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บทคัดยอ 

เทคโนโลยีการผลิตกลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ดวยการใชแปงถั่วเหลือง (Soybean 

flour เปนสารปกปองความเย็นจากกระบวนการทำแหงดวยเครื่องระเหิดแหง (freeze drier) กลาเช้ือที่ไดจาก

กระบวนน้ีเมื่อเก็บรักษาในบรรจุภัณฑอะลูมิเนียมฟอยลที่อุณหภูมิ -25 0 และ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 

6 เดือน พบวากลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ที่ เก็บรักษาที่ อุณหภูมิ -25OC เมื่อเวลาผานไป 

180 วัน ยังคงมีปริมาณ Bacillus subtilis SB-MYP1 ที่รอดชีวิต ปริมาณความช้ืน และคาปริมาณน้ำอิสระอยู

ในเกณฑมาตรฐานของคุณสมบัติของการเปนกลาเช้ือผง ในขณะที่สภาวะการเก็บรักษากลาเช้ือผงที่อุณหภูมิ 

0OC และ 25OC มีจำนวนสปอรลดลงในวันที่ 30 อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) และไมพบการเจริญของ

เช้ือจุลินทรียกอโรคไดแก B. cereus Yeast และ Mold รวมทั้งปริมาณสารพิษจากเช้ือรา aflatoxin จากกลา

เช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ซึ่งอยูในระดับความปลอดภัยตามมาตรฐานของกลาเช้ือ เมื่อนำกลาเช้ือ

ผงที่ไดไปวิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 16s rRNA ดวยวิธี sequencing เพ่ือยืนยันสายพันธุและความ

เสถียรของกลาเช้ือในการเก็บรักษา พบวาผลทดสอบความคลายคลึงของยีน 16S rRNA บางสวน (partial 

sequence) ของกลาเช้ือสดและกลาเช้ือผง ซึ่งมีคุณสมบัติความเปนกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 

ที่ ตรงกัน (อางอิงจากฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) จากน้ัน

ทดสอบประสิทธิภาพของกลาเช้ือฺ Bacillus subtilis SB-MYP1 ในกระบวนการหมักถั่วเหลืองเปนเวลา 

72 ช่ัวโมงพบวาในกระบวนการหมักดวยกลาเช้ือสดและกลาเช้ือผงไมปรากฎการปนเปอนของจุลินทรียกอโรค

ระหวางกระบวนการหมัก อัตราการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลสและโปรติเอสของการใชกลาเช้ือผง 

ในกระบวนการหมักสูงสุด (รอยละ 100) ในช่ัวโมงที่ 48 แสดงใหเห็นถึงการผลิตเอ็นไซมไดเปนจำนวนมาก 

ในระยะเวลาที่สั้นทำใหเกิดกระบวนการหมักรวดเร็วและมีความเสถียรมากข้ึน นอกจากน้ีไดนำผลิตภัณฑ 

ถั่วเหลืองหมักไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ พบวาถ่ัวเหลืองหมักดวยกลาเช้ือผงมีปริมาณแรธาตุและ

วิตามินสูงกวาการใชกลาเช้ือสดในการหมักดังน้ี ปริมาณแคลเซียม 1227.00 mg/kg เหล็ก 24.75 mg/kg 

ฟอสฟอรัส 2337 mg/kg และวิตามินบี 12 20.82 mg/100g จึงสรุปไดวาเทคนิคการเก็บรักษากลาเช้ือผง  

B. subtilis SB-MYP1  ดวย soybean flour โดยกระบวนการทำแหงดวยเครื่องระเหิดแหง (freeze drier) มี

คุณภาพ ประสิทธิภาพ และความปลอดภัยที่สามารถยืนยันความใชไดในทางการคา จึงทำการฝากเก็บรักษา

กลาเช้ือที่แหลงเก็บเช้ือจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) รหัสเช้ือ 

Bacillus subtilis SB MYP1 TISTR No. 2397 เพ่ือการเก็บรักษาในสภาวะที่ เหมาะสมและสำหรับการ

เผยแพรเช้ือจุลินทรียทางการศึกษาวิจัยและประโยชนในเชิงพานิชยตอไป 
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Abstract 

 

The starter culture of freeze-dried Bacillus subtilis SB-MYP-1 (FDBS_SB-MYP-1) was 

preserved with soybean flour cryoprotectant and kept in aluminum foil packages at -25, 0, 

and 25 oC for 6 months. The results showed that viability FDBS_SB-MYP-1 preserved at -25 

oC for 180 days remained, while its moisture content and water activity meet the standard 

requirement of powdered starter culture. In contrast, the spore of FDBS_SB-MYP-1 preserved 

at 0 and 25 oC for 30 days decreased (P<0.05). The B. cereus, yeasts and molds, and 

aflatoxin were not found in all treatments, which were relevant to standard safety. Due to 

analyze the 16s rRNA sequencing for confirming the stability of starter culture, the 

consequence revealed that the partial sequence was similar to the fresh starter culture SB-

MYP-1, which was relative to NCBI (National Center for Biotechnology Information). After that, 

the potential of FDBS_SB-MYP-1 was tested in soybean fermentation during 72 h. It found 

that the food borne pathogens were not detected in all samples, and the relative activities 

of amylase and protease were approximately 100 at 48 h. It indicated that the stability of 

SB-MYP-1 remained during storage. In addition, the nutritional values of those fermented 

soybean products were analyzed. The results showed that the mineral and vitamin B of 

fermented soybean inoculated with FDBS_SB-MYP-1 had higher than that of fresh culture. 

The calcium, ferric, phosphorus, vitamin B were about 1227.00 mg/kg, 24.75 mg/kg, 2337 

mg/kg, 12 20.82 mg/100g, respectively. It noted that the FDBS_SB-MYP-1 is a promising 

technique for starter culture preservation for confirming the starter culture potential and 

microbiological safety. Finally, SB-MYP-1 was kept at Thailand Institute of Scientific and 

Technological Research with the number of TISTR No. 2397 for further development of 

fermented food industry.  
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บทที่ 1 

บทนำ 

 

1.ความสำคัญและที่มาของการวิจัย 

ผลิตภัณฑอาหารหมัก เปนกระบวนการถนอมอาหารทำใหไดผลิตภัณฑที่มีกลิ่น รส และสีมีความเปน

เอกลักษณ และมีการถอยทอดเทคโนโลยีสืบตอกันมานับศตวรรษ ทำใหเกิดความหลากหลายของผลิตภัณฑ

อาหารหมักพ้ืนบานในแตละทองถิ่น ทั้งน้ีขึ้นกับวัตถุดิบ สภาพภูมิอากาศ และวัฒนธรรมการบริโภค เชน นม

เปรี้ยว หรือ โยเกิรต เนยแข็ง (cheese) ซาลามิ (salami) ปลาสม ไสกรอกเปรี้ยว กิมจิ (kimji) ซอรเคราท 

(sauerkraut) นัตโต เทมเป ถั่วเนา (fermented soybean) เปนตน จะเห็นไดวาการความหลากหลายของ

วัตถุดิบ เชน นม เน้ือสัตว ผักผลไม และธัญพืช สามารถนำมาแปรรูปโดยกระบวนการหมักใหไดผลิตภัณฑ

ใหมๆ วิธีการหมักนอกจากจะไดประโยชนทั้งการยืดอายุการเก็บรักษานาน รสชาติ สี และกลิ่น ที่ดี ยังอุดมไป

ดวยคุณคาทางโภชนาการซึ่งเปนผลจากบทบาทของจุลินทรียที่สงผลตอการปรับปรุงคุณคาทางอาหาร เชน 

เช้ือยีสต Saccharomyces cerevisiae สะสมไทอามีน กรดนิโคตินิก หรือแบคทีเรียแลคติกจะเปลี่ยนน้ำตาล

แลคโตสในนมใหเปนกรดแลคติก ทำใหผูที่ไมมีเอนไซมแลคเทส ไดประโยชนจากสารอาหารในนม โดยไมมี

อาการทองอืดหรือทองเสียดวยบริโภคนมเปรี้ยวหรือผลิตภัณฑนมหมัก  ถั่วเหลืองหมักหรือถั่วเนาที่นิยม

บริโภคในภาคเหนือของไทยซึ่งจุลินทรียในธรรมชาติที่มีบทบาทสำคัญในการสรางเอ็นไซมโปรติเอสและ

เอ็นไซมดังกลาวทำหนาที่ยอยโปรตีนในถั่วเหลืองเปน เปปไทด และกรดอะมิโน ชวยในการดูดซึมเพ่ือรางกาย

จะนำไปใชประโยชน นอกจากน้ียังพบวาถั่วเหลืองเมื่อผานกระบวนการหมักจะไมทำใหเกิดการสูญเสีย 

antioxidant activity เมื่อเปรียบเทียบกับถั่วเหลืองที่ไมผานกระบวนการหมัก ปริมาณ isoflavones พบมาก

ที่สุดในถั่วเหลืองสามารถแสดงฤทธ์ิทางชีวภาพหลายอยาง ไดแก ตานอนุมูลอิสระ ปองกันกระดูกพรุนและตาน

มะเร็ง (Chaiyasut และคณะ, 2010) อยางไรก็ตามกระบวนการหมักที่อาศัยจุลินทรียในธรรมชาติทำให

ผลิตภัณฑที่ไดมีคุณภาพไมแนนอน และไมสามารถควบคุมประสิทธิภาพการหมักใหไดมาตรฐาน หรือขยาย

กำลังการผลิตไดเทาที่ควร เสี่ยงตอการปนเปอนของเช้ือโรคในอาหาร หรือการสะสมสารพิษในอาหาร จาก

เหตุผลที่กลาวมาขางตนน้ันสงผลกระทบตอการผลิตในเชิงการคา  

ดังน้ันการหมักอาหารหลายชนิดไดมีการพัฒนามาใชกลาเช้ือบริสุทธ์ิ ที่มีการศึกษาจนแนใจวาเช้ือ

เหลาน้ันมีบทบาทอยางแทจริงในกระบวนการหมัก ไดทำการคัดเลือกตลอดจนปรับปรุงพันธใหดีขึ้น และมี

วิธีการผลิตกลาเช้ือรูปแบบใหม ผูวิจัยจึงเล็งเห็นความสำคัญของกลาเช้ือและเทคโนโลยีการผลิตกลาเช้ือที่มี

ประสิทธิภาพและความปลอดภัยตอผูบริโภค จากผลการวิจัยที่ผานผูวิจัยไดตระหนักถึงการพัฒนาและควบคุม

คุณภาพ ความปลอดภัยของผลิตภัณฑถั่วเนา (fermented soybean) ซึ่งจัดไดวาเปนผลิตภัณฑอาหารเพ่ือ

สุขภาพ (functional foods) ที่ปจจุบันประชาชนสวนมากหันมาใหความสนใจกับสุขภาพรางกายกันมากขึ้น 

หรือกลุมผูบริโภคอาหารเจ อาหารมังสวิรัติและอาหารชีวจิต ก็เปนอีกหลายทางเลือกที่ประชาชนใหความสนใจ

มาก ทำใหมีการผลิตถั่วเนาในเชิงการคามากขึ้น เหตุผลดังกลาวจึงทำใหผูวิจัยไดคัดเลือกกลาเช้ือพัฒนาการ
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หมักเพ่ือทำใหผลิตภัณฑถั่วหมักเปนที่ยอมรับของผูบริโภคทางดานกลิ่น สี และคุณคาทางโภชนาการของถั่ว

หมัก ผลจากการคัดแยกกลาเช้ือจากถั่วเนาไดเช้ือ  B. subtilis SB-MYP 1 ที่ใหลักษณะผลิตภัณฑโดยรวม

ดีกวาการหมักแบบธรรมชาติ ทั้งในดานของ กลิ่น สีและคุณคาทางโภชนาการ โดยการเติมกลาเช้ือจะสงผลให

