็นไหม ้ไม่เหมาะท่ีจะใชเ้ล้ียงสัตว ์จึงไม่
เลือกการยบัย ั้งโดยการใชค้วามร้อน  เน่ืองจากส้ินเปลืองพลงังานในการใหค้วามร้อน  และมีอีก
วธีิการหน่ึงคือการใชจุ้ลินทรีย ์การท่ีจะน ากากถัว่เหลืองไปใชป้ระโยชน์ไดเ้ตม็ท่ีจึงสนใจศึกษาการ
ท างานของแบคทีเรียกรดแลคติกในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ   
เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ของอาหารหมกั ท่ีสร้างกรดแลคติกข้ึน ท าให้
ความเป็นกรด-ด่างลดลง ส่งผลใหย้ดือายกุารเก็บรักษาไซเลจไดน้านข้ึน นอกจากน้ีแบคทีเรียกลุ่มน้ี
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สามารถสร้างเอนไซมโ์ปรตีเอสซ่ึงไปยอ่ยโปรตีนใหก้ลายเป็นเปปไทดส์ายสั้นๆ ท าใหก้ารดูดซึม
โปรตีนของสัตวเ์ร็วข้ึน การใชป้ระโยชน์จากกากถัว่เหลืองในการน าไปใชเ้ป็นอาหารสัตวใ์หเ้กิด
ประโยชน์สูงสุด 
 
 ในกระบวนการผลิตน ้านมถัว่เหลืองไม่มีการใหค้วามร้อนแก่ถัว่เหลือง ดงันั้นกากถัว่
เหลืองจากการผลิตน ้านมถัว่เหลืองยงัคงเป็นกากถัว่เหลืองดิบท าใหมี้สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินปน
อยู ่ การใชก้ากถัว่เหลืองดิบในอาหารสัตวใ์นระดบัอุตสาหกรรมจึงไม่เหมาะสมตอ้งน ากากถัว่
เหลืองดิบไปก าจดัหรือท าลายสารยบัย ั้งเอนไซม ์ทริปซินเสียก่อน จึงจะน ากากถัว่เหลืองไปใชเ้ล้ียง
สัตวไ์ด(้ประสาน,2541)   แบคทีเรียกรดแลคติกเป็นท่ียอมรับกนัโดยทัว่ไปวา่มีประโยชน์ต่อคนและ
สัตวม์ากมาย  การประยกุตแ์บคทีเรียกรดแลคติกในอาหารสัตวพ์บวา่สัตวติ์ดเช้ือนอ้ยลงท าใหอ้ตัรา
การตายลดลง อตัราการเจริญเติบโตสูงข้ึน  นอกจากน้ียงัพบวา่แบคทีเรียกรดแลคติกมีความสามารถ
ในการท าลายสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินไดด้ว้ย (Huffman et al.,2003) ดงันั้นงานวจิยัน้ีจะเป็น
ประโยชน์แก่เกษตรกรท่ีเพาะเล้ียงสัตวเ์ช่น สุกร ไก่ และอ่ืนๆ ในอุตสาหกรรมขนาดกลางและ
ขนาดยอ่ม  
 
 การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสามารถลดการท างานของสาร
ยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินเพื่อการหมกัไซเลจโดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบ เลือก
แบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถยบัย ั้งสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินไดดี้ท่ีสุด น ามาจดัจ าแนก
ชนิดของแบคทีเรียกรดแลคติกถึงระดบัสปีชีส์  และน าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไดไ้ปศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีลดการท างานของสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินดีท่ีสุด 
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วตัถุประสงค์ 
 

1.เพื่อคดัเลือก และจดัจ าแนกชนิดของแบคทีเรียท่ีมีความสามารถท าลายสารยบัย ั้งเอนไซม ์
ทริปซินในกากถัว่เหลืองดิบ โดยการศึกษาลกัษณะทางสัณฐานวทิยาร่วมกบัการศึกษาทางพนัธุ
ศาสตร์โมเลกุลจากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยนี 16S rRNA  

 
 2.เพื่อศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชแ้บคทีเรียกรดแลคติก 
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การตรวจเอกสาร 
 
1.  ความรู้ทัว่ไปเกี่ยวกบักากถั่วเหลอืง 
 
 1.1 กากถัว่เหลือง (soybean pulp) 
  
       กากถัว่เหลืองเป็นอาหารแหล่งโปรตีนท่ีน ามาใชเ้ป็นวตัถุดิบอาหารสัตวไ์ดดี้ เพราะมี
โปรตีนสูงถึง 34 เปอร์เซ็นต ์และเป็นโปรตีนท่ีมีคุณภาพสูงมีกรดอะมิโนจ าเป็น (essential amino 
acid) หลายชนิด แต่มี cystine และ methionineในระดบัต ่า มีฟอสฟอรัสสูง แต่มีแคลเซียม และ
วติามินบีต ่า การใชก้ากถัว่เหลืองดิบเล้ียงสัตว ์จะท าใหส้ัตวไ์ดรั้บประโยชน์จากโปรตีนไม่เตม็ท่ี มี
การเจริญเติบโตต ่า หรือชะงกัการเจริญเติบโต เพราะกากถัว่เหลืองดิบมีสารยบัย ั้งการใชป้ระโยชน์
จากโปรตีน (trypsin inhibitors) นอกจากน้ี ยงัมีเอน็ไซมย์รีูเอส (urease enzyme) ซ่ึงจะยอ่ยโปรตีน
ในกากถัว่เหลืองใหส้ลายไปเร่ือยๆ ท าใหป้ริมาณ และคุณภาพของโปรตีนลดลงในขณะท่ีเก็บรักษา
ไว ้แต่สารทั้ง 2 ชนิดน้ีถูกท าลายไดง่้ายดว้ยความร้อน ดงันั้น ในการน ากากถัว่เหลืองไปเล้ียงสัตว ์ 
จึงควรน าไปท าใหสุ้กหรือผา่นความร้อนเสียก่อน เพื่อเป็นการลดปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซม ์
ทริปซิน และเอน็ไซมย์รีูเอส กากถัว่เหลืองท่ีน ามาใชผ้สมในอาหารสัตวมี์ 2 ชนิดคือ 
 
       1.1.1  กากถัว่เหลืองท่ีมีเปลือกผสมอยูด่ว้ย หรือท่ีเรียกกนัในทางการคา้วา่กากถัว่เหลือง 
44 เปอร์เซ็นต ์จากการวิเคราะห์คุณภาพของกากถัว่เหลืองชนิดน้ี โดยกองอาหารสัตวพ์บวา่มี
โปรตีนประมาณ 47.6 เปอร์เซ็นต ์เยือ่ใย (crude fiber) ประมาณ 6.6 เปอร์เซ็นต ์
 
       1.1.2  กากถัว่เหลืองท่ีไม่มีเปลือกผสมอยู ่มีแต่เน้ือในลว้นๆ หรือท่ีเรียกกนัในทาง
การคา้วา่กากถัว่เหลือง 48 เปอร์เซ็นต ์จากการวเิคราะห์พบวา่มีโปรตีนสูงถึง 51.5 เปอร์เซ็นต ์ส่วน
เยือ่ใยต ่ากวา่ชนิดท่ีเปลือกผสมคือ มีประมาณ 4.9 เปอร์เซ็นต ์
 
       กากถัว่เหลืองท่ีน ามาใชเ้ป็นอาหารสัตว ์จะตอ้งมีความช้ืนไม่เกิน 12 เปอร์เซ็นต ์มี
ลกัษณะเป็นเกล็ด บาง เบา เม่ือใชมื้อบ้ีจะมีลกัษณะแขง็ กรอบ ไม่ดิบ หรือไหม ้ไม่มีกล่ินหืน หรือ
กล่ินสาบ และไม่มีส่ิงปลอมปน 
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 1.2   ลกัษณะของกากถัว่เหลืองท่ีไม่ควรน ามาใชเ้ล้ียงสัตว ์
 
          1.2.1  มีความช้ืนสูง กากถัว่เหลืองท่ีมีความช้ืนสูงจะมีลกัษณะจบักนัเป็นกอ้น มีขนาด
ไม่แน่นอน และเกิดเช้ือราไดง่้าย 
 
          1.2.2  ดิบหรือไหม ้ซ่ึงเป็นผลจากการใหค้วามร้อนในขบวนการเผาไหม ้กากถัว่
เหลืองดิบ หรือสุกไม่ดีพอ จะมีสีซีด กล่ินเหมน็เขียว จบัตวักนัเป็นกอ้น สาเหตุมาจากความร้อนท่ี
ใหแ้ก่เมล็ดถัว่เหลือง  เพื่อการระเหยน ้า และความร้อนท่ีเกิดจากแรงอดั เพื่อสกดัน ้ามนัในขบวนการ
สกดัน ้ามนัโดยใชแ้รงอดั ต ่ากวา่อุณหภูมิท่ีก าหนด 
 
          กากถัว่เหลืองประเภทน้ีจะมีสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินค่อนขา้งสูง และยงัมีเอน็ไซมย์ู
รีเอสเหลืออยูค่่อนขา้งสูง กากถัว่เหลืองท่ีเหมาะส าหรับใชเ้ล้ียงสัตว ์ควรจะมีค่า Urease Index (pH) 
อยูใ่นช่วง 0.02–0.2 ซ่ึงจากการตรวจสอบตวัอยา่งกากถัว่เหลือง โดยกองควบคุมคุณภาพอาหารสัตว ์
กรมปศุสัตวพ์บวา่ ตวัอยา่งกากถัว่เหลืองจ านวน 98 เปอร์เซ็นต ์มีค่าความเป็นกรด-ด่างอยูใ่นช่วง  
0–0.25 ส่วนตวัอยา่งกากถัว่เหลืองท่ีมีค่าความเป็นกรด-ด่างสูงกวา่ 0.25 มีเพียง 2 เปอร์เซ็นต ์เท่านั้น  
 
          กากถัว่เหลืองไหม ้จะสงัเกตไดว้า่มีกล่ินเหมน็ไหม ้และมีรสขม เพราะความร้อนท่ีใช้
ในขบวนการผลิตสูงกวา่อุณหภูมิท่ีก าหนด กากถัว่เหลืองประเภทน้ีจะมีคุณค่าทางอาหารลดต ่าลง 
เพราะการใชป้ระโยชน์ไดข้องสารอาหาร โดยเฉพาะกรดอะมิโนจ าเป็น เช่น ไลซีน เมทไธโอนีน  
จะใชไ้ดน้อ้ยลง 
 
          1.2.3  กากถัว่เหลืองเก่า จะมีกล่ินเหมน็หืน หรือเหม็นสาบ หรือมีแมลงข้ึน หรืออาจ
เกิดเช้ือรา ดงันั้น เกษตรกรท่ีซ้ือกากถัว่เหลืองมาเพื่อผสมอาหารสัตวจ์ะตอ้งระวงั ไม่เลือกซ้ือกากถัว่
เหลืองท่ีมีลกัษณะดงักล่าว เพราะสัตวไ์ม่ชอบกิน จะกินนอ้ยลงท าใหส้ัตวไ์ดรั้บอาหารไม่เพียงพอ
ต่อความตอ้งการ คุณค่าทางอาหารต ่า โดยโปรตีนจะลดลงทั้งปริมาณ และคุณภาพ อาจมีสาร 
aflatoxin จากเช้ือรา หรืออาจปนเป้ือนเช้ือโรคติดต่อจากสัตว ์
 
          1.2.4  มีส่ิงปลอมปน  ซ่ึงบางคร้ังจะสังเกตเห็นไดย้าก กากถัว่เหลืองประเภทน้ีจะมี
คุณค่าทางอาหารผดิปกติ เช่น ปลอมปนดว้ยซงัขา้วโพด หรือร าขา้ว จะท าใหป้ริมาณโปรตีนลดลง
ในขณะท่ีค่าเถา้อยูใ่นระดบัปกติ ถา้ปลอมปนดว้ย ดิน หิน จะท าใหโ้ปรตีนลดลง  
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 1.3  ประเภทของกากถัว่เหลือง 
 
        กากถัว่เหลืองเป็นผลพลอยไดจ้ากโรงงานสกดัน ้ามนัถัว่เหลือง โรงงานท าน ้านมถัว่
เหลือง และผลพลอยไดจ้ากเมล็ดถัว่เหลืองท่ีน ามาเป็นอาหารสัตว ์ซ่ึงมีดงัน้ี 
 
        1.3.1   กากถัว่เหลือง (ground soybean) คือ ถัว่เหลืองบดทั้งเมล็ด โดยไม่สกดัเอาน ้ ามนั
ออก 
 
        1.3.2  ถัว่เหลืองบดทั้งตน้ (ground soybean hay) คือ ตน้ถัว่เหลืองบดทั้งใบ ล าตน้ และ
เมล็ดซ่ึงไม่มีพืชชนิดอ่ืนและวชัพืชปะปนเลย และมีปริมาณของเยือ่ใยจะตอ้งไม่เกินมาตรฐาน 
สินคา้ท่ีก าหนดไวใ้นแต่ละประเภท 
 
        1.3.3  เปลือกถัว่เหลือง  ส่วนใหญ่จะประกอบดว้ยเปลือกชั้นนอกสุดของเมล็ดถัว่
เหลือง 
 
        คุณภาพโปรตีนจากกกากถัว่เหลืองไดรั้บการยอบรับวา่ดีท่ีสุดในจ านวนโปรตีนจากพืช
ดว้ยกนั ทั้งปริมาณ จ านวนและอตัราส่วนของกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นมีอยูค่รบถว้นเพียงพอกบัความ
ตอ้งการของสัตวบ์างประเภทองคป์ระกอบทางโภชนาการต่างๆ ในเมล็ดถัว่เหลืองและกาก 
ถัว่เหลืองสรุปดงัตารางท่ี 1 
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ตารางที ่1  ส่วนประกอบทางโภชนาการในเมล็ดถัว่เหลืองและกากถัว่เหลือง 
 
ส่วนประกอบของถัว่เหลือง 

(เปอร์เซ็นต)์ 
ถัว่เหลืองเมล็ด กากถัว่เหลือง 

ความช้ืน 10 10 
โปรตีน 38 48.5 
ไขมนั 18 1.0 
เยือ่ใย 5.0 3.5 
เถา้ 4.6 6.0 

แคลเซียม 0.25 0.25 
ฟอสฟอรัส 0.20 0.20 

พลงังานใชป้ระโยชน์ได ้ 3540 3540 
กรดอะมิโน(ร้อยละ)   

ไลซีน 2.4 3.02 
เมทไธโอนีน 0.54 0.66 
ทริปโตเฟน 0.52 0.65 
ทรีโอนีน 1.69 1.91 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจากประสาน (2541) 
 
 1.3.4  กากถัว่เหลืองซ่ึงไดจ้ากการสกดัน ้ามนัดว้ยการหีบหรืออดั (soybean meal, 
mechanical extracted) คือกากถัว่เหลืองท่ีไดจ้ากการสกดัน ้ามนัโดยวธีิหีบอดัทางกายภาพ วธีิน้ี
จะตอ้งใชค้วามร้อนในกรรมวธีิในการผลิต ผลพลอยไดช้นิดน้ีจะตอ้งไม่มีสารพิษหรือสารอ่ืนใดเจือ
ปนอยูเ่กินกวา่ 0.5 เปอร์เซ็นต ์และปริมาณของเยือ่ใยจะตอ้งไม่เกินมาตรฐานสินคา้ท่ีก าหนดไวใ้น
แต่ละประเทศ 
 
 1.3.5  กากถัว่เหลืองซ่ึงไดจ้ากการสกดัน ้ามนัดว้ยสารละลายอินทรีย ์(soybean meal, 
solvent extracted) คือกากถัว่เหลืองท่ีไดจ้ากการสกดัน ้ามนัโดยวธีิสกดัดว้ยสารละลายอินทรีย ์
วธีิการน้ีจะตอ้งใชค้วามร้อนในกรรมวธีิการผลิตเช่นกนั ผลพลอยไดช้นิดน้ีจะตอ้งไม่มีสารพิษหรือ
สารอ่ืนใดเจือปนและปริมาณของเยือ่ใยจะตอ้งไม่เกินมาตรฐานท่ีก าหนดไว ้
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 1.3.6  กากถัว่เหลืองท่ีกะเทาะเอาเปลือกนอกออกและสกดัดว้ยสารละลายอินทรีย ์(soybean 
meal,dehulled,solvent extracted) คือกากถัว่เหลืองท่ีไดจ้ากการสกดัน ้ามนัจากเมล็ดถัว่เหลืองท่ีเอา
เปลือกนอกออกแลว้โดยใชส้ารละลายอินทรียส์กดัเช่นกนั วธีิน้ีตอ้งใชค้วามร้อนในกรรมวธีิการ
ผลิตและตอ้งไม่มีส่ิงเจือปนตลอดจนปริมาณเยื่อใยไม่เกินมาตรฐานท่ีก าหนดไว ้
 
 1.3.7  ซอยบีนมิลลฟี์ด (soybean mill feed) เป็นผลพลอยไดจ้ากเปลือกนอกของเมล็ดถัว่
เหลือง และส่วนหางของเมล็ดถัว่เหลืองจากเคร่ืองบดถัว่เหลืองจากอุตสาหกรรมการท าแป้งถัว่
เหลือง ปริมาณโปรตีนและเยือ่ใยจะตอ้งตรงตามมาตรฐานท่ีแต่ละประเทศก าหนดไว ้
 
 1.3.8  ซอยบีนมิลลรั์น (soybean mill run) คือเปลือกนอกและเน้ือถัว่เหลืองท่ีติดมาดว้ยกบั
เปลือก ซ่ึงเป็นผลพลอยไดจ้าการท ากากถัว่เหลืองชนิดท่ีกะเทาะเอาเปลือกออกแลว้สกดัดว้ย
สารละลาย 
 
 1.3.9  ถัว่เหลืองน่ึงหรืออบ (heat processed soybean) คือการเอาถัว่เหลืองทั้งเมล็ดมาน่ึง 
อบ คัว่ ทั้งเมล็ดแลว้อาจน ามาบดอดัเป็นเม็ด ท าเป็นเกล็ด หรือเป็นผงก็ได ้และมกัขายในราคาตาม
ปริมาณโปรตีนของผลผลิต 
 
 1.3.10  กราวดเ์อก็ทรูเด็ด โฮล ซอยบีน (ground extruded whole soybean) คือผลท่ีไดจ้าก
การน าเอาเมล็ดถัว่เหลืองทั้งเมล็ดไปอบดว้ยไอน ้า แลว้อดัผา่นเคร่ืองอดัแรงดนัสูง (extruder) เพื่อให้
เกิด friction heat  ผลท่ีไดม้กัจะขายราคาตามปริมาณโปรตีนของผลผลิต 
 

กากถัว่เหลืองเป็นแหล่งโปรตีนจากพืชท่ีมีคุณภาพสูงสุด มีกรดอะมิโนจ าเป็นหลายตวัแต่มี

cystine และ methionone ในระดบัต ่าโดยฉพาะ methionone มีนอ้ยมากจึงถูกจดัเป็น first limiting 

amino acid เมด็ถัว่เหลืองมีโปรตีนประมาณ 38 เปอร์เซ็นต ์ไขมนั 16-21 เปอร์เซ็นต ์แต่เม่ือสกดัเอา

น ้ามนัออกแลว้จะมีโปรตีนเฉล่ีย 44 เปอร์เซ็นต ์อาจถึง 50 เปอร์เซ็นต ์ข้ึนอยูก่บัวธีิสกดัน ้ามนัและ

ขนาดของเมล็ด ในทางการคา้ไดแ้บ่งออกเป็น 2 เกรดคือกากถัว่เหลือง 44 เปอร์เซ็นต ์และ 48 

เปอร์เซ็นต ์ กากถัว่เหลือง 44 เปอร์เซ็นต ์ เป็นกากถัว่เหลืองท่ีมีเปลือกผสมอยูด่ว้ย ส่วนกากถัว่

เหลือง 48 เปอร์เซ็นต ์ คือ กากถัว่เหลืองท่ีกะเทาะเอาเปลือกออก ไม่มีส่วนของเปลือกปน 
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 1.4   ขอ้สังเกตการใชก้ากถัว่เหลือง 
 
          1.4.1  ถา้เป็นกากถัว่เหลืองชนิดอดัน ้ามนั (expeller process) จะเก็บไดป้ระมาณ 1 
เดือนคร่ึง ถา้เป็นชนิดสกดัน ้ามนั (solvent extracted) จะเก็บไดน้าน 2 เดือน แต่แมลงจะรบกวนมาก 
 
          1.4.2  ถา้กากถัว่เหลืองไม่สุกจริงจะมีสาร trypsin inhibitor ตกคา้งอยู ่สัตวท่ี์ไดรั้บจะ
มีอตัราการเจริญเติบโตต ่า หรือชงกัการเจริญเติบโต 
 
          1.4.3  ถัว่เหลืองดิบจะมีเอนไซมย์รีูเอส ซ่ึงจะยอ่ยโปรตีนในถัว่ใหส้ลายไปเร่ือยๆหาก
ถัว่นั้นเก็บไวน้านเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนจะลดลง และคุณภาพโปรตีนจะลดลงดว้ย 
 
          1.4.4  การใชก้ากถัว่เหลืองผสมในอาหารสัตวค์วรเสริมกรดอะมิโน methionine 
cystine (threonine valine และ tyrosine)ลงไปดว้ยจะท าใหอ้ตัราการเจริญเติบโตดีข้ึน กรดอะมิโน
อีก 3 ตวัท่ีอยูใ่นวงเล็บ ทดลองไดผ้ลดีในหนู 
 
          1.4.5  การใชใ้นสัตวก์ระเพาะเด่ียว นอกจากระวงัเร่ืองการขาดกรดอะมิโนแลว้ ยงั
ตอ้งระวงัเร่ืองการขาดไวตามินบีรวมอีกดว้ย เพราะพบวา่ถา้ไม่เสริมบีรวม (B-complex) ในสูตร
อาหารแม่สุกรท่ีใชก้ากถัว่เหลืองลูกท่ีเกิดออกมาจะอ่อนแอทั้งคอก โตชา้ แม่มีน ้านมเล้ียงลูกนอ้ย 
สุกรแก่ๆจะแสดงการเดินไม่ปกติ ไก่ไข่จะฟักออกนอ้ย ลูกไก่ไม่แขง็แรง มีลกัษณะ hemorrhages 
คลา้ยการขาดวติามินเค 
 
          1.4.6  มีคุณสมบติัเป็นยาระบายอ่อนๆ 
 
          1.4.7  มีแคลเซียมต ่า ฟอสฟอรัสสูง 
 
          1.4.8  ในไทยมกัพบวา่มีการปลอมปนกากถัว่เหลืองดว้ย ร า ซงัขา้วโพด ดิน หิน กาก
นุ่น กากฝ้าย จากการสังเกตพบวา่ ถา้ปนดว้ยร า หรือซงัขา้วโพดบด ปริมาณโปรตีนจะต ่ากวา่ปกติ 
ปริมาณเถา้จะเป็นปกติ ถา้ปนดว้ย ดิน หิน ปริมาณโปรตีนจะลดนอ้ย แต่ปริมาณเถา้จะเพิ่มข้ึนมาก
จนผดิสังเกต ถา้ปนดว้ยกากเมล็ดพืชอ่ืนๆสังเกตดูไดจ้ากลกัษณะของกาก เยือ่ใย 
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          1.4.9 เมด็ถัว่เหลืองสุก (ไม่ไดส้กดัน ้ามนั) ถา้ใชใ้นสูตรอาหารสุกรเกิน 10 เปอร์เซ็นต ์
จะเกิด soft pork 
 
          1.4.10  ในสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองสามารถใชถ้ัว่เหลืองดิบไดแ้ละกากถัว่เหลืองท่ีผา่น
ขบวนการ expeller จะใชค้่า bypass protein (โปรตีนท่ีสามารถผา่นกระเพาะ 1,2,3 ไปจนถึง 4 ได้
โดยไม่ถูกยอ่ย แต่จะถูกยอ่ยในกระเพาะท่ี 4 ซ่ึงเป็นท่ีตอ้งการมากในปัจจุบนั) สูงกวา่ของกากถัว่
เหลืองท่ีผา่นการสกดัน ้ามนัดว้ยสารเคมี 
 
          1.4.11 น าถัว่เหลืองดิบผา่นความร้อนอุณหภูมิ  110 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที 
เพื่อลดสารพิษลง อยา่งไรก็ตามหากคัว่หรือผา่นความร้อนนานเกินไปจะท าใหก้รดอะมิโนบางชนิด
ถูกท าลาย 
 
          1.4.12 เม่ือตอ้งการน าถัว่เหลืองไม่สกดัหรือไม่อดัน ้ามนัมาเล้ียงโคนม ตอ้งบด
เสียก่อน เพื่อจะยอ่ยไดม้ากข้ึน และนอกจากนั้นควรให้โคนมไดรั้บไวตามินเอจากแหล่งอ่ืนเพิ่มเติม 
เพราะในถัว่เหลืองมีไวตามินเอต ่า กล่าวคือ ควรใหโ้คนมกินพืชอาหารสัตวส์ดคุณภาพดีดว้ย 
 
          1.4.13 ในการใชถ้ัว่เหลืองไม่สกดัไขมนัผสมอาหารไก่ หากไม่ไดส้กดัน ้ามนัออก
ใชไ้ดใ้นระดบั 10-25 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารผง และ 10-40 ในอาหารอดัเมล็ดแต่หากสกดัน ้ามนัแลว้
ก็ใชไ้ด1้0-40 เปอร์เซ็นต ์ในอาหารทั้งผงและอดัเม็ด โดยก่อนการผสมตอ้งบดใหล้ะเอียดเสียก่อน
เพื่อไดใ้ชป้ระโยชน์ไดดี้ข้ึน 
 
          เมล็ดถัว่เหลืองไม่เหมาะสมท่ีจะน ามาเล้ียงไก่และสุกรโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในสัตวร์ะยะ
เล็ก เพราะในถัว่เหลืองดิบมีสารยบัย ั้งการเจริญเติบโต(anti-growth factor) อยูห่ลายตวั  สารยบัย ั้ง
การเจริญเติบโตมีผลท าใหส้ัตวไ์ม่สามารถใชถ้ัว่เหลืองไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
 
