
 
 
 

 

บทที� 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 

การทดลองที� 1 ศึกษาปัจจัยที�มีผลต่อการผลติไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากจมูกถั�วเหลอืงหมัก 
การทดลองที� 1.1 ผลของการเตรียมจมูกถั�วเหลืองก่อนหมักต่อปริมาณไอโซฟลาโวน 
ชนิดอะไกลโคน 

 ลักษณะของจมูกถั�วเหลืองก่อนและหลังหมักอาจจะมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของ
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน เ นื�องจากความสมํ�า เสมอในการได้สัมผสั เ ชื* อมีความ
แตกต่างกัน  

ดงันั*นในการทดลองนี*จะทาํการศึกษาเปรียบเทียบลกัษณะก่อนการหมกัของจมูกถั�วเหลือง 
คือ การบดก่อนหมกั และไม่บดก่อนหมกั ที�มีผลต่อการเพิ�มขึ*นของไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน
ไดผ้ลดงัแสดงในตารางที� 4.1 และร้อยละการเปลี�ยนแปลงของไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนใน
ตารางที� 4.2 
 
ตารางที� 4.1 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนในจมูกถั�วเหลืองหมกั 

Sample type 

Aglycones’ family 
(mg/ 100g dry weight ) 

Total Aglycones 
(mg/ 100g dry weight ) 

Diadzein Genistein Glycitein 

Sterilised soygerm 117.76 + 0.45 22.70 + 0.12 75.60 +  0.13 216.06 + 0.46 

Ground soygerm 232.37 + 2.59 41.26 + 1.20 113.64 + 0.40 387.27 + 3.57 

Unground soygerm 376.45 + 1.61 66.25 + 1.03 207.65 + 1.37 650.35 + 4.02 
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ตารางที� 4.2 ร้อยละการเปลี�ยนแปลงของไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน 

Sample type 

Aglycones’ family 
(%) Total Aglycones 

(% ) 
Diadzein Genistein Glycitein 

Grinded soygerm 97.33   81.76  50.31 79.24 

Not grinded soygerm 219.67  191.86  174.66  201.00 

หมายเหตุ: ร้อยละการเปลี�ยนแปลงของไอโซฟลาโวนชนิด อะไกลโคน คิดเทียบจากปริมาณไอโซฟลาโวนจาก
จมูกถั�วเหลืองหมกัเริ�มตน้ (Sterliled soygerm) 

 จากผลการทดลอง พบวา่ ในการหมกัดว้ยจมูกถั�วเหลืองแบบไม่บดมีปริมาณไอโซฟลาโวน
ชนิดอะไกลโคน มากกว่าการหมกัดว้ยจมูกถั�วเหลืองแบบบดอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) 
ทั*งนี* เนื�องจากจมูกถั�วเหลืองแบบบดที�เขา้สู่กระบวนการหมกัจะทาํให้จมูกถั�วเหลืองเกิดการรวมตวั
กนัเป็นกอ้นส่งผลต่อพื*นที�ผิวในการสัมผสัเชื*อจุลินทรียน์้อยลง จึงส่งผลต่อประสิทธิภาพในการ
เปลี�ยนแปลงของไอโซฟลาโวนชนิดกลูโคไซด์เป็นอะไกลโคนลดลง ต่างจากการหมักจมูก          
ถั�วเหลืองแบบไม่บดซึ� งไม่มีการจบัตวักนัเป็นกอ้นในขั*นตอนการหมกั ทาํให้มีประสิทธิภาพสูงสุด
ในการเปลี�ยนแปลงของไอโซฟลาโวนชนิดกลูโคไซดเ์ป็นอะไกลโคน  

ดงันั*นในการทดลองต่อไปจะใช้จมูกถั�วเหลืองที�ไม่ผ่านการบดเป็นวตัถุดิบเริ�มตน้ของ
กระบวนการหมกั 

 การทดลองที� 1.2 การศึกษาปริมาณเชืNอแบคทเีรียต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลอืงหมัก 

จากที�ไดก้ล่าวขา้งตน้ในบทที� 3 วา่ในการทดลองนี* จะใช้เชื*อ Bacillus coagulans PR03             
ในการหมกัจมูกถั�วเหลืองเพื�อผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน แต่เนื�องจากยงัไม่ทราบถึง
ปริมาณเชื*อที�เหมาะสมต่อการหมัก ในการทดลองนี* จึงทาํการแปรผนัปริมาณเชื*อ Bacillus 

coagulans PR03 เพื�อให้ได้ปริมาณเชื*อที�เหมาะสมในการผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน 
จากนั*นจึงทาํการวิเคราะห์ ปริมาณไอโซฟลาโวน ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เบตา้กลูโคซิเดส และ 
ปริมาณเชื*อแบคทีเรียที�นบัได ้ซึ� งไดผ้ลการทดลอง แสดงในตารางที� 4.3, 4.4 และ 4.5 ตามลาํดบั 
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ตารางที� 4.3  ผลของปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�ได้รับต่อการผลิตไอโซฟลาโวนชนิด               
อะไกลโคนในจมูกถั�วเหลืองหมกั 

Inoculum size of 

Bacillus coagulans 
PR03 (%) 

Aglycones’ family 
(mg/ 100g dry weight ) 

Total Aglycones 
(mg/ 100g dry weight ) 

Diadzein Genistein Glycitein 

5 700.47 + 6.64b 119.75 + 1.12c 416.47 + 3.96ab 1,236.69 + 11.73b 

10 805.38 + 54.35ab 184.16 + 4.45b 447.40 + 59.63a 1,436.94 + 118.43ab 

15 843.88 + 9.43a 196.01 + 0.76a 458.63 + 7.13a 1,498.52 + 17.32a 

20 741.97 + 6.09ab 175.20 + 1.45b 310.65 + 3.33b 1,227.82 + 10.87b 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมัน์เดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง              
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากผลการทดลองจะเห็นว่าปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�สามารถผลิต                      
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนไดม้ากที�สุดอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (p<0.05) คือ ร้อยละ 15 โดย
สามารถผลิต ไดซิอิน เจนิสทิอิน ไกลซิทิอิน และ ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวม ได้ถึง 
843.88, 196.01,  458.63 และ 1,498.52 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมนํ* าหนกัแห้ง ตามลาํดบั เช่นเดียวกนั
กบังานทดลองของ ไพโรจน์ และคณะ (2554) ได้ทาํการแปรผนัปริมาณเชื*อในการหมกัถั�วเน่า
พื*นบา้น พบวา่ เมื�อถั�วเหลืองไดรั้บปริมาณเชื*อที�สูงถึงระดบัหนึ�งจะส่งผลให้ปริมาณไอโซฟลาโวน 
ชนิดอะไกลโคน มีปริมาณสูงที�สุด 

ตารางที�  4.4 ปริมาณค่ากิจกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสจากการได้รับปริมาณเชื* อ                
Bacillus coagulans PR03 ที�แตกต่างกนั 

Inoculum size of Bacillus 

coagulans PR03 (%) 

Activity enzyme of β-glucosidase 
(mU/g) 

5 0.59 + 0.03d 

10 2.00 + 0.12b 

15 2.80 +0.18a 

20 1.40 + 0.03c 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 จากผลการทดลองค่ากิจกรรมของเอนไซม์เบตา้กลูโคซิเดส พบว่า ได้ผลสอดคล้องกบั
ปริมาณไอโซฟลาโวน คือในสิ�งทดลองที�ไดรั้บปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ร้อยละ 15  
จะใหค้่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสมากที�สุดเท่ากบั 2.8 มิลลิยนิูตต่อกรัม และสิ�งทดลอง
ที�ไดรั้บเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ร้อยละ 20 ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสตํ�า
ที�สุดเท่ากบั 1.4 มิลลิยนิูตต่อนาที 