ถั่วหมักมีปริมาณวิตามินบี 12 ฟอสฟอรัส แคลเซียม และธาตุเหล็ก มากกวาการหมักแบบธรรมชาติ ทั้งน้ีดวย

คุณสมบัติการผลิต  amylase และ protease ของกลาเช้ือ B. subtilis  SB-MYP 1  ที่แยกไดมีผลตอการให

กลิ่น ผลิตภัณฑถั่วหมักแบบธรรมชาติกลิ่นที่ไดสวนใหญพบ alcohols, aldehydes, esters and acids, 

pyrazines, aromatic compounds, ketones, และ alkanes เปนตน แตเมื่อหมักดวยกลาเช้ือ B. subtilis  

SB-MYP 1  พบสารประกอบที่ใหกลิ่นหอมฉุนไดแก  2-heptanone และ benzaldehyde มากกวาที่หมัก

จากธรรมชาติ นอกจากน้ีกลาเช้ือที่คัดแยกไดชวยทำใหระยะเวลาในการหมักสั้นลง มีคุณสมบัติในการยับย้ัง

เช้ือ S. aureus TISTR No.118 เช้ือกอโรคในอาหาร และจากผลการวิจัยดังกลาวพบวากระบวนการใหความ

ดวยหมอหน่ึงความดันไอ (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121๐C  นาน 15 นาที สามารถทำใหถั่วสุกได โดยไมมีความ

แตกตางทางดานกายภาพเชนเดียวกับการตมที่ตองใชระยะเวลานาน ทำให เปนหน่ึงในทางเลือกที่

ผูประกอบการสามารถเลือกนำไปใชเพ่ือลดระยะเวลาการผลิต (ปยะวรรณ กาสลัก และรัชฎาพร อุนศิวิไลย 

รายงานการวิจัย  การลดกลิ่นไมพึงประสงคและเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑถั่วหมัก โดยการใช   

B. subtilis เปนกลาเช้ือในการหมัก 2553) ภายหลังผูวิจัยมีการนำผลการวิจัยขางตนมาตอยอดในเชิงพัฒนา

แปรรูปเปนกลาเช้ือผง เพ่ือใหสะดวกตอการนำไปใชงานเพ่ือตอยอดหรือพัฒนาแปรรูปผลิตภัณฑถั่วหมักเปน

ผลิตภัณฑอ่ืนๆ เชน ผลิตภัณฑอาหารขบเค้ียวเสริมสุขภาพจากถ่ัวหมัก และเครื่องด่ืมเสริมสุขภาพจากสารเอ็ก

โซโพลีแซคคาไรด เปนตน ซึ่งจากผลการวิจัยที่ ไดทำการศึกษาเสร็จสิ้นดวยสารปกปองตางๆ ไดแก 

maltodextrin, skim milk, sucrose และ soybean flour ดวยวิธีการอบแหงแบบพนฝอย (spray dried) 

และการทำแหงโดยการระเหิดแหง (freeze dried) ผลการทดลองดังกลาวไดขอสรุปวา กลาเช้ือ B. subtilis  

SB-MYP 1  ดวย soybean flour 10% w/v  เปนสารปกปองและใชกระบวนการทำแหงดวยเครื่องระเหิด

แหง (freeze drier) เปนวิธีการที่มีประสิทธิภาพสูงสุดในการผลิตกลาเช้ือผงและมีความเปนไปไดของการใช

กลาเช้ือในการผลิตถั่วเหลืองหมัก (ปยะวรรณ กาสลัก และปริยาภรณ อิศรานุวัฒน รายงานการวิจัยเทคโนโลยี

การผลิตหัวเช้ือ (Bacillus subtilis) เพ่ือการผลิตผลิตภัณฑถั่วหมัก)  

จากที่กลาวมาในขางตน จึงเปนเหตุใหผูวิจัยเห็นประโยชนและความสำคัญในการตอยอดงานวิจัย 

เพ่ือใหกลาเช้ือ B. subtilis SB-MYP 1 ถูกนำไปใชประโยชนสูงสุด โดยตองมีคุณลักษณะที่ใชงานงาย เก็บ

รักษาไดนาน และที่สำคัญจะตองมีความปลอดภัย เพ่ือใหผูที่สนใจสามารถนำไปใชประโยชนในการคา 

ผูประกอบการในระดับ SME รวมถึงการเก็บรักษาเช้ือ ณ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศ

ไทย (วว.) ที่สะดวกตอผูที่สนใจสามารถติดตอขอใชงานไดโดยตรง พรอมทั้งเปนการพัฒนาศักยภาพในการผลิต

ของผูประกอบการใหเกิดความนาเช่ือถือจากผลิตภัณฑที่ไดมาตรฐาน   

ดังน้ันจึงมีความจำเปนที่จะตองศึกษาและยืนยันความปลอดภัย สภาวะการเก็บรักษาที่เหมาะสมของ

กลาเช้ือ B. subtilis  SB-MYP 1  ดวย soybean flour 10% w/v  (โดย freeze drier) ที่อุณหภูมิแตกตาง

กัน (-20๐C ถึง 25๐C) เพ่ือใหมั่นใจวาตอการนำไปใชงาน หรือเมื่อกลาเช้ืออยูในอุณหภูมิที่สูงกวา -20๐C (เปน
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อุณหภูมิที่เหมาะสมในการเก็บรักษากลาเช้ือผง) จะคงประสิทธิภาพในการเจริญของเช้ือเมื่อมีการนำไปใชงาน

ตองสามารถผลิตเอ็นไซมอะไมเลส โปรติเอส วิตามินบี 12 ฟอสฟอรัส แคลเซียม  ธาตุเหล็ก รวมถึงคุณสมบัติ

ในการยับยั้งเช้ือ S. aureus TISTR No.118 และการลดกลิ่นดวยกลาเช้ือดังกลาวจะยังคงใหสารประกอบที่ให

กลิ่ นหอมฉุน ได แก   2-heptanone และ benzaldehyde มากกวาที่ หมั กจากธรรมชาติ  นอกจาก

ประสิทธิภาพของกลาเช้ือที่ผานการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆแลว จำเปนตองระบุระยะเวลาในการเก็บรักษา 

เพ่ือใหไดความแตกตางของวันที่หรือเวลา ในการเก็บรักษาเช้ือที่อุณหภูมิที่แตกตางกันแลว จำเปนอยางย่ิงที่

ตองมีการติดตามความปลอดภัยในตัวกลาเช้ือตลอดระยะเวลาที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ เพ่ือใหเกิดความมั่น

ในตอการนำไปใชงานของผูที่สนใจ  ซึ่งดัชนีความเสี่ยงที่จะสงผลตออายุการเก็บรักษาและประสิทธิภาพของ

กลาเช้ือ  B. subtilis  SB-MYP 1  ดวย soybean flour ไดแก (1)  ความช้ืน (% moisture) (2) คาปริมาณ

น้ำอิสระ (water activity; aw) ที่เปนพารามิเตอรและดัชนีความเสี่ยงสำคัญในผลิตภัณฑแปงถ่ัวเหลือง ซึ่งแปง

ถั่วเหลืองไดถูกนำมาใชเปนสารปกปองในกระบวนการเก็บรักษากลาเช้ือน้ี จึงมีความจำเปนตองทำการติดตาม

ความช้ืนที่เปลี่ยนแปลงของกลาเช้ือ (มาตรฐานผลิตภัณฑแปงถั่วเหลือง, มผช. 1377/2550) (2) จำนวนยีสต

และรา เชนเดียวกับความช้ืน ซึ่งดัชนีจัดอยูในมาตรฐานแปงถ่ัวเหลืองเชนกัน โดยกำหนดใหยีสตและราตองไม

เกิน 500 โคโลนี ตอตัวอยาง 1 กรัม (3) สารพิษจากจุลินทรีย ไดแก aflatoxin B1 ซึ่งเปนสารพิษที่สรางมา

จากเช้ือราหลัก 2 ชนิดคือ Aspergillus flavus และ Aspergillus parasitic พบในอาหารจำพวกแปง และ

ผลิตภัณฑจากแปง  รวมถึงผลิตภัณฑที่ทำจากถ่ัวลิสง จึงมีความจำเปนอยางย่ิงที่ตองทำการติดตามผลสารพิษ

ชนิดน้ีในผลิตกลาเช้ือ นอกจากน้ีสารพิษที่ผลิตโดยจุลินทรียอีกชนิดหน่ึงที่จำเปนที่ติดตามไดแก เอนเทอโรท็อก

ซิน (enterotoxin) ที่มาจาก B. cereus ซึ่งเปนจุลินทรียในกลุม Bacillus spp. เชนเดียวกับกลาเช้ือ (4) B. 

cereus เปนแบคทีเรียที่มีสายพันธใกลเคียงกับ B. subtilis  แต B. cereus เปนแบคทีเรียที่กอโรคในอาหาร 

(food pathogen) ที่สามารถสรางสปอร สารพิษ (toxin) ที่ทนตอความรอนได เจริญไดในที่มีอากาศ 

(aerobic bacteria) เจริญไดดีที่ อุณหภูมิปานกลาง และแบคทีเรียดังกลาวเปนเช้ือหลักที่พบในธัญชาติ 

(cereal) หรืออาหารที่มีสตารซ (starch) เปนสวนประกอบ ซึ่งรวมถึงแปงถ่ัวเหลืองที่นำมาใชเปนสารปกปอง

กลาเช้ือในการศึกษาครั้งน้ี จึงจำเปนจะตองมีการตรวจติดตามตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา  

ผูวิจัยยังไดเห็นความสำคัญอีกประการของบรรจุภัณฑ จะสงผลตอประสิทธิภาพของกลาเช้ือและ

ความปลอดภัยของกลาเช้ือ ผลการวิจัยที่จะไดในการศึกษาครั้งน้ีนอกจากจะไดเทคนิคการเก็บกลาที่เหมาะสม 

มีประสิทธิภาพ และปลอดภัยตอความเสี่ยงตางๆ แลวยังเปนหน่ึงในทางเลือกของผูประกอบเพ่ือลดตนทุนใน

การผลิตไดอีกดวย รวมถึงการเก็บรักษากลาเช้ือที่เก็บรักษาไว ณ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง

ประเทศไทย (วว.) เพ่ือใหผูที่สนใจสามารถติดตอนำไปใชงาน และมั่นใจไดวากลาเช้ือ  B. subtilis SB-MYP 1 

ที่ไดรับการยืนยันสายพันธมีประสิทธิภาพที่ดีเมื่อนำไปใชในการหมัก กลาเช้ือมีความปลอดภัยจากความเสี่ยง 

และมีอายุการเก็บรักษาที่ระบุไวชัดเจนวาจะปลอดภัยจากอันตรายตางๆที่จะเกิดขึ้นได 
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2.วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

1) ไดเทคนิคการเก็บรักษากลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ดวย soybean flour ที่เหมาะสมที่สุด  

2) ยืนยันความใชไดในทางการคาและความปลอดภัยของกลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ดวย 

soybean flour และทำการฝากเก็บรักษากลาเช้ือที่แหลงเก็บเช้ือจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร

และเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

 

3.ขอบเขตของโครงการวิจัย 

งานวิจัยน้ีเปนการวิจัยตอยอดที่ใหความสำคัญเทคนิคการเก็บรักษากลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1  

ดวย soybean flour โดยกระบวนการทำแหงดวยเครื่องระเหิดแหง (freeze drier) กลาเช้ือที่ ไดจาก

กระบวนการน้ีจะตองมีคุณภาพและประสิทธิภาพเชนเดียวกับการใชกลาเช้ือสด ที่สามารถยืนยันความใชได

ในทางการคาและความปลอดภัยของกลาเช้ือผง B. subtilis  SB-MYP1  ดวย soybean flour และทำการ

ฝากเก็บรักษากลาเช้ือที่แหลงเก็บเช้ือจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

โดยการนำกลาเช้ือ B. subtilis  SB-MYP1 เติมลงในสารละลาย soybean flour 10% w/v แลวทำแหงโดย