 1.5 สารลดคุณค่าทางโภชนาการท่ีพบในถัว่เหลือง 
 
       ในการน าถัว่เหลืองและกากถัว่เหลืองมาใชป้ระโยชน์มีขอ้จ ากดัคือ ในเมล็ดถัว่เหลืองมี 
สารลดการเจริญเติบโต (antinutritional  factors) หลายชนิด เช่น 
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        1.5.1  สารซาโปนิน (saponin) ซ่ึงขดัขวางการท างานของเอนไซมไ์คโมทริปซิน 
 
        1.5.2  ไลซิโนอะลานิน (lysinoalanine) ท าใหก้ารใชป้ระโยชน์ของกรดอะมิโน- 
ไลซีนต ่าลง 
 
        1.5.3  สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน (trypsin inhibitors) ขดัขวางการท างานของเอนไซม ์
ทริป ซิน ซ่ึงกลไกการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินเป็นแบบไม่แข่งขนั โดยสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซิน จะเกาะรวมตวักบัเอนไซมท์ริปซินมีผลใหค้วามสามารถของเอนไซมล์ดลงไม่
สามารถยอ่ยหรือใชป้ระโยชน์จากโปรตีนในอาหารไดเ้ต็มท่ี และในขณะเดียวกนัตบัอ่อนจะสร้าง
และหลัง่เอนไซมท์ริปซินมากกวา่ปกติ ท าใหส้ัตวมี์ความตอ้งการกรดอะมิโนมากข้ึนและสูญเสีย
โปรตีนสูงข้ึน 
 
        1.5.4  เอนไซมย์รีูเอส (urease enzyme) ซ่ึงจะยอ่ยโปรตีนในเมล็ดถัว่เหลืองใหส้ลายไป
เร่ือยๆท าใหป้ริมาณและคุณภาพของโปรตีนลดลงในขณะท่ีเก็บรักษาไว ้
 
        ดงันั้นการน าเมล็ดถัว่เหลืองมาใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพตอ้งมีการท าลายสารลดการ
เจริญเติบโตดงักล่าว ในถัว่เหลืองก่อนเพื่อเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการของถัว่เหลือง 
 
 1.6  สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินในถัว่เหลือง 
 
        สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีพบในถัว่เหลืองมีมากกวา่ 5 ชนิด แต่ท่ีสกดัไดใ้นรูป
บริสุทธ์ิมีเพียง 2 ชนิด คือ 
 
        Kunitz trypsin inhibitor (KTI)  เป็นสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินชนิดแรกท่ีท าให้
บริสุทธ์ิเพื่อใชใ้นการศึกษาโครงสร้างของสารน้ี  โดยโครงสร้างของKTI  ประกอบดว้ยกรดอะมิโน
181 หน่วย มีน ้ าหนกัโมเลกุล  21,384 ดลัตนั  ซ่ึงสายโพลีเปปไทด์มีพนัธะ disulfide 2 แห่ง ดงัภาพ
ท่ี 1  พนัธะ disulfide แรกเช่ือมต่อระหว่างกรดอะมิโนหน่วยท่ี 39 และ 86 ส่วนอีกพนัธะหน่ึง
เช่ือมต่อเป็น loop ท่ีหน่วย 136 และ 145 โดย KTI  มี active  center ท่ีให้เอนไซมเ์กาะท่ีต าแหน่ง
พนัธะท่ี 63 (Arg) - 64 (lle) ซ่ึงจะยบัย ั้งเฉพาะเอนไซมท์ริปซิน ในบรรดาสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
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ทั้งหมด KTI เป็นสารท่ีมีบทบาทในการลดคุณค่าทางโภชนาการมากท่ีสุด   ในกากถัว่เหลืองมี
ประมาณ 1.4 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกั 
 
 Bowman-Birk inhibitor (BBI) คน้พบคร้ังแรกโดย Bowman (1944) และสกดัจากถัว่เหลือง
มาท าให้บริสุทธ์ิเพื่อศึกษาโครงสร้างโดย Odani and Ikenake (1973) ไดศึ้กษาล าดบักรดอะมิโนได้
ดงัภาพท่ี 2   พบว่ามีน ้ าหนกัโมเลกุล 7,861 ดลัตนั ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 71 หน่วย ซ่ึงสายโพ
ลีเปปไทด์ มีพนัธะ disulfice 7 แห่ง โดยโปรตีนชนิดน้ี มีคุณสมบติัยบัย ั้งเอนไซม ์ทริปซินท่ีพนัธะ 
16  (Lys) – 17 (Ser)  ส่วน inhibiting site ท่ียบัย ั้งเอนไซม ์  ไคโมทริปซินอยูท่ี่พนัธะ 44 (Leu) – 
45(Ser)    มีประมาณร้อยละ 0.6 ของน ้าหนกั 
 
 กลไกการท างานของสารยบัย ั้ งเอนไซม์ทริปซินเป็นแบบไม่แข่งขัน โดยสารยบัย ั้ ง
เอนไซม์ทริปซินจะเกาะรวมตวักบัเอนไซม์ทริปซิน  มีผลให้ความสามารถของเอนไซม์ลดลงไม่
สามารถย่อยหรือใชป้ระโยชน์จากโปรตีนในอาหารไดเ้ต็มท่ี และในขณะเดียวกนัตบัอ่อนจะสร้าง
และหลัง่เอนไซมท์ริปซินมากกวา่ปกติ  ท าให้สัตวมี์ความตอ้งการกรดอะมิโนมากข้ึนและสูญเสีย
โปรตีนสูงข้ึน 
 

 
ภาพที ่1  ล าดบักรดอะมิโนของ Kunitz trypsin inhibitor (KTI) 
 
ทีม่า: Koide and Ikenaka (1973) อา้งโดย วราลกัษณ์ (2537) 
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ภาพที ่2  ล าดบักรดอะมิโนของ  Bowman-Birk inhibitor (BBI) 
 
ทีม่า : Koide and Ikenaka (1973) อา้งโดย วราลกัษณ์ (2537) 
 
 1.7  การลดการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
 
        การน ากากถัว่เหลืองดิบมาใชไ้ดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ตอ้งมีการลดการท างานของสาร
ยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินในกากถัว่เหลือง ซ่ึงจะเป็นการเพิ่มคุณค่าทางโภชนาการของกากถัว่เหลือง
โดยมี การใชค้วามร้อน และการใชจุ้ลินทรีย ์ โดยแต่ละวิธีมีปัจจยั , ขอ้ดี และขอ้เสียแตกต่างกนั  
 
        1.7.1  การใช้ความร้อน เพื่อลดการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซินมีดว้ยกนั
หลายวิธีเช่น การตม้ การน่ึง หรือให้ในรูปความร้อนแห้ง เช่น การคัว่, การอบ โดยปัจจยัท่ีมีผลต่อ
การลดการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินดว้ยการให้ความร้อน คือ อุณหภูมิและระยะเวลาท่ี
ใหค้วามร้อน, ค่าความเป็นกรด-ด่าง และความช้ืนของวตัถุดิบ 
 
        ขอ้ดีของวธีิน้ีคือ สะดวก, รวดเร็ว และอุปกรณ์ไม่ซบัซอ้น แต่การลดการท างานของ
สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินโดยการใชค้วามร้อนก็มีขอ้เสีย คือ ถา้ใหค้วามร้อนมากเกินไปจะมีผลท า
ใหเ้กิดกล่ินเหมน็ไหม,้ กรดอะมิโนต่างๆไดแ้ก่ ไลซีน, อาร์จินีน และซีสทีนถูกท าลายมีผลท าใหก้าร
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ยอ่ยไดข้องเมทไธโอนีน ไอโซลูซีน และไลซีนต ่าลง และยงัเกิดปฏิกิริยา millard browning หรือ
การเกิดสีน ้าตาล โดยจะเกิดเม่ือใหค้วามร้อนแก่โปรตีนในสภาพท่ีมีน ้าตาลอยูด่ว้ยโดยน ้าตาล 
reducing sugar จะท าปฏิกิริยากบั E-amino group เช่น กลูโคสท าปฏิกิริยากบัไลซีนซ่ึงกรดอะมิโน 
ไลซีนเม่ือ อยูใ่นรูปเช่ือมกบัน ้าตาลร่างกายจะไม่สามารถน าไปใชไ้ด ้
 
        1.7.2  การใชจุ้ลินทรีย ์ น ามาใชใ้นผลิตภณัฑอ์าหารจากถัว่เหลืองหลายประเภท เช่น  
ถัว่เน่าทางภาคเหนือของประเทศไทย, ซีอ้ิว, เตา้เจ้ียว และเทมเป้ เป็นตน้โดยจุลินทรียท่ี์น ามาใช ้
เช่น Aspergillus sp. และ  Lactobacillus sp. เป็นตน้ ท าให้มีการศึกษาถึงความเป็นไปไดใ้นการน า
จุลินทรียม์าลดการท างานของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
 
        Kanekar et al.,1992 พบวา่การหมกัถัว่เหลืองโดยใชเ้ช้ือ L. plantarum ท่ีอุณหภูมิ 30 
อาศาเซลเซียส นาน 18 ชัว่โมง สามารถลดกิจกรรมของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินได ้
 
        Huffmann et al.,2003 ทดลองหมกักากถัว่เหลืองโดยการใชจุ้ลินทรียใ์นกระเพาะ
อาหารของสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง ภายใตส้ภาวะท่ีถูกควบคุม ซ่ึงสามารถท าลายสารยงัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
 
        Ouwehand et al.,2002 แบคทีเรียกรดแลคติกไดถู้กน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหาร
หมกัหลายชนิด และในสกุล Lactobacillus หลายสายพนัธ์ุมีคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติก เช่น 
L.acidophilus La5, L. casei Shirota,  L. fermentum KLD, L. plantarum 299v, L. reuteri SD2112 
และ L. johnsonii  La1 โดย L. johnsonii  La1  นบัวา่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยใชพ้ฒันาเป็นวคัซีน
ในช่องปากได ้ช่วยลดการเพิ่มจ านวนของHelicobacter  pylori ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสายพนัธ์ุหน่ึงท่ีติด
เช้ือในกระเพราะอาหาร และเป็นสาเหตุหน่ึงของการเกิดโรคมะเร็งในกระเพาะอาหาร L. johnsonii 
เป็นแบคทีเรียท่ีพบในล าไส้ และไดถู้กน ามาศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียท่ีเป็นโพรไบโอติก อนั
ไดแ้ก่ ทนต่อเอนไซมจ์ากตบัอ่อน ทนต่อกรดและน ้าดี ยดึเกาะบริเวณเยื่อบุล าไส้ไดดี้ พิสูจน์แลว้วา่
มีประโยชน์ต่อสุขภาพ ปลอดภยัและเล้ียงง่าย เพิ่มจ านวนไดเ้ร็ว 
 
 ขอ้ดีของวธีิน้ีคือ เน่ืองจาก แบคทีเรียกรดแลกติกเป็นแบคทีเรียกลุ่มใหญ่ของอาหารหมกั ท่ี
สร้างกรดแลคติกข้ึน ท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างลดลง ส่งผลใหย้ดือายกุารเก็บรักษาไซเลจไดน้านข้ึน 
นอกจากน้ีแบคทีเรียกลุ่มน้ีสามารถสร้างเอนไซมโ์ปรตีเอสซ่ึงไปยอ่ยโปรตีนใหก้ลายเป็นเปปไทด์
สายสั้นๆ ท าใหก้ารดูดซึมโปรตีนของสัตวเ์ร็วข้ึน 
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        ซ่ึงในการทดลองน้ีจะเลือกการยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินดว้ยการใชจุ้ลินทรียเ์น่ืองจากใน
การทดลองคร้ังน้ีมุ่งเนน้ถึงการท าอาหารสัตวห์มกัโดยประชาชนทัว่ไป จึงไม่เลือกการยบัย ั้งโดยการ
ใชค้วามร้อนเน่ืองจากส้ินเปลืองพลงังานในการใหค้วามร้อน  
 
2.  ลกัษณะโดยทัว่ไปของแบคทเีรียกรดแลคติก 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติก (lactic acid bacteria:LAB) จดัอยูใ่น family Lactobacillaceae 
สามารถยอ้มติดสีแกรมบวก มีรูปร่างกลมและรูปท่อน มีการจดัเรียงตวัแบบคู่  คู่ส่ีและโซ่ยาว ไม่
สร้างสปอร์ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้างเอนไซมค์ะตาเลส (Axelsson,1998) สามารถสร้างกรดแลคติกเป็น
ผลิตภณัฑสุ์ดทา้ยในการหมกัคาร์โบไฮเดรต จะไดพ้ลงังานจากน ้าตาล และสารท่ีมีโครงสร้างคลา้ย
น ้าตาลโดยไดจ้ากกระบวนการ substrate-level phosphorylation การเล้ียงเช้ือในอาหารธรรมดา
ค่อนขา้งยาก เน่ืองจากแบคทีเรียกรดแลคติกมีความตอ้งการอาหารท่ีซบัซอ้น (fastidious 
microorganism) เช่น วิตามิน (vitamin) กรดอะมิโน (amino acid) ไพริมิดีน (pyrimidine) เพปโตน 
(peptone) แมงกานีส (manganese) อะซิเตต (acetate) และทวนี 80 (Tween 80) เป็นตน้ 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติกสามารถเจริญเติบโตไดท้ั้งในบริเวณท่ีไม่มีออกซิเจน (anaerobe) และ
มีออกซิเจนนอ้ย (microaerophilic) อุณหภูมิท่ีเหมาะสมอยูใ่นช่วง 30-40 องศาเซลเซียส  ช่วงความ
เป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสม 5.58-6.20 แต่โดยทัว่ไปเจริญไดท่ี้   ความเป็นกรด-ด่างนอ้ยกวา่หรือ 
เท่ากบั 5 อตัราการเจริญเติบโตลดลงเม่ืออยูใ่นสภาพท่ีเป็นกลางหรือเป็นด่าง(Salminen and 
Wright,1993) 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติกแต่ละสปีชีส์สามาถปรับตวัเพื่อการเจริญเติบโต ภายใตส้ภาวะ
แวดลอ้มแตกต่างกนั จึงท าใหพ้บแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มน้ีกระจายอยูท่ ัว่ไปทั้งในคน และสัตว ์
 
 2.1  การจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
        แบคทีเรียกรดแลคติกจ าแนกไดด้งัน้ี (Axelsson,1998) การจ าแนกในระดบัจีนสั เป็น
การจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกโดยศึกษารูปร่าง เช่น รูปกลมและรูปแท่ง   การจดัเรียงตวั เช่น คู่ส่ี  
โซ่และคู่ การหมกัน ้าตาลกลูโคส (glucose fermentation) มี 2 แบบคือ homofermentative และ 
heterofermentative  การสร้างแก๊สคาร์บอนไดออกไซด ์ การเติบโตท่ีอุณหภูมิ 10  องศาเซลเซียส 
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และ 45 องศาเซลเซียส การสร้างไอโซเมอร์ของกรดแลคติกในระหวา่งการหมกัน ้าตาลกลูโคสซ่ึงมี
ทั้งแบบ D และL การเติบโตท่ีNaCl 6.5  เปอร์เซ็นต ์และ NaCl 18 เปอร์เซ็นต ์และการเติบโตท่ี
ระดบัความเป็นกรด-ด่าง 4.4 และ 9.6  เป็นตน้ 
 
 การจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในระดบัจีนสั  สามารถท าการจ าแนกไดด้งัแสดงในตาราง
ท่ี 2 
 
 แบคทีเรียท่ีจดัอยูใ่นกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติก สามารถจดัจ าแนกไดเ้ป็น 12 สกุล ซ่ึง
แต่ละสกุลมีลกัษณะดงัน้ี (Axelsson,1998) 
 
 2.1.1  Carnobacterium  spp. เซลลมี์รูปร่างเป็นท่อนตรง คลา้ย Lactobacilli มีขนาดเส้น
ผา่นศูนยก์ลาง 0.5-0.7 ไมครอน และยาว 1.1-3.0 ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ด่ียว เป็นคู่มกัไม่พบ
การเรียงตวัเป็นสายโซ่ ใหผ้ลคะตะเลสเป็นลบ ไม่สร้างสปอร์ Carnobacterium spp. ไม่สามารถ
เจริญไดบ้นอาหารอะซีเตตท่ีความเป็นกรด-ด่าง 5.4 สามารถหมกักลีเซอรอลและแมน-        นิทอล
ไดด้ว้ย ค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.5 สามารถยบัย ั้งการเจริญของ Carnobacterium ได ้ 
 นอกจากนั้น Carnobacterium  ยงัสามารถเจริญไดท่ี้ความเป็นกรด-ด่าง 9.0 น้ีประกอบดว้ย 
6 สปีชีส์ คือ Carnobacterium divergens, C. funditum, C. gallinarum, C. mobile,C. piscicola และ               
C. alterfunditum (Stiles and Holzapfel, 1997) 
 
 2.1.2   Lactococcus spp. เซลลมี์รูปร่างกลม หรือรูปไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 0.5-1
ไมครอน จดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ด่ียว คู่ หรือต่อกนัเป็นสายโซ่ ไม่เคล่ือนท่ี เจริญท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส แต่ไม่เจริญท่ี 45 องศาเซลเซียส ปัจจุบนัประกอบดว้ย Lactococcus lactis ssp. lactis,   
Lc. lactis ssp. cremoris, Lc. lactis ssp. hordniae , Lc. raffinolactis และ Lc. piscium  
 
 2.1.3  Weissella spp. เป็นแบคทีเรียกรดแลคติคสกุลเดียวท่ีมีทั้งรูปร่างทรงกลมและเป็น
ท่อน ประกอบดว้ย 7 สปีชีส์ ซ่ึงเดิมจ าแนกอยู่ในสกุล Leuconostoc และ Lactobacillus คือ 
Weissella paramenteroides (Leuconostoc paramesenteroides) W. cofusus (Lactobacillus cofusus) 
W. halotolerans (L. halotolerans) W. kandleri (L. kandleri) W. minor (L. minor)  และสปีชีส์ใหม่ท่ี
แยกไดจ้ากไส้กรอกเปร้ียวคือ W. hellenica (Stiles and Holzapfel, 1997) 
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 2.1.4  Aerococcus spp. เป็นกลุ่มของแบคทีเรียแกรมบวกตระกลู streptococcaceae เซลล ์
มีรูปร่างกลม ไม่มีการเคล่ือนท่ี มีการแบ่งตวัแบบ 2 ระนาบ โดยทัว่ไปจึงพบเซลลอ์ยูเ่ป็นคู่หรือ 4 
เซลล ์สามารถเจริญไดดี้ในสภาพท่ีมีอากาศเพียงเล็กนอ้ย เป็นพวก homofermentative ไม่สร้าง 
แคตาเลส  แต่มีบางสายพนัธ์ุมีการผลิตแคตาเลสเทียม (pseudocatalase) แบคทีเรียท่ีพบในสกุลน้ี 
มี 2 ชนิดคือ A. urinae และ A. viridans ซ่ึงเปล่ียนมาจาก Pediococcus urinae-equi และ P. homari 
ตามล าดบั  
 
 2.1.5  Enterococcus spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวกท่ีมีเซลลเ์ป็นรูปไข่ พบการจดัเรียงตวั
ของเซลลเ์ป็นเซลลเ์ด่ียวหรือเป็นคู่ หรืออาจพบเป็นโซ่สายสั้นๆ สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 10 
องศาเซลเซียส และ 45 องศาเซลเซียส เจริญไดใ้นสภาพท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ 6.5 เปอร์เซ็นต ์และ
น ้าดี (bile) 40 เปอร์เซ็นต ์เจริญไดท่ี้ความเป็นกรดด่าง 9.6 มีกระบวนการทางชีวเคมีเป็นแบบการ
หมกั มี GC content ประมาณ 37-45 โมลเปอร์เซ็นต ์ แบคทีเรียสกุลน้ีประกอบดว้ย 20 สปีชีส์ 
เปล่ียนช่ือมาจาก Streptococcus (Devriese and Pot, 1995; Jay, 1996; Schleifer and Ludwing, 1995) 
 
 2.1.6  Lactobacillus spp. เป็นกลุ่มของแบคทีเรียกรดแลคติกกลุ่มใหญ่ท่ีสุด มีความหลาก 
หลายของลกัษณะทางฟีโนไทป์ ลกัษณะทางชีวเคมี และลกัษณะทางสรีรวทิยา อนัเน่ืองมา จากมี
ความแตกต่างของGC content ภายในสกุลค่อนขา้งสูง โดยอยูร่ะหวา่ง 32-53 โมลเปอร์เซ็นต ์
(Axelsson, 1998) เซลลมี์รูปร่างเป็นแท่งหรือเป็นรูปทรงรี มีการจดัเรียงตวัเป็นเซลลเ์ด่ียวๆ หรือเป็น
โซ่ ไม่เคล่ือนท่ี ไม่มีการสร้างแคตาเลส มีบางสายพนัธ์ุเป็นแคตาเลสเทียม มีคุณ สมบติัในการใช้
เป็นโพรไบโอติก ไดเ้ป็นอยา่งดี พบไดท้ัว่ไปในมนุษยแ์ละสัตว ์ในนมและผลิตภณัฑน์ม อาหาร
หมกัชนิดต่างๆ และเคร่ืองด่ืม พบในพืชเพียงเล็กนอ้ย เช่น ในหญา้หมกัและ ผกัดอง โดยทัว่ไปไม่
เป็นพิษ (Harrigan, 1998) 
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ตารางที ่2  การจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกในระดบัจีนสั 
 
  คุณสมบัต ิ
 
จีนัส 

รูปร่าง
เซลล์ 

คู่ส่ี ส ร้ า ง
CO2 

เจริญที่
อุณหภูมิ(oC) 

เจริญที ่NaCl 
(เปอร์เซ็นต์) 

เจริญที่ความ
เป็นกรด-ด่าง 

Isomer 

10 45 6.5 18 4.4 9.6 

Carno. แท่ง - - + - NDd - NDd - L 
Lactob. แท่ง - ±c ±c ±c ±c - ±c - D,LDLe 

Weiss. แท่ง/
กลม 

- + NDd ±c NDd ND - NDd D,DL 

Aeroc. กลม + - + - + - - + L 
Enteroc. กลม - - + + + - + + L 
Lactoc. กลม - - + - - - ±c - L 
Vagoc. กลม - - + - - - ±c - L 
Leucon. กลม - + + - ±c - ±c - D 
Pedioc. กลม + - ±c ±c ±c - + - L,DL 
Streptoc. กลม - - - ±c - - - - L 
Tetrageno. กลม + - + - + + - + L 
Oneoco. กลม - + NDd NDd NDd - + NDd D 
a+ คือ ผลบวก                          ±c คือ แตกต่างกนัระหวา่งสปีชีส์                           
D,L,DLe คือ รูปร่างกรดแลคติกท่ีไดจ้ากการหมกัน ้าตาลกลูโคส 
b- คือ ผลลบ                              dND คือ ไม่มีขอ้มูล                      
 
ทีม่า: Axelsson (1998) 
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 Hammes and Vogel (1998) ไดก้ล่าวถึงการจดัแบ่งแบคทีเรียสกุลน้ีโดยพิจารณา 
จากกระบวนการหมกัแบ่งไดเ้ป็น 3 กลุ่ม คือ 
 
 ก.  Obligately homofermentative lactobacilli หมกัน ้าตาลแลคโทสไดเ้ป็นกรดแลคติก
มากกวา่ 85 เปอร์เซ็นต ์โดยผา่นวถีิ Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) ผลิตเอนไซม ์
1,6-biphosphate-aldolase ได ้แต่ไม่ผลิต phosphoketolase ดงันั้น เช้ือกลุ่มน้ีจึงไม่สามารถหมกั 
น ้าตาลเพนโทสได ้ประกอบดว้ย 18 สปีชีส์ 
 
 ข.  Facultative heterofermentative lactobacilli เช้ือกลุ่มน้ีหมกัน ้าตาลเฮกโซส ไดเ้ป็นกรด
แลคติกโดยผา่นวถีิ EMP มีกิจกรรมท่ีเกิดจากทั้ง aldolase และ phosphoketolase จึงสามารถหมกั
น ้าตาลเพนโทสได ้ประกอบดว้ย 18 สปีชีส์ 
 
 ค.  Obligately heterofermentative lactibacilli เช้ือกลุ่มน้ีหมกัน ้าตาลเฮกโซสและน ้าตาล
เพนโทสไดโ้ดยผา่นวถีิ phosphogluconate ไดผ้ลิตภณัฑเ์ป็นกรดแลคติก เอทานอลและ
คาร์บอนไดออกไซด ์ประกอบดว้ย 19 สปีชีส์ 
 
 2.1.7  Vagococcus spp. เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปกลมหรือรูปไข่ เซลลเ์ป็นแบบเด่ียวๆ 
ไม่สร้างสปอร์ สามารถเคล่ือนท่ีไดโ้ดยใชแ้ฟลกเจลลาท่ีอยูร่อบเซลล ์ไม่สร้างเอนไซมค์าตาเลส 
ตอ้งการหรือไม่ตอ้งการออกซิเจน (facultative anaerobe) เป็นเช้ือท่ีเติบโตไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 10 องศา
เซลเซียส แต่ไม่เติบโตท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส สามารถเติบโตไดใ้นบริเวณท่ีมีเกลือแกง 4
เปอร์เซ็นต ์แต่ไม่เติบโตในบริเวณท่ีมีเกลือแกง 6.5 เปอร์เซ็นต ์ ในความเป็นกรด-ด่างท่ี 9.6  จะไม่
พบการเติบโตของเช้ือน้ี เป็นเช้ือท่ีมีปริมาณเบสกวันีนและ ไซโตซีนท่ีเป็นองคป์ระกอบของดีเอน็เอ 
33.6 เปอร์เซ็นตโ์มล  
 
 2.1.8  Leuconostoc spp. เซลลอ์าจเป็นรูปกลม แต่โดยมากมกัเป็นรูปรี โดยเฉพาะเม่ือ
เติบโตในอาหารแขง็ การเรียงตวัมกัเป็นคู่หรือเป็นสาย  เป็นพวกท่ีสามารถเติบโตไดท้ั้งบริเวณท่ีมี
ออกซิเจน (aerobe) และบริเวณท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) เม่ือมีการเติบโตใน
อาหารแขง็โคโลนีมีขนาดเล็กมาก โดยมากขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีมกันอ้ยกวา่ 1 
มิลลิเมตร มกัตอ้งการกรดอะมิโน (amino acid) และสารเร่งการเจริญเติบโต ทุกชนิดตอ้งการกรด  
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นิโคตินิก (nicotinic acid) ไทอะมีน (thiamine) ไบโอติน (biotin) และกรดเพนโททินิก (pentotinic 
acid) หมกัน ้าตาลกลูโคสใหก้รดแลคติก (lactic acid) เอทานอล (ethanol) และก๊าซคาร์บอน-       
ไดออกไซด ์(carbondioxide)  ไม่สามารถไฮโดรไลซิสอาร์จีนีน (arginine) สามารถสังเคราะห์ 
ไดอะซิทิล (diacetyl) จากซิเตรต (citrate) ในน ้านมได ้(วิลาวณัย,์2536) 
 