ตารางที� 4.5  ปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ในจมูกถั�วเหลืองหมกัที�นบัไดใ้นการไดรั้บปริมาณ
เชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�ต่างกนั 

Sample type Number of colony (log CFU/g) 

5 6.04 + 0.02b 

10 4.54 + 0.21c 

15 4.57 + 0.04c 

20 8.20 + 0.01a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมัน์เดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 ในส่วนของปริมาณเชื*อที�นบัได ้พบวา่ในสิ�งทดลองที�ไดรั้บปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans 
PR03 ร้อยละ 20 มีปริมาณเชื*อที�นบัไดม้ากที�สุดอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากบั 8.20 log 
CFU ต่อกรัม และสิ�งทดลองที�ไดรั้บเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ร้อยละ 10 และ 15 กลบัให้
ปริมาณเชื*อที�นบัไดน้อ้ยที�สุด ซี�งมีค่าเท่ากบั 4.54 และ 4.57 log CFU ต่อกรัม ตามลาํดบั 
 จากผลการทดลองที�แสดงในตารางที� 4.3-4.5 แสดงให้เห็นว่าปริมาณเชื*อ Bacillus 

coagulans PR03 ที�ร้อยละ 15 เหมาะสมต่อการผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนมากที�สุด
เนื�องจากให้ปริมาณไอโซฟลาโวนที�มากที�สุดสอดคล้องกบัค่ากิจกรรมของเอนไซม์ก็มากที�สุด
เช่นกนั  
 ดงันั*นจึงใชป้ริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�ร้อยละ 15 ในการหมกัจมูกถั�วเหลือง
ในการทดลองต่อไป 
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การทดลองที� 1.3 การศึกษาปริมาณอากาศในระบบการหมักต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลือง
หมัก 

จากการทดลองที� 1.2 ทาํให้ทราบถึงปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�เหมาะสมใน
การผลิตไอโซฟลาชนิดอะไกลโคน ซึ� งในการทดลองนี* จะแปรผนัปริมาณอากาศเพื�อให้ไดป้ริมาณ
อากาศที�เหมาะสมต่อการผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน เนื�องจากในเชื*อ Bacillus spp. เป็น
แบคทีเรียที�ตอ้งการอากาศในการเจริญโดยการทดลองนี* จะทาํการวิเคราะห์ ปริมาณไอโซฟลาโวน 
ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดส และ ปริมาณเชื*อแบคทีเรียที�นบัได ้ซึ� งไดผ้ลการทดลองดงั
แสดงในตารางที� 4.6 

ตารางที� 4.6  ผลของปริมาณอากาศต่อการผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนในจมูกถั�วเหลือง
หมกั 

Volume of air 
(litre/min) 

 

Aglycones’ family 
(mg/ 100g dry weight ) 

Total Aglycones 
(mg/ 100g dry weight ) 

Daidzein Genistein Glycitein 

1 319.16 + 7.65 c 80.64 + 2.11b 273.14 + 6.42c 672.93 + 16.77c 

3 505.69 + 16.72b 143.43 + 5.62a 426.40 + 19.25b 1,075.53 + 41.59b 

4 513.67 + 2.14b 146.82 + 0.48a 420.79 + 3.23b 1,081.28 + 0.61b 

5 570.10 + 14.06a 134.93 + 7.00a 435.45 + 17.20b 1,140.49 + 38.26ab 

6 538.41 + 24.47ab 143.66 + 8.38a 490.76 + 7.15a 1,172.83 + 39.99a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมัน์เดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง            
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากผลการทดลอง พบว่าในสิ� งทดลองที�ได้รับอากาศปริมาณ 5 และ 6 ลิตรต่อนาที                     
ให้ปริมาณไดซิอินสูงสุด โดยมีค่าเท่ากบั 570.10 และ 538.41 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมนํ* าหนกัแห้ง 
เช่นเดียวกนักบัปริมาณ เจนิสทิอิน โดยมีค่าเท่ากบั 134.93 และ 143.66 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม
นํ* าหนักแห้ง รวมไปถึงไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมในสิ�งทดลองที�ได้รับอากาศ 5 และ                   
6 ลิตรต่อนาทีก็ไม่แตกต่างกันและสูงสุดอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 

1,140.49  และ 1,172.83 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมนํ*าหนกัแหง้   
 

 



 
 
 

31 
 

ตารางที� 4.7 ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสในจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ไดรั้บปริมาณอากาศ
แตกต่างกนั 

Volume of air (litre/min) Activity enzyme of β-glucosidase (mU/g) 
1 1.50 + 0.04d 

3 1.62+ 0.23d 

4 2.33 +0.64b 

5 1.81 +0.21c 
6 2.50 + 0.06a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง             
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

จากผลการทดลองในส่วนของค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดส พบวา่ในสิ�งทดลอง
ที�ไดรั้บอากาศปริมาณ 6 ลิตรต่อนาที ให้ค่ากิจกรรมของเอนไซม์เบตา้กลูโคซิเดส ที�สูงสุด อย่าง                  
มีนยัสําคญัทางสถิติ โดยมีค่าเท่ากบั 2.50 มิลลิยูนิตต่อกรัม และสิ�งทดลองที�ไดรั้บปริมาณอากาศ                    
1 และ 3 ลิตรต่อนาที มีค่ากิจกรรมของเอนไซมเบตา้กลูโคซิเดสตํ�าที�สุด โดยมีค่าเท่ากบั 1.56 และ 
1.62 มิลลิยนิูตต่อกรัม ตามลาํดบั 

ตารางที� 4.8  ปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ในจมูกถั�วเหลืองหมกัที�นบัไดใ้นการไดรั้บปริมาณ
เชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�ต่างกนั 

Volume of air (litre/min) Number of colony (log CFU/g) 

1 5.88 + 0.03e 

3 6.00 + 0.10d 

4 6.71 + 0.34c 

5 6.96 + 0.23b 

6 7.11 + 0.05a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง             
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

จากตารางที� 4.8 พบวา่จมูกถั�วเหลืองหมกัที�ไดรั้บปริมาณอากาศ 6 ลิตรต่อนาที ให้ปริมาณ
เชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�นบัไดม้ากที�สุด เท่ากบั 7.11 log CFU ต่อกรัม ซึ� งมากกวา่จมูกถั�ว
เหลืองหมกัที�ไดรั้บปริมาณอากาศ 5, 4, 3 และ 1 ลิตรต่อนาที ที�มีปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans 
PR03 ที�นบัไดเ้ท่ากบั 6.96, 6.71, 6.00 และ 5.88 ตามลาํดบั 
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ดงันั*นเมื�อพิจารณาจากตารางที� 4.6-4.8 จึงสรุปไดว้า่ปริมาณอากาศที�เหมาะสมต่อการผลิต
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนมากที�สุดคือ 6 ลิตรต่อนาที ซึ� งใหป้ริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกล
โคน ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดส และปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�นบัได ้
มากที�สุด ทั*งนี* เนื�องจากเชื*อ Bacillus coagulans PR03 เป็นเชื*อที�ตอ้งการอากาศในการเจริญเติบโต 