ใชเครื่อง freeze Dryer กำหนดคาอุณหภูมิสุดทายเปน 35 องศาเซลเซียส ความดัน1.0E+3 mbar เปนเวลา 

24-48 ช่ัวโมง จากน้ันติดตามคุณภาพและประสิทธิภาพของกลาเช้ือผง เปนระยะเวลา 6 เดือน เพ่ือใหมั่นใจ 

ซึ่งกลาเช้ือผงที่ไดน้ีจะบรรจุแบบปลอดเช้ือถุงอะลูมิเนียมฟอยลแบบสุญญากาศเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -25 0 25 

องศาเซลเซียส ทำการสุมตัวอยางมาตรวจวิเคราะหเปนระยะเวลา วันที่ 0 30 60 90 120 150 และ 180 ซึ่ง

ในการวิเคราะหน้ีแบงออกเปน 2 สวน ไดแก (1) ทดสอบประสิทธิภาพของกลาเช้ือ B. subtilis  SB-MYP1 

ดวยแปงถั่วเหลืองที่ผลิตได การวิเคราะหสวนน้ีจะตองนำกลาเช้ือผงที่ไดไปหมักในถั่วเหลืองจากน้ันทำการ

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดาง (pH) ความสามารถในการผลิตเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลส 

เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากน้ันวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 แคลเซียม ฟอสฟอรัส และธาตุเหล็กของผลิตภัณฑ

ถั่วหมักสุดทาย ซึ่งการวิเคราะหน้ีลวนเปนคุณสมบัติเดนเกิดจากกิจกรรมของกลาเช้ือ B. subtilis  SB-MYP1 

(2) วิเคราะหความปลอดภัยของกลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ดวย soybean flour สวนน้ีเปนการ

วิเคราะหเพ่ือยืนยันความปลอดภัยจากความเสี่ยงที่เปนอันตรายที่จะสงผลตอคุณภาพโดยรวมของกลาเช้ือ 

ไดแก การวิเคราะหคาความช้ืน ปริมาณน้ำอิสระ ตรวจนับจำนวน B. subtilis  SB-MYP1 ที่อยูรอด วิเคราะห

การปนเปอนของ B. cereus ยีสต และรา (FDA-BAM 2001) วิเคราะหปริมาณสารพิษอะฟลาทอกซิน 

(Aflatoxin) ดวยวิธี Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (3) วิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 

16s rRNA ดวยวิธี sequencing เพ่ือยืนยันสายพันธุและความเสถียรของกลาเช้ือในการเก็บรักษา  
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4.ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย 

ไดกลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ที่มีความเสถียร เก็บรักษาไดนานที่อุณหภูมิตางๆ และสามารถ

นำไปใชในกระบวนการหมักถั่วเหลืองไดอยางปลอดภัย 

 

5.ผูใชประโยชนจากการวิจัย 

1) นักวิชาการที่ทำวิจัยเกี่ยวกับการผลิตกลาเช้ือในรูปแบบตางๆ 

2) กลุมประชากรเปาหมายที่ผลิตและจำหนายอาหารแปรรูปถั่ว กลุมผูประกอบการระดับ SME 

3) เก็บรักษากลาเช้ือที่แหลงเก็บเช้ือจุลินทรยี สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) 

4) กลุมผูบริโภคไดรับคุณคาทางโภชนาการจากผลิตภัณฑถั่วหมัก  
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บทที่ 2  

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ 

กลาเช้ือ Bacillus subtilis  มีบทบาทสำคัญในผลิตภัณฑถั่วหมัก เปนจุลินทรียที่จัดอยูในกลุม 

แกรมบวก รูปแทงตรง มี flagella แบบ peritrichous เจริญได ดีที่  pH 5.5-8.5  ในสภาวะที่มีอากาศ 

(aerobes) หรือ มีอากาศเล็กนอย (facultative anaerobes) สราง catalase มี endospore ที่ทำใหมี

คุณสมบัติในการทนตอสภาวะแวดลอมที่ไมดีได ทนตอความรอน ความแหง รังสีอุลตราไวโอเลตและตัวทำ

ละลายอินทรีย มีคุณสมบัติในการผลิต antibiotic และยับย้ังการเจริญของเช้ือจุลินทรียกอโรคในระหวางการ

หมัก ไมทำใหเกิดโรค สราง Hydrolytic enzyme ที่ยอยสลาย polysaccharide, nucleic acid และ lipid 

บทบาทสำคัญของเช้ือตัวน้ีในการหมักคือการปลอยเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลสออกมายอยโปรตีน ทำให

ชวยปรับปรุงองคประกอบที่ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงาย เปนประโยชนมากข้ึน เน่ืองจากถ่ัวเหลืองเปน

แหลงของโปรตีนที่ดีตอสุขภาพ ดังน้ันการนำมาหมักจะเปนการชวยเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการ เชน ถั่วเหลือง

หมักซึ่งเปนอาหารพ้ืนเมืองของหลายประเทศ มีช่ือเรียกตางๆ กัน ไดแก อินเดีย (Kinema), จีน (douchiba) 

และถั่วเนาของประเทศไทย ในระหวางการหมัก Bacillus subtilis  สามารถยอยองคประกอบของโปรตีนให

อยูในรูปของกรดอะมิโนอิสระ (Free-amino acids, FAA) ทำใหรางกายสามารถยอยไดงายและนำไปใช

ประโยชนได เชน ผลิตภัณฑ dawadawa จะประกอบดวย Leu, Lys, Arg, Pro และ Asp สำหรับผลิตภัณฑ 

Kinema ประกอบดวย Glu, Phe และ Leu โดยทั่วไปแลวกรดอะมิโนอิสระจะใหรสชาติและกลิ่นเฉพาะของ

ผลิตภัณฑ ซึ่งกรดอะมิโนที่ไดจากถั่วเหลืองนอกจากจะมีคุณคาทางโภชนาการสูงแลวยังมีประโยชนตอสุขภาพ 

เชน ลดไขมันในเลือด ลด coronary heart disease และลดโรคอวน เปนตน (Park, General & Lee, 2012) 

กรดอะมิโนบางชนิดยังมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidants) เชน Tyr, Met, His, Lys และ 

Trp นอกจากน้ีการเติมกรดอะมิโน Asp, Glu, Pro, Gly และ Leu ในผลิตภัณฑจากถั่วเหลือง จะชวยยับย้ัง

การเกิดโรคมะเร็งได (Dajanta, Apichartsrangkoon, Chukeatirote & Frazier, 2011) Petchkongkaew 

& Gasaluck, 2008  ไดทำการแยกและจำแนกเช้ือจุลินทรียในผลิตภัณฑถั่วเนา พบวาเปนเช้ือบาซิลลัส 23 ไอ

โซเลท นอกจากน้ียังพบแอสเปอรจิลลัส ฟลาวัส สายพันธุที่มีความสามารถในการสรางสารพิษอะฟลาทอกซิ

นดวยเชนกัน ผลการทดลองพบวา เช้ือบาซิลลัส  ซี เอ็ม 21 ซึ่งจากการทำการบงช้ีลักษณะในภายหลังพบคือ 

เช้ือบาซิลลัส ไลเคนนิฟอรมิส มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของเช้ือราทั้งสองชนิด นอกจากน้ียัง

พบอีกวา          เช้ือบาซิลลัส ดังกลาวมีความสามารถในการกำจัดสารพิษอะฟลาทอกซิน บีวัน และโอครา

ทอกซิน เอ ที่สรางขึ้นจากเช้ือราดังกลาว โดยความสามารถในการกำจัดสารพิษเทากับ 74 เปอรเซ็นตและ 

92.5 เปอรเซ็นตตามลำดับ นอกจากน้ีเช้ือบาซิลลัส เอ็ม เฮช เอส 13 ซึ่งไดทำการบงช้ีลักษณะในภายหลังโดย

วิธี ITS sequencing คือ เช้ือบาซิลลัส ซับทิลิส มีความสามารถดังกลาวเชนกัน โดยสามารถกำจัดสารพิษอะฟ

ลาทอกซิน บีวัน ไดถึง 85 เปอรเซ็นต (Ouoba, Diawara, Jespersen & Jakobsen, 2007) ไดทำการคัดแยก

เช้ือ Bacillus subtilis  และ Bacillus subtilis  จากผลิตภัณฑ Soumbala พบวา จุลินทรียทั้ง 2 สายพันธุ

สามารถยับย้ังการเจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งแกรมบวก แกรมลบและเช้ือราไดดังน้ี Micrococcus luteus, 
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Staphyloccocus aureus, Bacillus cereus, Enterococus facium, Listeria monocytogenes, 

Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica, 

Aspergillus ochraceus แ ล ะ  Penicillium roqueforti  Hemalatha & Shanthi (2010) พ บ ว า  B. 

subtilis ที่ทำการคัดแยกจากตัวอยางนมมีความสามารถในการผลิตยาปฏิชีวนะ (antibiotic) และการยับย้ัง

เช้ือจุลินทรีย  พบวา Bacillus subtilis  สามารถผลิตยาปฏิชีวนะได ดังน้ี  streptomycin (25 µg/ml), 

ampicillin (10 µg/ml), penicillin (10 µg/ml), erythromycin (15 µg/ml), amoxicillin (10 µg/ml) ซึ่ง

มีคุณสมบัติในการเปนแบคเทอริโอซิน และยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคในมนุษยได เชน Salmonella spp., 

Streptococcus spp., Klebsiella spp. และ E. coli  จะเห็นไดวากลาเช้ือที่คัดแยกไดจะตองมีคุณสมบัติที่

ชวยพัฒนาหรือทำใหผลิตภัณฑดีขึ้น มีคุณภาพ ควบคุมกระบวนการผลิต สามารถขยายการผลิตในทางการคา

ไดโดยได ผลิตที่มีความส่ำเสมอ  

ดังน้ันผลิตภัณฑที่ไดจากการผลิตโดยใชกลาเช้ือจะมีลักษณะเฉพาะตัว เชน ความเปนกรด (pH) 

รสชาติ กลิ่นและไดผลิตภัณฑที่มีความสม่ำเสมอ นอกจากน้ียังทำใหมีคุณคาทางโภชนาการเพ่ิมขึ้นและ

สามารถยอยไดงาย สงผลใหตองคำนึงถึงการเก็บรักษากลาเช้ือ โดยตองเปนวิธีการที่จะชวยใหกลาเช้ือมี

กิจกรรมการหมักเหมือนเดิม เชน การแชแข็งดวยไนโตรเจนเหลวถึงอุณหภูมิ -160 ํC จะชวยเก็บรักษากลาเช้ือ

ไดดี ปจจุบันน้ีมีการนำกลาเช้ือมาเก็บรักษาในรูปแบบ deep-frozen และ freeze-dried (lyophilised) ซึ่ง

จะตองคำนึงถึงอายุในการเก็บรักษากลาเช้ือดวย ดังตารางที่ 2.1 

ตารางที่ 2.1 สภาวะการเก็บรักษาและอายุการเก็บรักษาของกลาเช้ือ 

ชนิดของกลาเชื้อ การเก็บรักษา อายุการเก็บรักษา (เดือน) 

Freez-dried DVS Freezer below -18 ํC  อยางนอย 12 เดือน 

Deep-frozen DVS Freezer below -45 ํC อยางนอย 12 เดือน 
Freez-dried REDI-SET Freezer below -18 ํC อยางนอย 12 เดือน 
Deep-frozen REDI-SET Freezer below -45 ํC อยางนอย 12 เดือน 
DRI-VAC Refrigator below +5 ํC อยางนอย 12 เดือน 
 ที่มา : Bylund (1999) 

การผลิตกลาเช้ือโดยวิธีการทำแหงเปนวิธีที่ลดการทำงานที่เกี่ยวของกับการผลิตกลาเช้ือชนิดเหลว 

สามารถยืดอายุการเก็บรักษาเช้ือไดนานขึ้น โดยปราศจากการสูญเสียกิจกรรมของเช้ือและมีความสะดวกใน