 2.1.9  Pedicoccus spp. เซลลเ์ป็นรูปกลม เรียงตวัเป็นคู่หรือส่ีเซลลติ์ดกนั (tetrad) เคยมีการ
เขา้ใจวา่มีการแบ่งระนาบเดียวใหเ้ซลลเ์ป็นโซ่ยาวแลว้เรียงตวัใหม่เป็นส่ีเซลล ์ไม่เคล่ือนท่ี ไม่สร้าง
สปอร์ และไม่สร้างแคปซูล โคโลนีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1-3 มิลลิเมตร ขอบเรียบ กลม สีไม่แตกต่าง
กนั เป็นพวกท่ีสามารถเติบโตไดท้ั้งบริเวณท่ีมีออกซิเจน (aerobe) และบริเวณท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน 
(facultative anaerobe) ท าใหเ้กิดการหมกัน ้าตาลกลูโคสให้กรดแลคติก ไม่ใหก้๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์เม่ือเล้ียงในอาหารจะเจริญตามรอยแทง (stab) และเติบโตบริเวณผวิอาหาร
เล็กนอ้ย ในอาหารเหลวเติบโตสม ่าเสมอทัว่หลอด ไม่ท าใหเ้กิดโรคในพืชหรือสัตวม์กัพบในอาหาร
หมกั ไม่ค่อยพบในนมและผลิตภณัฑน์ม 
 
 2.1.10  Streptococcus spp. เซลลเ์ป็นรูปกลมหรือรูปไข่ ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางนอ้ยกวา่ 2
ไมโครเมตร มกัเรียงตวัเป็นคู่หรือเป็นสาย เป็นพวกท่ีสามารถเติบโตไดท้ั้งบริเวณท่ีมีออกซิเจน 
(aerobe) บริเวณท่ีมีหรือไม่มีออกซิเจน (facultative anaerobe) บางชนิดตอ้งการก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดเ์พิ่มเติม เม่ือหมกัคาร์โบไฮเดรตใหก้รดแลคติกเป็นสารอาหารหลกั ไม่ใหก้๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด ์บางชนิดสามารถหมกักรดอินทรียไ์ด ้เช่น กรดมาลิก (malic acid) กรดซิตริก 
(citric acid) และกรดอะมิโน (amino acid) เช่น ซีรีน (serine) อาร์จีนีน (arginine) ทดสอบคาตาเลส 
(catalase test) ใหผ้ลลบ อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต ปกติประมาณ 37 องศาเซลเซียส 
ส่วนอุณหภูมิสูงสุดและอุณหภูมิต ่าสุดในการเจริญเติบโตแตกต่างกนัในแต่ละชนิด 
 
 2.1.11  Tetragenococcus  spp. เป็นแบคทีเรียแลคติก รูปกลม มีการจดัเรียงตวัเป็นส่ีเซลล์
หรือคู่ หรือเซลลเ์ด่ียว ยอ้มติดสีแกรมบวก ไม่สร้างสปอร์ เคล่ือนท่ีได ้ การจ าแนกโดยอาศยัลกัษณะ
ทาง   ฟีโนไทป์ ไดแ้ก่ คุณสมบติัทางสัณฐานวทิยา ท่ีมีรูปร่างเซลลเ์ป็นส่ีเซลล ์และคุณสมบติั
ทางการเจริญ เป็นเช้ือท่ีเจริญไดช้า้บนอาหารแขง็ มีโคโลนีเป็นทรงกลมท่ีมีเส้นผา่นศูนยก์ลาง 1 
มิลลิเมตร ผวิโคโลนีเรียบ เป็นเช้ือท่ีตอ้งการความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโต
ระหวา่ง 7-8  อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตอยูร่ะหวา่ง 30-35 องศาเซลเซียส เป็นแบคทีเรีย
ชอบเคม็ สามารถเติบโตไดใ้นท่ีท่ีมีเกลือแกง 18 เปอร์เซ็นต ์เป็นแบคทีเรียแลคติก ชนิด 
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homofermentative ท่ีหมกัน ้าตาลกลูโคสใหผ้ลผลิตเป็นกรดแลคติกท่ีมีไอโซเมอร์แบบแอล (L) และ
ใหก้๊าซคาร์บอนไดออกไซด์บา้งเล็กนอ้ย ไม่สามารถสร้างเอนไซมค์ะตาเลส ไม่ยอ่ยอาร์จีนีน 
(arginine) ไม่สามารถรีดิวส์ไนเตรท แต่สามารถหมกัน ้าตาลอะราบิโนส (arabinose) ไรโบส 
(ribose) มอลโทส (maltose) ซูโครส (sucrose) ทรีฮาโลส (trehalose) มอลโทไทรโอส (maltotriose) 
กลีเซอรอล (glycerol) และมีค่าเปอร์เซ็นตโ์มล ของ G+C เป็น 34-36 เปอร์เซ็นต ์
 
 2.1.12  Oenococcus spp.  มีรูปร่างทรงกลม ซ่ึงถูกเปล่ียนมาจาก Leuconostoc oenus เดิม 
เน่ืองจากมีลกัษณะทางพนัธุกรรมแตกต่างจาก Leuconostoc และทนต่อกรดไดดี้กวา่ (Dick et al., 
1995) 
 
 2.2  กระบวนการหมกัท่ีเกิดจากแบคทีเรียกรดแลคติค 
        แบคทีเรียกรดแลคติก  สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่ม ตามกระบวนการและผลิตภณัฑ์ท่ี
ไดจ้ากการหมกัคือ  
 
 2.2.1  Homofermentative เป็นแบคทีเรียพวกท่ีหมกัน ้าตาลกลูโคส โดยท าการเปล่ียน
กลูโคสเป็นไพรูเวทอาศยัเอนไซมอ์ลัโดเลส (aldolase) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาแลว้ใหก้รดแลคติก
มากกวา่หรือเท่ากบั 80 เปอร์เซ็นต ์โดยผา่น glycolysis pathway (Embden-Meyerhof pathway: 
EMP) ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสกุล Pediococcus    Streptococcus   และ  Lactobacillus บางชนิดเช่น 
Lactobacillus acidophilus  และ Lactobacillus delbrueckii 
 
 กระบวนการหมกัเร่ิมจากกลูโคสท่ีมีคาร์บอน 6 อะตอม ถูกเติมฟอสฟอรัส และเกิดการ
เปล่ียนแปลงโครงสร้างข้ึนก่อนท่ีเอนไซมอ์ลัโดเลส (aldolase) จะเขา้ท าปฏิกิริยาเป็นผลใหโ้มเลกุล
กลูโคสแตกออกเป็นกลีเซอรัล-3-ฟอตเฟต (ซ่ึงมีคาร์บอน 3 อะตอม) 2 โมเลกุล จากนั้นจะถูก
เปล่ียนเป็นไพรูเวต (pyruvate) โดยเกิด ATP ข้ึน 2 โมเลกุลจากการหมกัน ้าตาลกลูโคส 1 โมเลกุล 
เน่ืองจากมีการเติมฟอสฟอรัสใหแ้ก่สารตั้งตน้ 2 แห่ง ในขั้นสุดทา้ยเป็นการรีดิวซ์ไพรูเวทเป็นแลค
เตท ในขั้นตอนน้ีตอ้งใช ้NADH ได ้NAD+ กลบัคืนมาจากท่ีถูกใชไ้ปในการออกซิเดชัน่กลีเซอรัล  
ดีไฮด์-3-ฟอตเฟต 
 
 กระบวนการเมตาบอลิซึมด าเนินไปตามวถีิไกลโคไลซิส (glycolysis pathway) หรือเรียกวา่ 
วถีิเอมเดนเมอเยอฮอฟ พาร์นาส  (Embden Meryerhof Parnas pathway) ดงัแสดงในภาพท่ี 3 
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 2.2.2  Heterofermentative เป็นแบคทีเรียพวกท่ีหมกัน ้าตาลกลูโคส (hexose) แลว้ให้
คาร์บอนไดออกไซด ์20-50 เปอร์เซ็นต ์โดยผา่น phosphoglyconate  pathway หรือ 
phosphoketolase pathway ซ่ึงเป็นแบคทีเรียสกุล Leuconostoc และ  Lactobacillus  บางชนิด เช่น  
L. plantarum,  L. casei,   L. fermentum และ L. brevis 
 
 กระบวนการหมกัเร่ิมจากกลูโคสท่ีมีคาร์บอน 6 อะตอมเปล่ียนเป็นเพนโทส(ไรโบส) ซ่ึงมี
คาร์บอน 5 อะตอม โดยการจดัโครงสร้างภายในโมเลกุลท่ีมีการออกซิเดชัน่ (oxidation) และดีคาร์-
บอกซิลเลชัน่(decarboxylation) ร่วมดว้ย น ้าตาลท่ีมีคาร์บอน 5 อะตอมถูกท าใหแ้ตกออกเป็นกลี
เซอรัลดีไฮดฟ์อตเฟต ซ่ึงเป็นสารประกอบท่ีมีคาร์บอน 3 อะตอม และอะซิทิลฟอตเฟต (acetyl 
phosphate) โดยเอนไซมฟ์อสโฟคีโตเลส (phophoketolase enzyme) กลีเซอรัลดีไฮดฟ์อตเฟต 
(glyceroldehyde phosphate) จะเปล่ียนไปเป็นแลคเตท (lactate) เช่นเดียวกบัการเกิดไกลโคไลซิส 
ในการหมกัแบบ Homofermentative แต่เน่ืองจากการหมกัแบบ Heterofermentative มีกลีเซอรัลดี-
ไฮดฟ์อตเฟตเพียง 1 โมเลกุลจึงเกิด ATP 1 โมเลกุล ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
 
 กระบวนการเมตาบอลิซึมของแบคทีเรียกรดแลกติกในการใชแ้หล่งคาร์บอนชนิดต่างๆ 
พบวา่แบคทีเรียกรดแลกติกกลุ่ม Homofermentative lactic acid bacteria สามารถผลิตกรดแลกติก
ไดม้ากกวา่กลุ่ม Heterofermentative lactic acid bacteria เม่ือใชก้ลูโคสและฟรุกโตสเป็นสารตั้งตน้
(substrate)ประมาณ 2 เท่าตวั (ตารางท่ี 3) 
 
 
 
 
 



 

23 
 

 
 
ภาพที ่3  กระบวนการเมตาบอลิซึมโดยอาศยักลูโคสและฟรุกโตสของ homofermentative lactic  
   acid  bacteria โดย glycolysis pathway 
 
ทีม่า: Woolford  (1985) 
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ภาพที ่4  กระบวนการเมตาบอลิซึมของกลูโคสและฟรุกโตสของ heterofermentative lactic acid  
   bacteria โดย phosphoketolase pathway 
 
ทีม่า: Woolford (1985) 
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ตารางที ่3  ผลผลิตท่ีไดจ้ากการใชน้ ้าตาลและกรดอินทรียใ์นการหมกัของแบคทีเรียกลุ่มต่างๆแสดง 
    ในรูปของโมลาร์ 
 

Substrate Products Comments 
1 glucose 
1 fructose 
1 glucose 
 
1 glucose 
 
3 fructose 
 
1 xylose 
2 citrate 
 
2 citrate 
 
1 malate 

2 lactic acid 
2 lactic acid 
1 lactic acid, 1 acetic acid,  
1 carbon dioxide 
1 lactic acid, 1 ethanol,  
1 carbon dioxide 
1 lactic acid, 1 acetic acid,  
1 carbon dioxide, 2 mannitol 
1 lactic acid, 1 acetic acid 
3 lactic acid, 1 acetic acid,  
3 carbon dioxide 
2 acetic acid, 4carbon dioxide, 
1 2,3-butanediol 
1 lactic acid, 1 carbon dioxide 

Homofermentation 
Homofermentation 
Heterofermentation 
 
Heterofermentation 
 
Heterofermentation 
 
Homo and Hetero 
Homo and Hetero 
 
Homo and Hetero 
 
Homo and Hetero 

 
ทีม่า :  Muck (1991) 
 
 แบคทีเรียวงศ ์Lactobacillaceae  มีอยูเ่พียง 1 จีนสั คือ Lactobacillus เซลลมี์รูปร่างเป็น
ท่อน แต่บางคร้ังอาจโคง้งอ ปรากฏเป็นเซลลเ์ด่ียวหรือต่อเป็นลูกโซ่ ติดสีแกรมบวก ไม่ตอ้งการก๊าซ
ออกซิเจน ก่ึงไม่ตอ้งการก๊าซออกซิเจน เพื่อการเจริญเติบโต ไดพ้ลงังานจากการออกซิไดส์สารเคมี
และใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน ตอ้งการสารประกอบเฉพาะหลายอยา่งเพื่อการเจริญเติบโต 
(สุพจน์,2545) Lactobacillus เจริญไดดี้ในสารอาหารท่ีมีสภาพเป็นกรดช่วงความเป็นกรด-ด่าง 5.5-
5.8 เม่ือหมกัยอ่ยน ้าตาลกลูโคสจะใหผ้ลผลิตส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก 
 



 

26 
 

 ปัจจุบนัมีการให้ความสนใจในการเติมเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกในกระบวนการหมกั
เน่ืองจากพบวา่การเติมแบคทีเรียกรดแลคติกในกระบวนการหมกัจะช่วยให้การหมกัเกิดข้ึนรวดเร็ว 
จึงมีการน าไปใชใ้นพืชอาหารสัตวท่ี์ใชใ้นการผลิตไซเลจ 
 
3.ไซเลจ (Silage) 
 
 พืชทุกชนิดสามารถน ามาหมกัไดแ้ต่การท าไซเลจท่ีมีคุณภาพตอ้งท าใหส้ารอาหารในพืช
ถูกใชไ้ปโดยจุลินทรียน์อ้ยท่ีสุด คือตอ้งการท าใหพ้ืชหมกัหยดุกระบวนการโดยเร็วท่ีสุดโดยดึง      
ความเป็นกรด-ด่างของพืชหมกัลงต ่าโดยเร็ว สารอาหารท่ีท าใหเ้กิดกรดคือ น ้าตาล ดงันั้นพืชท่ีน ามา
หมกัตอ้งมีน ้าตาลหรือแป้งในล าตน้สูง เช่น ขา้วโพด ขา้วฟ่าง  ส่วนพืชตระกลูถัว่มีโปรตีนสูงกวา่
หญา้แต่ปริมาณน ้าตาลต ่า จึงควรท าใหพ้ืชหมกัผสมระหวา่งถัว่กบัหญา้เพื่อถัว่จะเป็นแหล่งโปรตีน 
ส่วนหญา้เป็นแหล่งใหน้ ้าตาลท าใหไ้ดพ้ืชหมกัคุณภาพดีมีโปรตีนสูง ส าหรับพืชท่ีน ้าตาลต ่าไม่
เพียงพอ อาจใชว้ธีิเสริมกากน ้าตาลลงไปในขณะท าการหมกัได ้
 
 จุลินทรียท่ี์ท าใหคุ้ณภาพของไซเลจสูงข้ึนท่ีส าคญัคือ Lactobacillus  ซ่ึงเป็นจุลินทรียท่ี์ช่วย
รักษาคุณภาพของไซเลจ โดยจะเปล่ียนน ้ าตาลให้เป็นกรดแลคติก และกรดอะซิติก ซ่ึงปริมาณกรด
ทั้ง 2 จะท าให้ความเป็นกรดของไซเลจสูงข้ึน ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงจนถึง 4 หรือต ่ากวา่ แต่มี
บางรายงานพบว่าสายพันธ์ุท่ีใช้อาจไม่เหมาะสมกับพืชทุกชนิดหรือทุกสภาพแวดล้อมจึงมี
การศึกษาการคดัเลือกเช้ือท่ีเหมาะสมกบัสภาพแวดลอ้ม โดยธรรมชาติจะมีจุลินทรียห์ลายชนิดอยู่
ในพืช แต่กลุ่มท่ีมีความส าคญัต่อการหมกัคือพวกแบคทีเรียกรดแลคติก 

  

 3.1  ความหมายของไซเลจ 
 
        ไซเลจ คือพืชอาหารสัตวห์มกัโดยใชว้ตัถุดิบเร่ิมตน้ท่ีมีความช้ืนสูง (McDonald et 
al.,1991) เกิดกระบวนการหมกัภายใตส้ภาวะไร้อากาศของจุลินทรียก์ลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติกซ่ึง
สามารถใชน้ ้าตาลในวตัถุดิบไดท้  าใหเ้กิดกรดแลคติกในปริมาณสูงเป็นผลใหค้่าความเป็นกรด-ด่าง
ลดลง ซ่ึงจะไปยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรียป์นเป้ือนต่างๆ ท่ีเป็นสาเหตุของการเน่าเสียของพืช
อาหารสัตวห์มกั (สุพรรณิการ์, 2544)  ลกัษณะไซเลจท่ีดีควรมีค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 4.2  
ปริมาณกรดแลคติก  3-13 เปอร์เซ็นต ์ กรดบิวทิริกควรมีนอ้ยกวา่  0.2 เปอร์เซ็นตแ์ละปริมาณ 
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ไนโตเจนในรูปของแอมโมเนียไม่เกิน 11  เปอร์เซ็นตข์องปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด  (อ านาจ, 
2540 ) วตัถุประสงคข์องการหมกัพืชวตัถุดิบคือการเก็บรักษาพืชอาหารสัตวใ์หมี้คุณค่าทางอาหาร
ใกลเ้คียงกบัพืชอาหารสด การเก็บไซเลจจ าเป็นตอ้งมีการจดัการท่ีดี เพื่อลดการเน่าเสียและรักษา
คุณค่าทางโภชนะใหใ้กลเ้คียงกบัพืชอาหารสดมากท่ีสุด 
 
 ไซเลจ คือ อาหารสัตวท่ี์มีวตัถุแหง้ปริมาณต ่าประมาณ 200 กรัมต่อกิโลกรัม ซ่ึงเพียงพอใน
การเก็บรักษาไวใ้นสภาพท่ีไม่มีอากาศโดยกระบวนการหมกัของกลุ่มแบคทีเรียกรดแลคติก เป็นผล
ท าใหร้ะดบัความเป็นกรดด่างของไซเลจลดต ่าลงในระดบัท่ีสามารถยบัย ั้งการเจริญของจุลินทรีย์
ชนิดอ่ืนๆ  ท าใหห้ลีกเล่ียงจากการเน่าเสียท่ีเกิดจากจุลินทรียท์ั้งพวกท่ีตอ้งการอากาศและไม่ตอ้งการ
อากาศในการเจริญได ้(Muck, 1991) 
 
 ไซเลจ หมายถึง พืชอาหารสัตวต่์าง ๆ เช่น ขา้วโพด ขา้วฟ่าง หญา้ และถัว่ต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้ง
ในขณะท่ีมีความช้ืนพอเหมาะ แลว้น ามาหมกัเก็บไวใ้นสภาพไร้อากาศ (anaerobic condition) พืช
อาหารสัตวเ์หล่าน้ีไดเ้ปล่ียนสภาพเป็นไซเลจแลว้จะสามารถอยูไ่ดเ้ป็นเวลานานโดยคุณค่าทาง
อาหารไม่เปล่ียนแปลง พบวา่ส่ิงท่ีท าใหไ้ซเลจมีสภาพคงท่ี คือ กรดแลคติก (สายณัห์ ,2540) ซ่ึงเกิด
จากการท างานของแบคทีเรียกรดแลคติก (Lactic acid bacteria -LAB) ท่ีใชค้าร์โบไฮเดรตท่ีละลาย
น ้าได ้(Water soluble carbohydrate-WSC) ท่ีมีในพืช ไดผ้ลผลิตเป็นกรดแลคติก ส่งผลใหค้่าความ
เป็นกรด-ด่าง ลดลง หยดุกระบวนการต่างๆ ท่ีเกิดข้ึน มีผลยบัย ั้งการเจริญเติบโตของจุลินทรียท่ี์ไม่
เป็นประโยชน์หรือท่ีก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อไซเลจ ท าใหส้ภาพของไซเลจคงท่ี ซ่ึงจะชา้หรือเร็ว
ข้ึนนั้นอยูก่บัปริมาณของแบคทีเรียกรดแลคติก ดงันั้นจึงไดมี้การเติมแบคทีเรียกรดแลคติกชนิด
ต่างๆลงไปในการท าไซเลจ เพื่อเพิ่มปริมาณเช้ือชนิดน้ีให้มีมากตั้งแต่เร่ิมขบวนการหมกัซ่ึงจะช่วย
ใหเ้กิดกรดแลคติกไดเ้ร็วข้ึน  ไซเลจก็จะมีสภาพคงท่ีเร็วดว้ย เป็นการลดการสูญเสียโภชนะท่ีเป็น
ประโยชน์และท าใหไ้ซเลจมีคุณภาพดีข้ึน 
 
 3.2  การใชส้ารเสริมในไซเลจ  แบ่งไดด้งัน้ี 
 
        3.2.1  สารช่วใยกระตุน้หรือเร่ง (Stimulants) ตวัอยา่งของสารท่ีช่วยกระตุน้ให้
กระบวนการหมกัไซเลจเกิดไดอ้ยา่งรวดเร็ว อาทิเช่น การเติมแบคทีเรีย, การใชเ้อนไซม,์ เติมสาร 
substrates 
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        3.2.2  สารยบัย ั้ง (Inhibitors)  การเจริญเติบโตของจุลินทรียใ์นไซเลจท่ีมีผลเสียต่อ
กระบวนการ สารท่ีใส่เพื่อป้องกนัการเน่าของไซเลจเม่ือสัมผศักบัอากาศ  (aerobic deterioration 
inhibitors) ไดแ้ก่ กรดโปรบิโอนิคและแอมโมเนีย 
 
        3.2.3  สารท่ีใส่ในไซเลจเพื่อเพิ่มคุณค่าทางอาหาร (nutrients value) ไดแ้ก่ ยเูรีย และ 
กากน ้าตาล 
 
        Lindsey and Kung  (2010) ศึกษาผลของการรวม Lactobacillus buchneri 40788 กบั
แบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพนัธ์ุต่อความเสถียรของการหมกัคอร์นไซเลจในสภาพใชอ้ากาศ เพื่อ
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเติม L. buchneri 40788 กบัแบคทีเรียกรดแลคติก 3 สายพนัธ์ุต่อ
การหมกั ความเสถียรต่อสภาพใชอ้ากาศ และคุณค่าสารอาหารของคอร์นไซเลจ ดว้ย L. buchneri 
40788 เทียบกบั L. plantarum , Pediococcus acidilactici และ Pediococcus pentosaccus การใส่หวั
เช้ือจะท าใหค้วามเขม้ขน้ของกรดอะซิติกและ 1,2-propanediol แต่จะลดความเขม้ขน้ของกรดแล
คติก คาร์โบไฮเดรตท่ีละลายน ้าและเอธานอล  การเติม L. buchneri 40788 เพื่อปรับปรุงความสถียร
ต่อสภาพใชอ้ากาศของคอร์นไซเลจและการรวมกบัสายพนัธ์ุ L. plantarum , P. acidilactici ถูกใช้
ในการศึกษาน้ีเพื่อเป็นผลประโยชน์ต่อคุณภาพไซเลจอ่ืนๆ 
 
        สารเคมีและสารชีวภาพหลายชนิดถูกใชเ้สริมในไซเลจ เพื่อช่วยลดจ านวนจุลินทรียท่ี์
ไม่ตอ้งการระหวา่งการหมกั ปัจจุบนัมีจุลินทรียท์างการคา้หลายชนิดท่ีช่วยปรับปรุงคุณค่าทาง
โภชนะและองคป์ระกอบทางเคมีของไซเลจ  ส่งผลต่อการเติบโตและการใหผ้ลผลิตของสัตวดี์ข้ึน 
(Wilkins,1996) รายงานวา่จุลินทรียท่ี์เสริมลงไปในไซเลจมีผลส าคญั 3 ประการคือ  
 
 ก. ผลต่อกระบวนการหมกัไดแ้ก่การเพิ่มอตัราการหมกัและการเปล่ียนแปลงของผลิตภณัฑ ์
ท่ีเกิดข้ึนจากการหมกั ถา้หากแบคทีเรียกรดแลคติกเป็นจุลินทรียห์ลกัของกระบวนการหมกัการ 
เติบโตของแบคทีเรียกรดแลคติกจะท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างของไซเลจลดลงโดยเร็ว    ความเขม้ขน้
ของกรดแลคติกจะเพิ่มข้ึน  กระบวนการหมกัจะยติุโดยเร็วเน่ืองจากกรดแลคติกเป็นกรดท่ีมีความ
แรงมากกวา่กรดอะซิติก ดงันั้นจึงท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างลดลงโดยเร็ว นอกจากน้ีความส าเร็จของ
การใชห้วัเช้ือ จุลินทรียใ์นการหมกัไซเลจ ควรท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างสุดทา้ยลดต ่าลงเน่ืองจาก
แบคทีเรียกรดแลคติก สามารถเจริญไดใ้นสภาวะท่ีความเป็นกรด-ด่างต ่า ดงันั้นกระบวนการหมกัจึง
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ด าเนินการต่อไปได ้อยา่งไรก็ตามแมว้า่กระบวนการหมกัในสภาวะน้ีจะถูกจ ากดัโดยน ้ าตาล แต่การ
เปล่ียนแปลงจากกรดอะซิติกไปเป็นกรดแลคติกก็จะท าให้ความเป็นกรด-ด่างต ่าลงได ้
 