การทดลองที� 1.4 ศึกษาอุณหภูมิในระบบการหมักต่อคุณภาพของจมูกถั�วเหลอืงหมัก 

จากการทดลองที� 1.2 และ 1.3 ทาํให้ทราบถึงปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 และ
ปริมาณอากาศที�เหมาะสมในการผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน คือใช้ปริมาณเชื*อ Bacillus 

coagulans PR03 ร้อยละ 15 ของจมูกถั�วทั*งหมด ร่วมกบัปริมาณอากาศที� 6 ลิตรต่อนาที จากนั*นนาํ
ผลการทดลองดงักล่าวมาใช้ในการทดลองที� 1.4 โดยจะทาํการแปรผนัระดบัอุณหภูมิในการหมกั
จมูกถั�ว และสุ่มตวัอย่างมาวิเคราะห์หาปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนในตวัอย่างแห้ง                  
ซึ� งไดผ้ลดงัแสดงในตารางที� 4.9 

ตารางที� 4.9 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ระดบัอุณหภูมิในการ
หมกัต่างๆ 

Temperature 
(°C) 

Aglycones’ family 
(mg/ 100g dry weight ) Total Aglycones 

(mg/ 100g dry weight ) 
Diadzein Genistein Glycitein 

30 685.70 + 3.78c 125.07 + 1.04a 459.10 + 0.92c 1,269.87 + 3.90b 

35 870.81 + 0.84b 104.98 + 0.03b 545.60 + 4.82a 1,521.39 + 3.95a 

40 926.15 + 2.58a 75.50 + 0.16c 517.55 + 11.15b 1,519.20 + 14.16a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง                
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากผลการทดลอง พบวา่เมื�อพิจารณาในส่วนของไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมแลว้
สิ�งทดลองที�ไดรั้บอุณหภูมิในการหมกั 35 และ 40 องศาเซลเซียส สามารถผลิตไอโซฟลาโวน
ชนิดอะไกลโคนรวมไดม้ากที�สุดอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ ที� 1,521.39 และ 1,519.20 มิลลิกรัมต่อ 
100 กรัมนํ* าหนกัแห้ง ตามลาํดบั และสิ�งทดลองที�ไดรั้บอุณหภูมิในการหมกัที� 30 องศาเซลเซียส 
พบวา่มีปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมนอ้ยที�สุดเท่ากบั 1,269.87 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม
นํ*าหนกัแหง้ 
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ดงันั*นในการทดลองนี* จึงเลือกใช้อุณหภูมิในการหมกัจมูกถั�วเหลืองที� 35 องศาเซลเซียส
เนื�องจากให้ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมไม่ต่างจากการใช้อุณหภูมิในการหมกั 40 
องศาเซลเซียส และยงัช่วยลดการใชพ้ลงังานในการใหค้วามร้อนแก่ระบบการหมกัดว้ย 

จากการทดลองที� 1 จึงสรุปไดว้่าสภาวะที�เหมาะสมต่อการหมกัจมูกถั�วเหลืองเพื�อผลิต      
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนมากที�สุดคือ ใชจ้มูกถั�วเหลืองชนิดไม่บดก่อนหมกัดว้ยเชื*อ Bacillus 

coagulans PR03 ปริมาณร้อยละ 15 ของจมูกถั�วเหลืองทั*งหมด ร่วมกบั ปริมาณอากาศ 6 ลิตรต่อ
นาที และอุณหภูมิในการหมกั 35 องศาเซลเซียส 

 
จมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุ สจ.2 ผสมกบันํ*าในถงัหมกัอตัราส่วน 1:2 W/V 

                                   แช่นํ*านาน 2 ชั�วโมง 
 นาํไปนึ�งฆ่าเชื*อที�อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

                       ทิ*งไวใ้หเ้ยน็ 
นาํเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ร้อยละ 15 ของจมูกถั�วเหลืองที�ผา่นการฆ่าเชื*อแลว้ 

 
เติมอากาศที�มีอตัราการไหล 6 ลิตรต่อนาที 

 
บ่มที�อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 120 ชั�วโมง  

 
จมูกถั�วเหลืองหมกั 

 
ภาพที� 4.1 การหมกัจมูกถั�วเหลืองพนัธ์ุสจ.2 ในสภาวะที�เหมาะสม 

การทดลองที� 2 การออกแบบถังหมักชีวภาพที�เหมาะสมสําหรับผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน
จากจมูกถั�วเหลอืง 

จากการทดลองที� 1 ทาํให้ทราบถึงสภาวะที�เหมาะสมในการหมกัจมูกถั�วเหลืองเพื�อจะผลิต
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน ไดแ้ก่ ไดซิอิน เจนิสทิอิน และไกลซิทิอิน โดยในการทดลองนี* จะ
ใชส้ภาวะที�เหมาะสม (ภาพที� 4.1) มาใชใ้นการออกแบบระบบถงัหมกัชีวภาพ (Bioreactor) แสดงดงั
ภาพที� 4.2 และ 4.3 ซึ� งประกอบดว้ย 

- ปัgมอากาศ 
- เครื�องวดัปริมาณอากาศ 
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- แผน่กรองอากาศขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
- ท่ออากาศ 
- เครื�องหมุนถงัความเร็วตํ�า 
- ถงัหมกัชีวภาพแบบแนวนอนผลิตจากเหล็กปลอดสนิม โดยในโครงการวิจยันี* จะใชชื้�อ

ถงัหมกัชีวภาพที�ออกแบบว่า “WIRIYA” Model: S46L ปริมาตรบรรจุ (Volume)                 
46 ลิตร ปริมาตรผลิต (Working volume) 15 ลิตร สามารถผลิตโดยใชจ้มูกถั�วเหลือง
ประมาณ 7 กิโลกรัม 

จากนั*นทาํการทดสอบประสิทธิภาพของถังหมกัชีวภาพที�ออกแบบได้ โดยทาํการผลิต                
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากจมูกถั�วเหลืองหมกั และคาํนวณหาค่าจลนพลศาสตร์การผลิต               
ไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวม (qtotal aglycone) โดยเฉพาะการผลิต  ไดซิอิน (qDiadzein) เจนิสทิอิน 
( qGenistein) ไ ก ล ซิ ทิ อิ น ( qGlycitein) แ ล ะ ค่ า กิ จกรรมของเอนไซม์ เบต้ าก ลู โคซิ เดส



 
 

         
         
 

  

         ภาพที� 4.2 ถงัหมกัจมูกถั�วชีวภาพ   
         รุ่น WIRIYA  model : S46L                                          
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ท่ออากาศเขา้ 

ท่ออากาศออก 

เครื�องวดัปริมาณอากาศ 

แผน่กรองอากาศก่อนเขา้ถงั

หมกั ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 

ปั* มอากาศ 

เครื�องหมุนถงัหมกั
ความเร็วรอบตํ�า 

ภาพที� 4.3 ระบบถงัหมกัชีวภาพ รุ่น WIRIYA  model : S46L                                                           
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การศึกษาอตัราการเจริญเติบโตของเชืNอ Bacillus coagulans PR03 
 

 การทดลองนี* ศึกษาถึงอตัราการเจริญเติบโตจาํเพาะของเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ที�ใช้
ในกระบวนการหมกัจมูกถั�วชีวภาพ และใช้เป็นขอ้มูลในการติดตามผลของปริมาณเชื*อ Bacillus 

coagulans PR03ในการหมกัจมูกถั�วชีวภาพแต่ละช่วงเวลา ตั*งแต่เริ�มตน้หมกัจนถึง 168 ชั�วโมง 
แสดงดงัภาพที� 4.4 และตารางที� 4.10 
 