การขนสง การทำแหงเปนกระบวนการขจัดน้ำออกจากตัวอยางเพ่ือเปลี่ยนเปนของแข็งที่อยูในสภาพแหง กลา

เช้ือชนิดแหงน้ีเปนกลาเช้ือชนิดเขมขน (concentrate starter) มีเช้ือที่มีชีวิตรอดอยูรอยละ 1-2 การนำมาใช

ตองมีการตอเช้ือกอนที่จะนำมาใชหลายคร้ัง เพ่ือใหเช้ือมีกิจกรรมตางๆ สูงสุด วิธีการทำแหงมีดวยกันหลายวิธี 

ไดแก การทำแหงแบบแชเยือกแข็งและการทำแหงแบบพนฝอย เปนตน (สมบูรณ, 2539) 
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การผลิตกลาเช้ือแบบผง เช้ือจุลินทรียจะตองผานกรรมวิธีในการผลิตที่มีอุณหภูมิเขามาเกี่ยวของ เช้ือ

อาจถูกทำลายโดยอุณหภูมิที่นำมาใช ซึ่งจะมีผลทำใหอัตราการรอดชีวิตของเช้ือลดลง จึงตองมีการปองกัน

ไมใหเซลลไดรับอันตราย โดยมีการเติมสารบางชนิดซึ่งมีผลชวยใหอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น (ภัทรียา, 2541) 

สารปกปองเซลลหรือสารที่ ใช เคลือบเซลลจะปองกันความรอนหรือความเย็น (cryoprotectants or 

protective substances) ที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการทำแหง ซึ่งจะชวยลดการถูกทำลายของเซลล และ

ชวยเพ่ิมการรอดชีวิตของเซลลจุลินทรียที่ผานการทำแหง รวมถึงในการเก็บรักษาที่ระยะเวลาตางๆ เซลลที่มี

ชีวิตจะมีจำนวนมากหรือนอยขึ้นอยูกับเซลลที่ไดรับความเสียหายบางสวน (sub-lethal damage) ซึ่งอาจ

กลายเปนเซลลตาย (lethal form) ในระหวางการเก็บรักษา กระบวนการขึ้นอยูกับปริมาณน้ำ ออกซิเจนและ

อุณหภูมิ (Simpson et al., 2005) ไมเพียงแตเย่ือหุมเซลลเทาน้ันที่ไวตอความรอนในระหวางการทำแหง แต

ผนังเซลล ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ ยังไดรับผลกระทบจากความรอนซึ่งสงผลใหเกิดการสูญเสียกิจกรรม 

(metabolic activity) ได (Meng et al., 2008) สารประกอบที่นิยมใชเปนสารปกปองเซลล ไดแก นมพรอง

ไขมัน น้ำตาลซูโครส กลีเซอรอล โซเดียมกลูตาเมตหรือสวนผสมของน้ำตาลกลูโคสกับซีร่ัม (Hubalek, 2003) 

มอลโตเดกตริน (Namaldi et al., 2006) alginate starch bentonite (Wu et al., 2012) และ MgSO4 

เปน  matrix รวมกับ Biocontrol (Yanez-Mendizabal et al., 2012) กิจกรรมของสารปกปองเซลล  

จะสัมพันธกับโครงสรางทางเคมีของสารน้ัน โดยทั่วไปสารที่ปกปองเซลลไดดีตองมีหมูไฮโดรคารบอน 

(hydrogen bond) อยูในโมเลกุลสามหมูหรือมากกวา และมีหมูที่ไอโอโนสไดอยูดวยคือ มีหมูอะมิโนอยูที่

ตำแหนงแอลฟาคารบอน มีหมูคารบอกซีอยูที่ตำแหนงแอลฟาและแกมมา และมีสวนของโมเลกุลระหวางหมู

แกมมา คารบอกซีและหมูไฮโดรเจนบอนด ในสารประกอบจำพวกน้ำตาลและพอลิแอลกอฮอล มีหมูไฮดรอกซี

มากกวาหาหมู ซึ่งอาจชวยในการปองกันเซลลจากอันตรายได นอกจากน้ีขนาดโมเลกุลก็มีสวนสำคัญ 

สิ่งที่สำคัญอีกประการคือ สารปกปองเซลลตองสามารถปองกันเซลลจากผลทางกายภาพ ระหวางที่สภาวะ

สภาพแวดลอมของกระบวนการเปลี่ยนแปลงไป กลาวคือในกระบวนการทำแหงมีการกำจัดน้ำออกนอกเซลล 

ซึ่งน้ำเปนองคประกอบหน่ึงที่สำคัญภายในเซลล นอกจากผลของปฏิกิริยาของสารปกปองเซลลกับ

องคประกอบของผิวเซลลหรือสารที่มีอยูภายในเซลล สารปกปองเซลลจะทำใหอิเลคโตรไลทเปนกลาง ไมทำให

ความสามารถเลือกนำสารเขาออกเซลลเมมเบรนเปลี่ยนแปลงหรือสูญไป และยังสามารถปองกันไมใหเช้ือ

สัมผัสกับอากาศ (Hubalek, 2003) นอกจากสารปกปองขางตนยังมีการใชสารที่ทำจากวัตถุดิบ ไดแก แปงถัว

เหลือง ที่ถูกนำมาใชเปนสารปกปองกลาเช้ือ Bacillus subtilis  แลวนำไปใชในการหมักถั่วเหลือง พบวามี

ความสม่ำเสมอในระหวางระยะเวลาการหมัก และมีประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตเอนไซมที่ดี ไมสงผลตอ

กลิ่นและสี (ปยะวรรณ กาสลัก และปริยาภรณ อิศรานุวัฒน    รายงานการวิจัยเทคโนโลยีการผลิตหัวเช้ือ 

(Bacillus subtilis) เพ่ือการผลิตผลิตภัณฑถั่วหมัก, 2554) นอกจากชนิดของสารปกปอง วิธีการทำแหง ที่มีผล

ตอประสิทธิภาพและอายุการเก็บรักษากลาเช้ือผงแลว การผลิตกลาเช้ือที่ดีตองคำนึงพารามิเตอรที่เลือกใชมีผล

ตออัตราการรอดชีวิตของเช้ือจุลินทรีย ดังน้ี (1) ชนิดของเช้ือจุลินทรีย (type of organism) ขนาดและ

องคประกอบของเช้ือจุลินทรียมีผลตอการรอดชีวิต สปอรของเช้ือจุลินทรียจะมีความสามารถในการตานทาน

ความแหง จึงมีอัตราการรอดชีวิตสูงเมื่อผานกรรมวิธีการทำแหง จุลินทรียชนิดแกรมบวกจะมีอัตราการรอด
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ชีวิตสูงกวาจุลินทรียชนิดแกรมลบ เพราะเน่ืองจากไขมันที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลจะชวยในการคง

สภาพของเซลลใหคงอยูไดดีกวา และเซลลที่มีอัตราสวนระหวางพ้ืนที่ผิวตอปริมาตรเซลลนอย (2) อายุของ

เช้ือจุลินทรีย (physiological age) เซลลจุลินทรียที่มีอายุอยูในชวงระยะการเจริญเริ่มเขาสูระยะคงที่  

(stationary phase) จะมีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกวาเช้ือที่อยูในชวงระยะเติบโตแบบทวีคูณ (exponential 

phase) เน่ืองจากเช้ือจุลินทรียมี การเจริญ เติบโตอยางสมบูรณ  (3) ความเขมขนของเซลล  (cell 

concentration) ปริมาณเริ่มตนของเซลลมีผลตออัตราการรอดชีวิต โดยที่อัตราการรอดชีวิตจะมีสูงขึ้นเมื่อ

ปริมาณเช้ือเร่ิมตนในกระบวนการแชแข็งแหง และควรมีความเขมขนของเซลลเริ่มตนประมาณ 1012 เซลลตอ

มิลลิลิตร และภายหลังจากการผานกระบวนการทำแหงจะตองมีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 108 CFU/ml 

(Morgan et al., 2006)  

 หลังจากกระบวนการทำแหงกลาเช้ือแลว สภาวะอุณหภูมิ ชนิดบรรจุภัณฑที่ใชในการบรรจุกลาเช้ือ 

เปนอีกหน่ึงปจจัยที่มีความสำคัญ ผลการศึกษาสภาวะอุณหภูมิที่ ดีที่สุดในการเก็บรักษากลาเช้ือผง S. 

thermophilus และ B. longum  ดวยนมถั่วเหลือง โดยใชวิธีการทำแหงกลาเช้ือแบบ  freeze-dried  จากน้ัน

นำไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ํC และ 25 ํC ทำการติดตามการอยูรอดของเช้ือเพ่ือหาอายุการเก็บ พบวาอัตรา

การอยูรอดของ S. thermophilus และ B. longum ที่ 4 ํC มีอัตราการอยูรอดของเช้ือทั้ง 2 สูงกวาเก็บที่ 25 ํ

C และพบวาหลังการเก็บรักษาเปนเวลานาน 4 เดือน ที่ อุณหภูมิ 4 ํC  พบอัตราการอยูรอดของ S. 

thermophilus เทากับรอยละ 51.1 และ B. longum เทากับรอยละ 68.8 (Yi-Chieh Wang, Roch-Chui 

Yu และ Cheng-Chun Chou, 2004) นอกจากน้ียังมีการศึกษาการเก็บรักษาที่สภาวะอุณหภูมิต่ำ พบวามี

การศึกษาอัตราการอยูรอดของ Candida sake ดวยการใช 10% skim milk เปนสารปกปอง ที่ดีที่สุดเมื่อทำ

การเก็บเช้ือผงที่อุณหภูมิ -20 ํC มีอัตราการอยูรอดสูงที่สุดเมื่อเทียบกับการใช Galactose, raffinose และ 

sodium glutamate 10% เปนสารปกปอง (M. Abadias et al., 2001)  

 นอกจากระยะเวลาการเก็บรักษาที่นานที่สุดจำเปนตองพิจารณาถึงคุณภาพของกลาเช้ือผง Bacillus 

subtilis จะตองคงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม  สาร antimicrobial และเมตาบอไลท อ่ืนๆ ที่มี

ประสิทธิภาพเชนเดียวกับการใชกลาสด ดังน้ันกิจกรรมตางๆที่ เกิดจากการนำกลาเช้ือผงไผใชงานใน

กระบวนการหมักควรมีความส่ำเสมอ คือการปลอย ผลิต เอนไซมโปรติเอสและอะไมเลส ออกมายอยโปรตีน 

ชวยปรับปรุงองคประกอบที่ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงายและเปนประโยชนมากข้ึน  ซึ่งเมื่อทำการหมัก

ถั่ วจะไดสารประกอบจำพวก ester เป นส วนมาก เชน  ethyl, isobutyl และ isoamyl ester ของ 

isobutyric, a-methylbutyric, isovaleric, tiglic acids ซึ่งเกิดจากการสลายตัว และการหมักของโปรตีนกลี

เซอรไรดและกรดไขมันในถั่วเหลือง นอกจากน้ียังมีสารที่ใหกลิ่นหอมฉุน เชน 2-heptanone pyrazine และ 

benzadehyde โดยไพราซีนจะเกิดขึ้นจากการตมถ่ัวใหสุกกอนนำไปหมัก ในขณะที่สาร 1-ออกทีน-3-ออล มี

ปริมาณลดลง (ภานุวรรณ, 2543) พรอมกันน้ันกลาเช้ือจะตองยังคงคุณภาพอยูในระดับที่ยอมรับไดตลอด

ระยะเวลาการเก็บ 
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 ความปลอดภัยของกลาเช้ือเปนสิ่งสำคัญที่ตองควบคุม ติดตามตลอดอายุการเก็บ โดยความเสี่ยงที่

จำเปนจะตองควบคุมและพิจารณามาจากหลายองคประกอบดวย กัน เชน เช้ือสายพันธุที่มีความใกลเคียงกับ