 ข. ผลต่อคุณภาพของไซเลจ โดยท าใหว้ตัถุแหง้ (dry matter;DM) และพลงังานของไซเลจ 
สูงข้ึน  เน่ืองจากเป็นการหมกัชนิด homofermentative  โดยทัว่ไปวตัถุแหง้จากกระบวนการหมกัท่ี
ใชเ้ช้ือจุลินทรียจ์ะมีค่ามากกวา่การหมกัโดยไม่ใชเ้ช้ือประมาณ 1-3 เปอร์เซ็นต ์ นอกจากน้ีหวั
เช้ือจุลินทรียย์งัท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างของไซเลจลดลงอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงเป็นการป้องกนัการสูญเสีย
โปรตีนท่ีแทจ้ริง (true protein) เพราะแบคทีเรียกรดแลคติกเติบโตไดโ้ดยไม่ตอ้งใชก้รดอะมิโน ท า
ใหค้วามเขม้ขน้ของแอมโมเนียต ่าลง และจากการท่ีความเป็นกรด-ด่างลดต ่าลงอยา่งรวดเร็วน้ี จะ
ส่งผลใหเ้อนไซมท่ี์ยอ่ยสลายเฮมิเซลลูโลสลดลง ในขณะท่ีท าใหเ้กิด acid hydrolysis ของเฮมิ
เซลลูโลสข้ึนซ่ึงมีผลเสียต่อไซเลจนอ้ยกวา่การยอ่ยสลายดว้ยเอนไซม ์
 
 นอกจากน้ีเช้ือจุลินทรียช์นิด homofermentative จะท าใหจุ้ลินทรียท่ี์ตอ้งการออกซิเจนใน
ไซเลจถูกยบัย ั้งโดยกรดไขมนัระเหยง่าย (volatile fatty acid;VFA) และระดบัของการยบัย ั้งจะสูง
ยิง่ข้ึนเม่ือความเป็นกรด-ด่างยิง่ต  ่าลง อีกทั้งจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดการสูญเสียของไซเลจเจริญเติบโต
โดยใชน้ ้าตาลมากกวา่ผลิตภณัฑจ์ากการหมกั ดงันั้น เม่ือมีการใชห้วัเช้ือจุลินทรียก์็จะท าใหน้ ้าตาล
เหลืออยูน่อ้ย จุลินทรียท่ี์ตอ้งการออกซิเจนหรือจุลินทรียท่ี์ท าใหไ้ซเลจสูญเสียอ่ืนๆ ก็จะเจริญได้
นอ้ย 
 
 ค. ผลต่อการเจริญเติบโตและการใหผ้ลผลิตของสัตว ์การใชเ้ช้ือจุลินทรียใ์นการหมกัไซเลจ
ควรมีผลในทางบวกต่อการเจริญเติบโตและการใหผ้ลผลิตของสัตว ์เน่ืองจากจุลินทรียเ์หล่าน้ี 
นอกจากจะมีบทบาทส าคญัในการผลิตกรดแลคติกเพื่อรักษาคุณภาพของไซเลจแลว้ยงัช่วยเพิ่มการ
ยอ่ยไดข้องโภชนะอีกดว้ย นอกจากน้ีผลิตภณัฑท่ี์เกิดจากกระบวนการหมกั เช่น กรดแลคติก 
กรดอะซิติก และเอทานอล ยงัถูกจุลินทรียใ์นกระเพาะรูเมนของสัตวใ์ชป้ระโยชน์ไดดี้ โดยเฉพาะ
กรดแลคติกซ่ึงต่อมาจุลินทรียใ์นกระเพาะน้ีจะถูกจบัเป็นแหล่งโปรตีนในระบบทางเดินอาหารส่วน
หลงัของสัตว ์และถูกยอ่ยน าไปใชป้ระโยชน์ต่อไป การใชเ้ช้ือจุลินทรียใ์นการหมกัไซเลจยงัท าให้
เกิดการยบัย ั้งการสร้างสารพิษ ซ่ึงเป็นผลดีต่อระบบนิเวศภายในกระเพาะรูเมน จึงส่งผลใหส้ัตว์
เจริญเติบโตและใหผ้ลผลิตไดดี้ข้ึน 
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 Hill et al., 2001 ศึกษาผลของการใช ้Streptomyces achromogenes ISP 5028 ต่อคุณภาพ
ของไซเลจจากหญา้ไรน์ โดยใชอ้ตัราส่วนของเช้ือ 2×105 สปอร์ต่อกรัมของพืชอาหารสัตว ์หมกัใน
ถุงพลาสติกขนาดบรรจุ  10 กิโลกรัม  ตรวจสอบคุณภาพเม่ือท าการหมกัได ้ 0, 1, 2, 3, 5, 10, 30 
และ 60 วนั พบวา่ปริมาณกรดแลคติกเกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วในช่วง 3-5 วนัในไซเลจท่ีหมกัดว้ย เช้ือ 
จุลินทรีย ์นอกจากน้ียงัพบวา่ระดบักรดแลคติกไม่เปล่ียนแปลงเม่ือตรวจสอบท่ีอายกุารหมกั 60 วนั 
ส าหรับกรดไขมนัระเหยง่ายอ่ืนๆ ท่ีบ่งบอกถึงคุณภาพดา้นกล่ิน พบวา่ไซเลจท่ีหมกัดว้ยเช้ือ 
จุลินทรียมี์ปริมาณมากกวา่ไซเลจท่ีไม่ไดห้มกัดว้ยเช้ืออยา่งชดัเจน ในขณะท่ีคุณค่าทางโภชนะบาง
ชนิดของพืชอาหารหมกัมีแนวโนม้ดีข้ึน 
 
 เสมอใจ (2551) ศึกษาการใชแ้บคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีในน ้าพืชหมกัเป็นสารเสริมในหญา้
หมกัเขตร้อน โดยใชส้ารเสริม คือ น ้าพืชหมกั 1 เปอร์เซ็นต ์(w/w) กากน ้าตาล 5 เปอร์เซ็นต(์w/w) 
และมนัเส้นบด 5 เปอร์เซ็นต ์(w/w) และกลุ่มท่ีไม่ใชส้ารเสริมใชน้ ้ากลัน่ปลอดเช้ือ 1 เปอร์เซ็นต์
(w/w) ตรวจสอบคุณภาพและคุณค่าทางโภชนะในวนัท่ี 2,4,7,14,21 และ 45 ของการหมกั พบวา่ 
จ  านวนแบคทีเรียกรดแลคติกในหญา้หมกัทุกชนิดเพิ่มจ านวนข้ึนในสองวนัแรกของการหมกั และ
หลงัจากนั้นมีจ านวนลดลงเร่ือยๆจนถึงช่วงสุดทา้ยของการหมกั  ค่าความเป็นกรด-ด่างของหญา้
หมกัท่ีเสริมดว้ยน ้าพืชหมกัลดลงอยา่งรวดเร็วและมีค่าลดลงต ่าสุดภายใน 7 วนั หญา้หมกัท่ีใชน้ ้าพืช
หมกัเป็นสารเสริม พบวา่ กรดแลคติกมีปริมาณคงท่ีตั้งแต่วนัท่ี 14 จนกระทั้งถึงวนัสุดทา้ยของการ
หมกั ในวนัสุดทา้ยของการหมกั หญา้หมกัท่ีไม่ใชส้ารเสริมมีค่า pH และปริมาณกรดบิวทีริกท่ีสูง
กวา่หญา้หมกักลุ่มท่ีใชส้ารเสริม ปริมาณ NDF และ ADF ของหญา้หมกัท่ีเสริมดว้ยมนัเส้นบดสูง
กวา่ชนิดอ่ืนๆ 
 
 กฤติกา  (2551) ศึกษาชนิดแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกในกากมนัส าปะหลงัหมกัและผลการ
ใชก้ากมนัส าปะหลงัหมกัเป็นสารเสริมชีวนะส าหรับลูกสุกรหยา่นม โดยการหมกักากมนัส าปะหลงั
สดในสภาพไร้ออกซิเจนเป็นเวลา 3 วนั ท าใหป้ริมาณแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกและยสีตเ์พิ่มสูงข้ึน
จาก 2.2× 106 CFU/g และ 2.6× 107 CFU/g  เป็น 8.7× 106 CFU/g และ 3.5× 107 CFU/g  ตามล าดบั 
แต่ไม่พบ E.coli   ทั้งในกากมนัส าปะหลงัสดและกากมนัส าปะหลงัหมกั และเม่ือน าแบคทีเรียท่ีแยก
ไดจ้ากกากมนัส าปะหลงัหมกัมาตรวจสอบชนิดแบคทีเรียผลิตกรดแลคติกโดยวธีิการทางชีวเคมี
สามารถจ าแนกแบคทีเรียไดด้งัน้ี คือ Lactobacillus plantarum,L. amylophilus,  L. manihottivorans, 
Bacillus stearothermophilus, B. licheniformis, B. laterosporus, B. pumilus, Leuconostoc 
pseudomesenteroides, Leuconostoc mesenteroides และ Streptococcus uberis 
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 การใชก้รรมวธีิทางเทคนิคต่อโภชนศาสตร์สัตวเ์ค้ียวเอ้ือง อาหารสัตวเ์ค้ียวเอ้ืองท่ีส าคญั คือ 

ความสามารถในการยอ่ยไดข้องพืชอาหารสัตวแ์ละปริมาณการกินไดอ้ยา่งอิสระ  มีการใช้

เทคโนโลยชีีวภาพในการปรับปรุงคุณค่าทางโภชนะของอาหารสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง แสดงดงัตารางท่ี 4 

 

ตารางที ่4  ตวัอยา่งศกัยภาพของการปรับปรุงคุณค่าทางโภชนะของอาหารสัตวเ์ค้ียวเอ้ือง โดยอาศยั   

     กระบวนการเทคโนโลยชีีวภาพ 
 

ชนิด จุดมุ่งหมายการปรับปรุง กรรมวธีิทีใ่ช้ 
ธญัพืช 
 
 
พืชตระกลูถัว่ 
 
 
พืชอาหารสัตวท่ี์ผา่น
การถนอมอาหารเช่น
อาหารหมกั 
 
อาหารหยาบ 

เพิ่มคุณภาพของโปรตีน 
 
 
ก าจดัสารประกอบท่ีไม่ตอ้งการหรือเป็น
พิษเช่น ไนยาโนเจนส์,trysin inhibitor 
 
ปรับปรุงคุณค่าทางโภชนะของผลผลิต 
 
 
 
เพิ่มความเป็นประโยชน์ของคาร์โบ     
ไฮเดรทโครงสร้างเพื่อใหย้อ่ยไดง่้ายข้ึน
และสมบูรณ์ยิง่ข้ึน    

ปรับปรุงกรรมพนัธ์ุของเมล็ด 
เสริมดว้ยกรดอะมิโนท่ีขาด 
 
ใชเ้ช้ือจุลินทรีย ์
วศิวกรรมพนัธุศาสตร์ 
 
การใชเ้ช้ือจุลินทรียท่ี์เติมลงไป
ในช่วงการหมกัร่วมกบัน ้ายอ่ย 
 
 
การใชเ้ช้ือจุลินทรียแ์ละน ้ายอ่ย
ในขบวนการก่อนการน าไป
เล้ียงสัตว ์

 

ทีม่า: พนัทิพา (2547) 
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 3.3  ลกัษณะท่ีดีของไซเลจ  ควรมีลกัษณะ  ดงัน้ี 
   
        3.3.1  สี  ไซเลจท่ีดีควรมีสีเขียมแกมเหลือง  ถา้ปรากฏเป็นสีน ้าตาลไหมห้รือด าแสดง
วา่เกิดความร้อนมากเกินไปในขณะหมกั  ท าใหส้ารอินทรียส์ลายตวัเป็นการสูญเสีย  ซ่ึงถา้ไซเลจ
เป็นสีด าไม่ควรน าไปใชเ้ล้ียงสัตว ์
 
        3.3.2  กล่ิน  ไซเลจท่ีดีจะมีกล่ินหอมเปร้ียวอ่อนๆ  คลา้ยผลไมด้อง 
 
        3.3.3  เน้ือไซเลจ  จะตอ้งไม่เป็นเมือก  ไม่เละ  เอามือถูเน้ือไม่หลุดออก  ไม่มีราหรือ
ส่วนท่ีบูดเน่าถา้มีสีขาวๆ  เป็นเส้นกระจายบนไซเลจ  แสดงวา่เกิดรา 
 
        3.3.4  ความช้ืน ควรอยูร่ะหวา่ง 65-70 เปอร์เซ็นต ์หากมีความช้ืนสูงกวา่น้ีพืชหมกัจะ
เปร้ียวมากและเกิดการสูญเสียโภชนะออกมากบัของเหลว  ทดสอบโดยบีบไซเลจดว้ยมือ  ถา้มีน ้า
เหลวๆ ไหลออกมาแสดงวา่  มีความช้ืนมากเกินไป  ถา้ความช้ืนนอ้ยเกินไปท าให้แบคทีเรียท่ีสร้าง
กรด    แลคติคลดลง ท าใหไ้ซเลจเสียไดง่้าย 
 
        3.3.5  ความเป็นกรด  ควรมีค่าความเป็นกรดอยูร่ะหวา่ง 3.5-4.2 โดยมีกรดแลคติคอยู่
มากกรดอะซีติคเป็นส่วนนอ้ย และไม่ควรมีกรดบิวทีริคหรือใหมี้นอ้ยท่ีสุด  ไซเลจท่ีดีไม่ควรเปร้ียว
จดัเกินไป  ไซเลจท่ีมีคุณภาพดีควรมีสัดส่วนของกรดต่างๆ  ดงัน้ีกรดแลคติค  1.5-2.5 เปอร์เซ็นต ์
กรดอะซีติค 0.5-0.8 เปอร์เซ็นต ์ กรดบิวทีริคนอ้ยกวา่ 0.1 เปอร์เซ็นต ์
 
        การศึกษาการเพิ่มคุณภาพของไซเลจโดยใชแ้หล่งของคาร์โบไฮเดรตจากแหล่งต่างๆ 
เช่น น ้าตาล กากน ้าตาล ธญัพืช และมนัส าปะหลงัเป็นสารเสริม ซ่ึงจากหลายงานทดลองพบวา่ มี
การเพิ่มข้ึนของแหล่งอาหารของจุลินทรียใ์นหลุมหมกั (silo) โดยมีการใชป้ระโยชน์จาก
คาร์โบไฮเดรตท่ีละลายน ้าได ้(water-soluble carbohydrate,WSC) ท่ีไดจ้ากแหล่งคาร์โบไฮเดรตท่ี
เสริมเขา้ไปของจุลินทรียก์ลุ่มผลิตกรดแลคติก (lactic acid bacteria,LAB) ท าใหมี้การขยายจ านวน
ไดดี้ข้ึนส่งผลท าใหมี้การผลิตกรดแลคติกเพิ่มมากข้ึนท าใหค้่าความเป็นกรด-ด่าง ภายในหลุมหมกั 
(silo) ลดลง ซ่ึงเม่ือความเป็นกรด-ด่าง ต ่ากวา่ 4.2 จุลินทรียต่์างๆจะไม่สามารถเจริญได ้รวมทั้ง
เอนไซมต่์างๆของพืชก็จะหยดุกิจกรรมดว้ย ท าใหคุ้ณภาพของไซเลจคงท่ีตลอดไป การเสริมแหล่ง
ของคาร์โบไฮเดรตร่วมกบัไซเลจมีผลท าใหคุ้ณภาพของไซเลจดีข้ึน เช่น สี กล่ิน ปริมาณกรดในพืช
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อาหารสัตวห์มกั และปริมาณการยอ่ยไดข้องวตัถุแหง้มีค่าเพิ่มข้ึนของพืชหมกัท่ีเสริมแหล่ง
คาร์โบไฮเดรตเม่ือเปรียบเทียบกบัพืชท่ีไม่ไดเ้สริม 
 
 Stokes (1992) ศึกษาผลของการใชแ้บคทีเรียกรดแลคติกต่อคุณค่าทางโภชนะของไซเลจท่ี
ไดโ้ดยแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ก่ L. plantarum, L. brevis,                   
P.  acidilactici, S .  diacetylactis  และ S .  cremoris  ปริมาณท่ีใช้ 1.76×107 cfu/ตนัของพืช
วตัถุดิบสด โดยพืชวตัถุดิบท่ีใชท้ดลองคือหญา้และถัว่ในอตัราส่วน 50:50 ท าการหมกัเป็นเวลา 90 
วนั พบวา่ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลง ปริมาณกรดแลคติกเพิ่มข้ึน และมีปริมาณกรดอะซิติกลดลง
เม่ือเทียบกบัชุดควบคุม การท่ีปริมาณกรดอะซิติกลดลงส่งผลโดยตรงต่อกล่ินรสของไซเลจ 
เน่ืองจากกล่ินฉุนของกรดอะซิติกท าใหภ้าวการณ์บริโภคของสัตวล์ดลง การใชก้ลา้เช้ือแบคทีเรีย
กรดแลคติกพบวา่เยื่อใยพืชลดลง และมีปริมาณโปรตีนเพิ่มข้ึนเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดควบคุม 
(ตารางท่ี 5 ) 
 
 3.4 ปัจจยัท่ีควบคุมคุณภาพของไซเลจ 

       ในการท าไซเลจ  มีปัจจยัหลายอยา่งท่ีเก่ียวขอ้ง  และมีอิทธิพลต่อการเปล่ียนแปลง
ส่วนประกอบทางเคมีและคุณสมบุติทางกายภาพต่างๆ  ของพืชสดเม่ือท าการเป็นพืชหมกั ปัจจยั
ต่างๆท่ีจะกล่าวถึงมีผลต่อระดบัคุณภาพของไซเลจจากผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกั แสดงดงัตารางท่ี 6 
 ดงันั้นเพื่อใหไ้ดพ้ืชหมกัท่ีมีคุณภาพสูงจะตอ้งค านึงถึงปัจจยัดงัต่อไปน้ี 

 

       3.4.1  ชนิดของพืชท่ีเหมาะสมในการท าหญา้หมกัควรเลือกพืชท่ีมีเปอร์เซ็นตแ์ป้งหรือ
น ้าตาลสูงพอสมควรเพื่อเป็นอาหารให้แบคทีเรียท่ีสร้างกรดแลคติคเจริญโดยเร็ว  เป็นการป้อง กนั
ไม่ใหจุ้ลินทรียพ์วกอ่ืนท่ีท าใหร้สและกล่ินของพืชหมกัดอ้ยคุณภาพเจริญเติบโตไดท้นั  ลกัษณะของ
ตน้พืชควรมีล าตน้เพื่อลดช่องอากาศภายในใหน้อ้ยท่ีสุด  ถา้ใชพ้ืชท่ีมีล าตน้กลวงท าพชืหมกัจะตอ้ง
พยายามท าใหป้ลอ้งแตกและอดัใหแ้น่นเพื่อไล่อากาศออกใหม้ากท่ีสุด  อีกประการหน่ึงควรเลือก
พืชท่ีใหผ้ลผลิตต่อไร่สูง  เช่น  ขา้วโพด  ขา้วฟ่าง  ซ่ึงมีคุณภาพดงักล่าวแลว้  และเป็นท่ีนิยมใชท้  า
พืชหมกัมากกวา่พืชชนิดอ่ืน  แต่ก็มีหญา้หลายชนิดดว้ยท่ีสามรถน ามาท าไซเลจได ้ เช่น  หญา้รูซ่ี  
หญา้กินนีสีม่วง  หญา้เนเปียร์  เศษเหลือจากการผลิตขา้วโพดฝักอ่อนก็สามารถน ามาท าไซเลจไดดี้  
นอกจากน้ียงัสามารถน าถัว่อาหารคุณภาพดี  เช่น  ถัว่คาวาลเคด  ถัว่ท่าพระสไตโล  มาหมกัร่วมกบั
หญา้ได ้ ซ่ึงจะช่วยท าใหคุ้ณค่าทางอาหารของไซเลจเพิ่มมากข้ึน  เน่ืองจากพืชตระกลูถัว่มีโปรตีน
สูงกวา่หญา้ 
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ตารางที ่5  คุณค่าทางโภชนะและสมบติัทางเคมีบางประการของไซเลจท่ีมีการใชแ้ละไม่ใชก้ลา้ 

     เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 

 

คุณค่าทางโภชนะและ 

คุณสมบัติทางเคมี 

ไซเลจทีไ่ม่มีการใช้แบคทเีรีย 

กรดแลคติก 

ไซเลจทีม่ีการใช้แบคทเีรีย 

กรดแลคติก 

DM, % fresh weight 

pH 

Tritrable acidity 

meq NaOH/100 g of DM 

Buffering capacity, 

meq NaOH/100 g of DM 

Water soluble carbohydrate 

NDF 

ADF 

Cellulose 

Hemicellulose 

Crude protein 

Lactic acid 

Acetic acid 

Lactate : Acetate ratio 

Ammonia N, % 

30.7 

4.25 

86.34 

 

97.05 

 

5.40 

49.49 

33.84 

28.66 

15.64 

15.81 

9.71 

1.92 

6.16 

8.72 

32.22 

4.06 

78.10 

 

75.10 

 

5.64 

49.31 

32.66 

28.38 

16.65 

16.12 

10.92 

1.41 

7.74 

10.74 

 
ทีม่า : Stokes (1992) 
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ตารางที ่6  การประเมินระดบัคุณภาพของไซเลจจากผลผลิตท่ีไดจ้ากการหมกั 
 

ผลผลิตท่ีเกิดจากการหมกั ระดบัคุณภาพไซเลจ 
ดี ปานกลาง ต ่า 

ความเป็นกรด-ด่างของพืชหมกั 
มีความช้ืนต ่ากวา่ 65% 
มีความช้ืนมากกวา่ 65% 
กรดแลคติค,% 
กรดบิวทีริค,% 
สัดส่วนของกรดทั้งหมด,% 
      กรดแลคติค 
      กรดอะซิติค 
      กรดบิวทีริค 
แอมโมเนียไนโตรเจน(%ไนโตรเจนทั้งหมด) 

 
นอ้ยกวา่ 4.8 
นอ้ยกวา่ 4.2 

3-14 
0.2 

 
มากกวา่ 60 
ต ่ากวา่ 25 
นอ้ยกวา่ 5 
นอ้ยกวา่ 10 

 
นอ้ยกวา่ 5.2 
นอ้ยกวา่ 4.5 
แปรปรวน 

0.2-0.5 
 

40-60 
25-40 
5-10 

10-16 

 
มากกวา่ 5.2 
มากกวา่ 4.8 
แปรปรวน 
มากกวา่ 0.5 

 
ต ่ากวา่ 40 
มากกวา่ 40 
มากกวา่ 10 
มากกวา่ 16 

 
ทีม่า: ดดัแปลงจาก Bjorge (1996) 
 
 3.4.2  เวลาในการตดัพืชมาท าไซเลจ  หมายถึง  อายขุองพืชท่ีเหมาะสมไม่แก่และไม่อ่อน
จนเกินไปโดยตดัในช่วงท่ีพืชใหผ้ลผลิตสูง  พร้อมทั้งยงัมีคุณค่าทางอาหารเพียงพอทั้งโปรตีน  แร่
ธาตุ  และวติามิน  ตวัอยา่งเช่น  ขา้วโพด  ควรจะตดัท าพืชหมกัในระยะเมล็ดก าลงัเป็นน ้านม  และ
ก่อนท่ีจะเร่ิมแขง็ตวัถา้เป็นขา้วฟ่างควรตดัเม่ือใกลจ้ะมีดอกอายปุระมาณ  10-11  สัปดาห์  จนถึง
ระยะติดเมล็ดอ่อนๆ  ส าหรับหญา้อ่ืนๆ  ควรตดัในระยะเร่ิมออกดอก  อายขุองหญา้ท่ีจะตดัท าไซเลจ
ไม่แน่นอน  แต่ควรสังเกตไดจ้ากเปอร์เซ็นตข์องวตัถุแหง้ตอ้งไม่ต ่ากวา่ 25 เปอร์เซ็นต ์และไม่สูง
กวา่ 35 เปอร์เซ็นต ์ 
 
 3.4.3  ความยาวของท่อนพืช  เน่ืองจากไซเลจตอ้งอยูใ่นสภาพสุญญากาศ  ดงันั้นการตดั
หรือสับพืชใหเ้ป็นช้ินจะมีผลต่อการอดัแน่นเพื่อไล่อากาศออก  ความยาวของท่อนพืชจะเป็นเท่าใด
นั้นข้ึนอยูก่บัชนิดพืช  เช่น ถา้เป็นขาวโพด  ขา้วฟ่าง  อาจจะตดัใหย้าวประมาณท่อนละ  1  น้ิว  หรือ  
2-3  เซนติเมตร  ถา้เป็นพวกหญา้ก็ข้ึนอยูก่บัล าตน้วา่อวบมากนอ้ยแค่ไหน  หญา้หรือพืชท่ีมี
ความช้ืนนอ้ย  ควรจะหัน่ให้สั้นกวา่หญา้หรือพืชท่ีมีความช้ืนสูง  การท่ีตอ้งตดัพืชเป็นท่อนสั้นๆ  
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นั้น  ก็เพื่อท่ีจะช่วยในการอดัแน่นในถงัหมกัท าไดง่้ายและท าไดดี้ยิง่ข้ึน  รวมทั้งเพื่อให้น ้าตาลถูก
ปล่อยออกมาไดเ้ร็ว  ซ่ึงจะช่วยใหเ้กิดกรดแลคติคเร็วข้ึน  เป็นผลดีต่อคุณภาพของไซเลจ 
 
 3.4.4  ระดบัความช้ืนท่ีเหมาะสมในพืชโดยปกติแลว้พืชท่ีจะน าไปหมกัมีความช้ืนอยู่
ระหวา่ง  65-70  เปอร์เซ็นต ์ ถา้พืชแหง้เกินไปจะอดัให้แน่นไดย้าก  ท าใหมี้อากาศหลงเหลือคา้งอยู่
มาก  เป็นผลใหเ้กิดเช้ือราไดง่้ายพืชหมกัท่ีมีความช้ืนต ่าจะท าใหกิ้จกรรมของจุลินทรียท่ี์สร้างกรด
ลดลงดว้ยดงัน้ีถา้หากพืชแหง้มากไป อาจแกไ้ขโดยพยายามตดัเป็นท่อนสั้น ๆ หรือใชน้ ้ าพรมก่อน
บรรจุลงในหลุมหรือถงัหมกั ในทางตรงขา้มถา้พืชท่ีน ามาหมกัมีความช้ืนมากเกินไปโอกาสท่ีจะท า
ใหไ้ซเลจมีคุณภาพลดลงก็มีมากข้ึนอาจท าใหไ้ซเลจมีลกัษณะเป็นเมือกหรือเปร้ียวจดัเกินไป และจะ
ดึงเอาธาตุอาหารในพืชหมกัออกมาดว้ย ท าใหสู้ญเสียกรดและธาตุอาหารท่ีมีประโยชน์ต่อสัตว ์
ดงันั้นถา้หากพืชมีความช้ืนมากเกินไป จ าเป็นตอ้งลดความช้ืนลงไปบา้ง ท าไดโ้ดยการตดัพืชแลว้ผึ่ง
แดดไวใ้นแปลงสัก 2-3 ชัว่โมง จะท าใหน้ ้าลดลงหรือท่ีใชห้มกั เพื่อดูดซบัความช้ืนและเป็นการเพิ่ม
คุณค่าทางอาหารและความน่ากินของพืชหมกัดว้ย 
 