 
 

ภาพที� 4.4 ปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 จากจมูกถั�วชีวภาพ ที�ช่วงเวลาต่างๆ 
 

ตารางที� 4.10 ปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ในจมูกถั�วชีวภาพที�ช่วงเวลาต่างๆ 

Time 
(hours) 

Number of colony 
(CFU/g) 

Number of colony  
(N log CFU/g) 

Number of  colony  
(N ln CFU/g) 

0  3.5 x 105  5.54 + 0.26h 12.77 + 0.67h 

24  7.6 x 105  5.88 + 0.32g 13.54 + 0.72g 

48  3.2 x 106   6.50 + 0.47d 14.98 + 1.01d 

72 4.5 x 107 7.65 + 0.03c 17.62 + 0.89c 

96 5.4 x 107  7.73 + 0.53b 17.80 + 0.76b 

120 7.4 x 107  7.86 + 0.89a 18.12 + 0.45a 

144 2.2 x 106  6.34 + 0.04e 14.60 + 0.65e 

168 8.3 x 105  5.92 + 0.38f 13.63 + 0.87f 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง              
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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 จากภาพที� 4.4 และตารางที� 4.10 พบว่า ปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 จะเพิ�ม
จาํนวนอยา่งต่อเนื�องและมีปริมาณสูงสุดที� 120 ชั�วโมง โดยมีค่าเท่ากบั 7.86 log CFU ต่อ กรัม 
จากนั*นจะเริ�มลดลง 

 การหาอตัราการเจริญจําเพาะของเชืNอ Bacillus coagulans PR03 ในการผลิตไอโซฟลาโวน
ชนิดอะไกลโคนจากจมูกถั�วเหลอืงหมัก 

 จากการศึกษาการเจริญของเชื*อ Bacillus coagulans PR03 ขา้งตน้นาํมาใช้เป็นหัวเชื*อ
เริ�มตน้ในการหมกัจมูกถั�วเหลืองเพื�อผลิตไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนเป็นระยะเวลา 168 ชั�วโมง 
พบว่า เชื*อ Bacillus coagulans PR03 มีการเจริญในระยะ Log phase อยู่ในชั�วโมงที� 24-72           
(ภาพที� 4.3) โดยนาํขอ้มูลจากตารางที� 4.9 ไปใช้วิเคราะห์หาค่าอตัราการเจริญจาํเพาะของเชื*อ 
Bacillus coagulans PR03 ในการหมกัจมูกถั�วเหลือง ดงันี*  
  

อตัราการเจริญ   dx/dt           =  µX -----------------1 

 
เมื�อ  dx  =  ค่าที�เพิ�มขึ*นของมวลชีวภาพในช่วงเวลา dt  

    dx/x      = µ • dt -----------------2 

 
เมื�อทาํการ Integrate สมการที� 2 จะได ้

    Xt       = X0•e µt
 -----------------3 

เมื�อ  X0    = ค่ามวลชีวภาพ t=0 
Xt                             = ค่ ามวลชีวภาพ หรือ ค่ าความขุ่นภายหลังการเพาะ เ ลี* ย ง            

เป็นเวลา t ชั�วโมง 
 

เมื�อใส่ Natural logarithm ในสมการที� 3 จะได ้

   ln Xt = lnX0+ µt-----------------4 

 

ดงันั*นจะไดส้มการ   µ = ln (Xt/X0)     -------------5  

                                                                                    t 

 µ  = อตัราการเจริญจาํเพาะ (Specific growth rate) 
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โดยที�   อตัราการเจริญจาํเพาะของเชื*อ (µ) จะแทนค่าลงในสมการที� 6 เพื�อหาช่วงเวลาของ

เชื*อที�สามารถแบ่งตวัจากหนึ�งเซลลเ์ป็นสองเซลล ์(Doubling time) 
 

Doubling time (T) = ln2/ µ-------------6 
 

ทาํการแทนค่าสมการที� 5 ดว้ยขอ้มูลที�แสดงจากตาราง 4.9 เพื�อใชค้าํนวณค่าอตัราการเจริญ
จาํเพาะของ Bacillus coagulans PR03 

 
อตัราการเจริญจาํเพาะของ Bacillus coagulans PR03 

 µ PR03  = [ln (X120/X0)] – [ln (X24/X0)] /t 

    = [ln (7.4 x 107 / 3.5 x 105)] – [ln (7.6 x 105/3.5 x 105)]/(72-24) 
    = 0.095 hr-1 
  

Doubling time PR03 = ln2/ µ PR03 

    = ln2/0.095 
    = 7.30  hr 

 
จากการคาํนวณสามารถอธิบายไดว้า่เชื*อ Bacillus coagulans PR03 มีการเจริญเติบโตเพิ�ม

จาํนวนไดเ้ป็น 0.095 CFU ต่อ เวลา 1 ชั�วโมง และเชื*อจะสามารถแบ่งตวัเพิ�มจาํนวนจากหนึ�งเซลล์
เป็นสองเซลลเ์มื�อเวลาผา่นไปทุกๆ 7.30 ชั�วโมง 

จลนพลศาสตร์การใช้อาหารและการสร้างผลติภัณฑ์ 

ประสิทธิภาพการสร้างผลิตภณัฑจ์ากอาหาร 
 Process product yield (Yp/s) = (Pagy1- Pagy0)/(Sglu0- Sglu1) -------------7 
 
เมื�อ       Yp/s       = ประสิทธิภาพการสร้างไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน 
 Pagy1    = ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนสุดทา้ย 
 Pagy0     = ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนเริ�มตน้ 
 Sglu0     = ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดกลูโคไซดเ์ริ�มตน้ 
 Sglu1     = ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดกลูโคไซดสุ์ดทา้ย 
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ประสิทธิภาพการสร้างไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากเชืNอ Bacillus  coagulans PR03 

ประสิทธิภาพในการสร้างผลิตภณัฑ ์(Product yield coefficient ; Yp/s) = (Pagy1- Pagy0)/(Sglu0- Sglu1) 
         = (1181.68-501.92)/(667.54-66.28) 
         = 1.13 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัมนํ*าหนกัแหง้ 
 
จากการคํานวณข้างต้นแสดงให้เ ห็นว่าประสิทธิภาพในการสร้างผลิตภัณฑ์ คือ 

ประสิทธิภาพในการสร้างไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคน เท่ากบั 1.13 มิลลิกรัมต่อ 100 กรัม
นํ*าหนกัแหง้ 

จลนพลศาสตร์การสร้างผลติภัณฑ์ 

อตัราเร็วที�ผลิตภณัฑส์ร้างขึ*น = การสร้างผลิตภณัฑ ์– ผลิตภณัฑที์�ถูกทาํลาย 
 
dP/dt = (qpX)-kP -------------8 
 
เนื�องจากกระบวนการหมกัเป็นการเลี*ยงแบบกะ ดงันั*นผลิตภณัฑ์ที�ถูกทาํลายมีปริมาณนอ้ย