กลาเช้ือ เชน เช้ือแบคทีเรียกอโรค Bacillus cereus เปนแบคที่เรีย ในกลุม Bacillus ที่จัดเปนจุลินทรียกอ

โรค (pathogen) ยอมติดสีแกรมบวก (Gram positive bacteria) รูปรางเปนทอน (rod shape) ขนาด

ประมาณ 1.0 -1.2 ไมโครเมตรสรางสปอรและเคลื่อนที่ไดสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ 

ในชวง pH 4.9-9.3 และ aw มากกวา 0.92 สามารถเจริญไดระหวางอุณหภูมิ 4-48°C อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 

28-35°C (U.S. FDA, 2012) สวนสายพันธุไซโครโทรปสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ำกวา 7 °C บางชนิดเจริญ

ชาๆไดที่ 4-5 °C และไมเจริญที่ 43 °C (Van Netten และคณะ, 1990) Bacillus cereus พบไดทั่วไปใน

ธรรมชาติ ในดิน ฝุนละออง ทั้งในอาหารดิบ อาหารแหง หรืออาหารสำเร็จรูปเชน ธัญพืช เคร่ืองเทศและ

อาหารแหงชนิดอ่ืนผลิตภัณฑจากพืช เชน ขาว แปง ผลิตภัณฑจากแปง เครื่องเทศ ผลิตภัณฑจากสัตว และ

เครื่องปรุงแตงรสตางๆ มักพบเสมอในอาหารที่ผานการทำแหงที่เก็บรักษาไวนาน (Eric, 1990) นอกจากน้ียัง

พบในอุจจาระของคนที่มีสุขภาพปกติไดประมาณ 15%การปนเปอนของ Bacillus cereus สามารถพบได

ทั่วไปวนเวียนเปนวัฏจักรที่เปนการสงผานทั้งตัวเซลลและสปอรของ Bacillus cereus ไปในแมลง สัตวเลี้ยง

ลูกดวยนม จนมาปนเปอนในอาหารและเขาสูรางกายของมนุษย 2 โดยคุณสมบัติที่สำคัญของ Bacillus 

cereus คือสามารถสรางสารพิษ (toxin) ที่ทนตอความรอนได ซึ่งการปนเปอนมักเกิดจากสปอร เมื่อสปอร

เจริญเปน vegetative cell จะผลิตสารพิษออกมา ซึ่งสารพิษที่สรางจาก Bacillus cereus แบงเปน 2 ชนิด

คือ ชนิดที่ทำใหทองรวง (diarrhea toxin) และชนิดที่ทำใหอาเจียน (emetic toxin) ซึ่งเปนสารพิษเอนเทอ

โรทอ็กซิน (enterotoxin) โดยสารพิษทั้ง 2 ชนิดน้ีมีความสามารถในการทนทั้งความรอนและความเปนกรดได 

เมื่อ Bacillus cereus เจริญจนสามารถสรางสปอรได จะมีการสรางสารพิษข้ึนดังน้ันความเปนพิษจากสารพิษ

ทั้งสองสามารถเกิดขึ้นไดถึงแมวาจุลินทรีย Bacillus cereus จะถูกทำลายไปแลวก็ตาม (Health Protection 

Agency, 2009) Bacillus cereus น้ันก็จะมีสภาวะการเจริญที่คลายคลึงกับ Bacillus subtilis และสามารถ

เจริญไดที่อุณหภูมิ 25 ํC ซึ่งเปนหน่ึงในอุณหภูมิที่นิยมใชในการศึกษาหารอายุการเก็บรักษา หากการควบคุม

กระบวนการผลิตไมดีหรือเกิดความผิดพลาดในขั้นตอนใดขั้นตอนหน่ึงของกระบวนการผลิต อาจทำใหมีการ

ปนเปอน Bacillus cereus เขามาไดอยางงายดาย นอกจาก Bacillus cereus ยังพบวา Bacillus pumilus 

น้ีปนเปอนในขนมปง และวัตถุดิบสำหรับผลิตขนมปง ทำใหเกิดการเสื่อมเสีย (microbial spoilage) โดยจะ

ยอยสลายขนมปง  ทำใหมีลักษณะเหนียวติดกัน เปนเสนยืด มีกลิ่นเหม็น แหลงที่มาของเช้ือในขนมปงสวน

ใหญมาจากวัตถุดิบ ประเภทของแหง เชน แปงสาลี และยีสตแหง สปอรของเช้ือจะทนตอความรอนสูง ทนตอ

อุณหภูมิระหวางการแปรรูป Frederic Carlin และคณะ (2000) ไดทำการคัดแยกจุลินทรียที่ทำใหอาหารเสื่อม

เสียในผัก ไดแก บร็อคเคอร่ี แครอท บวบ หอม มันฝรั่ง และถั่วเขียว โดยพบ  B. circulans, B. macerans, 

B. polymyxa. และ B. pumilus   สามารถอยูรอดในสภาวะอุณหภูมิต่ำ ที่ 4 ํC – 10  ํC    และยังพบวาใน

ผลิตภัณฑอาหารประเภท ready-to-eat ที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรซ และเก็บที่ 7 ํC – 10  ํC พบวา  B. 

pumilus   FF128a และ B. cereus  FF119b (S. Samapundo et al., 2014) จากที่กลาวมาแลวขางตน

นอกจากเช้ือแบคทีเรียที่มีความเสี่ยงที่จะปนเปอนในกลาเช้ือแลว เช้ือรายังเปนดังนีคุณภาพมาตรฐานดาน

 

http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1143/bread-%E0%B8%82%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0464/raw-material-%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%96%E0%B8%B8%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%9A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1856/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B9%80%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%82%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%AD%E0%B8%B2%E0%B8%AB%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%87%E0%B8%88%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%88%E0%B8%B8%E0%B8%A5%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B9%8C-microbial-spoilage
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1143/bread-%E0%B8%82%E0%B8%99%E0%B8%A1%E0%B8%9B%E0%B8%B1%E0%B8%87
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/0464/raw-material-%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%96%E0%B8%B8%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%9A
http://www.foodnetworksolution.com/wiki/word/1378/wheat-flour-%E0%B9%81%E0%B8%9B%E0%B9%89%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%B2%E0%B8%A5%E0%B8%B5
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จุลินทรียที่ถูกกำหนดในแปงถั่วเหลือง กำหนดใหยีสตและราไมเกิน 500 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (มาตรฐาน

ผลิตภัณฑชุมชน แปงถั่วเหลือง มผช.1377/2550) ดังน้ันหากพบการมีอยูหรือการปนเปอนของเช้ือราใน

ระหวางกระบวนการเก็บรักษา จะเปนความเสี่ยงที่อาจจะพบสารพิษที่สรางจากเช้ือราได เชน เช้ือราสกุล 

Aspergillus (Aspergillus spp.) เปนเช้ือราที่พบไดทั้งในรูปของการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ (anamorphic) 

และแบบอาศัยเพศ (teleomorphic) และจัดเปนราในกลุม Ascomycetes เช้ือรา Aspergillus มีเสนใยที่

แตกแขนงและมีผนังกั้น เสนใยของเช้ือราไมมีสี สามารถเจริญไดในที่ที่มีออกซิเจนสูง จึงพบในบริเวณที่มี

ออกซิเจนสูงเกือบทั้งหมดโดยทั่วไปเจริญเปนเสนใยราบนผิวของอาหารที่มีคารบอนมากเชน กลูโคส อะไมโลส 

ราที่ทําใหเกิดโทษไดแกราที่ทําใหมนุษยสัตวและพืชเกิดโรค หรือทําลายสิ่งของเคร่ืองใชและราที่สรางสารพิษ 

(mycotoxin) บนธัญพืชและอาหารชนิดตาง ๆ ซึ่งเช้ือราที่สรางสารพิษ (mycotoxin) สามารถสรางสารพิษได 

5 กลุมไดแก อะฟลาท็อกซิน (aflatoxin), ออกคราท็อกซิน (ochratoxin), ไตรโคทีซิน (trichothecene), ซีรา

ลีโนน (zeararenone)และพาทูลิน (patiulin) (Benjamart, 2012) ในที่น้ีสนใจศึกษาเฉพาะอะฟลาท็อกซิ

นเน่ืองจากเปนสารพิษที่มีความเสี่ยงปนเปอนในถั่วเหลืองไดมาก ทนความรอนไดสูง เปนสารพิษชนิดที่

กอใหเกิดอาการแบบเฉียบพลัน (Acute aflatoxicosis) และกอใหเกิดอันตรายตอสิ่งมีชีวิตหลายดานดวยกัน 

ทั้งการกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogenesis), เปนพิษตอตับ (hepatotoxicity), กอให เกิดการกลายพันธุ 

(mutagenic) และกอใหเกิดโรควิรูป (teratogenic) เปนอันตรายตอการพัฒนาตัวออนในครรภ และที่สำคัญ

พบวาอะฟลาท็อกซิน มีการปนเปอนมากที่สุดในผลิตภัณฑอาหาร รวมถึงผลิตภัณฑถั่วหมักดวย (Teniola และ

คณะ, 2005) จึงตองใหความสำคัญในการควบคุมคุณภาพกลาเช้ือเพ่ือใหปลอดจากการปนเปอนที่กลาวใน

ขางตน 

งานวิจัยน้ี มีเปาหมายในการศึกษาเพ่ือไดเทคนิคการเก็บกลาเช้ือผง Bacillus subtilis  SB-MYP1  

ดวย soybean flour ที่เหมาะสมที่สุด และยืนยันความใชไดในทางการคา ความปลอดภัยของกลาเช้ือผง ทำ

การฝากเก็บรักษากลาเช้ือที่แหลงเก็บเช้ือจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย 

(วว.) ซึ่งกลาเช้ือ Bacillus subtilis  SB-MYP1 เปนการนำเอา soybean flour 10% w/v  มาใชเปนสาร

ปกปอง และทำแหงแบบการระเหิดแหง (freeze dried) หรือ Lyophilization เปนกระบวนการทำแหง

ภายใตสภาวะอุณหภูมิและความดันต่ำ จึงชวยใหผลิตภัณฑคงคุณคาทางโภชนาการ เน้ือสัมผัส โครงสราง สี 

กลิ่น และรสชาติ ไดใกลเคียงกับของสด ผลิตภัณฑที่นิยมนำมาทำแหงแบบเยือกแข็ง ไดแก ผลิตภัณฑที่มีมูลคา

ทางเศรษฐกิจสูง เชน อาหารเครื่องสำอาง ยาและผลิตภัณฑทางการแพทย รวมถึงกลาเช้ือจากจุลินทรีย เปน

ตน ซึ่งกลาเช้ือที่ผานการทำแหงแบบเยือกแข็งเปนผลิตภัณฑที่ตองการคุณภาพสูง ดังน้ันการจัดเก็บและบรรจุ

ภัณฑจึงมีความสำคัญเปนอยางมาก เน่ืองจากผลิตภัณฑทำแหงแบบเยือกแข็งมีความไวตอการเสียหาย ใน

สภาพบรรยากาศปกติ คุณสมบัติการดูดความช้ืนกลับ (Hygroscopic) ปฏิกิริยากับออกซิเจน ความเปราะบาง

และการเปลี่ยนแปลงอ่ืนๆ ดวยเหตุน้ีการเลือกบรรจุภัณฑสำหรับผลิตภัณฑทำแหงแบบเยือกแข็งจึงควรมี

ลักษณะดังน้ี คือ อยูภายใตสภาพบรรยากาศดัดแปลง (Modified Atmosphere) เชน การบรรจุแบบ

สุญญากาศ (Vacuum Pack) หรือการบรรจุแบบเติมไนโตรเจน (Nitrogen Pack) และอยูในภาชนะบรรจุที่มี
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การปองกัน เชน ถุงกันกระแทก กระปองพลาสติกหรือโลหะ เปนตน (ปณณธร ภัทรสถาพรกุล, 2547) 