 3.4.5  การก าจดัอากาศออกจากหลุมหมกั ในการท าไซเลจมีหลกัส าคญัอยูท่ี่จะตอ้งท าให้
เกิดกรดแลคติคใหเ้ร็วท่ีสุดและมากท่ีสุด เพราะเป็นกรดท่ีรักษาคุณภาพของพืชหมกั เป็นตวัช่วย
ป้องกนัไม่ใหจุ้ลินทรียช์นิดอ่ืนเจริญขยายจ านวนข้ึน ตน้พืชสดเม่ือตดัมาใหม่ๆ เซลลข์องพืชในถงั
หมกั จะคายคาร์บอนไดออกไซต ์น ้าและความร้อนออกมา ถา้ยงัมีอากาศอยูภ่ายหลงัเซลลพ์ืชตาย
แลว้ พวกเช้ือราและยสีตจ์ะเจริญข้ึน ท าใหไ้ซเลจมีคุณภาพไม่ดี ดว้ยเหตุน้ีจึงตอ้งพยายามก าจดั
อากาศใหอ้อกจากหลุมหมกัมากท่ีสุด เพื่อท่ีเม่ือเซลลพ์ืชตาย เช้ือแบคทีเรียท่ีไม่ตอ้งการออกซิเจน 
ซ่ึงเป็นพวกท่ีสร้าง กรดอินทรียต่์าง ๆ เจริญขยายจ านวนช่วยใหพ้ืชอยูใ่นรูปของพืชหมกั ฉะนั้น การ
อดัพืชใหแ้น่นและการปิดให้มิดชิด จึงมีความจ าเป็นในการท าไซเลจอยูม่าก 
 
 3.4.6  การใชส้ารช่วยหมกั เพื่อเร่งการหมกัใหเ้กิดเร็วข้ึน ท าใหไ้ซเลจมีคุณภาพดีข้ึน 
(Woolford,1995)  สารช่วยหมกั เป็นพวกสารหรือวตัถุอ่ืนท่ีใส่เพิ่มคุณภาพของไซเลจหรือรักษา
ไซเลจใหอ้ยูใ่นสภาพหมกัดอง  นอกจากปัจจยัต่างๆ  ท่ีกล่าวแลว้  การท่ีจะท าใหเ้กิดกรดแลคติคเร็ว
และมากนั้นพืชหรือหญา้ท่ีจะน ามาท าไซเลจจะตอ้งมีระดบัน ้าตาลท่ีเพียงพอถา้หากวา่พืชขาด
คุณสมบติัขอ้น้ี  ควรเติมสารช่วยหมกั  เช่น  กากน ้าตาล  เอนไซม ์และเช้ือจุลินทรีย ์
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อปุกรณ์และวธีิการ 
 

อุปกรณ์ 
 

1.  กากถั่วเหลอืงดิบ 
 
 ไดรั้บความอนุเคราะห์จากโรงงานนมถัว่เหลืองไวตามิ้ลค ์บริษทักรีนสปอต จ ากดั 
 
2.  จุลนิทรีย์ 
 

โดยคดัแยกจากกากถัว่เหลือง และเก็บรักษาเซลลไ์วใ้นอาหารเหลว MRS ท่ีมีสารละลาย 
กลีเซอรอลท่ีความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์(v/v) ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสเพื่อเป็น stock culture  
ถ่ายเช้ือจาก stock culture ปริมาตร 5 เปอร์เซ็นต ์(v/v) ลงในอาหารเหลว MRS ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 
บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยถ่ายเช้ือ 2 คร้ังเพื่อเป็น working stock 
 
3.  อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคมี (ภาคผนวก ก) 
 
4.  เคร่ืองมือ 
 
 4.1  เคร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง (Horiba รุ่น pH Meter M-11,Japan) 
 4.2  หมอ้น่ึงความดนั (Hirayama,Japan) 
 4.3  เคร่ืองชัง่ละเอียด 4 ต าแหน่ง (Satorius,Germany) 
 4.4  ตูเ้ข่ียเช้ือ(microflow biological safety cabinet) 
 4.5  ตูบ้่มเช้ือ (low temperature incubator) 
 4.6  Vortex mixer (Genie,Scientific Industries,U.S.A) 
 4.7  อ่างน ้าควบคุมอุณหภูมิ (waterbath) 
 4.8  เคร่ืองวดัสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ (Shimadzu รุ่น UV 120,Japan) 
 4.9  กลอ้งจุลทรรศน์ 
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 4.10  ตูเ้ยน็ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 4.11  ตูแ้ช่แขง็ อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 4.12  เคร่ืองแกว้ 

 
วธีิการ 

 
1.  การแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก 
 
 1.1  การเตรียมตวัอยา่ง 
 

         ชัง่ตวัอยา่งกากถัว่เหลือง  10.0 กรัม เติมสารละลาย normal saline 90 มิลลิลิตร ผสมให้
เขา้กนัดีโดยการเขยา่ จะไดต้วัอยา่งท่ีมีความเจือจาง 1:10 และท าการเจือจางเพิ่มข้ึนคร้ังละ 10 เท่า 
ใหไ้ดค้่าการเจือจางท่ีเหมาะสม จากนั้นดูดสารละลายตวัอยา่งและเจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ท่ี
ตอ้งการปิเปตตวัอยา่งเจือจาง 1 มิลลิลิตรลงบนจานเพาะเช้ือความเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า และเทอาหารวุน้ 
MRS ท่ีมีอุณหภูมิประมาณ 50-55 องศาเซลเซียส  ประมาณ 15 มิลลิลิตร ลงไปในจานเพาะเช้ือแลว้
หมุนจานตามเขม็นาฬิกา 5 รอบ ทวนเขม็นาฬิกา 5 รอบ เคล่ือนจานข้ึนลง 5 คร้ัง เพื่อใหเ้ช้ือผสม
และกระจายตวัจนทัว่อาหารเล้ียงเช้ือและรอจนวุน้แขง็ตวั น าไปบ่มในตูบ้่มเช้ือท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24  ชัว่โมง เลือกโคโลนีท่ีเปล่ียนสีอินดิเคเตอร์บรอมครีซอลเพอเพิล
(bromocresol purple)จากสีม่วงเป็นสีเหลืองซ่ึงแสดงถึงความสามารถท่ีเช้ือผลิตกรดออกมาได ้
น ามา streak บนอาหารวุน้ MRS ใหม่ และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24  ชัว่โมง 
เพื่อแยกโคโลนีเด่ียว (ท าประมาณ 2 คร้ัง) น าเช้ือจุลินทรียท่ี์แยกไดไ้ปศึกษาในขั้นต่อไป 
 
 1.2  การหาปริมาณจุลินทรียท่ี์สร้างกรดแลคติกและปริมาณจุลินทรียท์ั้งหมด 
 
        ใชปิ้เปตท่ีปลอดเช้ือดูดสารละลายตวัอยา่งท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 1.1 จ  านวน 1.0 มิลลิลิตร
ใส่ลงในจานเล้ียงเช้ือท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ โดยใชค้วามเขม้ขน้ละ 3 ซ ้ า จากนั้นเททบัดว้ยอาหาร
แขง็สูตร MRS ท่ีใส่อินดิเคเตอร์และไม่ใส่อินดิเคเตอร์ ซ่ึงผา่นการหลอมไวท่ี้อุณหภูมิ 50-55 องศา
เซลเซียส ประมาณ 15 มิลลิลิตร เขยา่จานอาหารเล้ียงเช้ือเบาๆ เพื่อใหอ้าหารเล้ียงเช้ือและสารละลาย
ตวัอยา่งผสมกนัอยา่งทัว่ถึง ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งจนอาหารแขง็ตวั น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง นบัจ านวนโคโลนีท่ีเกิดจากการเปล่ียนสีม่วงเป็นสีเหลือง ในกรณีท่ี
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ตรวจสอบจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติก และนบัจ านวนจุลินทรียท์ั้งหมดในอาหารท่ีไม่ไดใ้ส่     
อินดิเคเตอร์ 
 
 1.3 การแยกและการเก็บรักษาเช้ือจุลินทรีย ์
 
       หลงัจากนบัจ านวนแบคทีเรียกรดแลคติกในจานอาหารเล้ียงเช้ือแลว้ เลือกเข่ียเช้ือท่ีเป็น
โคโลน่ีเด่ียว และสามารถสร้างกรดไดม้าเล้ียงในอาหารแขง็สูตร MRS บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศา-  
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง (ท าประมาณ 2 คร้ัง) จากนั้นใชเ้ขม็เข่ียเช้ือเข่ียโคโลนีท่ีอยูเ่ด่ียวๆ มา
แทง (stap) ลงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารสูตรเดียวกนัและมีท่ีมีแคลเซียมคาร์บอเนต(CaCO3) ความ
เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ผสมอยู ่น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เก็บเช้ือไว้
ในตูเ้ยน็และท าการถ่ายเช้ือลงสู่อาหารใหม่ทุก 1 เดือน 
 
2.  การคัดเลอืกแบคทเีรียทีม่ีกจิกรรมการย่อยโปรตีน 
 
 น าแบคทีเรียท่ีไดม้าท าการศึกษากิจกรรมการยอ่ยโปรตีน (proteolytic activity) โดยการ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือ Skim milk agar (SMA) ( Kazanas,1968  ) ดว้ย
วธีิการของปลูกเช้ือแบบจุด (point-inoculation) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชัว่โมง ตรวจสอบความสามารถในการยอ่ยโปรตีน โดยวดัอตัราส่วนของเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณ
ใส (clear zone) ต่อเส้นผา่นศูนยก์ลางของโคโลนีซ่ึงมีแนวโนม้ในการสร้างเอนไซมย์อ่ยโปรตีนเพื่อ
ท าการศึกษาต่อไป 
 
3.  การคัดเลอืกแบคทเีรียกรดแลคติกทีม่ีความสามารถลดสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน 
 
 น าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีการยอ่ยโปรตีนมาศึกษาเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมี
ความสามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน  โดยใชเ้ช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีกิจกรรมการยอ่ย
โปรตีน  น าเช้ือแต่ละไอโซเลทลงใน MRS broth น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 
24 ชัว่โมง จากนั้นน ามาขยายปริมาณใหไ้ดป้ริมาตรท่ีตอ้งการโดยใชเ้ช้ือ 5 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกั
กากถัว่เหลืองดิบ  ใชก้ากน ้าตาล 6 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกักากถัว่เหลืองดิบ  คลุกเคลา้ใหห้วัเช้ือ
แบคทีเรียกกรดแลคติก  กากน ้าตาล และกากถัว่เหลืองเขา้กนั  แบ่งบรรจุใส่ถุงพลาสติกไล่อากาศ
ออกใหม้ากท่ีสุด ผกูแลว้น าไปเก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าไป
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วเิคราะห์ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน ดว้ยวธีิดดัแปลงจาก standard AACC        
(Hamerstrand et al.,1981) (ภาคผนวก ข) 
 
 หลกัการก็คือจะใช ้สับสเตรทสังเคราะห์ (BAPA : bezoyl-DL-arginine-p-nitroanalide 
hydrochloride) ซ่ึงการวดัปริมาณทริปซินอินฮิบิเตอร์ในตวัอยา่งจะใชส้ารละลายทริปซินท า
ปฏิกิริยากบัทริปซินอินฮิบิเตอร์ (ตวัยบัย ั้งทริปซิน) ในตวัอยา่งก่อนแลว้จึงใช ้BAPA เป็น substrate 
ในการวดัปริมาณทริปซินท่ีเหลือจากการถูกยบัย ั้งโดยทริปซินท่ีเหลือจากการถูกยบัย ั้งโดยสารยบั 
ย ั้งเอนไซมท์ริปซินซ่ึงจะวดัค่าความแตกต่างดว้ยค่าการดูดซบัแสงของสารละลายโดยใชส้เปค   
โตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร 
 
4.  การจ าแนกชนิดของแบคทเีรียกรดแลคติกทีค่ัดเลอืกได้ 
 
 ท าการตรวจสอบลกัษณะทางสัณฐานวทิยา กายภาพ และคุณสมบติัทางชีวเคมีโดยอา้งอิง
หลกัเกณฑข์อง Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Buchanan et al.,1974) และ
เปรียบเทียบลกัษณะส าคญัของแบคทีเรียกรดแลคติกตาม Axelsson (1998) (ภาคผนวก ข) ไดแ้ก่ 
 
 4.1  การตรวจสอบการติดสีแกรม รูปร่างและการจดัเรียงตวั 
 4.2  การตรวจสอบแคตาเลส 
 4.3  การตรวจสอบการสร้างก๊าซ 
 4.4  การทดสอบการเจริญท่ีอุณหภูมิ 15 และ 45  องศาเซลเซียส 
 4.5  การทดสอบความทนเกลือท่ีระดบัโซเดียมคลอไรด ์6.5 และ 18  เปอร์เซ็นต ์
 4.6  การตรวจสอบความสามารถในการเจริญท่ีระดบัความเป็นกรด-ด่าง   4.5 และ 9.6   
 
5.  การตรวจสอบทางพนัธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยนี 16S rRNAของเช้ือแบคทเีรีย
กรดแลคติก 

 
สกดัดีเอ็นเอจากแบคทีเรียกรดแลคติกและการท า PCR  เพื่อเพิ่มปริมาณยีน  16S  rRNA  

โดยใชไ้พรเมอร์คู่ท่ีจ  าเพาะต่อบริเวณอนุรักษข์องยีน      น าผลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยวิธีอิเล็กโทรฟอ
รีซิส โดยแช่เจลในสารละลายเอธิเดียมโบร์ไมด์ความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร นาน 5-10 
นาที น าไปตรวจสอบภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลตดว้ยเคร่ือง UV-transilluminator เปรียบเทียบขนาด
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กบัดีเอ็นเอมาตรฐาน 1 Kb ladder และการหาล าดบัเบสของยีน 16S rRNA ส่วนปลาย 5' โดยน าช้ิน
ดีเอ็นเอท่ีไดไ้ปท าบริสุทธ์ิ แลว้จึงน าไปหาล าดบัเบสโดยตรง (direct sequencing) ดว้ยเคร่ือง ABI 
PRISMTM 310 Genetic Analyzer ท่ีคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์  วิทยาเขต
บางเขน    กรุงเทพมหานคร น าขอ้มูลล าดบัเบสของยีน 16S rRNA ส่วนปลาย 5’ ท่ีไดจ้ากแบคทีเรีย
กรดแลคติกมาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลยีน 16S rRNA ของส่ิงมีชีวิตทั้งหมดท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูลของ 
GenBank, EMBL และ DDBJ โดยใชโ้ปรแกรม Blastn ท่ี http://www.ncbi.nlm.nih.gov  
 
6.  ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการหมักกากถั่วเหลอืงดิบโดยใช้แบคทเีรียกรดแลคติก 

 
 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลือง โดยใชป้ริมาณเช้ือท่ี  1,5,10 เปอร์เซ็นต ์
โดยน ้ าหนกั และเติมกากน ้ าตาลท่ี 0,3,6 และ 9  เปอร์เซ็นต์โดยน ้ าหนกั และท าการเก็บบ่มท่ี
อุณหภูมิ 30,37,45 องศาเซลเซียส ท าการหมกัเวลา 24 ชัว่โมง วิเคราะห์ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซม ์
ทริปซิน โดยดดัแปลงจากวธีิของ standard AACC โดย Hamerstrand et al., 1981 
 
 การวางแผนการทดลองทางสถิติ โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Complete 
Randomize Design) โดยจดัหน่วยทดลองแบบ Factorial Experiment วิเคราะห์ความแปรปรวนของ
ขอ้มูลและเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน ของการทดลองเป็น
คู่ตามวธีิ Duncan’s New Multiple Range Test  โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า 
 
7. สถานทีแ่ละระยะเวลาการท าวจัิย 
 

7.1 สถานท่ีท าการวจิยั 
 
      หอ้งปฏิบติัการภาควชิาเทคโนโลยชีีวภาพ คณะอุตสาหกรรมเกษตร 

มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน 
 

7.2 ระยะเวลาในการวจิยั 
 
      การทดลองเร่ิมตน้ตั้งแต่เดือนพฤษภาคม 2552 ส้ินสุด เดือนมีนาคม 2556 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ผลและวจิารณ์ 
 

1.  การคัดแยกแบคทเีรียกรดแลคติกทีส่ามารถท าลายสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน 
 
 จากการคดัแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากกากถัว่เหลืองดิบโดยเพาะเล้ียงในอาหาร MRS 
agar ท่ีเติมบรอมครีซอลเพอเพิล  0.004 เปอร์เซ็นต ์และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
24 ชัว่โมงสามารถแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีสร้างกรด จากการเปล่ียนสีของอินดิเคเตอร์จากสีม่วง
เป็นสีเหลืองซ่ึงเกิดจากการสร้างกรดเกิดข้ึน ได ้56 ไอโซเลท  
 

  
                                                   

 

 

 
 
ภาพที ่5  ลกัษณะโคโลนีของแบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท SB 10 บนอาหาร MRS agar  

 ท่ีเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง (A : ลกัษณะสีม่วงก่อนท าการเข่ียเช้ือ, B : ลกัษณะการ 
 เปล่ียนแปลงของในอาหาร MRS Agar ,  C:ลกัษณะของสีท่ีเปล่ียนไปหลงัจากเข่ียเช้ือ 
 แบคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท SB 10, D:ลกัษณะรูปร่างของไอโซเลท SB 10 จากการ 
 ยอ้มแกรมและส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 1000 เท่า) 

A B 

 C 

 
 D 
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 ผลการแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากกากถัว่เหลืองดิบ โดยแยกแบคทีเรียกรดแลคติก
ในขั้นตน้เลือกโคโลนีท่ีเปล่ียนสีอาหารจากม่วงเป็นเหลืองและน าไปท าใหเ้ช้ือบริสุทธ์ิ โดยท าการ 
streak 2 คร้ัง น าไปทดสอบการยอ้มแกรมผลและดูรูปร่างของแบคทีเรีย ผลท่ีไดคื้อมีแบคทีเรียท่ี
สามารถยอ้มติดสีCrystal violet ซ่ึงเป็นแกรมบวกทั้งส้ิน56 ไอโซเลทดงัแสดงในตารางท่ี 7 มี
ลกัษณะเป็นท่อน หลงัจากนั้นน าไปทดสอบกิจกรรมการยอ่ยโปรตีน 
 
2 การคัดเลอืกแบคทเีรียทีม่ีกจิกรรมการย่อยโปรตีน  
 
 น าแบคทีเรียท่ีได ้มาท าการศึกษากิจกรรมการยอ่ยโปรตีน (proteolytic activity) โดยการ
เพาะเล้ียงแบคทีเรียบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือ Skim milk agar (SMA) ดว้ยวธีิปลูกเช้ือแบบจุด 
(point-inoculation) น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 24 ชัว่โมง ตรวจสอบความสามารถ
ในการยอ่ยโปรตีน โดยวดัอตัราส่วนของเส้นผา่นศูนยก์ลางบริเวณใส (clear zone) ต่อเส้นผา่น
ศูนยก์ลางของโคโลนีซ่ึงมีแนวโนม้ในการสร้างเอนไซมย์อ่ยโปรตีนเพื่อท าการศึกษาต่อไป ผลการ 
ศึกษาทดสอบกิจกรรมการยอ่ยโปรตีนแสดงดงัตารางท่ี 7  ขอ้มูลการวดัอตัราส่วนของเส้นผา่น
ศูนยก์ลางบริเวณใส (clear zone) แสดงตารางผนวก ค 1  
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ตารางที ่7  ผลการคดัแยกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ MRS agar รูปร่าง 
     เซลล ์ลกัษณะการติดสีแกรม และกิจกรรมการยอ่ยโปรตีน 
  
ไอโซเลท รูปร่าง Gram’s 

stain 
อตัราส่วน 

โซนใสต่อขนาด
โคโลนี 

ไอโซเลท รูปร่าง Gram’s 
stain 

อตัราส่วน
โซนใสต่อ
ขนาดโคโลน ี

SB 1 Rod + - SB 29 Rod + - 
SB 2 Rod + - SB 30 Rod + - 
SB 3 Rod + 2.09 SB 31 Rod + - 
SB 4 Rod + - SB 32 Rod + - 
SB 5 Rod + - SB 33 Rod + - 
SB 6 Rod + - SB 34 Rod + - 
SB 7 Rod + - SB 35 Rod + - 
SB 8 Rod + - SB 36 Rod + - 
SB 9 Rod + - SB 37 Rod + - 

SB 10 Rod + 2.32 SB 38 Rod + - 
SB 11 Rod + - SB 39 Rod + - 
SB 12 Rod + - SB 40 Rod + - 
SB 13 Rod + - SB 41 Rod + - 
SB 14 Rod + - SB 42 Rod + - 
SB 15 Rod + - SB 43 Rod + 2.22 

 SB 16 Rod + 2.17 SB 44 Rod + - 

SB 17 Rod + - SB 45 Rod + 2.30 
SB 18 Rod + - SB 46 Rod + - 
SB 19 Rod + - SB 47 Rod + - 
SB 20 Rod + 2.14 SB 48 Rod + - 
SB 21 Rod + - SB 49 Rod + - 
SB 22 Rod + - SB 50 Rod + - 
SB 23 Rod + - SB 51 Rod + - 
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ตารางที ่7  (ต่อ) 
 
ไอโซเลท รูปร่าง Gram’s 

stain 
อตัราส่วน 
โซนใสต่อ
ขนาดโคโลน ี

ไอโซเลท รูปร่าง Gram’s 
stain 

อตัราส่วน 
โซนใสต่อ
ขนาดโคโลน ี

SB 24 Rod + 2.17 SB 52 Rod + - 
SB 25 Rod + - SB 53 Rod + - 
SB 26 Rod + - SB 54 Rod + - 
SB 27 Rod + - SB 55 Rod + - 
SB 28 Rod + - SB 56 Rod + - 

 
 เม่ือท าการคดัแยกแบคทีเรียท่ีมีกิจกรรมการยอ่ยโปรตีนดว้ยอาหาร Skim milk agar (SMA)  
พบวา่มีแบคทีเรียท่ีสามารถสร้าง Clear zone ไดท้ั้งหมด 7 ไอโซเลท ไอโซเลทท่ีมีการยอ่ยโปรตีน
คือไอโซเลท SB3,SB 10, SB 16, SB 20, SB 24, SB 43 และ SB 45 ตามล าดบั 
 

3.  การคัดเลอืกแบคทเีรียกรดแลกติกทีม่ีความสามารถลดสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน 
 

 น าแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีกิจกรรมการยอ่ยโปรตีนทั้ง 7 มาทดสอบความสามารถลดสาร
ยบัย ั้งเอนไซม์ทริปซิน  เม่ือท าการคดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถลดสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินดว้ยวิธีดดัแปลงจาก standard AACC ( Hamerstrand,1981) พบวา่มีแบคทีเรียกรด
แลคติกท่ีสามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินได ้7  ไอโซเลท ดงัตารางท่ี 8  
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 ตารางที ่8  ผลการทดสอบความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
 

ไอโซเลท 
 

ความสามารถในการลดสารยับยั้งเอนไซม์ทริปซิน (%) 

1 2 3 ค่าเฉลีย่ 

SB 3 14.28 14.83 14.74 14.61 
SB 10 35.91 35.64 35.23 35.59 
SB 16 24.89 25.84 26.51 25.74 
SB 20 21.22 22.27 22.03 21.84 
SB 24 14.28 18.22 17.50 16.66 
SB 43 10.61 11.01 11.74 11.12 
SB 45 26.23 29.66 29.20 28.36 

 
 จากการวเิคราะห์ความสามารถในการลดปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินในกากถัว่
เหลืองดิบ พบวา่ความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินของไอโซเลท SB 3, SB 10, 
SB16, SB 20, SB 20, SB 24, SB 43 และ SB 45  สามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 14.61, 
35.59, 25.74, 21.84, 16.66, 11.12 และ 28.36  เปอร์เซ็นต ์จากผลการวเิคราะห์พบวา่ไอโซเลท SB10 
สามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินไดม้ากท่ีสุดคือสามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินได ้
35.59  เปอร์เซ็นต ์ 
 
 จากการวเิคราะห์กากถัว่เหลืองดิบมีสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 4.035 มิลลิกรัมต่อกรัมของ
กากถัว่เหลือง  ซ่ึงรายงานของ Dale et al., 1987 พบวา่ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินระหวา่ง  
1-3 มิลลิกรัมต่อกรัมของกากถัว่เหลืองถือไดว้า่อยูใ่นเกณฑท่ี์เหมาะสมต่อการใชก้ากถัว่เหลืองมา
ประกอบสูตรอาหารสัตว ์ ในการทดสอบความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินของ 
ทั้ง 7 ไอโซเลท มีความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินดงัน้ี 3.44, 2.59,  2.99, 3.15, 
3.39, 3.58, 2.89  มิลลิกรัมต่อกรัมของกากถัว่เหลือง ตามไอโซเลท SB3,SB 10, SB 16, SB 20,  
SB 24, SB 43, SB 45 ตามล าดบั ซ่ึงเร่ิมตน้กากถัว่เหลืองดิบมีสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 4.035 
มิลลิกรัมต่อกรัมของกากถัว่เหลือง จากผลการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินพบวา่ ไอโซเลทSB 10 
สามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินใหอ้ยูใ่นเกณฑท่ี์เหมาะสมต่อการใชก้ากถัว่เหลืองในสูตร
อาหารสัตว ์
 



 