มากเมื�อเปรียบเทียบกับการสร้างผลิตภณัฑ์ในระหว่างการหมกั ดังนั* นจึงไม่นําค่า kP มาใช ้                    
ในสมการนี*และเขียนสมการใหม่ไดเ้ป็น สมการดงันี*  

 
dP/dt = (qpX) -------------9 
 
(1/X) • dP/dt = qp -------------10 
 
เมื�อ qp          = อตัราการสร้างผลิตภณัฑจ์าํเพาะ (Specific product formation rate) 
       X           = ปริมาณจุลินทรีย ์ 

        dP/dt    = อตัราเร็วที�ผลิตภณัฑเ์พิ�มขึ*น 
 qp/qs   =  dP/ds -------------11 

และสมการ 7 เท่ากบั สมการ 11  

Yp/s   = qp/qs   =  dP/ds -------------12 

เมื�อหารสมการ 12 ดว้ยสมการ 1 
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qp/ µ               =             [(1/X)dP/dt ]x[X•dt/dX] -------------13 

qp/ µ               =             dp/dX = Yp/x-------------14 

qp                    =             (dp/dX) • µ  -------------15 

 เมื�อ dp = อตัราการเปลี�ยนแปลงของผลิตภณัฑเ์ริ�มตน้และสุดทา้ย 
        dX = อตัราการเปลี�ยนแปลงของ ln CFU ต่อกรัม ของ ชั�วโมงที� 0 ถึงชั�วโมงที� 120 

        µ  = อตัราการเจริญจาํเพาะของ Bacillus coagulans PR03 เท่ากบั 0.095 hr-1 

อตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจําเพาะ 
 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนในจมูกถั�วเหลืองหมกั ตั*งแต่ชั�วโมงที� 0 ถึง ชั�วโมงที� 
168 แสดงดงัตารางที� 4.11 

ตารางที� 4.11 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนในจมูกถั�วเหลืองหมกั ณ เวลาต่างๆ 

Time of 
fermentation 

(hours) 

Aglycones’ family 
(mg/ 100g dry weight ) 

Daidzein Genistein Glycitein Total Aglycones 
0 267.61 + 5.21d 52.20 + 0.74 d 182.10 + 3.17 d 501.92 + 9.61 d 

24 239.49 + 0.73e 45.57 + 0.29 e 69.93 + 0.04 e 354.99 + 0.48 e 

48 507.54 + 5.06c 115.36 + 0.96 c 459.31 + 1.44 c 1082.21 + 7.46 c 

72 541.17 + 20.61b 122.37 + 5.95 b 472.99 + 16.92 bc 1136.54 + 43.48b 

96 565.78 + 2.20a 128.98 + 0.28 a 473.74 + 0.24 bc 1168.50 + 2.24 ab 

120 568.64 + 1.47a 128.75 + 0.42 a 482.05 + 0.28 b 1179.43 + 1.33 a 

144 567.37 + 0.61a 129.86 + 0.89 a 497.06 + 0.96 ab 1194.29 + 0.53 a 

168 566.00 + 5.99a 128.65 + 1.14 a 487.03 + 5.07 a 1181.68 + 12.20 a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง            
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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อตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณไดซิอนิจําเพาะ 
 

 
ภาพที� 4.5 ปริมาณไดซิอินของจมูกถั�วเหลืองหมกั ณ ช่วงเวลาต่างๆ 

 

จากตารางที� 4.11 และ ภาพที� 4.5 แสดงให้เห็นวา่ ปริมาณไดซิอินเพิ�มสูงขึ*นตั*งแต่ชั�วโมง            
ที� 24 จนถึงชั�วโมงที� 96 และเริ�มคงที�ไปเรื�อยๆ จนถึงชั�วโมงที� 168 ดงันั*นจึงนาํขอ้มูลดงักล่าวมา
คาํนวณ โดยให ้ 

 

 qDaidzein                    =             (dp/dX) • µ   

                   =             [(566-267.61)/( 18.12-12.77)]x 0.095 
                   =             5.30           mg • hr-1         
                                                                   100g  
 
 ค่าจากการคาํนวณ พบวา่ การเพิ�มขึ*นของปริมาณไดซิอินในจมูกถั�วเหลืองหมกัเท่ากบั 5.30 
มิลลิกรัม ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ในตวัอยา่งจมูกถั�วเหลืองหมกั 100 กรัม นํ*าหนกัแหง้ 
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อตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณเจนิสทอินิจําเพาะ 
 

 
 

ภาพที� 4.6 ปริมาณเจนิสทิอินของจมูกถั�วเหลืองหมกั ณ ช่วงเวลาต่างๆ 

ภาพที� 4.6 และตารางที� 4.11 แสดงใหเ้ห็นวา่ ปริมาณเจนิสทิอินเพิ�มสูงขึ*นตั*งแต่ชั�วโมงที� 24 
จนถึงชั�วโมงที� 96 และเริ�มคงที�ไปเรื�อยๆ จนถึงชั�วโมงที� 168 
 

 qGenistein                    =             (dp/dX) • µ   

                    =             [(128.65 –52.20)/( 18.12-12.77)]x 0.095 
                    =             1.36           mg • hr-1         
                                                                   100g  
 
 ค่าจากการคาํนวณ พบว่า การเพิ�มขึ*นของปริมาณเจนิสทิอินในจมูกถั�วเหลืองหมกัเท่ากบั 
1.36 มิลลิกรัม ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ในตวัอยา่งจมูกถั�วเหลืองหมกั 100 กรัม นํ*าหนกัแหง้ 
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อตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณไกลซิทอินิจําเพาะ 
 

 
 

ภาพที� 4.7 ปริมาณไกลซิทิอินของจมูกถั�วเหลืองหมกั ณ ช่วงเวลาต่างๆ 

ภาพที� 4.7 และตารางที� 4.11 แสดงให้เห็นว่า ปริมาณไกลซิทิอินเพิ�มสูงขึ*นตั*งแต่ชั�วโมง                 
ที� 24 จนถึงชั�วโมงที� 96 และเริ�มคงที�ไปเรื�อยๆ จนถึงชั�วโมงที� 168 
 

 qGlycitein                    =             (dp/dX) • µ   

                   =             [(487.03 –182.10)/( 18.12-12.77)]x 0.095 
                   =             5.41          mg • hr-1         
                                                                   100g  
 
 ค่าจากการคาํนวณ พบว่า การเพิ�มขึ*นของปริมาณไกลซิทิอินในจมูกถั�วเหลืองหมกัเท่ากบั 
5.41มิลลิกรัม ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ในตวัอยา่งจมูกถั�วเหลืองหมกั 100 กรัม นํ*าหนกัแหง้ 
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อตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมจําเพาะ 
 

 
 
ภาพที� 4.8 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวมจาํเพาะของจมูกถั�วเหลืองหมกั ณ ช่วงเวลาต่างๆ 

จากภาพที� 4.8 และตารางที� 4.11 แสดงให้เห็นวา่ ปริมาณอะไกลโคนรวมเพิ�มสูงขึ*นตั*งแต่
ชั�วโมงที� 24 จนถึงชั�วโมงที� 96 และเริ�มคงที�ไปเรื�อยๆ จนถึงชั�วโมงที� 168 

 

 qtotal aglycone                    =             (dp/dX) • µ   

                        =             [(1181.68 –501.92)/( 18.12-12.77)]x 0.095 
                        =             12.07       mg • hr-1         
                                                                   100g  
 