โครงการวิจัยจึงมุงประเด็นเพ่ือตอยอดงานวิจัยในเชิงคุณภาพ ความปลอดภัยและความเสถียรของคุณสมบัติ

ของกลาเช้ือ ซึ่งมีหลายปจจัยที่ตองควบคุม ไดแก  อายุการเก็บรักษาในบรรจุภัณฑที่ดีที่สุด ซึ่งบรรจุภัณฑที่

เลือกมาใชในการศึกษาน้ี ไดแก ถุงสุญญากาศ  และถุงอะลูมิเนียมฟอยด บรรจุภัณฑทั้งสองสามารถนำไปใชใน

เก็บกลาเช้ือภายใตสภาพบรรยากาศดัดแปลงได เน่ืองจากดวยถุงสุญญากาศ  (vacuum bag) มีคุณสมบัติ

ปองกันการซึมผานของอากาศและไอน้ำไดดี เหมาะกับอาหารแหงและอาหารแชแข็ง ถุงชนิดน้ีประดวยฟลม 

polyamide (Pa) มีคุณสมบัติที่ดีในการตานการร่ัวซึม ทนตออุณหภูมิรอน – เย็น เหนียว จึงนำฟลมชนิดน้ีมา

ผลิตเปนบรรจุภัณฑสุญญากาศสำหรับบรรจุอาหารได  กรณีถุงอะลูมิเนียมฟอยด ประกอบดวยฟลม และมีการ

เคลือบถุงอีกช้ันดวยฟอยอลูมิเนียม ทำใหถุงมีลักษณะคลายกับถุงถุงสุญญากาศ  แตแตกตางดวยคุณสมบัติที่

สามารถปองกันไดทั้งกาซตางๆ กันการซึมผานของกาซ น้ำ กลิ่น น้ำมัน และแสงไดดี ทำใหสามารถปองกัน

และถนอมผลิตภัณฑที่อยูภายในไดยาวนานกวาฟลมชนิดอ่ืนๆ จึงนิยมนำมาใชเปนบรรจุภัณฑผลิตภัณฑอาหาร

และยา ทั้งที่เปนของแข็งและของเหลว (Plastics Intelligence update สถาบันปโตรเลียมแหงประเทศไทย, 

2553) จึงเปนที่มาของการเลือกใชบรรจุภัณฑทั้งสองชนิดน้ีในการศึกษาความปลอดภัยและสภาวะการเก็บ

รักษาที่เหมาะสมของ Bacillus subtilis  SB-MYP1  ผงดวย soybean flour นอกจากบรรจุภัณฑที่ชวยใน

การยืดอายุการเก็บรักษาแลว อุณหูมิที่เก็บเช้ือเปนอีกสาเหตุที่ทำใหเช้ือมีประสิทธิภาพและคุณภาพเมื่อ

นำไปใชงานแตกตางกัน โดยทั่วไปอุณหภูมิที่ดีที่สุดสำหรับเก็บรักษากลาเช้ือผงทั่วไป คือ อุณหภูมิที่ต่ำวา  -

100๐C  (frozen culture) เปนชวงอุณหภูมิที่มีการพิสูจนแลววาสามารถเก็บรักษาเช้ือไดนานกวา 6 เดือน 

อยางไรก็ตามเช้ือบางชนิดก็ไมสามารถสามารถเก็บรักษาที่อุณหภูมิระดับน้ีได เน่ืองจากมีอัตราการตายอยาง

รวดเร็วในสภาพแชแข็ง เชน Blakeslea trispora ซึ่งเปนเช้ือที่ใชในการผลิต beta-carotene   นอกจากน้ีมี

รายงานการเก็บรักษากลาเช้ือผง  lactic acid bacteria ใชในผลิตภัณฑนม ทำการเก็บรักษาเช้ือผงที่อุณหภูมิ 

-20๐C  สามารถเก็บรักษาไดนานถึง 14 สัปดาห โดยกลาเช้ือยังคงแสดงกิจกรรมเอ็นไซมไดสม่ำเสมอตลอด

ระยะเวลาการเก็บ (F. Fernanda, B. Catherine and C. Georges, 2000) ดังน้ันจึงมีความเปนไปไดที่จะเก็บ

รักษาที่อุณหภูมิ -20๐C  นอกจากสภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิต่ำ แลวที่อุณหภูมิ 4๐C และ 25๐C ยังเปน

สภาวะที่งายสะดวกตอการเก็บรักษา ทีผานมาจึงมีคนนิยมศึกษาสภาวะการเก็บรักษากลาเช้ือผงที่อุณหภูมิ จึง

มีคนนิยมศึกษาสภาวะการเก็บรักษากลาเช้ือผงที่อุณหภูมิดังกลาว แตอยางไรก็ตามเพ่ือใหเกิดความมั่นใจใน

สภาวะการเก็บรักษาที่ดีที่สุดผูวิจัยจึงเลือกทำการศึกษาการเก็บรักษากลาเช้ือ Bacillus subtilis  SB-MYP1  

ผงดวย soybean flour 10% w/v ทั้งที่ อุณหภูมิต่ำไปจนถึงที่อุณหภูมิหอง คือ -20๐C,  4๐C และ 25๐C 

นอกจากความสำคัญของอายุการเก็บรักษาแลว เพ่ือคุณภาพที่ดีที่สุดของกลาเช้ือที่จะนำไปใชในการหมักถั่ว 

จึงตองมีการศึกษาและติดตามควบคุมประสิทธิภาพและความปลอดภัยของกลาเช้ือ กลาเช้ือ Bacillus 

subtilis  ที่ดีน้ันจะตองมีบทบาทสำคัญในการทำผลิตภัณฑถ่ัวหมัก เปนจุลินทรียที่จัดอยูในกลุมแกรมบวก รูป

แทงตรง มี flagella แบบ peritrichous เจริญไดดีที่ pH 5.5-8.5  ในสภาวะที่มีอากาศ (aerobes) หรือ มี

อากาศเล็กนอย (facultative anaerobes) สราง catalase มี endospore ที่ทำใหมีคุณสมบัติในการทนตอ

สภาวะแวดลอมที่ ไม ดีได ไมทำให เกิดโรค สราง Hydrolytic enzyme ที่ยอยสลาย polysaccharide, 
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nucleic acid และ lipid โดยใชสารดังกลาวเปนแหลงคารบอนและตัวใหอิเล็กตรอน มีออกซิเจนเปนตัวรับ

อิเล็กตรอน  บทบาทสำคัญของเช้ือตัวน้ีในการหมักคือการปลอยเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลส ออกมายอย

โปรตีน ชวยปรับปรุงองคประกอบที่ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงายและเปนประโยชนมากขึ้น (Feng et 

al., 2007; Suppadit,; Inatsu et al., 2006) ซึ่งกลาเช้ือที่ใชในการศึกษาน้ีไดผานการศึกษาคุณสมบัติตางๆ 

ขางตนในการเปนกลาเช้ือเพ่ือใชในผลิตภัณฑ นอกจากน้ีพารามิเตอรที่สำคัญที่นอกเหนือจากประสิทธิภาพแลว

กลาเช้ือจะตองมีความปลอดภัย ซึ่งการที่จะควบคุมความปลอดภัยของกลาเช้ือผง Bacillus subtilis  SB-

MYP1  ซึ่งมี soybean flour 10%w/v เปนสารปกปองในกระบวนการทำแหงแบบการระเหิดแหง (freeze 

dried) จำเปนจะตองพิจารณาดัชนีคุณภาพของสารปกปองที่นำมาใชในการทำแหงแบบการระเหิดแหง พบวา

แปงถั่วเหลืองมีมาตรฐานกำหนดที่ใหความสำคัญดานความช้ืนที่ตองไมเกินรอยละ 8 โดยน้ำหนัก คุณภาพดาน

จุลินทรียกำหนดใหยีสตและราไมเกิน 500 โคโลนีตอตัวอยาง 1 กรัม (มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน แปงถั่ว

เหลือง มผช.1377/2550) ซึ่งดัชนีความเสี่ยงการปนเปอนของเช้ือราน้ีจะทำใหมีโอกาสพบสารพิษที่สรางโดย

เช้ือรา คือ อะฟลาท็อกซิน เปนสารพิษที่สรางมาจากเช้ือราหลัก 2 ชนิดคือ Aspergillus flavus และ 

Aspergillus parasiticus โดยอะฟลาท็อกซินบี 1 เปนกลุมที่ไดรับความสนใจ เน่ืองจากมีความรุนแรง 

กอใหเกิดการกอกลายพันธุและมะเร็งได และยังพบวามีการปนเปอนมากที่สุดในผลิตภัณฑอาหาร รวมถึง

ผลิตภัณฑถั่วหมักดวย นอกจากความเสี่ยงที่จะเกิดจากสารปกปองที่ตองทำการตรวจติดตามแลวเช้ือ Bacillus 

cereus ซึ่งเปนสายพันธุที่ใกลเคียงกับเช้ือ Bacillus subtilis  ที่เปนกลาเช้ือใหประโยชนในกระบวนการผลิต

และแปรรูปอาหาร แต Bacillus subtilis  เปนสายพันธุที่ทำใหเกิดโรคในอาหาร เจริญไดดีที่อุณหภูมิปาน

กลาง นอกจากน้ียังสามารถสรางสารพิษ (toxin) ที่ทนตอความรอนได ซึ่งการปนเปอนมักเกิดจากสปอร เมื่อ

สปอรเจริญเปน vegetative cell จะผลิตสารพิษออกมา จึงมีมาตรฐานสากลจาก U.S. Food and Drug 

Administration (U.S.FDA) กำหนดใหไมเกิน 106 เซลลตอกรัมอาหาร เปนสาเหตุใหจะตองมีการติดตามเช้ือ

ดังกลาวที่มีสายพันธใกลเคียงกับกลาเช้ือแลวยังเปนเช้ือที่สามารถเจริญเติบโตไดที่อุณหภูมิ 25๐C ซึ่งเปนหน่ึง

ในสภาวะที่ทำการศึกษาอายุการเก็บรักษา จึงมีความเสี่ยงจะเกิดข้ึนในระหวางการเก็บรักษา เชนเดียวกันกับ 

Bacillus pumilus ที่เปนจุลินทรียสายพันธุใกลเคียงกับกลาเช้ือ แตเช้ือดังกลาวสามารถเจริญหรืออยูรอดไดที่

อุณหภูมิ 4๐C ดังน้ันสมมุติฐานในการศึกษาน้ีใหความสำคัญทั้งการเก็บรักษากลาเช้ือผง Bacillus subtilis  

SB-MYP 1  ดวย soybean flour 10% w/v  โดยการทำแหงแบบการระเหิดแหง (freeze dried) ที่จะ

สามารถระบุคุณภาพของกลาเช้ือได 
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บทที่ 3  

วิธีดำเนินการวิจัย 

 

1.แหลงที่มาของขอมูล 

กลาเช้ือ B. subtilis  มีบทบาทสำคัญในผลิตภัณฑถ่ัวหมัก เปนจุลินทรียที่จัดอยูในกลุมแกรมบวก 

รูปแทงตรง มี flagella แบบ peritrichous เจริญไดดีที่ pH 5.5-8.5  ในสภาวะที่มีอากาศ (aerobes) หรือ มี

อากาศเล็กนอย (facultative anaerobes) สราง catalase มี endospore ที่ทำใหมีคุณสมบัติในการทนตอ

สภาวะแวดลอมที่ไมดีได ทนตอความรอน ความแหง รังสีอุลตราไวโอเลตและตัวทำละลายอินทรีย มีคุณสมบัติ

ในการผลิต antibiotic และยับยั้งการเจริญของเช้ือจุลินทรียกอโรคในระหวางการหมัก ไมทำใหเกิดโรค สราง 

Hydrolytic enzyme ที่ยอยสลาย polysaccharide, nucleic acid และ lipid บทบาทสำคัญของเช้ือตัวน้ีใน

การหมักคือการปลอยเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลสออกมายอยโปรตีน ทำใหชวยปรับปรุงองคประกอบที่ยอย

ไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงาย เปนประโยชนมากขึ้น เน่ืองจากถั่วเหลืองเปนแหลงของโปรตีนที่ดีตอสุขภาพ 

ดังน้ันการนำมาหมักจะเปนการชวยเพ่ิมคุณคาทางโภชนาการ เชน ถ่ัวเหลืองหมักเปนอาหารพ้ืนเมืองของ

หลายประเทศ มีช่ือเรียกตางๆ กัน ไดแก อินเดีย (Kinema), จีน (douchiba) และถ่ัวเนาของประเทศไทย ใน

ระหวางการหมัก B. subtilis  สามารถยอยองคประกอบของโปรตีนใหอยูในรูปของกรดอะมิโนอิสระ (Free-

amino acids, FAA) ทำใหรางกายสามารถยอยไดงายและนำไปใชประโยชนได เชน ผลิตภัณฑ dawadawa 

จะประกอบดวย Leu, Lys, Arg, Pro และ Asp สำหรับผลิตภัณฑ Kinema ประกอบดวย Glu, Phe และ 

Leu โดยทั่วไปแลวกรดอะมิโนอิสระจะใหรสชาติและกลิ่นเฉพาะของผลิตภัณฑ ซึ่งกรดอะมิโนที่ไดจากถั่ว

เหลืองนอกจากจะมีคุณคาทางโภชนาการสูงแลวยังมีประโยชนตอสุขภาพ เชน ลดไขมันในเลือด ลด coronary 

heart disease และลดโรคอวน เปนตน กรดอะมิโนบางชนิดยังมีคุณสมบัติเปนสารตานอนุมูลอิสระ 

(antioxidants) เชน Tyr, Met, His, Lys และ Trp นอกจากน้ีการเติมกรดอะมิโน Asp, Glu, Pro, Gly และ 

Leu ในผลิตภัณฑจากถั่ วเหลือง จะชวยยับ ย้ังการเกิดโรคมะเร็งได  (Dajanta, Apichartsrangkoon, 

Chukeatirote & Frazier, 2011) Gasaluck, 2008  ไดทำการแยกและจำแนกเช้ือจุลินทรียในผลิตภัณฑถั่ว

เนา พบวาเปนเช้ือบาซิลลัส 23 ไอโซเลท นอกจากน้ียังพบแอสเปอรจิลลัส ฟลาวัส สายพันธุที่มีความสามารถ

ในการสรางสารพิษอะฟลาทอกซินดวยเชนกัน ผลการทดลองพบวา เช้ือบาซิลลัส ซี เอ็ม 21 ซึ่งจากการทำการ

บงช้ีลักษณะในภายหลังพบคือ เช้ือบาซิลลัส ไลเคนนิฟอรมิส มีความสามารถในการยับย้ังการเจริญเติบโตของ

เช้ือราทั้งสองชนิด นอกจากน้ียังพบอีกวา เช้ือบาซิลลัสดังกลาวมีความสามารถในการกำจัดสารพิษอะฟลาทอก

ซิน บีวัน และโอคราทอกซิน เอ ที่สรางขึ้นจากเช้ือราดังกลาว โดยความสามารถในการกำจัดสารพิษเทากับ 74 

เปอรเซ็นตและ 92.5 เปอรเซ็นตตามลำดับ นอกจากน้ี B. subtilis  MHS 13 มีความสามารถดังกลาวเชนกัน 
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โดยสามารถกำจัดสารพิษอะฟลาทอกซิน บีวัน ไดถึง 85 เปอรเซ็นต (Ouoba, Diawara, Jespersen & 

Jakobsen (2007) ไดทำการคัดแยกเช้ือจากผลิตภัณฑ Soumbala พบวา B. subtilis สามารถยับย้ังการ

เจริญเติบโตของแบคทีเรียทั้งแกรมบวก แกรมลบและเช้ือราไดดังน้ี Micrococcus luteus, Staphyloccocus 

aureus, Bacillus cereus, Enterococus facium, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 

Salmonella typhimurium, Shigella dysenteriae, Yersinia enterocolitica, Aspergillus ochraceus 

และ Penicillium roqueforti  Hemalatha & Shanthi (2010) พบวา B. subtilis ที่ทำการคัดแยกจาก

ตัวอยางนมมีความสามารถในการผลิตยาปฏิชีวนะ (antibiotic) และการยับยั้งเช้ือจุลินทรีย พบวา B. subtilis  

สามารถผลิตยาปฏิ ชีวนะได ดังน้ี  streptomycin (25 µg/ml), ampicillin (10 µg/ml), penicillin (10 

µg/ml), erythromycin (15 µg/ml), amoxicillin (10 µg/ml) ซึ่งมีคุณสมบัติในการเปนแบคเทอริโอซิน 

และยับย้ังเช้ือจุลินทรียกอโรคในมนุษยได เชน Salmonella spp. Streptococcus spp. Klebsiella spp. 

และ E. coli  จะเห็นไดวากลาเช้ือที่คัดแยกไดจะตองมีคุณสมบัติที่ชวยพัฒนาหรือทำใหผลิตภัณฑดีข้ึน มี

คุณภาพ ควบคุมกระบวนการผลิต สามารถขยายการผลิตในทางการคาไดโดยได ผลิตที่มีความส่ำเสมอ  

การผลิตกลาเช้ือแบบผง เช้ือจุลินทรียจะตองผานกรรมวิธีในการผลิตที่มีอุณหภูมิเขามาเกี่ยวของ เช้ือ

อาจถูกทำลายโดยอุณหภูมิที่นำมาใช ซึ่งจะมีผลทำใหอัตราการรอดชีวิตของเช้ือลดลง จึงตองมีการปองกัน

ไมใหเซลลไดรับอันตราย โดยมีการเติมสารบางชนิดซึ่งมีผลชวยใหอัตราการรอดชีวิตเพ่ิมขึ้น (ภัทรียา, 2541) 

สารปกปองเซลลหรือสารที่ ใช เคลือบเซลลจะปองกันความรอนหรือความเย็น (cryoprotectants or 

protective substances) ที่เกิดขึ้นระหวางกระบวนการทำแหง ซึ่งจะชวยลดการถูกทำลายของเซลล และ

ชวยเพ่ิมการรอดชีวิตของเซลลจุลินทรียที่ผานการทำแหง รวมถึงในการเก็บรักษาที่ระยะเวลาตางๆ เซลลที่มี

ชีวิตจะมีจำนวนมากหรือนอยขึ้นอยูกับเซลลที่ไดรับความเสียหายบางสวน (sub-lethal damage) ซึ่งอาจ

กลายเปนเซลลตาย (lethal form) ในระหวางการเก็บรักษา กระบวนการขึ้นอยูกับปริมาณน้ำ ออกซิเจนและ

อุณหภูมิ (Simpson et al., 2005) ไมเพียงแตเย่ือหุมเซลลเทาน้ันที่ไวตอความรอนในระหวางการทำแหง แต

ผนังเซลล ดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ ยังไดรับผลกระทบจากความรอนซึ่งสงผลใหเกิดการสูญเสียกิจกรรม 

(metabolic activity) ได (Meng et al., 2008) สารประกอบที่นิยมใชเปนสารปกปองเซลล ไดแก นมพรอง

ไขมัน น้ำตาลซูโครส กลีเซอรอล โซเดียมกลูตาเมตหรือสวนผสมของน้ำตาลกลูโคสกับซีร่ัม (Hubalek, 2003) 

มอลโตเดกตริน (Namaldi et al., 2006) alginate starch bentonite (Wu et al., 2012) และ MgSO4 

เปน matrix รวมกับ Biocontrol (Yanez-Mendizabal et al., 2012) กิจกรรมของสารปกปองเซลลจะ

สัมพันธกับโครงสรางทางเคมีของสารน้ัน โดยทั่วไปสารที่ปกปองเซลลไดดีตองมีหมูไฮโดรคารบอน (hydrogen 

bond) อยูในโมเลกุลสามหมูหรือมากกวา และมีหมูที่ไอโอโนสไดอยูดวยคือ มีหมูอะมิโนอยูที่ตำแหนงแอลฟา

คารบอน มีหมูคารบอกซีอยูที่ตำแหนงแอลฟาและแกมมา และมีสวนของโมเลกุลระหวางหมูแกมมา คารบอกซี
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และหมูไฮโดรเจนบอนด ในสารประกอบจำพวกน้ำตาลและพอลิแอลกอฮอล มีหมูไฮดรอกซีมากกวาหาหมู ซึ่ง

อาจชวยในการปองกันเซลลจากอันตรายได นอกจากน้ีขนาดโมเลกุลก็มีสวนสำคัญ สิ่งที่สำคัญอีกประการคือ 

สารปกปองเซลลตองสามารถปองกันเซลลจากผลทางกายภาพ ระหวางที่สภาวะสภาพแวดลอมของ

กระบวนการเปลี่ยนแปลงไป กลาวคือในกระบวนการทำแหงมีการกำจัดน้ำออกนอกเซลล ซึ่งน้ำเปน

องคประกอบหน่ึงที่สำคัญภายในเซลล นอกจากผลของปฏิกิริยาของสารปกปองเซลลกับองคประกอบของผิว

เซลลหรือสารที่มีอยูภายในเซลล สารปกปองเซลลจะทำใหอิเลคโตรไลทเปนกลาง ไมทำใหความสามารถเลือก

นำสารเขาออกเซลลเมมเบรนเปลี่ยนแปลงหรือสูญไป และยังสามารถปองกันไมใหเช้ือสัมผัสกับอากาศ 

(Hubalek, 2003) นอกจากสารปกปองขางตนยังมีการใชสารที่ทำจากวัตถุดิบ ไดแก แปงถัวเหลือง ที่ถูก

นำมาใชเปนสารปกปองกลาเช้ือ B. subtilis  แลวนำไปใชในการหมักถ่ัวเหลือง พบวามีความสม่ำเสมอใน

ระหวางระยะเวลาการหมัก และมีประสิทธิภาพของกระบวนการผลิตเอนไซมที่ดี ไมสงผลตอกลิ่นและสี 

(ปยะวรรณ กาสลัก และปริยาภรณ อิศรานุวัฒน รายงานการวิจัยเทคโนโลยีการผลิตหัวเช้ือ (Bacillus 

subtilis) เพ่ือการผลิตผลิตภัณฑถั่วหมัก, 2554) นอกจากชนิดของสารปกปอง วิธีการทำแหง ที่มีผลตอ

ประสิทธิภาพและอายุการเก็บรักษากลาเช้ือผงแลว การผลิตกลาเช้ือที่ดีตองคำนึงพารามิเตอรที่เลือกใชมีผลตอ

อัตราการรอดชีวิตของเช้ือจุลินทรีย ดังน้ี (1) ชนิดของเช้ือจุลินทรีย (type of organism) ขนาดและ

องคประกอบของเช้ือจุลินทรียมีผลตอการรอดชีวิต สปอรของเช้ือจุลินทรียจะมีความสามารถในการตานทาน

ความแหง จึงมีอัตราการรอดชีวิตสูงเมื่อผานกรรมวิธีการทำแหง จุลินทรียชนิดแกรมบวกจะมีอัตราการรอด

ชีวิตสูงกวาจุลินทรียชนิดแกรมลบ เพราะเน่ืองจากไขมันที่เปนสวนประกอบของผนังเซลลจะชวยในการคง

สภาพของเซลลใหคงอยูไดดีกวา และเซลลที่มีอัตราสวนระหวางพ้ืนที่ผิวตอปริมาตรเซลลนอย (2) อายุของ

เช้ือจุลินทรีย (physiological age) เซลลจุลินทรียที่มีอายุอยูในชวงระยะการเจริญเริ่มเขาสูระยะคงที่  