47 
 

4.   การจัดจ าแนกแบคทเีรียกรดแลคติกในกากถั่วเหลอืงดิบระดับสปีชีส์ 
 
 การจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติกสามารถจ าแนกเบ้ืองตน้ไดใ้นระดบัสกุลโดยอาศยัลกัษณะ
ทางสัณฐานวทิยาและคุณลกัษณะทางกายภาพ เช่น ลกัษณะและการจดัเรียงตวัของเซลลภ์ายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ การผลิตคาร์บอนไดออกไซดจ์ากกระบวนการหมกักลูโคส  การเจริญท่ีอุณหภูมิ
และความเขม้ขน้เกลือระดบัต่างๆ การทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่างต่างๆ เป็นตน้ 
(Axelsson,1998) และสามารถใชข้อ้มูลจากการทดสอบทางชีวเคมีร่วมดว้ย โดยน าขอ้มูลท่ีไดม้า
เปรียบเทียบกบัขอ้มูลของ Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology ( 2009 ) จะท าใหท้ราบถึง
ระดบัสปีชีส์ ในปัจจุบนัหากตอ้งการความแม่นย  าในการจดัจ าแนกสามารถอาศยัเทคนิคทางชีว
โมเลกุล เช่น การศึกษาล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยีน 16S rRNA (อา้งอิงWoese,1987) มาใช้
ในการจ าแนกแบคทีเรียกรด-แลคติกไดถึ้งในระดบัสปีชีส์ 
 
 การจดัจ าแนกในระดบัสกุล(genera) ของแบคทีเรียกรดแลคติก โดยอาศยัลกัษณะทาง
สัณฐานวทิยา (morphological characteristic) และการเรียงตวัของเซลล ์ความสามารถในการเจริญท่ี
อุณหภูมิและความเขม้ขน้ของเกลือระดบัต่างๆ การทนต่อสภาวะความเป็นกรด-ด่าง (pH) การผลิต
เอนไซมค์าตาเลส (catalase) และการผลิตคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 ) จากน ้าตาลกลูโคส  ดงัตาราง
ท่ี  9  และการทดสอบทางชีวเคมี ดงัตารางท่ี 10  
 
 เม่ือท าการจดัจ าแนกแบคทีเรียกรดแลคติก โดยอาศยัลกัษณะทางสัณฐานวทิยา การเรียงตวั
ของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์โดยใชก้ าลงัขยาย 1,000  เท่า พบวา่ แบคทีเรียทั้ง 7ไอโซเลท มี
รูปร่างท่อน ไม่สร้างสปอร์ และไม่เคล่ือนท่ี  การทดสอบคาตาเลสเป็นลบ ซ่ึงคุณสมบติัเหล่าน้ีจดั 
เป็นคุณสมบติัพื้นฐานของแบคทีเรียกรดแลคติก (Salminen,1998) 
 
 ผลการศึกษาความสามารถในการเจริญท่ีอุณหภูมิ ความเขม้ขน้ของเกลือ  การทนต่อสภาวะ
ความเป็นกรดด่าง การผลิตเอนไซมค์าตาเลส และการผลิตคาร์บอนไดออกไซดจ์ากน ้าตาลกลูโคส 
ดงัตารางท่ี 9   เม่ือพิจารณาความสามารถการเจริญท่ีอุณหภูมิ 15 และ 45 องศาเซลเซียส  พบวา่ทั้ง 7 
ไอโซเลทไม่สามารถเจริญท่ีอุณหภูมิ 15 องศาเซลเซียส แต่สามารถเจริญไดท่ี้อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีโซเดียมคลอไรด ์6.5 เปอร์เซ็นต ์พบการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 7  
ไอโซเลท แต่เม่ือเพิ่มความเขม้ขน้ของโซเดียมคลอไรดเ์ป็น 18 เปอร์เซ็นต ์ไม่พบการเจริญของ
แบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลท อาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการปรับความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เป็น 4.5 พบการ
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เจริญของแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลท แต่ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีท าการปรับความเป็นกรด-ด่างเร่ิมตน้เป็น  
9.6 ไม่ พบการเจริญของแบคทีเรียทั้ง 7 ไอโซเลท     
 
ตารางที ่9 ลกัษณะทางสัณฐานวทิยาและการทดสอบการเจริญของแบคทีเรียกรดแลคติกใน 
    อาหารเล้ียงเช้ือเหลว MRS ท่ีสภาวะต่างๆ 
 
ลกัษณะการทดสอบ SB3 SB10 SB16 SB20 SB24 SB43 SB45 
     การติดสีแกรมa 

     รูปร่าง 
     การเคล่ือนท่ีb 

     การสร้างสปอร์c 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

 
+ 

Rod 
- 
- 

การเจริญท่ีอุณหภูมิd 

     15  องศาเซลเซียส 
     45  องศาเซลเซียส 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

 
- 
+ 

การ เจ ริญในอาหาร ท่ี มี 
NaCld 

     6.5  เปอร์เซ็นต ์
     18   เปอร์เซ็นต ์

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

 
+ 
- 

การเจริญท่ีความเป็น 
กรด-ด่างd 

     4.5 
     9.6 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

 
 

+ 
- 

การทดสอบคาตาเลสe - - - - - - - 
การสร้าง CO2 จากกลูโคส

f + + + + + + + 

หมายเหตุ  a+ ติดสีแกรมบวก, - ติดสีแกรมลบ b+ เคล่ือนท่ี, - ไม่เคล่ือนท่ี 
     c+ สร้างสปอร์, - ไม่สร้างสปอร์  d+ เจริญ, - ไม่เจริญ 
     e+ สร้างคาตาเลส, - ไม่สร้างคาตาเลส f+ สร้าง CO2, - ไม่สร้าง CO2 
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ตารางที่ 10  แสดงการทดสอบปฏิกิริยาทางชีวเคมีในการจดัจ าแนกสายพนัธ์ุของแบคทีเรีย 
        กรดแลคติกท่ีแยกไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบ 
 

TEST           SB 3            SB 10           SB 16          SB 20           SB 24            SB 43            SB 45 
Spore Non spore Non spore Non spore Non spore Non spore Non spore  Non spore 

Catalase - - - - - - - 
H2S - - - - - - - 

Indole - - - - - - - 
Motile - - - - - - - 

Litmus milk Clot Clot Clot Clot Clot Clot Clot 
Nitrate - - - - - - - 
Gelatin - - - - - - - 
Urease - - - - - - - 

         Esculin hydrolysis + + + + + + + 
        Starch hydrolysis - - - - - - - 

Dextrose + + + + + + + 
Fructose - + + + + + + 
Lactose + + + + + + + 
Maltose + + + + + + + 
Mannose W + + + + - - 

Mannitol W W - - - - - 

Salicin - W -/W - - - - 

Sucrose + + + + + + + 
Xylose - - - - - - - 

Arabinose + + + + + + + 
Starch - - - - - - - 

Symbols: +,positive; -,negative; w=wait  
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 ไอโซเลทท่ีคดัแยกจากกากถัว่เหลืองเม่ือตรวจสอบลกัษณะของการติดสีแกรมและรูปร่าง
ของเช้ือ พบวา่เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างท่อน  เม่ือน าแบคทีเรียกรดแลคติกมาศึกษาวถีิการ
สร้างกรด โดยน าเช้ือจุลินทรียม์าเล้ียงในหลอดทดลองท่ีมีอาหารเหลว MRS ท่ีมีหลอดดกัแก๊ซ แลว้
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบวา่มีแก๊ซเกิดข้ึนในหลอดดกัแก๊ซ 
แสดงวา่จุลินทรียท่ี์แยกไดมี้วิถีการสร้างกรดแบบ heterofermentative  การสร้างกรดแลคติกของ
แบคทีเรียกรดแลคติกเกิดจากการใชส้ารประกอบคาร์โบไฮเดรตในกระบวนการเมแทบอลิซึมได้
กรดแลคติกเป็นผลิตภณัฑ ์แบคทีเรียกรดแลคติกจดัเป็นจ านวนnonsporulating microaerophilic 
bacteria มีผลิตภณัฑห์ลกัท่ีไดจ้ากการหมกัคือ กรดแลคติก (วรรณทิชา,2549)  
 
 แบคทีเรียวงศ ์Lactobacillaceae  มีอยูเ่พียง 1 จีนสั คือ Lactobacillus เซลลมี์รูปร่างเป็น
ท่อน แต่บางคร้ังอาจโคง้งอ ปรากฏเป็นเซลลเ์ด่ียวหรือต่อเป็นลูกโซ่ ติดสีแกรมบวก ไม่ตอ้งการก๊าซ
ออกซิเจน ก่ึงไม่ตอ้งการก๊าซออกซิเจน เพื่อการเจริญเติบโต ไดพ้ลงังานจากการออกซิไดส์สารเคมี
และใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน ตอ้งการสารประกอบเฉพาะหลายอยา่งเพื่อการเจริญเติบโต 
(สุพจน์,2545) Lactobacillus เจริญไดดี้ในสารอาหารท่ีมีสภาพเป็นกรดช่วงความเป็นกรด-ด่าง 5.5-
5.8 เม่ือหมกัยอ่ยน ้าตาลกลูโคสจะใหผ้ลผลิตส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก 
 
 การทดสอบการสร้างเอนไซมค์าตาเลส (catalase test) แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้าง
เอนไซมค์าตาเลสได ้ซ่ึงตรวจสอบไดโ้ดยการใชไ้ฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์(H2O2) ซ่ึงเอนไซมค์า
ตาเลสจะสลาย H2O2 กบั  O2  หากมีฟองก๊าซเกิดข้ึนแสดงผลเป็นบวก นัน่คือเช้ือจุลินทรียช์นิดนั้น
สามารถสร้างเอนไซมค์าตาเลสได ้ เม่ือท าการทดสอบคาตาเลส โดยแตะโคโลนีบริสุทธ์ิท่ีเตรียมไว้
มาข่ียลงบนแผน่สไลดท่ี์หยดดว้ยสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด ์พบวา่ไม่มีฟองอากาศเกิดข้ึน 
แสดงผลเป็นลบ หรือไม่สร้างคาตาเลส   ซ่ึงไอโซเลทท่ีคดัแยกจากกากถัว่เหลืองดิบทั้ง 7 ไอโซเลท 
เม่ือท าการทดสอบคาตาเลสแสดงผลเป็นลบ แสดงวา่ไอโซเลททั้ง 7 ไม่สามารถสร้างเอนไซม ์     
คาตาเลส (นอ้มจิตต,์ 2542 )  แบคทีเรียแกรมบวกและใหผ้ลคาตาเลสเป็นลบ จดัเป็นแบคทีเรียกรด
แลคติก (ธณิกานต,์ 2547) 
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 ปฏิกิริยาชีวเคมีของแบคทีเรียเก่ียวขอ้งกบัเอนไซมช์นิดต่างๆ การท่ีแบคทีเรียจะสามารถใช้
สารอาหารเพื่อด ารงชีวติได ้สารอาหารนั้นตอ้งซึมผา่นเขา้ไปภายในเซลล ์ถา้สารอาหารนั้นมี 
โมเลกุลขนาดใหญ่ เช่น สารประกอบพวกโปรตีน คาร์โบไฮเดรทและไขมนั แบคทีเรียจะสร้าง
เอนไซมแ์ละขบัออกมาภายนอกเซลลเ์พื่อท าการยอ่ยสลาย สารอาหารเหล่านั้นใหมี้โมเลกุลเล็กลง 
พอท่ีจะซึมผา่นผนงัเซลลไ์ปได ้เอนไซมเ์หล่าน้ีมีช่ือเรียกง่ายๆ วา่ exoenzyme จากนั้น endoenzyme 
ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์แบคทีเรียสร้างข้ึนภายในจะเขา้ท าปฏิกิริยาทางชีวเคมีเปล่ียนสารอาหารเหล่านั้น
มาใชใ้หเ้ป็นประโยชน์ในการด ารงชีวติต่อไป ตวัอยา่งเช่น การทดสอบการยอ่ยเจลาติน (gelatin   
liqueaction) นั้น เจลาตินเป็นอาหารเล้ียงเช้ือท่ีอยูใ่นสภาพก่ึงแขง็ก่ึงเหลว (semisolid) โดยท่ี
อุณหภูมิต ่ากวา่ 20 องศาเซลเซียส จะอยูใ่นสภาพของแขง็ ถา้อุณหภูมิสูงกวา่ 20 องศาเซลเซียส จะ
อยูใ่นสภาพของเหลว แบคทีเรียบางชนิดสามารถสร้างเอนไซม ์gelatinase ออกมายอ่ยเจลาตินให้
เหลวได ้ซ่ึงเรียกปรากฏการณ์น้ีวา่ liquefaction ซ่ึงทั้ง 7ไอโซเลทท่ีแยกไดไ้ม่มีคุณสมบติัในการยอ่ย
เจลาติน จึงใหผ้ลการทดสอบเป็นลบ 
 
 การทดสอบความสามารถในการสร้างอินโดล (Indole test) แบคทีเรียบางชนิดมี
ความสามารถแยกอินโดลออกจากกรดอะมิโนพวก tryptophanได ้ตรวจสอบการเปล่ียนแปลงน้ีได ้
โดยเล้ียงเช้ือในอาหารท่ีมี tryptophan เพียงพอ แลว้ตรวจสอบอินโดลโดยหยดสารละลายท่ีมี para- 
dimethylaminobenzaldehyde เช่น Kovac’s reagent  ซ่ึงมี amyl alcohol ไวส้กดัอินโดลท่ีออกมาให้
ลอยข้ึนมาบนผวิหนา้ ซ่ึงจะเกิดเป็นวงแหวนสีแดง จากการทดลองพบวา่ไอโซเลททั้ง 7 ท่ีแยกได ้
ไม่มีความสามารถในการสร้างอินโดล ไม่เกิดวงแหวนสีแดง ดงันั้นจึงใหผ้ลเป็นลบ 
 
 การทดสอบการรีดิวส์ไนเตรท (nitrate reduction) แบคทีเรียบางชนิดสามารถใชเ้กลือไน   
เตรทเป็นตวัรับอิเลคตรอน (electron acceptor) ไดแ้ละจะถูกเปล่ียนเป็นสารประกอบไนไตรท ์ซ่ึง
ทดสอบไดโ้ดยใชส้ารละลาย sulfanilic acid กบั alpha-napthylamine จะไดสี้แดง แสดงวา่แบคทีเรีย
นั้นสามารถรีดิวส์สารประกอบไนเตรทได ้แต่ถา้ไม่เกิดสีแดงยงัสรุปไม่ไดท้นัทีวา่สารประกอบไน     
เตรทไม่ถูกรีดิวส์ตอ้งทดสอบยนืยนัโดยการใส่ผงสังกะสีลงไป ถา้สารประกอบไนเตรทไม่ถูกรีดิวส์ 
โดยแบคทีเรียจะตอ้งยงัเหลืออยูใ่นอาหารเล้ียงเช้ือ ก็จะถูกรีดิวส์ในคร้ังน้ี โดยผงสังกะสี ซ่ึงจะท าให้
เกิดสีแดงข้ึนภายหลงัจากใส่ผงสังกะสีแลว้ จึงสรุปไดว้า่แบคทีเรียนั้นไม่สามารถรีดิวส์สารประกอบ
ไนเตรท แต่ถา้หลงัจากใส่ผงสังกะสีแลว้ ยงัคงไม่เกิดสีแดง แสดงวา่เช้ือแบคทีเรียนั้นสามารถรีดิวส์
สารประกอบไนเตรทได ้เป็นเป็นสารประกอบไนไตรท ์แลว้ถูกรีดิวส์ต่อไปเป็นแอมโมเนียหรือ
แก๊สไนโตรเจนได ้
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 การทดสอบการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต ์(hydrogen sulfide production) แบคทีเรียบาง
ชนิดสามารถยอ่ยสลายโมเลกุลของโปรตีนหรือกรดอะมิโน ท่ีมีก ามะถนัเป็นองคป์ระกอบใหเ้ป็น 
H2S  ไดซ่ึ้ง H2S   จะไปท าปฏิกิริยากบัอิออนของตะกัว่ในอาหารนั้น เกิดเป็นซลัไฟดข์องตะกัว่ซ่ึงมี
สีน ้าตาลด า ซ่ึงจากการทดลองพบวา่ ไอโซเลททั้ง 7 ท่ีแยกไดไ้ม่พบการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต ์
 
 การทดสอบการใชส้ารอาหารต่างๆ ในน ้านม น ้านมประกอบดว้ยส่วนประกอบใหญ่ๆ 
ดงัน้ีคือ น ้าตาลแลคโตส ไขมนั casein แบคทีเรียบางชนิดสามารถเฟอร์เมนตน์ ้าตาลแลคโตสใหเ้ป็น 
กรดต่างๆ โดยเฉพาะกรดแลคติก ไขมนัจะถูกเปล่ียนเป็น fatty acid และ glycerol ส่วน casein ก็จะ
ถูกยอ่ยท าใหน้ ้านมใสและเหลวข้ึน ซ่ึงในการทดสอบจะใช ้litmus milk ซ่ึงประกอบดว้ย skim milk 
(น ้านมท่ีแยกไขมนัออกไปแลว้) และมี litmus เป็นอินดิเคเตอร์ แบคทีเรียบางชนิดเฟอร์เมนตน์ ้าตาล
แลคโตส ใหก้รดชนิดต่างๆ โดยเฉพาะกรดแลคติก ท าใหค้วามเป็นกรด-ด่างต ่าลง จนท าใหโ้ปรตีน
ในน ้านมจบัตวักนัเป็นตะกอนแขง็ (curd) แยกจากส่วนท่ีเป็นน ้า เรียกวา่ acid curd ในบางคร้ังถา้
แบคทีเรียใชน้ ้าตาลแลว้เกิดก๊าซร่วมดว้ยก๊าซจะดนั curd ใหแ้ตกแยกหรือลอยข้ึนมาได ้แบคทีเรีย
บางชนิดสร้าง clotting enzyme ช่ือ rennin ท าใหโ้ปรตีนในน ้านมจบัตวักนัเป็นตะกอน ซ่ึงมีลกัษณะ
อ่อนนุ่ม เรียกวา่ rennet curd หรือ sweet curd แบคทีเรียบางชนิดไม่เฟอร์เมนต ์แลคโตส แต่จะใช้
โปรตีนในน ้านมเป็นแหล่งของพลงังานแทน โดยปล่อยเอนไซมอ์อกมา hydrolyze โปรตีนในน ้านม 
เรียกปฏิกิริยาน้ีวา่ peptonization เป็นผลใหน้ ้านมมีลษัณะใสข้ึนและมีความเป็นกรด-ด่างเป็นกรด 
ซ่ึงไอโซเลท  ทั้ง 7 ไอโซเลทท่ีแยกไดมี้ความสามารถท าให ้litmus milk เกิดการ clot ได ้
  
 แบคทีเรียวงศ ์Lactobacillaceae  มีอยูเ่พียง 1 จีนสั คือ Lactobacillus เซลลมี์รูปร่างเป็น
ท่อน แต่บางคร้ังอาจโคง้งอ ปรากฏเป็นเซลลเ์ด่ียวหรือต่อเป็นลูกโซ่ ติดสีแกรมบวก ไม่ตอ้งการก๊าซ
ออกซิเจน ก่ึงไม่ตอ้งการก๊าซออกซิเจน เพื่อการเจริญเติบโต ไดพ้ลงังานจากการออกซิไดส์สารเคมี
และใชส้ารอินทรียเ์ป็นแหล่งคาร์บอน ตอ้งการสารประกอบเฉพาะหลายอยา่งเพื่อการเจริญเติบโต 
(สุพจน์,2545) Lactobacillus เจริญไดดี้ในสารอาหารท่ีมีสภาพเป็นกรดช่วงความเป็นกรด-ด่าง 5.5-
5.8 เม่ือหมกัยอ่ยน ้าตาลกลูโคสจะใหผ้ลผลิตส่วนใหญ่เป็นกรดแลคติก 
 
 แบคทีเรียกรดแลคติก L. fermentum เป็นแบคทีเรียท่ีมีรูปร่างเซลลเ์ป็นท่อน ติดสีแกรมบวก 
เจริญไดดี้ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ไม่ตอ้งการออกซิเจนหรือก่ึงไม่ตอ้งการออกซิเจน ไม่สร้าง
สปอร์ ไม่มีการเคล่ือนท่ี มีวถีิการสร้างกรดแบบ heterofermentatove ไม่มีคุณสมบติัในการยอ่ย      
เจลาติน การทดสอบการสร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต ์(hydrogen sulfide production) ไม่พบการ
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สร้างก๊าซไฮโดรเจนซลัไฟต ์ การทดสอบจะใช ้litmus milk เช้ือมีความสามารถท าให ้litmus milk 
เกิดการ clot ได ้
 
 Sanni et al., 2002 ไดท้  าการแยกแบคทีเรียกรดแลคติก L. plantarum และ L. fermentum ท่ี
คุณสมบติัในการผลิตเอนไซมอ์ะไมเลส (amylase-producing) จากอาหารพื้นเมืองของประเทศ
ไนจีเรีย (Nigerian traditional fermented foods) ไดแ้ก่ fufu, burukutu, ogi-baba และkunu-zakki 
  
 สุรีลกัษณ์ และคณะ(2554) ศึกษาความหลากหลายของสายพนัธ์ุของ Lactobacilli ท่ีพบใน
ไซเลจจากแหล่งผลิตในประเทศไทย ซ่ึงจะใหป้ระโยชน์ในการพฒันาหวัเช้ือเพื่อใชใ้นการผลิต
ไซเลจและจุลินทรียท่ี์อาจใชเ้ป็นโบรไบโอติกส าหรับสัตว ์จากการวเิคราะห์ชนิดของแบคทีเรียโดย
อาศยัสัณฐานวทิยาและคุณสมบติัทางชีวเคมีบางประการสามารถระบุชนิดท่ีไดจ้ากไซเลจ คือ        
L. plantarum,  L. acidophilus,  L. brevis,  L. buchneri ,  L. casei,  L. delbrueckii,  L. frciminis,     
L. fermentum,  L. fructosus  และ  L. gasseri 
 
5.  การตรวจสอบทางพนัธุศาสตร์โมเลกุลโดยหาล าดับเบสของยนี 16S rRNA ของเช้ือแบคทเีรีย
กรดแลคติก 
 
 เม่ือท าการศึกษาทางสัณฐานวทิยา  คุณลกัษณะทางกายภาพ และการทดสอบทางชีวเคมี ได้
คดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติก ไอโซเลท SB 10 ท่ีมีความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซม ์     
ทริปซิน เฉล่ียสูงท่ีสุดคือ 35.59 เปอร์เซ็นต ์ จึงน าไอโซเลท SB 10  ตรวจสอบลกัษณะทางพนัธุ
ศาสตร์โมเลกุลของบริเวณ 16S rRNA ในการหาล าดบัเบสเพื่อระบุสายพนัธ์ุในระดบัสปีชีส์ต่อไป 
 
 การวเิคราะห์ล าดบัเบสของยีนจากแบคทีเรียไอโซเลท SB 10 โดยการสกดัดีเอ็นเอและเพิ่ม
ปริมาณ 16S rRNA ดว้ยเทคนิค PCR (polymerase chain reaction) และหาล าดบัเบสของ 16S rRNA 
ดว้ยเคร่ืองหาล าดบัเบสอตัโนมติั ไดล้ าดบัเบสของ 16S rRNA ของแบคทีเรียไอโซเลท SB 10 แสดง
ดงัภาพท่ี 7  เม่ือน าล าดบัเบสของ 16S rRNA ท่ีไดจ้ากแบคทีเรียไอโซเลท SB 10  มาหาเปอร์เซ็นต์
ความคลา้ยคลึง (%similarity, %identity) โดยใช ้โปรแกรม BLASTn และเปรียบเทียบความเหมือน
ระหวา่งล าดบัเบสของแบคทีเรียไอโซเลท SB 10 กบัล าดบัเบสของแบคทีเรียท่ีมีอยูใ่นฐานขอ้มูล
ของ GeneBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)  ไดผ้ลแสดงในตารางท่ี 11 จากการเปรียบเทียบ
ล าดบัเบส (16S rRNA sequence) ของแบคทีเรียไอโซเลท SB 10 กบัล าดบัเบสของแบคทีเรียท่ีมีอยู่

sp
ore
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ในฐานขอ้มูลของ GeneBank พบวา่  ผลการวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทดบ์างส่วนของยนี16S rRNA 
ของแบคทีเรีย มีความคลา้ยคลึงกบัล าดบั  นิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียในฐานขอ้มูลดงัน้ี คือ  
Lactobacillus   fermentum (Accession number HM629735) 100 เปอร์เซ็นต ์ ผลการวิเคราะห์ล าดบั
นิวคลีโอไทดด์งัตารางท่ี 11 และผลการท า BLASTn ของแบคทีเรียกรดแลคติก ดงัแสดงในภาพท่ี 7 

 
ตารางที ่11  ค่า %similarity ของแบคทีเรียไอโซเลท โดยใชโ้ปรแกรมBLASTn เปรียบเทียบล าดบั 
      นิวคลีโอไทดใ์นฐานขอ้มูล GenBank 
 

Isolates Organisms Accession number % similarity 
Soybean  pulp Lactobacillus fermentum  

strain SM-7 
HM629735  550/550 (100%)  
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ผลการท า BLASTn ของแบคทเีรียกรดแลคติก 
   

>gi|300490530|gb|HM629735.1|  Lactobacillus fermentum strain SM-7 16S ribosomal 

RNA gene, partial sequence 

Length=1462 

 

 Score =  993 bits (1100),  Expect = 0.0 

 Identities = 550/550 (100%), Gaps = 0/550 (0%) 

 Strand=Plus/Plus 

 

Query  1     TTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGT  60 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  601   TTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAACTGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGT  660 

 

Query  61    GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC  120 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  661   GGAACTCCATGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAGGC  720 

 

Query  121   GGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA  180 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  721   GGCTACCTGGTCTGCAACTGACGCTGAGACTCGAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGA  780 

 

Query  181   TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC  240 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  781   TACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTC  840 

 

Query  241   AGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT  300 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  841   AGTGCCGGAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACT  900 

 

Query  301   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG  360 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  901   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACG  960 

 

Query  361   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC  420 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  961   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAACCCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTC  1020 

 

Query  421   GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  480 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1021  GGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  1080 

 

Query  481   AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAG  540 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

Sbjct  1081  AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTAG  1140 

 

Query  541   TGAGACTGCC  550 

             |||||||||| 

Sbjct  1141  TGAGACTGCC  1150 

 
 