 ค่าจากการคาํนวณ พบว่า การเพิ�มขึ* นของปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวม
จาํเพาะในจมูกถั�วเหลืองหมกัเท่ากบั 12.07 มิลลิกรัม ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ในตวัอย่างจมูกถั�วเหลือง
หมกั 100 กรัม นํ*าหนกัแหง้ 
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 จากการหาอัตราเปลี�ยนแปลงปริมาณไอโซฟลาโวนจาํเพาะ ชนิดไดซิอิน เจนิสทิอิน       
ไกลซิทิอิน และไอโซฟลาโวนรวมชนิดอะไกลโคน มีค่าเท่ากบั 5.30, 1.36, 5.41 และ 12.07 
มิลลิกรัม ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ต่อปริมาณเชื*อ Bacillus coagulans PR03 เริ�มตน้ปริมาณ 1 CFU                
ในตวัอยา่งจมูกถั�วเหลืองหมกั 100 กรัม นํ*าหนกัแหง้ ตามลาํดบั 
 จากการศึกษาจลนพลศาสตร์ในการหมกัถั�วเหลือง พบว่าปริมาณไดซิอิน เจนิสทิอิน      
ไกลซิทิอิน และไอโซฟลาโวนรวมชนิดอะไกลโคน จะเพิ�มขึ*นเรื�อยๆ จนกระทั�งครบ 96 ชั�วโมง 
และคงที�ในที�สุด เหตุนี*  จึงทาํการเก็บเกี�ยวจมูกถั�วหมกัที� 96 ชั�วโมง ซึ� งขดัแยง้กับการทดลอง                       
ในระยะที� 1 ที�ตอ้งใช้เวลาในการหมกัถึง 120 ชั�วโมง จึงสามารถเก็บเกี�ยวได ้ทั*งนี* อาจเนื�องจาก 
พนัธ์ุของถั�วเหลืองที�ใช้มีความแตกต่างกนั อีกทั*งในการทดลองนี* ใช้เฉพาะจมูกถั�วเหลืองในการ
หมกัจึงทาํใหป้ระสิทธิภาพการหมกัมีมากขึ*น 

ศึกษาค่ากจิกรรมของเอนไซม์เบต้ากลูโคซิเดสในแต่ละช่วงเวลาของการหมักจมูกถั�วเหลอืง 
 

 
ภาพที� 4.9 ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสของจมูกถั�วเหลืองหมกัในแต่ละช่วงเวลา 

 จากภาพที� 4.9 ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสของจมูกถั�วเหลืองหมกั จะเพิ�มสูงขึ*น
จากชั�วโมงที� 0 ถึงชั�วโมงที� 24 ซึ� งมีค่าสูงสุดเท่ากบั 2.7 มิลลิยนิูตต่อกรัม และคงที�จนถึงชั�วโมงที� 96 
จากนั*นลดลงไปเรื�อยๆ จนถึงชั�วโมงที� 168 ซึ� งมีค่าเท่ากบั 1.9 มิลลิยนิูตต่อกรัม ดงัตารางที� 4.12 
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ตารางที� 4.12 ค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตา้กลูโคซิเดสในแต่ละช่วงเวลา 

Time of fermentation (Hours) Activity enzyme β-glucosidase (mU/g) 

0 2.5 + 0.01b 

24 2.7 + 0.03a 

48 2.7 + 0.01a 

72 2.7 + 0.01a 

96 2.7 + 0.05a 

120 2.2 + 0.01c 

144 2.0 + 0.01d 

168 1.9 + 0.02d 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่ง             
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากผลการทดลองขา้งตน้พบว่าค่ากิจกรรมของเอนไซมเ์บตตา้กลูโคซิเดสจะเพิ�มขึ*นตั*งแต่
เริ�มตน้หมกั (ชั�วโมงที� 0) จนถึงชั�วโมงที� 24 จะมีค่าสูงสุดและคงที� ที� 2.7 มิลลิยนิูตต่อกรัม ไปจนถึง
ชั�วโมงที� 96 แลว้จึงเริ�ม มีค่าที�ต ํ�าที�สุดที� ชั�วโมงที� 168 มีค่าเท่ากบั 1.9 มิลลิยนิูตต่อกรัม 
 สรุปวา่ประสิทธิภาพของถงัหมกั โดยมีอตัราการเจริญของเชื*อ Bacillus coagulans PR03 
(µ) เท่ากบั 0.095 CFU ต่อ เวลา 1 ชั�วโมง และมีค่าอตัราการเปลี�ยนแปลงปริมาณไดซิอิน เจนิสทิอิน 
ไกลซิทิอิน และไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนรวม เท่ากบั 5.30, 1.36, 5.41 และ 12.07 มิลลิกรัม 
ต่อเวลา 1 ชั�วโมง ในตวัอยา่งจมูกถั�วเหลืองหมกั 100 กรัม นํ* าหนกัแห้ง ตามลาํดบั ซึ� งระยะเวลาที�
เหมาะสมต่อการเก็บเกี�ยวจมูกถั�วเหลืองหมกัที�ผา่นการหมกัดว้ยถงัหมกัชีวภาพ เท่ากบั 96 ชั�วโมง 

การทดลองที� 3 การศึกษาการสกดัไอโซฟลาโวนและการผลิตไอโซฟลาโวนบริสุทธิoที�ผลิตจากระบบ
ถังหมัก 

การทดลองที� 3.1 การศึกษาระดับความเข้มข้นของเอทานอลต่อปริมาณไอโซฟลาโวน
ชนิดอะไกลโคนที�สกดัได้ในสารสกดัหยาบ 

ในการทดลองนี* จะทาํการศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของเอทานอลที�เหมาะสมในการสกดั
สารสกดัไอโซฟลาโวนจากจมูกถั�วเหลืองหมกั เพื�อให้ไดป้ริมาณไอโซฟลาโวนที�สกดัไดม้ากที�สุด 
ซึ� งไดผ้ลการทดลองดงัตารางที� 4.13 
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ตารางที� 4.13 ปริมาณไอโซฟลาโวนชนิดอะไกลโคนจากการสกดัดว้ยเอทานอล 

Concentrate of ethanol 
(%) 

 

Aglycones’ family 
(mg/ 100ml of ethanol extracted) 

Total Aglycones 
(mg/ 100ml of ) 

Daidzein Genistein Glycitein 

40 196.98 + 4.07b 29.53 + 0.69c 52.41 + 0.18d 278.91 + 4.94d 

60 247.94 + 1.68a 39.25 + 0.78a 82.24 + 0.68c 369.42 + 3.14b 

80 256.33 + 0.17a 40.95 + 0.02a 97.02 + 0.96a 394.30 + 0.77a 

95 203.93 + 4.53b 32.23 + 0.87b 87.71 + 2.11b 323.86 + 7.51c 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ ค่าความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

จากตารางที� 4.13 แสดงให้เห็นว่าความเข้มขน้ของเอทานอลมีผลต่อปริมาณสารสกัด       
ไอโซฟลาโวน โดยเมื�อพิจารณาทั*งปริมาณ ไดซิอิน เจนิสทิอิน ไกลซิทิอิน และ ไอโซฟลาโวน
ชนิดอะไกลโคนรวมแลว้ พบว่า การสกดัดว้ยเอทานอลร้อยละ 80 ให้ปริมาณสารทั*งหมดที�กล่าว
ขา้งตน้มากกว่าการสกดัดว้ย เอทานอลร้อยละ 40, 60 และ 95 ตามลาํดบั และมีงานทดลองของ  
Sang et al. (2005) ไดท้าํการศึกษาปัจจยัที�เหมาะสมต่อการสกดัไอโซฟลาโวนจากจมูกถั�วเหลือง 
โดยพบวา่ ที�ระดบัความเขม้ขน้ของเอทานอลร้อยละ 80 ที�อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 2 ชั�วโมง
ส า ม า ร ถ ส กัด ไ อ โ ซ ฟ ล า โ ว น จ า ก จ มู ก ถั�ว ไ ด้ม า ก ที� สุ ด  ซึ� ง ขัด แ ย้ง กับ ง า น ท ด ล อ ง ข อ ง                               
ผ่ องศรี และคณะ  (2544) ที�ทาํการศึกษาการสกดัไอโซฟลาโวน จากกากถั�วเหลืองด วยเอทานอล 
พบวา่ระดบัความเขม้ขน้ที�เหมาะสมต่อการสกดัไอโซฟลาโวนจากกากถั�วเหลือง คือเอทานอลความ
เขม้ขน้ร้อยละ 64 ที�อุณหภูมิ 63 องศาเซลเซียส นาน 110 นาที ทั*งนี* อาจเนื�องจากการทดลองขา้งตน้
มีการเพิ�มอุณหภูมิในการสกดัดว้ยจึงทาํใหล้ดปริมาณความเขม้ขน้ที�เหมาะสมในการสกดัลง 
 ดังนั*นในการทดลองต่อไปจะใช้ความเข้มข้นของเอทานอลร้อยละ 80 ในการสกัด                 
ไอโซฟลาโวนจากจมูกถั�วเหลืองหมกั 

การทดลองที� 3.2 ศึกษาการผลติไอโซฟลาโวนให้บริสุทธิo 
ในการทดลองนี* จะนาํสารสกดัหยาบที�ไดจ้ากการทดลองที� 3.1 มาทาํให้บริสุทธิ� มากที�สุด 

โดยใช้เรซินต่างชนิดกนั ไดแ้ก่ Diaion HP20, Amberlite XAD-4, Amberlite XAD-7HP และ 
Amberlite XAD-16HP ไดผ้ลการทดลองดงันี*  



 
 

ตารางที� 4.14 ร้อยละความบริสุทธิ� ของสารสกดัไอโซฟลาโวนที�ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิ� โดยใชเ้รซินชนิด Diaion HP-20 

Step of coluumn operation 
Diaion HP20 

Fraction 
Operating 

volume(ml) 
Mass of 

concentrate(mg) 
Mass ratio of 

concentrate(%) 
Mass of 

isoflavones (mg) 
Yield of 

isoflavone(%) 
Purity of 

isoflavone(%) 
Adsorption 1 285.00 10680.00 63.56 159.93 14.82 1.50 

Washing(DI water) 2 400.00 1562.00 9.30 20.71 1.92 1.33 

Step-gradient elution 
20% Ethanol 3 400.00 237.00 1.41 13.79 1.28 5.82 

40% Ethanol 4 400.00 1088.00 6.48 303.00 28.09 27.85 

60% Ethanol 5 400.00 1981.00 11.79 520.34 48.23 26.27 

80% Ethanol 6 400.00 1254.00 7.46 61.06 5.66 4.87 

Total  - 16802.00 100.00 1078.83 100.00 
 

หมายเหตุ : ความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในสารสกดัเริ�มตน้มีค่าเท่ากบัร้อยละ 5.30 ของปริมาณสารสกดัเขม้ขน้ 
 adsorption                                     = สารละลายไอโซฟลาโวนจาก อตัราส่วน crude extract of defated soyferment : Ethanol 80% : DI water ; 1:2:4 
operating volume (ml)                  = ปริมาณสารละลายที�ใชใ้นการชะคอลมัน์ในแต่ละ fraction 
mass of concentrate (mg)            =  ปริมาณของแขง็ในแต่ละ fraction 
mass ratio of concentrate (%)       = (mass of concentrate;mg) /total mass of concentration) x 100 

 mass of isoflavone(mg)              = ปริมาณไอโซฟลาโวนในแต่ละ fraction  
 yield of isoflavone(%)              = (mass of isoflavones ; mg) / total mass of isoflavone) x 100  
 purity of isoflavones(%)        =  (mass of isoflavones ; mg  /  mass of concentrate ; mg  ) x 100
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ตารางที� 4.15 ร้อยละความบริสุทธิ� ของสารสกดัไอโซฟลาโวนที�ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิ� โดยใชเ้รซินชนิด Amberlite XAD-4 

Step of coluumn operation 
XAD-4 

Fraction 
Operating 

volume(ml) 
Mass of 

concentrate(mg) 
Mass ratio of 

concentrate(%) 
Mass of 

isoflavones (mg) 
Yield of 

isoflavone(%) 
Purity of 

isoflavone(%) 
Adsorption 1 285.00 10130.00 71.90 225.17 24.51 2.22 

Washing(DI water) 2 400.00 1068.00 7.58 17.90 1.95 1.68 

Step-gradient elution 
20% Ethanol 3 400.00 161.00 1.14 8.49 0.92 5.27 

40% Ethanol 4 400.00 602.00 4.27 117.64 12.81 19.54 

60% Ethanol 5 400.00 988.00 7.01 375.31 40.86 37.99 

80% Ethanol 6 400.00 1140.00 8.09 174.12 18.95 15.27 

Total  - 14089.00 100.00 918.63 100.00 
 

หมายเหตุ : ความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในสารสกดัเริ�มตน้มีค่าเท่ากบัร้อยละ 5.30 ของปริมาณสารสกดัเขม้ขน้ 
 adsorption                                     = สารละลายไอโซฟลาโวนจาก อตัราส่วน crude extract of defated soyferment : Ethanol 80% : DI water ; 1:2:4 
operating volume (ml)                  = ปริมาณสารละลายที�ใชใ้นการชะคอลมัน์ในแต่ละ fraction 
mass of concentrate (mg)            =  ปริมาณของแขง็ในแต่ละ fraction 
mass ratio of concentrate (%)       = (mass of concentrate;mg) /total mass of concentration) x 100 

 mass of isoflavone(mg)              = ปริมาณไอโซฟลาโวนในแต่ละ fraction  
 yield of isoflavone(%)              = (mass of isoflavones ; mg) / total mass of isoflavone) x 100  
 purity of isoflavones(%)        =  (mass of isoflavones ; mg  /  mass of concentrate ; mg  ) x 100
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ตารางที� 4.16 ร้อยละความบริสุทธิ� ของสารสกดัไอโซฟลาโวนที�ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิ� โดยใชเ้รซินชนิด Amberlite XAD-7HP 