ภาพที ่6  ผลการเปรียบเทียบล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี partial 16 s rRNA  sequence ของ 
   แบคทีเรียไอโซเลท  (เส้นบน:Query) กบัล าดบันิวคลีโอไทดข์องเช้ือ L. fermentum  
   Strain SM-7 (เส้นล่าง:Sbjct) 
 
 
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300490530?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=74FBHTZV011
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6.  ศึกษาสภาวะทีเ่หมาะสมในการหมักกากถั่วเหลืองดิบโดยใช้แบคทเีรียกรดแลคติก 
 

 จากการท่ีไดค้ดัเลือกแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีความสามารถในการลดปริมาณสารยบัย ั้ง
เอนไซมท์ริปซินในกากถัว่เหลืองดิบ เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบคือเช้ือ 
Lactobacillus fermentum SB 10 การทดลองน้ีจึงน าเช้ือ  L. fermentum SB 10 มาศึกษาสภาวะท่ี
เหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลืองดิบ โดยใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั 
และเติมกากน ้าตาลท่ี 0, 3, 6 และ 10  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ 30, 37, 45 
 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง แสดงดงัตารางท่ี 12  
 
ตารางที ่12 การลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชเ้ช้ือ 
                   L. fermentum SB10 ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณ 
                  กากน ้าตาล 0, 3, 6 และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และหมกัท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ 45  
     องศาเซลเซียส 
               
ปริมาณช้ือ 
(เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนัก) 

ปริมาณกากน า้ตาล 
(เปอร์เซ็นต์โดย

น า้หนัก) 

ปริมาณสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน (mg/g) 
อุณหภูมิที่เกบ็บ่ม (องศาเซลเซียส) 

30 37 45 
1 0 

3 
6 
9 

8.63d 
8.31d 
7.73d 
8.21cd 

8.39e 
7.60d 
7.55d 
7.61d 

8.62e 
7.73de 
7.44d 
6.31c 

5 0 
3 
6 
9 

8.38d 
8.40d 
5.28a 
6.68c 

7.41d 
5.24c 
2.62a 
3.88b 

7.56d 
6.02bc 
5.02a 
5.04a 

10 0 
3 
6 
9 

8.43d 
8.41d 
6.56b 
8.06cd 

7.41d 
5.84c 
4.45b 
5.31c 

8.28dc 
6.26c 
5.16ab 
5.98bc 

หมายเหตุ  ตวัอกัษรท่ีเหมือนกนัแสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 ปัจจุบนัมีการน าเอาจุลินทรีย ์ Lactobacillus spp .ซ่ึงเป็นแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติ(Lactic 
acid bacteria) มาใชใ้นการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตไซเลจ เพิ่มคุณค่าทางโภชนะและลดปัญหาท่ี
เกิดข้ึนจากการผลิตไซเลจ เช่น การเกิดกรดน ้าส้ม การเกิดกล่ินแอลกอฮอลเ์ป็นตน้ ปัญหาท่ีเกิดข้ึน
เหล่าน้ีเกิดจากการมีปริมาณแบคทีเรียกรดแลคติกในกระบวนการเร่ิมตน้การหมกัท่ีต ่าเกินไป การ
เพิ่มการท างานของแบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกใหม้ากข้ึนจะช่วยลดระดบัความเป็นค่าความเป็น
กรด-ด่าง ในระดบัท่ีจุลินทรียท่ี์เป็นสาเหตุของการเส่ือมเสียของพืชอาหารสัตวไ์ม่สามารถ
เจริญเติบโตได ้(อ านาจ,2540)  แบคทีเรียท่ีผลิตกรดแลคติกมีความสามารถในการทนต่อสภาพ
ความเป็นความเป็นกรด-ด่างต ่าไดส้ซ่ึงความเป็นกรด-ด่างท่ีเหมาะสมต่อการเจริญอยูท่ี่ระหวา่ง 
5.0-6.0 และยงัสามารถเจริญไดเ้ม่ือระดบัความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 3.5-4.0 (Knicky,2005)  ความ
เป็นกรด-ด่างท่ีปริมาณเซลลสู์งสุดต ่าลงมาก ซ่ึงการท่ีความเป็นกรด-ด่างต ่าลงน้ี ท าใหเ้ช้ือจุลินทรีย์
ตอ้งใชพ้ลงังานเพิ่มข้ึนในการรักษาสมดุลความเป็นกรด-ด่างภายในเซลล ์กลไกน้ีท าใหสู้ญเสีย
พลงังาน ส่งผลใหก้ารเติบโตของเซลลช์า้ลง (สุมณฑา, 2545) สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ 
Narendranath and Power (2005) ซ่ึงพบวา่อตัราการเติบโตจ าเพาะของ  L. pentosus ลดลงเม่ืออาหาร
มีความเป็นกรด-ด่างต ่ากวา่ 5.5  Caldwell (1995) รายงานวา่ความเป็นกรด-ด่างสูงหรือต ่าเกินไป จะ
ท าใหจุ้ลินทรียสู์ญเสียพลงังานมากในการน าไฮโดรเจนเขา้และออกจากเซลลเ์พื่อปรับสมดุลความ
เป็นกรด-ด่าง เป็นผลใหก้ารเติบโตลดลง และหากความเป็นกรด-ด่างสูงหรือต ่าเกินกวา่ท่ีจุลินทรีย์
จะปรับตวัไดจ้ะส่งผลต่อการท างานของเอนไซมห์ลายชนิดซ่ึงแสดงกิจกรรมไดใ้นช่วงความเป็น  
กรด-ด่างท่ีเหมาะสมเฉพาะของแต่ละชนิด ผลท่ีตามมานอกจากจุลินทรียมี์การเติบโตชา้แลว้ การ
สร้างผลิตภณัฑก์็จะไม่เกิดข้ึน 
 
 สุพรรณิการ์ (2544) ศึกษาสูตรอาหารท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงเช้ือ Pediococcus 
acidilactic (M6) พบวา่ชนิดของแหล่งคาร์บอนท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของเซลล ์คือกากน ้าตาล 
และความเขม้ขน้ของกากน ้าตาลท่ีเหมาะสมต่อการเพาะเล้ียงคือ 7 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

  

 เสริมศกัด์ิ (2546) ศึกษาเพื่อหาความเขม้ขน้ของกากน ้าตาลท่ีเหมาะสมในการหมกักาก 
มนัส าปะหลงั โดยการทดลองน้ีใส่กากมนัส าปะหลงัลงในฟลาสก ์จากนั้นปรับความช้ืนใหไ้ด ้50 
เปอร์เซ็นต ์ดว้ยกากน ้าตาลความเขม้ขน้ 0,2,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และน าไปบ่มกบั 
S.cerevisiae  และ  R.oligosporus พบวา่เม่ือเติมกากน ้าตาลความเขม้ขน้ 2 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั 
โดยเม่ือเปรียบเทียบกบัการไม่ไดเ้ติมกากน ้าตาลจะท าให้จุลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้ข้ึน เพราะ
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กากน ้าตาลเป็นแหล่งคาร์บอนใหก้บัจุลินทรีย ์และท่ีส าคญัจุลินทรียส์ามารถน าน ้าตาลซ่ึงเป็น
องคป์ระกอบหลกัของกากน ้ าตาลไปใชไ้ดเ้ลย ซ่ึงเม่ือกากน ้าตาลความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมจะท าให้
จุลินทรียเ์จริญเติบโตไดดี้ แต่ในทางกลบักนัเม่ือเติมกากน ้าตาลความเขม้ขน้มากเกินไปจะเป็นพิษ
กบัเซลลข์องจุลินทรีย ์    
 

 จากการท่ีไดศึ้กษา  L. fermentum SB 10 ไปหมกักากถัว่เหลืองดิบเพื่อเป็นไซเลจ พบวา่
สภาวะเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกักากน ้าตาล  6  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง ผลท่ีไดใ้นชัว่โมงท่ี 36 และ 48 ชัว่โมง ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) จากการหมกัท่ีใชเ้วลา 24 ชัว่โมง (ตารางท่ี 13 )
ดงันั้นจึงเลือกใชส้ภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเช้ือ  L. fermentum SB 10 เพื่อลดการท างานของ 
สารยบัย ั้งเอนไซม ์ทริปซินคือ ใชป้ริมาณเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกักากน ้าตาล 6 เปอร์เซ็นต ์
โดยน ้าหนกั อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง 
 

 You-ling GAO  et al., 2013 ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลือง โดยเช้ือ      
L. brevis และ   A. oryzae ทั้ง 2 เช้ือสามารถลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน จากก่อนการหมกักากถัว่
เหลืองมีปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน15.0 มิลลิกรัมต่อกรัม พบวา่การหมกัดว้ย เช้ือ L. brevis 
ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินลดลงเหลือ 6.4 มิลลิกรัมต่อกรัม และการหมกัดว้ยเช้ือ A. oryzae  
ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 1.6 มิลลิกรัมต่อกรัม  
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
 Dale  et al.,1987  พบวา่ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินระหวา่ง 1-3 มิลลิกรัมต่อกรัม
ของกากถัว่เหลืองถือไดว้า่อยูใ่นเกณฑท่ี์เหมาะสมต่อการใชก้ากถัว่เหลืองมาประกอบสูตรอาหาร
สัตว ์ซ่ึงจากการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการลดปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินในกากถัว่
เหลืองดิบ เพื่อใหไ้ดส้ารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินมีปริมาณลดลง โดยมีการศึกษา 3 ปัจจยั ดงัน้ี 
ปริมาณของเช้ือ L. fermentum SB 10 ท่ีปริมาณ1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ปริมาณ
กากน ้าตาล 0, 3, 6 และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และอุณหภูมิท่ี 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินลดลง  โดยสภาวะน้ีแตกต่างจากสภาวะ
อ่ืนๆ ในทางสถิติอยา่งมีนยัส าคญั (p<0.05)  ซ่ึงผลการศึกษาปริมาณของเช้ือ L. fermentum SB 10  
ท่ีปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  อุณหภูมิ 37  
องศาเซลเซียส พบวา่สารลดการยบัย ั้งของเอนไซมท์ริปซิน อยูท่ี่ 2.62มิลลิกรัมต่อกรัม ซ่ึงอยูใ่น
เกณฑท่ี์ Dale et al.,1987ไดก้ล่าวไว ้ส่วนสภาวะการหมกัอ่ืนปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ี
ตรวจหลงัการหมกัยงัเกินเกณฑท่ี์กล่าวไว ้ ดงันั้นสภาวะท่ีเหมาะสมกบัการหมกักากถัว่เหลืองดิบ
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คือ ใชป้ริมาณเช้ือ L. fermentum SB 10 ท่ีปริมาณ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และเติมกากน ้าตาล 6 
เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง เม่ือหมกัสภาวะดงักล่าวแลว้ ค่า
ความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณกรดแลคติก และจ านวนเช้ือจุลินทรียแ์บคทีเรียกรดแลคติกยงัอยูใ่น
เกณฑคุ์ณภาพของไซเลจ ตามท่ีสุพรรณนิการ์ (2544) ลกัษณะไซเลจท่ีดีควรมีค่าความเป็นกรด-ด่าง 
4.2  ปริมาณกรดแลคติก 3-13 เปอร์เซ็นต ์และมีการเติมแบคทีเรียกรดแลคติกเพื่อเพิ่มคุณภาพของ
ไซเลจ  ดงัภาพท่ี 7 
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ภาพที ่7  แสดงความสัมพนัธ์ระหวา่งค่าความเป็นกรด-ด่าง ปริมาณกรดแลคติกและจ านวน 
   เช้ือแบคทีเรียกรดแลคติก ท่ีสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชป้ริมาณเช้ือ  
   L. fermentum SB 10  ท่ีปริมาณเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 
   6  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  อุณหภูมิในการหมกั37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 

 จากการศึกษาพบวา่ เม่ือเช้ือ L. fermentum SB10 จ  านวนเซลลมี์แนวโนม้เพิ่มข้ึนจาก  
5.97x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร  ในชัว่โมงท่ี 3 เป็น 7.00 x107 โคโลนีต่อมิลลิลิตร ในชัว่โมงท่ี 24  ค่า
ความเป็นกรด-ด่างมีแนวโนม้ลดลงจาก 5.5 เป็น 3.4  ส่วนกรดแลคติกมีแนวโนม้เพิ่มข้ึนเม่ือเวลาใน
การหมกัเพิ่มข้ึน  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการทดลองของ Almeida  et al., 2007 พบวา่ ในระหวา่งกระบวน 
การหมกัเช้ือ L. platarum  และ L. pentosus  ค่าความเป็นกรด-ด่างลดลงจาก 6.5 เป็น3.4  
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กรดแลคติกเป็นสารเมแทบอไลต ์(fermentation metabolite) ท่ีมีความส าคญัในกระบวนการหมกั   
Muck(1991) และ Woolford (1995) รายงานวา่การผลิตไซเลจท่ีมีคุณภาพดีควรมีแบคทีเรียกรด    
แลคติก 106 -107 โคโลนีต่อกรัมของพืช จะท าใหไ้ซเลจมีคุณภาพดี การใชแ้บคทีเรียกรดแลคติก
ผสมท่ีประกอบดว้ย L.plantarum, L.brevis, P.acidilactici ในไซเลจผสมถัว่และหญา้(Stokes, 
1992) แสดงใหเ้ห็นวา่การเติมแบคทีเรียกรดแลคติกจะช่วยเพิ่มปริมาณกรดแลคติก ท าใหไ้ซเลจมี
ความน่ากิน การเติมกากน ้าตาล เพื่อช่วยใหจุ้ลินทรียมี์อาหารส าหรับเพิ่มจ านวนและสร้างกรดได้
อยา่งรวดเร็ว (ทองเลียน,2541) 
 
ตารางที ่13  ศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชเ้ช้ือ L. fermentum SB10 ท่ีใชป้ริมาณเช้ือ 
                    ท่ี 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และหมกัท่ี 
       อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีเวลา 24, 36 และ 48 ชัว่โมง 
 
การหมักกากถั่วเหลอืง 

L. fermentum SB10 

เวลาทีใ่ช้ในการหมัก (ช่ัวโมง) 

24 36 48 

TI (mg/g) 2.92NS 2.98NS 3.00NS 

pH 3.40NS 3.42NS 3.42NS 

%LA 3.34NS 3.21NS 3.21NS 

Curde Protein 26.78NS 26.62NS 26.54NS 

LAB (CFU/g) 3.94 x107NS 3.45 x107NS 3.40 x107NS 

 
 หมายเหตุ NS:not significance 
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ตารางที ่14   เปรียบเทียบคุณภาพของไซเลจและคุณภาพของไซเลจกากถัว่เหลืองดิบท่ีหมกัดว้ย  
        L. fermentum SB 10 ท่ีปริมาณเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั ปริมาณกากน ้าตาล 
        6 เปอร์เซ็นต ์เก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง 
 

ลกัษณะของไซเลจ ลกัษณะคุณภาพไซเลจทีด่ี  L. fermentum SB 10 
TI (mg/g) 1-3 mg/g 2.62 mg/g 
ความเป็นกรด-ด่างของไซเลจ 3.5-4.2 3.4 
กรดแลคติก (%) 3-13% 5.1% 
DM,%fresh weight 65-70% 75% 
Lactic acid bacteria 106-107CFU/g 7.00 x107 CFU/g 

 
 Woolford (1995) เสนอวา่การผลิตไซเลจอาหารสัตวท่ี์มีคุณภาพดีท าไดโ้ดยการผลิตไซเลจ
ท่ีมีการเติมแบคทีเรียกรดแลคติก 106-107 CFU/g พืช 
 
 จากการท่ีไดศึ้กษา  L. fermentum SB 10 น าไปหมกักากถัว่เหลืองดิบเพื่อเป็นไซเลจ พบวา่
สภาวะเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกักากน ้าตาล  6  เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกัท าการหมกัท่ีอุณหภูมิ  
37 องศาเซลเซียส เวลา 24 ชัว่โมง พบวา่สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินหลงัจากหมกัดว้ยเช้ือลดลงเหลือ 
2.62 มิลลิกรัมต่อกรัมของกากถัว่เหลือง ซ่ึงตามมาตรฐานท่ียอมรับคือ  ระหวา่ง 1-3 มิลลิกรัมต่อ
กรัมของกากถัว่เหลือง   ความเป็นกรด-ด่างของไซเลจอยูร่ะหวา่ง 3.5-4.2  ไซเลจท่ีหมกัมีความเป็น
กรด-ด่างท่ี 3.4 ซ่ึงความเป็นกรด-ด่างท่ีลดลงจะท าใหเ้ช้ือจุลินทรียท่ี์ท าใหเ้กิดความเน่าเสียไม่
สามารถเจริญได ้ ปริมาณกรดแลคติกอยูท่ี่ 5.1 เปอร์เซ็นตต์ามมาตรฐานของไซเลจท่ีมีคุณภาพ   
ความช้ืนของไซเลจตามคุณภาพมาตรฐานอยูท่ี่ 65-70  เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัแหง้   แต่กากถัว่
เหลืองท่ีหมกัดว้ยเช้ือมีความช้ืน 75 เปอร์เซ็นตข์องน ้าหนกัแหง้  และเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมี
ในไซเลจเพื่อคุณภาพท่ีดีจะอยูท่ี่   106-107CFU/g ซ่ึงเม่ือหมกัไดร้ะยะเวลา 24 ชัว่โมงพบวา่มีเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลคติกอยูท่ี่ 7.00 x107 CFU/g  (ตารางท่ี 14) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 

 สรุป 
 

 การคดัแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกจากกากถัว่เหลืองดิบ ศึกษาทางสัณฐานวทิยา 
คุณลกัษณะทางกายภาพ และการทดสอบทางชีวเคมีตามหลกัเกณฑจ์าก Bergey’s Manaul of 
Determinative Bacteriology ไดแ้บคทีเรียกรดแลคติกไอโซเลท SBP 10 ท่ีมีความสามารถในการลด
สารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน เฉล่ียสูงสุดคือ 35.59 เปอร์เซ็นต ์ น าไปศึกษาล าดบันิวคลีโอไทด์
บางส่วนของยนี 16S rRNA เพื่อใหท้ราบถึงระดบัสปีชีส์ ผลการวเิคราะห์มีความคลา้ยคลึงกบัล าดบั
นิวคลีโอไทดข์องแบคทีเรียในฐานขอ้มูลคือ Lactobacillus fermentum  (100% similarity) และ
ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกักากถัว่เหลืองดิบ โดยมีการศึกษา 3 ปัจจยั ดงัน้ี L. fermentus 
SB 10 ท่ีปริมาณ 1, 5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 0, 3, 6 และ 9 เปอร์เซ็นต์
โดยน ้าหนกั และอุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 ชัว่โมง  ผลการศึกษาพบวา่
สภาวะท่ีเหมาะสมในการหมกัเช้ือ L. fermentum SB 10  ท าใหป้ริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน
ลดลงเหลือ 2.62 มิลลิกรัมต่อกรัมกากถัว่เหลือง ท่ีปริมาณเช้ือ 5 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั ใส่กาก 
น ้าตาล 6 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชัว่โมง ตามท่ี Dale  et 
al.,1987  ปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินระหวา่ง 1-3 มิลลิกรัมต่อกรัมของกากถัว่เหลืองถือไดว้า่
อยูใ่นเกณฑท่ี์เหมาะสมต่อการใชก้ากถัว่เหลืองมาประกอบสูตรอาหารสัตว ์
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ข้อเสนอแนะ 

 
1.  แบคทีเรียกรดแลคติกไดถู้กน ามาใชใ้นอุตสาหกรรมอาหารหมกัหลายชนิดและในสกุล 

Lactobacillus หลายสายพนัธ์ุมีคุณสมบติัเป็นโพรไบโอติก มีสายพนัธ์ุ L. fermentumอยูใ่นกลุ่มท่ีมี
คุณสมบติัเป็นโพรไบโอติก จึงควรน า L.fermentum SB 10 ไปศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียท่ีเป็น
โพรไบโอติก อนัไดแ้ก่ ทนต่อเอนไซมจ์ากตบัอ่อน ทนต่อกรดและน ้าดี ยดึเกาะบริเวณเยือ่บุล าไส้
ไดดี้ พิสูจน์แลว้วา่มีประโยชน์ต่อสุขภาพ ปลอดภยั และเล้ียงง่าย เพิ่มจ านวนไดเ้ร็ว  
 

2.  น าเช้ือ L. fermentum ท่ีคดัแยกไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบน าไปพฒันาเป็นกลา้เช้ือในรูป
ของfreeze-drying เพื่อความเหมาะสมในการน าไปใชป้ระโยชน์ 

 
3. จากการทดลองน าเช้ือท่ีแยกไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบท่ีศึกษาคุณสมบติัการลดการท างาน

ของสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน จากท่ีคดัเลือกมีทั้งหมด 7 ไอโซเลท แต่การทดลองคร้ังน้ีเลือกมา
เพียงหน่ึงไอโซเลท  ซ่ึงในอนาคตอาจจะท าการศึกษาการหมกัไซเลจท่ีมีการใชเ้ช้ือผสมมากกวา่ 1 
ไอโซเลท 
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อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 
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อาหารเลีย้งเช้ือ 
 

อาหารเลีย้งเช้ือ MRS (de Man, RoGosa and Sharpe) 
 

Peptone    10 กรัม 
 Beef extract   10 กรัม 
 Yeast extract     5 กรัม 
 Glucose    20 กรัม 
 Tween 80     1 มิลลิลิตร 
 K2HPO4      2 กรัม 
 Sodium acetate     5 กรัม 
 Tri-ammonium citrate    2 กรัม 
 MgSO4      0.2 กรัม 
 MnSO4      0.2 กรัม 
 น ้ากลัน่                    1000 กรัม 
 Agar*      1.5 เปอร์เซ็นต ์
 

ปรับ pH อาหารเล้ียงเช้ือเป็น 6.2 ± 0.5 ดว้ยสารละลายไฮโดรคลอริกความเขม้ขน้ 2 นอร์
มอล แลว้น่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 110องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 10 นาที 
 
หมายเหตุ :  ส าหรับการเตรียมอาหารแขง็ MRS มีการเติมแคลเซียมคาร์บอเนต 0.5 เปอร์เซ็นต ์หรือ 
bromocresol purple 0.004 เปอร์เซ็นต ์
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อาหารเลีย้งเช้ือ Skim milk agar (SMA) 
 

 Skim milk  10.0 กรัม 
 Agar   15.0 กรัม 
 น ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 
  
 ละลาย  Skim milk ในน ้ากลัน่ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที  
 
 

การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (Curde protein) 
 
อุปกรณ์ 
 1.  เคร่ืองวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 1026 Kjeltec®System   
 2.  hot plate  
 3.  บีกเกอร์ 
 4.  ขวดชมพู่ 
 
สารเคมี 
 1.  Sodium hydroxide,NaOH  
  2.  Boric acid,H3BO3 
 3.  Anhydrous sodium  carbonate,Na2CO3 
 4.  Bromocresol green 
 5.  Methyl red 
 6.  95% Ethanol,C2H5OH 
 7.  Concentrated sulfuric acid,H2SO4 
 8.  Concentrated hydrochloric acid,HCl (เขม้ขน้ 37%) 

 9.  Potassium sulphate, K2SO4 
 10. Copper sulphate, CuSO4 
 11. Distilled water 
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วธีิการ 
 
 การเตรียมสารเคมี 
 1.  สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 40 เปอร์เซ็นต ์เตรียมโดยละลาย  NaOH  400 กรัม ในน ้ากลัน่ 
1ลิตร 
 2.  สารละลาย Bromocresol green เตรียมโดยละลาย Bromocresol green 0.1 กรัม ใน 
Ethanol  100 มิลลิลิตร 
 3.  สารละลาย Methyl red เตรียมโดยละลาย Methyl red 0.1 กรัมใน Ethanol  100 มิลลิลิตร 
 4.  สารละลาย Boric acid เขม้ขน้ 4 เปอร์เซ็นต ์โดยละลาย Boric acid 400 กรัม ในน ้ากลัน่
ประมาณ 6 ลิตร แลว้น าไปตั้งบน hot plate  ตม้และคนจนละลายหมด จากนั้นใหป้รับปริมาตรดว้ย
น ้ากลัน่ท่ีร้อนจนไดป้ริมาตรประมาณ 9 ลิตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิห้อง แลว้เติมสารละลาย 
Bromocresol green และสารละลาย Methyl red ลงไป 100  และ 70  มิลลิลิตรตามล าดบั ปรับ
ปริมาตรใหเ้ป็น 10 ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่และเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
 5. สารละลายกรดมาตรฐาน  0.1 N ไฮโดรคลอริก (HCl) เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขม้ขน้มา 8.2 มิลลิลิตรแลว้เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร 
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ภาคผนวก ข 
การจดัจ าแนกเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติและวธีิการวเิคราะห์ไซเลจ 
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การจัดจ าแนกเช้ือแบคทเีรียกรดแลคติก 
 
การจัดจ าแนกสายพนัธ์ุของแบคทเีรียกรดแลคติก (Axelsson,1998) 
 
 1. การทดสอบคาตาเลส 
     เพาะเล้ียงเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกในอาหารแขง็ MRS เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง จากนั้น 
น าแผน่สไลดม์า 1 แผน่ หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 3 เปอร์เซ็นต ์1-2 หยด เข่ียเช้ือ
แบคทีเรียกรดแลคติกมา 1 ลูป ขยี้บนแผน่สไลดท่ี์มีสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซดอ์ยู ่ถา้มี
ฟองอากาศเกิดข้ึนแสดงวา่ใหผ้ลเป็นบวก (catalase positive) ถา้ไม่มีฟองอากาศเกิดข้ึนแสดงวา่ 
ใหผ้ลเป็นลบ (catalase negative) น าเช้ือท่ีใหผ้ลเป็นลบไปยอ้มแกรมเพื่อดูรูปร่างและการจดัเรียง 
ตวัของเซลลต่์อไป 
 