Step of coluumn operation 
XAD-7HP 

Fraction 
Operating 

volume(ml) 
Mass of 

concentrate(mg) 
Mass ratio of 

concentrate(%) 
Mass of 

isoflavones (mg) 
Yield of 

isoflavone(%) 
Purity of 

isoflavone(%) 
Adsorption 1 285.00 10,860.00 69.39 286.44 27.02 2.64 

Washing(DI water) 2 400.00 1,149.00 7.34 12.19 1.15 1.06 

Step-gradient elution 
20% Ethanol 3 400.00 181.00 1.16 18.62 1.76 10.29 

40% Ethanol 4 400.00 774.00 4.95 223.21 21.06 28.84 

60% Ethanol 5 400.00 1,515.00 9.68 406.75 38.37 26.85 

80% Ethanol 6 400.00 1,172.00 7.49 112.89 10.65 9.63 

Total  - 15,651.00 100.00 1,060.10 100.00 
 

หมายเหตุ : ความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในสารสกดัเริ�มตน้มีค่าเท่ากบัร้อยละ 5.30 ของปริมาณสารสกดัเขม้ขน้ 
 adsorption                                     = สารละลายไอโซฟลาโวนจาก อตัราส่วน crude extract of defated soyferment : Ethanol 80% : DI water ; 1:2:4 
operating volume (ml)                  = ปริมาณสารละลายที�ใชใ้นการชะคอลมัน์ในแต่ละ fraction 
mass of concentrate (mg)            =  ปริมาณของแขง็ในแต่ละ fraction 
mass ratio of concentrate (%)       = (mass of concentrate;mg) /total mass of concentration) x 100 

 mass of isoflavone(mg)              = ปริมาณไอโซฟลาโวนในแต่ละ fraction  
 yield of isoflavone(%)              = (mass of isoflavones ; mg) / total mass of isoflavone) x 100  
 purity of isoflavones(%)        =  (mass of isoflavones ; mg  /  mass of concentrate ; mg  ) x 100
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ตารางที� 4.17 ร้อยละความบริสุทธิ� ของสารสกดัไอโซฟลาโวนที�ไดจ้ากการทาํใหบ้ริสุทธิ� โดยใชเ้รซินชนิด Amberlite XAD-16HP 

Step of coluumn operation 
XAD-16HP 

Fraction 
 Operating 

volume(ml) 
Mass of 

concentrate(mg) 
Mass ratio of 

concentrate(%) 
Mass of 

isoflavones (mg) 
Yield of 

isoflavone(%) 
Purity of 

 isoflavone(%) 
Adsorption 1  285.00 10,660.00 64.83 226.43 21.14 2.12 

Washing(DI water) 2  400.00 1,394.00 8.48 13.93 1.30 1.00 

Step-gradient elution 
20% Ethanol 3  400.00 157.00 0.95 9.77 0.91 6.22 

40% Ethanol 4  400.00 896.00 5.45 261.82 24.44 29.22 

60% Ethanol 5  400.00 1,884.00 11.46 408.98 38.18 21.71 

80% Ethanol 6  400.00 1,453.00 8.84 150.32 14.03 10.35 

Total   - 16,444.00 100.00 1071.25 100.00 
 

หมายเหตุ : ความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในสารสกดัเริ�มตน้มีค่าเท่ากบัร้อยละ 5.30 ของปริมาณสารสกดัเขม้ขน้ 
 adsorption                                     = สารละลายไอโซฟลาโวนจาก อตัราส่วน crude extract of defated soyferment : Ethanol 80% : DI water ; 1:2:4 
operating volume (ml)                  = ปริมาณสารละลายที�ใชใ้นการชะคอลมัน์ในแต่ละ fraction 
mass of concentrate (mg)            =  ปริมาณของแขง็ในแต่ละ fraction 
mass ratio of concentrate (%)       = (mass of concentrate;mg) /total mass of concentration) x 100 

 mass of isoflavone(mg)              = ปริมาณไอโซฟลาโวนในแต่ละ fraction  
 yield of isoflavone(%)              = (mass of isoflavones ; mg) / total mass of isoflavone) x 100  
 purity of isoflavones(%)        =  (mass of isoflavones ; mg  /  mass of concentrate ; mg  ) x 100
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จากตารางที� 4.14 - 4.17 แสดงให้เห็นวา่ในเรซินแต่ละชนิดที�แตกต่างกนัมีประสิทธิภาพ 
ในการทาํใหส้ารสกดัไอโซฟลาโวนบริสุทธิ� ไดต่้างกนัเช่นกนั โดยในขั*นตอนแรกเมื�อทาํการเทสาร
สกดัลงไปในคอลมัน์แลว้ไอโซฟลาโวนส่วนมากจะเกาะติดกบัตวัเรซิน หลงัจากนั*นจึงนาํนํ* าที�ผา่น
การกาํจดัประจุอิออน (DI water) ปริมาตร 400 มิลลิลิตร ลา้งคอลมัน์เพื�อกาํจดัสารที�ไม่ตอ้งการออก 
จากนั*นจึงนาํเอทานอลแต่ละความเขม้ขน้ ไดแ้ก่ ร้อยละ 20, 40, 60 และ 80 โดยใชค้วามเขม้ขน้ละ 
400 มิลลิลิตร มาชะเอาไอโซฟลาโวนที�ติดอยู่กบัเรซินออก แล้วจึงนําไปวิเคราะห์หาปริมาณ                    
ไอโซฟลาโวน และคาํนวณหาค่าร้อยละความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวน (Purity ofisoflavone) และ
ร้อยละปริมาณผลผลิตที�ได ้(Yield of isoflavone) จากนั*นเลือกระดบัความเขม้ขน้ของเอทานอล              
ที�สามารถให้ความบริสุทธิ� มากที�สุดในแต่ละชนิดเรซิน มาเปรียบเทียบความบริสุทธิ� ในแต่ละเรซิน 
ไดผ้ลการทดลองดงันี*  

ตารางที� 4.18  ค่าร้อยละปริมาณผลผลิตที�ไดแ้ละค่าร้อยละความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในเรซินแต่ละชนิด 

Resin %yield40-60% %purity 40-60% 
diaion HP20 76.32 + 14.25a 26.83 + 1.12c 

Amberlite XAD-4 53.66 + 19.83d 31.00 + 13.04a 
Amberlite XAD-7HP 59.42 + 12.24c 27.52 + 1.14b 

Amberlite XAD-16HP 62.62 + 5.31b 24.13 + 5.31d 
หมายเหตุ: ความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนในสารสกดัเริ�มตน้มีค่าเท่ากบัร้อยละ 5.30 ของปริมาณสารสกดั      

เขม้ขน้ 
ตวัอกัษรภาษาองักฤษที�กาํกบัขอ้มูลในคอลมันเ์ดียวกนั แสดงวา่ คา่ความแตกต่างกนัของขอ้มูลอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 จากตารางที� 4.18 เมื�อพิจารณาส่วนของค่าความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนแล้ว พบว่า 
Amberlite XAD-4 มีความบริสุทธิ� ของไอโซฟลาโวนมากที�สุดเท่ากบัร้อยละ 31 ของของแข็ง
ทั*งหมด และ Amberlite XAD-16HP มีความบริสุทธิ� น้อยที�สุดเท่ากบัร้อยละ 24 ของของแข็ง
ทั*งหมด ซึ� งมีงานทดลองของ Aimin  et al. (2001) โดยศึกษาการดูดซับ Phenolic compounds 
จาํนวน 4 ชนิดดว้ย Amberlite XAD-4 พบวา่ Amberlite XAD-4 สามารถดูดซับสาร Phenolic 
compounds ทั*ง 4 ชนิด ไดเ้พิ�มขึ*นมากกวา่ร้อยละ 20  ทั*งนี* เนื�องจาก Amberltie XAD-4 เป็นเรซิน
ชนิด Macroporous styrene-divinylbenzenecopolymer ซึ� งพบวา่เป็นเรซินที�ดีที�สุดสําหรับการกาํจดั
สาร Phenolic compounds จากสารละลายที�ละลายไดด้ว้ยนํ*าแต่จะไม่สามารถกาํจดัสารที�ไม่สามารถ
ละลายไดด้ว้ยนํ*า (Li et al., 2001) ดงันั*นจึงใช ้Amberlite XAD-4 ในการผลิตไอโซฟลาโวนบริสุทธิ�
ต่อไป 