 2. การตรวจสอบการติดสีแกรม 
    เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงบนแผน่สไลดท่ี์แหง้และสะอาด ซ่ึงมีหยดน ้ากลัน่ 1 หยด สเมียร์เช้ือให้ 
เป็นวง ปล่อยใหร้อยสเมียร์แหง้ และตรึงเซลลโ์ดยน าแผน่สไลดผ์า่นเปลวไฟจนแหง้ น ามายอ้มดว้ย 
สารละลายคริสตลัไวโอเลตเป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายส่วนเกินทิ้ง พร้อมทั้งหยดสารละลาย 
ไอโดดีนใหท้่วมเป็นเวลา 1 นาที เทสารละลายไอโอดีนทิ้ง ลา้งรอยสเมียร์เพื่อก าจดัคริสตลัไวโอ
เลตส่วนเกินดว้ยแอลกอฮอล์ 95 เปอร์เซ็นต ์ จากนั้นลา้งแผน่สไลดด์ว้ยน ้ากลัน่ หยดสารละลาย
saflanin O เป็นเวลา 1 นาที ลา้งสารละลายส่วนเกินดว้ยน ้ากลัน่ ปล่อยใหแ้ผน่สไลดแ์ห้ง น าไป
ศึกษารูปร่างของเซลล ์และการจดัเรียงตวัของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
 
 3. การตรวจสอบการสร้างแก๊ซ 
     เตรียมอาหารเหลว MRS ลงในหลอดทดลอง ใส่หลอดดกัแก๊ซ น าไปฆ่าเช้ือ เข่ียเช้ือ 
แบคทีเรียกรดแลคติก 1 ลูป ลงในหลอดทดลอง จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง ตรวจสอบผลการทดลองโดยดูการเกิดแก๊ซท่ีเกิดข้ึนในหลอดดกัแก๊ซ ถา้มี 
แก๊ซเกิดข้ึนในหลอดดกัแก๊ซ แสดงวา่แบคทีเรียท่ีทดสอบเป็นแบคทีเรียท่ีมีการสร้างกรดแบบ 
heterofermentative ส่วนแบคทีเรียท่ีมีการสร้างกรดแบบ homofermentative จะไม่พบแก๊ซใน 
หลอดดกัแก๊ซ 
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 4. การทดสอบการเจริญท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ 
    เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเจริญบนอาหารแขง็ MRS นาน 24 ชัว่โมงมา 
1 โคโลนี เล้ียงในอาหารเหลว MRS จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 15 และ 45 องศาเซลเซียส ดูการ
เจริญและการสร้างกรดของเช้ือท่ีอายกุารบ่ม 24 ชัว่โมง และ 7 วนั 
 
 5. การทดสอบความทนเกลือ 
     เตรียมอาหารเหลว MRS ท่ีมีความเขม้ขน้ของเกลือโซเดียมคลอไรด์ 10 เปอร์เซ็นต ์(น ้า 
หนกัต่อปริมาตร) เข่ียเช้ือแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีเจริญบนอาหารแขง็ MRS เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
มา 1 ลูป น ามาเล้ียงในอาหารเหลว จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบการ
เจริญของเช้ือท่ีอายกุารบ่ม 24 ชัว่โมง และ 7 วนั 
 
 6. การทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีค่าความเป็นกรด-ด่าง 4.5 และ 9.6 
     เตรียมอาหารเหลว MRS ใหมี้ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 4.5 โดยใช ้sodium acetate 
และ aceticacid การเตรียมประกอบดว้ยใช ้acetic acid ความเขม้ขน้ 0.2 M จ านวน 30.5 มิลลิลิตร 
(ใชa้cetic acid เขม้ขน้ จ านวน 11.55 มิลลิลิตร ผสมลงในน ้ากลัน่ จนไดป้ริมาตรเท่ากบั 1,000 
มิลลิลิตร) ผสมกบัสารละลาย sodium acetate ความเขม้ขน้ 0.2 M จ านวน 19.5 มิลลิลิตร น า
ส่วนผสมทั้งสองชนิด (acetic acid 30.5 มิลลิลิตร และ sodium acetate 19.5 มิลลิลิตร) ไปเจือจาง
โดยเติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตร ส าหรับใชเ้ป็นสารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับเตรียม
อาหารเหลวแทนน ้ากลัน่ วดัค่าความเป็นกรด-ด่างโดยใชเ้คร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง ถา้ค่าความ
เป็นกรด-ด่างของอาหารต ่ากวา่ 4.5ใหใ้ชส้ารละลาย sodium acetate เป็นตวัปรับ และถา้ค่าความเป็น
กรด-ด่างสูงกวา่ 4.5 ใหใ้ชส้ารละลาย acetic acid เป็นตวัปรับจนไดค้่า      ความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 
4.5 ตามตอ้งการ 
 
 การเตรียมอาหารเหลว MRS ใหมี้ค่าความเป็นกรด-ด่างเท่ากบั 9.6 โดยใช ้glycine buffer 
ซ่ึงเตรียมโดยใชส้ารละลาย glycine ความเขม้ขน้เท่ากบั 0.2 M จ านวน 50 มิลลิลิตร (ชัง่ glycine
จ านวน15.01 กรัม ละลายน ้าจนไดป้ริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร) ผสมกบัสารละลายโซเดียมไฮดร
อกไซด ์ความเขม้ขน้ 0.2 M จ านวน 4 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจางโดยเติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตรเป็น 
200 มิลลิลิตร ใชส้าร ละลายดงักล่าวเป็นสารละลายบฟัเฟอร์ส าหรับเตรียมอาหารเหลาแทนน ้ากลัน่
วดัค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหาร  โดยใชเ้คร่ืองวดัความเป็นกรด-ด่าง ถา้ความเป็นกรด-ด่างของ
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อาหารต ่ากวา่ 8.6 ใหใ้ชส้ารละลายโซเดียมไฮดรอกไดซดเ์ป็นตวัปรับจนไดค้่าความเป็นกรด-ด่าง
เท่ากบั 8.6 ตามตอ้งการ 
 
 7. การทดสอบการใชน้ ้าตาลชนิดต่าง ๆ ในการสร้างกรด 
 ใชอ้าหารเหลวสูตร MRS ท่ีไม่เติมกลูโคสและ meat extract เป็นอาหารพื้นฐาน เติม 
chlorophenol red เป็นอินดิเคเตอร์ จนไดค้วามเขม้ขน้ 0.004 เปอร์เซ็นต ์น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 
121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที น ้าตาลท่ีเติมลงไปในอาหารพื้นฐานก่อนน าไปน่ึงฆ่าเช้ือไดแ้ก่ 
เซลลโลไบโอส, เด็กทริน, แลคโตส, ราฟฟิโนส, แรมโนส, ซูโครส และเทรฮาโลส ส่วนน ้าตาลบาง
ชนิดท่ีจะสลายตวัเม่ือถูกความร้อน ไดแ้ก่ อะราบิโนส, มอลโทส และไซโลส ตอ้งฆ่าเช้ือโดยการ
กรองดว้ยเคร่ืองกรองแบคทีเรียท่ีมีขนาดของรูกรองเท่ากบั 0.45 ไมโครเมตร แลว้จึงน ้าไปเติมใน
อาหารพื้นฐาน ใหมี้ความเขม้ขน้ของน ้าตาลชนิดต่าง ๆ เท่ากบั0.5 เปอร์เซ็นต ์ค่าความเป็นกรด-ด่าง
ของอาหารท่ีทดสอบเท่ากบั 6.5 การทดสอบใหเ้ข่ียเช้ือท่ีเจริญบนอาหารแขง็สูตร MRS เป็นเวลา 24 
ชัว่โมงจ านวน 1 ลูป ไปเล้ียงในอาหารเหลวท่ีมีน ้าตาลชนิดต่าง ๆละลายอยู ่จากนั้นน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลภายใน 2 วนัและ 7 วนั ถา้เช้ือท่ีใชท้ดสอบชนิดใดใช้
น ้าตาลในการสร้างกรด อาหารท่ีทดสอบจะเปล่ียนจากสีแดงเป็นสีเหลืองแสดงวา่การดสอบใหผ้ล
เป็นบวก แต่ถา้ไม่เกิดการเปล่ียนแปลงแสดงวา่การทดสอบใหผ้ลเป็นลบ 
 
การวเิคราะห์ปริมาณสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน (ดดัแปลงจาก standard AACC (Hamerstrand et 
al.,1981)) 
 
 วิธีการน้ีไดด้ดัแปลงจากวิธีของ standard AACC โดย Hamerstrand,G.E, L.T. Black and 
J.D. Grover.1981. ซ่ึงพยายามดดัแปลงส่วนท่ีเป็นขอ้บกพร่องให้หมดไป หลกัการก็คือจะใช ้
สับสเตรท สังเคราะห์ (BAPA : bezoyl-DL-arginine-p-nitroanalide hydrochloride) ซ่ึงการวดั
ปริมาณทริปซินอินฮิบิเตอร์ในตวัอยา่งจะใชส้ารละลายทริปซินท าปฏิกิริยากบัทริปซินอินฮิบิเตอร์ 
(ตวัยบัย ั้งทริปซิน) ในตวัอย่างก่อนแลว้จึงใช้ BAPA เป็น substrate ในการวดัปริมาณทริปซินท่ี
เหลือจากการถูกยบัย ั้งโดยทริปซินท่ีเหลือจากการถูกยบัย ั้งโดยสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินซ่ึงจะวดั
ค่าความแตกต่างดว้ยค่าการดูดซบัแสงของสารละลายโดยใชส้เปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 
410  นาโนเมตร 
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 ตวัอยา่งกากถัว่เหลือง 1 กรัม จะถูกสกดัดว้ย 50 มิลลิลิตร  ของ 0.01 N NaOH (ปรับ pH ให้
อยู่ระหว่าง 8.4 – 10.0) และดูดสารละลายส่วนท่ีใสไปวิเคราะห์หาปริมาณสารยบัย ั้งเอนไซม ์       
ทริปซิน ต่อไป 
 1.เติมสารละลายตวัอยา่งท่ีสกดัแลว้ลงในหลอดทดลองจ านวน 2 มิลลิลิตร 4 หลอด ส่วน
หลอดท่ี 5 เติมน ้ากลัน่ 2 มิลลิลิตร เพื่อเป็นสารละลายทริปซินมาตรฐาน 
 2.เติมสารละลายทริปซินลงในหลอดท่ี 1, 2, 3 และหลอดท่ี 5 จ านวน 2 มิลลิลิตร หลงัจาก
นั้นอุ่นท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ส่วนหลอดท่ี 4 จะเป็น Sample blank  
 3.เติมสารละลาย BAPA (อุ่นท่ี 37 องศาเซลเซียสก่อนใช)้ อยา่งรวดเร็วในทุกหลอดจ านวน 
5 มิลลิลิตร พร้อมทั้งคนอยา่งสม ่าเสมอ หลงัจากนั้นทุกหลอดเติม 1 มิลลิลิตร ของ 30% acetic acid 
พร้อมทั้งคนอยา่งสม ่าเสมอ 
 4.ส่วนหลอดท่ี 4 จะเป็น Sample blank ซ่ึงจะเตรียมเหมือนกบัหลอดท่ีใส่สารละลาย
ตวัอย่าง แต่จะเติมสารละลายทริปซินภายหลงัท่ีปฏิกิริยาของการเติม acetic acid ส้ินสุดลง 
(ประมาณ 10 นาทีหลงัเติม acetic acid) 
 5.สารละลายท่ีไดจ้ะน าไปวดัค่าการดูดซับแสงท่ีตามความยาวคล่ืน 410 นาโนเมตร และ
ค่าท่ีไดข้องตวัอย่างจะเปรียบเทียบกบั Sample blank ซ่ึงค่าท่ีได้หลงัจากหักลบจากค่า trypsin 
standard แลว้ทั้ง 3 ค่า จะเป็นค่าเฉล่ียแลว้น าไปค านวณดงัสูตร 

 
TI, mg/g ของตวัอยา่ง = Astd – Asam x dilution factor 
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การวเิคราะห์ไซเลจ 
 

1.  การวเิคราะห์ปริมาณวตัถุแห้ง (dry matter,DM) 
 
 น าถว้ยหรือภาชนะอลูมิเนียมพร้อมฝาปิดท่ีไดท้  าการอบแหง้ท่ีอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
และชัง่น ้าหนกัจนไดน้ ้าหนกัถว้ยท่ีแน่นอน (X) บรรจุตวัอยา่งน ้าหนกั 5 กรัม (W) ลงในถว้ย 
จากนั้นน าถว้ยพร้อมตวัอยา่งไปอบแหง้ในตูอ้บอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12 ชัว่โมง 
หรือจนกระทัง่น ้าหนกัแหง้มีค่าคงท่ี ชัง่น ้าหนกัแหง้ท่ีอบได ้(Y) น าไปค านวณหาเปอร์เซ็นตว์ตัถุ
แหง้ 
 

 เปอร์เซ็นตว์ตัถุแหง้ =  × 100 

 
 
2.  การวเิคราะห์ระดับความเป็นกรดด่าง 
 
 ใชต้วัอยา่ง 25 กรัม เติมน ้ากลัน่ 75 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไว ้2 ชัว่โมง น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการ
กรองไปวดัความเป็นกรดด่าง 
 
3.  การวเิคราะห์ปริมาณกรดแลคติก 
 ป่ันเหวีย่งแยกเซลลจ์ากอาหารเหลว MRS ดว้ยความเร็ว 9,000 รอบต่อนาที ดูดสารละลาย
ใสปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร ใส่ในขวดรูปชมพู ่เติมน ้ากลัน่ปราศจากคาร์บอนไดออกไซดป์ริมาตร 10 
มิลลิลิตร เติมสารละลายฟีนอฟธาลีน  1-2 หยด ไทเทรตดว้ยสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอก
ไซด ์0.1 นอร์มอล จนกระทัง่ถึงจุดยติุ (เปล่ียนเป็นสีชมพ)ู ค านวณปริมาณกรดแลคติกโดยสมการ 
 
       ปริมาณกรดแลคติก     =                   (NxV1x90.08x100) 
 (กรัมกรดแลคติกต่อลิตร)          1000xV2 

 
N  =  ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซด์ (นอร์มลั) 
V1   =ปริมาตรของสารละลายมาตรฐานโซเดียมไฮดรอกไซดท่ี์ใชใ้นการไทเทรต(มิลลิลิตร) 
V2 = ปริมาตรของสารตวัอยา่งท่ีใช(้มิลลิลิตร/กรัม)   
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4.  การวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน (Curde protein) 
 
อุปกรณ์ 
 1.  เคร่ืองวเิคราะห์ปริมาณโปรตีน 1026 Kjeltec®System   
 2.  hot plate  
 3.  บีกเกอร์ 
 4.  ขวดชมพู่ 
 
สารเคมี 
 1.  Sodium hydroxide,NaOH  
  2.  Boric acid,H3BO3 
 3.  Anhydrous sodium  carbonate,Na2CO3 
 4.  Bromocresol green 
 5.  Methyl red 
 6.  95% Ethanol,C2H5OH 
 7.  Concentrated sulfuric acid,H2SO4 
 8.  Concentrated hydrochloric acid,HCl (เขม้ขน้ 37%) 

 9.  Potassium sulphate, K2SO4 
 10. Copper sulphate, CuSO4 
 11. Distilled water 
 
วธีิการ 
 การเตรียมสารเคมี 
 1.  สารละลาย NaOH เขม้ขน้ 40 % เตรียมโดยละลาย NaOH 400 กรัม ในน ้ากลัน่ 1ลิตร 
 2.  สารละลาย Bromocresol green เตรียมโดยละลาย Bromocresol green 0.1 กรัม ใน 
Ethanol  100 มิลลิลิตร 
 3.  สารละลาย Methyl red เตรียมโดยละลาย Methyl red 0.1 กรัมใน Ethanol  100 มิลลิลิตร 
 4.  สารละลาย Boric acid เขม้ขน้ 4 % โดยละลาย Boric acid 400 กรัม ในน ้ากลัน่ประมาณ 
6 ลิตร แลว้น าไปตั้งบน hot plate  ตม้และคนจนละลายหมด จากนั้นใหป้รับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ท่ี
ร้อนจนไดป้ริมาตรประมาณ 9 ลิตร ทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง แลว้เติมสารละลาย Bromocresol 
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green และสารละลาย Methyl red ลงไป 100  และ 70  มิลลิลิตรตามล าดบั ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 10 
ลิตร ดว้ยน ้ากลัน่และเขยา่ใหเ้ป็นเน้ือเดียวกนั 
 5. สารละลายกรดมาตรฐาน  0.1 N ไฮโดรคลอริก (HCl) เตรียมโดยตวงสารละลายกรด
ไฮโดรคลอริกเขม้ขน้มา 8.2 มิลลิลิตรแลว้เจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น 1 ลิตร 
 
วธีิการวเิคราะห์ 
 ชัง่ตวัอยา่งบดละเอียด 0.5 กรัม (จดน ้าหนกัท่ีแน่นอน) ใส่ลงใน digestion tube เติม K2SO4 
และ CuSO4 ในอตัราส่วน 1:10 จ  านวน 2 กรัม แลว้เติม Concentrated  H2SO4 15  มิลลิลิตร เขยา่
เบาๆ น า digestion tube  ไปยอ่ยใน 2006 Digestor ท่ีอุณหภูมิ 420 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
จนไดส้ารละลายท่ีใส ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ น าไปกลัน่ดว้ย 1026 Distillation unit โดยใหส้ารละลายกรด
บอริกเขม้ขน้ 4 % ปริมาตร 25 มิลลิลิตร เป็นตวัจบัไนโตรเจนท่ีปลายเคร่ืองกลัน่ น าส่วนท่ีกลัน่ได้
ไปไตเตรทกบัสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 0.1 N ซ่ึงบรรจุอยูใ่น titration unit  จนไดส้ารละลาย
เป็นสีม่วงอมเทา ท าการวิเคราะห์ควบคู่ไปกบัการใชน้ ้ากลัน่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แทนตวัอยา่ง
(blank) ค  านวณผลการวิเคราะห์ดงัน้ี 
 

 เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน =   

 
 
 A  =  ปริมาตรของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 0.1 N ท่ีไตเตรทกบัตวัอยา่ง 
 B  =  ปริมาตรของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 0.1 N ท่ีไตเตรทกบั blank 
 N  =  Normality ของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 
 W  =  น ้าหนกัของตวัอยา่ง 
 
 เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน = เปอร์เซ็นตไ์นโตรเจน × 6.25 
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ภาคผนวก ค 
ขอ้มูลการทดลอง 
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ตารางผนวกที ่ค1  การทดสอบกิจกรรมการยอ่ยโปรตีนของเช้ือท่ีแยกไดจ้ากกากถัว่เหลืองดิบ 
 

รหัสเช้ือ รูปร่าง ศูนย์กลางโคโลนี(A) ศูนย์กลางเคลยีร์โซน
(B) 

อตัราส่วน(B/A) 

SB 3 rod 0.6,0.5,0.6,0.6 1.0,1.0,1.3,1.5 2.09 
SB 10 rod 0.5,0.4,0.5,0.5 1.5,1.1,0.9,0.9 2.32 
SB 16 rod 0.6,0.6,0.7,0.5 1.2,1.2,1.5,1.3 2.17 
SB 20 rod 0.5,0.6,0.6,0.5 1.3,1.2,1.1,1.1 2.14 
SB 24 rod 0.7,0.5,0.5,0.6 1.6,1.0,1.1,1.3 2.17 
SB 43 rod 0.6,0.7,0.5,0.5 1.3,1.4.1.0,1.4 2.22 
SB 45 rod 0.6,0.6,0.6,0.5 1.5,1.3,1.2,1.3 2.30 
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ตารางผนวกที ่ค2   การลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบ 
      โดยใชเ้ช้ือ L.fermentum SB10ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดย 
      น ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 0,3,6และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการ 
         เก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 
 
ปริมาณช้ือ 
(เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนัก) 

 

ปริมาณกากน า้ตาล 
(เปอร์เซ็นต์โดย

น า้หนัก) 

ปริมาณสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน (mg/g) 
คร้ังที่ 

1 2 3 

1 0 
3 
6 
9 

8.08 
8.12 
7.27 
8.37 

8.92 
8.37 
8.10 
8.32 

8.89 
8.45 
7.82 
7.95 

5 0 
3 
6 
9 

8.62 
8.25 
5.14 
6.53 

8.40 
8.42 
5.59 
6.64 

8.13 
8.54 
5.10 
6.86 

10 0 
3 
6 
9 

8.86 
8.19 
6.89 
8.26 

8.34 
8.28 
6.20 
8.25 

8.10 
8.75 
6.60 
7.66 
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ตารางผนวกที ่ค3   การลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบ 
      โดยใชเ้ช้ือ L.fermentum SB10ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดย 
       น ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 0,3,6และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการ 
         เก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
 
ปริมาณช้ือ 
(เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนัก) 

 

ปริมาณกากน า้ตาล 
(เปอร์เซ็นต์โดย

น า้หนัก) 

ปริมาณสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน (mg/g) 
คร้ังที่ 

1 2 3 

1 0 
3 
6 
9 

8.76 
8.00 
7.22 
7.48 

8.28 
7.56 
7.52 
7.6 

8.12 
7.25 
7.90 
7.75 

5 0 
3 
6 
9 

7.11 
5.24 
2.45 
3.51 

7.65 
5.00 
2.94 
4.13 

7.48 
5.47 
2.46 
4.00 

10 0 
3 
6 
9 

7.21 
6.10 
4.25 
5.12 

6.78 
6.22 
4.44 
5.27 

8.25 
5.20 
4.65 
5.55 
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ตารางผนวกที ่ค4    การลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซินท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบ 
      โดยใชเ้ช้ือ L.fermentum SB10 ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดย 
      น ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 0,3,6และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการ 
        เก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส 
 
ปริมาณช้ือ 
(เปอร์เซ็นต์
โดยน า้หนัก) 

 

ปริมาณกากน า้ตาล 
(เปอร์เซ็นต์โดย

น า้หนัก) 

ปริมาณสารยบัยั้งเอนไซม์ทริปซิน (mg/g) 
คร้ังที่ 

1 2 3 

1 0 
3 
6 
9 

8.62 
7.21 
7.21 
6.22 

8.58 
8.62 
7.66 
6.35 

8.65 
7.35 
7.45 
6.36 

5 0 
3 
6 
9 

7.76 
5.66 
4.45 
4.32 

7.67 
6.15 
4.85 
5.24 

7.25 
6.25 
5.76 
5.57 

10 0 
3 
6 
9 

8.21 
5.25 
4.55 
6.65 

8.65 
6.89 
5.28 
5.7 

7.98 
6.64 
5.65 
5.59 
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ตารางผนวกที ่ค5    การวเิคราะห์ความแปรปรวนทางสถิติของการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
       ท่ีศึกษาสภาวะการหมกักากถัว่เหลืองดิบ โดยใชเ้ช้ือ L. fermentum SB10 
       ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1,5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 0, 
                   3, 6 และ 9 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้าหนกั และท าการเก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 30, 37 และ  
      45 องศาเซลเซียส 
 

SOV DF SS MS F-Value Pr > F 
ปริมาณเช้ือ (A) 2 61.65 30.82 142.56 < 0.001 
ปริมาณกากน ้าตาล (B) 3 82.77 27.59 127.59 < 0.001 
อุณหภูมิ (C) 6 16.94 2.82 13.06 < 0.001 
AxB 2 54.98 27.49 127.13 < 0.001 
AxC 4 15.54 3.88 17.97 < 0.001 
BxC 6 11.73 1.95 9.05 < 0.001 
AxBxC  12 6.32 0.52 2.44 0.0039 
Error 72 15.57 0.21   
CV = 6.79 % 
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ตารางผนวกที ่ค6   การหมกักากถัว่เหลืองดิบโดยใชเ้ช้ือ L.fermentum SB10ท่ีใชป้ริมาณเช้ือท่ี 1, 
      5 และ 10 เปอร์เซ็นตโ์ดยน ้ าหนกั  ปริมาณกากน ้าตาล 5, 6 และ 7 เปอร์เซ็นต ์
     โดยน ้าหนกั และท าการเก็บบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เวลา 24, 36 และ 
      48 ชัว่โมง 
 
 

ปริมาณ
เช้ือ 

ปริมาณ
กากน า้ตาล 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

LAB(CFU/ml) 

24 36 48 
1 5 

 
37 
45 
50 

1.49x107 

3.78x106 

3.59x106 

1.10x106 

3.42x106 

2.75x106 

1.00x106 

2.55x106 

2.19x106 
1 6 37 

45 
50 

1.84x106 

3.81x106 

2.88x106 

1.44x106 

3.10x106 

2.65x106 

1.35x106 

2.82x106 

2.21x106 
1 7 37 

45 
50 

4.19x107 

2.55x106 

2.63x106 

3.85x106 

2.00x106 

2.18x106 

3.27x106 

3.55x106 

1.79x106 
5 5 

 
37 
45 
50 

3.48x107 

3.10x107 

2.14x107 

3.11x107 

2.95x107 

3.44x106 

3.00x107 

2.82x107 

3.11x106 
5 6 37 

45 
50 

3.94x107 

3.10x106 

2.14x106 

3.45x107 

3.00x106 

2.10x106 

3.40x107 

2.92x106 

2.08x106 
5 7 37 

45 
50 

3.49x107 

2.58x106 

2.11x106 

3.20x107 

2.19x106 

2.11x106 

3.11x107 

2.10x106 

1.98x106 
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ตารางผนวกที ่ค6 (ต่อ) 
 

ปริมาณ
เช้ือ 

ปริมาณ
กากน ้าตาล 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

LAB(CFU/ml) 
24 36 48 

10 5 
 

37 
45 
50 

4.43x107 

3.55x106 

3.78x106 

4.30x107 

3.62x106 

3.70x106 

4.00x107 

3.25x106 

2.96x106 
10 6 37 

45 
50 

3.45x107 

3.21x106 

2.38x106 

3.20x107 

2.89x106 

2.05x105 

2.90x107 

2.82x106 

2.21x104 
10 7 37 

45 
50 

3.19x107 

2.55x106 

2.23x106 

3.15x107 

2.10x105 

2.08x105 

3.00x106 

2.15x104 

2.79x104 
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ตารางผนวกที ่ค7  ผลการทดสอบความสามารถในการลดสารยบัย ั้งเอนไซมท์ริปซิน 
 

ไอโซเลท 
 

ความสามารถในการลดสารยับยั้งเอนไซม์ทริปซิน (%) 

1 2 3 ค่าเฉลีย่ 

SB 3 14.28 14.83 14.74 14.61 
SB 10 35.91 35.64 35.23 35.59 
SB 16 24.89 25.84 26.51 25.74 
SB 20 21.22 22.27 22.03 21.84 
SB 24 14.28 18.22 17.50 16.66 
SB 43 10.61 11.01 11.74 11.12 
SB 45 26.23 29.66 29.20 28.36 
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