(stationary phase) จะมีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกวาเช้ือที่อยูในชวงระยะเติบโตแบบทวีคูณ (exponential 

phase) เน่ืองจากเช้ือจุลินทรียมี การเจริญ เติบโตอยางสมบูรณ  (3) ความเขมขนของเซลล  (cell 

concentration) ปริมาณเริ่มตนของเซลลมีผลตออัตราการรอดชีวิต โดยที่อัตราการรอดชีวิตจะมีสูงขึ้นเมื่อ

ปริมาณเช้ือเร่ิมตนในกระบวนการแชแข็งแหง และควรมีความเขมขนของเซลลเริ่มตนประมาณ 1012 เซลลตอ

มิลลิลิตร และภายหลังจากการผานกระบวนการทำแหงจะตองมีเซลลที่รอดชีวิตมากกวา 107 CFU/ml 

(Morgan et al., 2006)  

 หลังจากกระบวนการทำแหงกลาเช้ือแลว สภาวะอุณหภูมิ ชนิดบรรจุภัณฑที่ใชในการบรรจุกลาเช้ือ 

เปนอีกหน่ึงปจจัยที่มีความสำคัญ ผลการศึกษาสภาวะอุณหภูมิที่ ดีที่สุดในการเก็บรักษากลาเช้ือผง S. 

thermophilus และ B. longum  ดวยนมถั่วเหลือง โดยใชวิธีการทำแหงกลาเช้ือแบบ  freeze-dried  จากน้ัน

นำไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ํC และ 25 ํC ทำการติดตามการอยูรอดของเช้ือเพ่ือหาอายุการเก็บ พบวาอัตรา
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การอยูรอดของ S. thermophilus และ B. longum ที่ 4 ํC มีอัตราการอยูรอดของเช้ือทั้ง 2 สูงกวาเก็บที่ 25 ํC 

และพบวาหลั งการเก็บ รักษาเป น เวลานาน 4 เดือน  ที่ อุณ หภูมิ  4 ํC  พบอัตราการอยู รอดของ  

S. thermophilus เทากับรอยละ 51.1 และ B. longum เทากับรอยละ 68.8 (Yi-Chieh Wang, Roch-Chui 

Yu และ Cheng-Chun Chou, 2004) นอกจากน้ียังมีการศึกษาการเก็บรักษาที่สภาวะอุณหภูมิต่ำ พบวามี

การศึกษาอัตราการอยูรอดของ Candida sake ดวยการใช 10% skim milk เปนสารปกปอง ที่ดีที่สุดเมื่อทำ

การเก็บเช้ือผงที่อุณหภูมิ -20 ํC มีอัตราการอยูรอดสูงที่สุดเมื่อเทียบกับการใช Galactose raffinose และ 

sodium glutamate 10% เปนสารปกปอง (M. Abadias et al., 2001)  

 นอกจากระยะเวลาการเก็บรักษาที่นานที่สุดจำเปนตองพิจารณาถึงคุณภาพของกลาเช้ือผง B. subtilis 

จะตองคงประสิทธิภาพในการผลิตเอนไซม สาร antimicrobial และเมตาบอไลทอ่ืนๆ ที่มีประสิทธิภาพ

เชนเดียวกับการใชกลาสด ดังน้ันกิจกรรมตางๆที่เกิดจากการนำกลาเช้ือผงไผใชงานในกระบวนการหมักควรมี

ความส่ำเสมอ คือการผลิตเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลสออกมายอยโปรตีนและคารโบไฮเดรต เพ่ือชวย

ปรับปรุงองคประกอบที่ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงายและเปนประโยชนมากขึ้น  ซึ่งเมื่อทำการหมักถั่วจะ

ไดสารประกอบจำพวก ester เปนสวนมาก เชน ethyl isobutyl และ isoamyl ester ของ isobutyric, a-

methylbutyric, isovaleric, tiglic acids ซึ่งเกิดจากการสลายตัว และการหมักของโปรตีนกลีเซอรไรดและ

กรดไขมัน ในถั่ ว เหลื อง นอกจาก น้ี ยั งมี สารที่ ให กลิ่ นหอมฉุน  เช น  2-heptanone pyrazine และ 

benzadehyde โดยไพราซีนจะเกิดขึ้นจากการตมถ่ัวใหสุกกอนนำไปหมัก ในขณะที่สาร 1-ออกทีน-3-ออล มี

ปริมาณลดลง (ภานุวรรณ, 2543) พรอมกันน้ันกลาเช้ือจะตองยังคงคุณภาพอยูในระดับที่ยอมรับไดตลอด

ระยะเวลาการเก็บ 

 ความปลอดภัยของกลาเช้ือเปนสิ่งสำคัญที่ตองควบคุม ติดตามตลอดอายุการเก็บ โดยความเสี่ยงที่

จำเปนจะตองควบคุมและพิจารณามาจากหลายองคประกอบดวย กัน เชน เช้ือสายพันธุที่มีความใกลเคียงกับ

กลาเช้ือ เชน เช้ือแบคทีเรียกอโรค B. cereus เปนแบคที่เรีย ในกลุม Bacillus ที่จัดเปนจุลินทรียกอโรค 

(pathogen) ยอมติดสีแกรมบวก (Gram positive bacteria) รูปรางเปนทอน (rod shape) ขนาดประมาณ 

1.0 -1.2 ไมโครเมตรสรางสปอรและเคลื่อนที่ไดสามารถเจริญไดในสภาวะที่มีอากาศและไมมีอากาศ ในชวง 

pH 4.9-9.3 และ aw มากกวา 0.92 สามารถเจริญไดระหวางอุณหภูมิ 4-48°C อุณหภูมิที่เหมาะสมคือ 28-

35°C (U.S. FDA, 2012) สวนสายพันธุไซโครโทรปสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิต่ำกวา 7 °C บางชนิดเจริญชาๆ

ไดที่ 4-5 °C และไมเจริญที่ 43 °C (Van Netten และคณะ, 1990) B. cereus พบไดทั่วไปในธรรมชาติ ในดิน 

ฝุนละออง ทั้งในอาหารดิบ อาหารแหง หรืออาหารสำเร็จรูปเชน ธัญพืช เครื่องเทศและอาหารแหงชนิดอ่ืน

ผลิตภัณฑจากพืช เชน ขาว แปง ผลิตภัณฑจากแปง เครื่องเทศ ผลิตภัณฑจากสัตว และเครื่องปรุงแตงรสตางๆ 

มักพบเสมอในอาหารที่ผานการทำแหงที่เก็บรักษาไวนาน (Eric, 1990) นอกจากน้ียังพบในอุจจาระของคนที่มี
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สุขภาพปกติไดประมาณ 15%การปนเปอนของ B. cereus สามารถพบไดทั่วไปวนเวียนเปนวัฏจักรที่เปนการ

สงผานทั้งตัวเซลลและสปอรของ B. cereus ไปในแมลง สัตวเลี้ยงลูกดวยนม จนมาปนเปอนในอาหารและเขา

สูรางกายของมนุษย 2 โดยคุณสมบัติที่สำคัญของ B. cereus คือสามารถสรางสารพิษ (toxin) ที่ทนตอความ

รอนได ซึ่งการปนเปอนมักเกิดจากสปอร เมื่อสปอรเจริญเปน vegetative cell จะผลิตสารพิษออกมา 

ซึ่งสารพิษที่สรางจาก B. cereus แบงเปน 2 ชนิดคือ ชนิดที่ทำใหทองรวง (diarrhea toxin) และชนิดที่ทำให

อาเจียน (emetic toxin) ซึ่งเปนสารพิษเอนเทอโรท็อกซิน (enterotoxin) โดยสารพิษทั้ ง 2 ชนิดน้ีมี

ความสามารถในการทนทั้งความรอนและความเปนกรดได เมื่อ B. cereus เจริญจนสามารถสรางสปอรได จะ

มีการสรางสารพิษขึ้นดังน้ันความเปนพิษจากสารพิษทั้งสองสามารถเกิดข้ึนไดถึงแมวาจุลินทรีย B. cereus จะ

ถูกทำลายไปแลวก็ตาม (Health Protection Agency, 2009) B. cereus น้ันก็จะมีสภาวะการเจริญที่

คลายคลึงกับ B. subtilis และสามารถเจริญไดที่อุณหภูมิ 25 ํC ซึ่งเปนหน่ึงในอุณหภูมิที่นิยมใชในการศึกษา

หารอายุการเก็บรักษา หากการควบคุมกระบวนการผลิตไมดีหรือเกิดความผิดพลาดในข้ันตอนใดข้ันตอนหน่ึง

ของกระบวนการผลิต อาจทำใหมีการปนเปอน B. cereus เขามาไดอยางงายดาย นอกจาก B. cereus ยัง

พบวา B. pumilus น้ีปนเปอนในขนมปง และวัตถุดิบสำหรับผลิตขนมปง ทำใหเกิดการเสื่อมเสีย (microbial 

spoilage) โดยจะยอยสลายขนมปง ทำใหมีลักษณะเหนียวติดกัน เปนเสนยืด มีกลิ่นเหม็น แหลงที่มาของเช้ือ

ในขนมปงสวนใหญมาจากวัตถุดิบประเภทของแหง เชน แปงสาลี และยีสตแหง สปอรของเช้ือจะทนตอความ

รอนสูง ทนตออุณหภูมิระหวางการแปรรูป Frederic Carlin และคณะ (2000) ไดทำการคัดแยกจุลินทรียที่ทำ

ใหอาหารเสื่อมเสียในผัก ไดแก บร็อคเคอร่ี แครอท บวบ หอม มันฝรั่ง และถ่ัวเขียว โดยพบ  B. circulans B. 

macerans B. polymyxa. และ B. pumilus   สามารถอยูรอดในสภาวะอุณหภูมิต่ำ ที่ 4 ํC – 10  ํC และยัง

พบวาในผลิตภัณฑอาหารประเภท ready-to-eat ที่ผานกระบวนการพาสเจอรไรซ และเก็บที่ 7 ํC – 10  ํC 

พบวา  B. pumilus   FF128a และ  B. cereus  FF119b (S. Samapundo et al., 2014) จากที่ กล าว

มาแลวขางตนนอกจากเช้ือแบคทีเรียที่มีความเสี่ยงที่จะปนเปอนในกลาเช้ือแลว เช้ือรายังเปนดังนีคุณภาพ

มาตรฐานดานจุลินทรียที่ถูกกำหนดในแปงถั่วเหลือง กำหนดใหยีสตและราไมเกิน 500 โคโลนีตอตัวอยาง 1 

กรัม (มาตรฐานผลิตภัณฑชุมชน แปงถั่วเหลือง มผช.1377/2550) ดังน้ันหากพบการมีอยูหรือการปนเปอน

ของเช้ือราในระหวางกระบวนการเก็บรักษา จะเปนความเสี่ยงที่อาจจะพบสารพิษที่สรางจากเช้ือราได เชน 

เช้ือราสกุล Aspergillus (Aspergillus spp.) เปนเช้ือราที่พบไดทั้งในรูปของการสืบพันธุแบบไมอาศัยเพศ 

(anamorphic) และแบบอาศั ย เพศ (teleomorphic) และจัด เป น ราในกลุ ม  Ascomycetes เช้ื อรา 

Aspergillus มีเสนใยที่แตกแขนงและมีผนังกั้น เสนใยของเช้ือราไมมีสี สามารถเจริญไดในที่ที่มีออกซิเจนสูง 

จึงพบในบริเวณที่มีออกซิเจนสูงเกือบทั้งหมดโดยทั่วไปเจริญเปนเสนใยราบนผิวของอาหารที่มีคารบอนมากเชน 

กลูโคส อะไมโลส ราที่ทําใหเกิดโทษไดแกราที่ทําใหมนุษยสัตวและพืชเกิดโรค หรือทําลายสิ่งของเครื่องใชและ
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ราที่สรางสารพิษ (mycotoxin) บนธัญพืชและอาหารชนิดตาง ๆ ซึ่งเช้ือราที่สรางสารพิษ (mycotoxin) 

สามารถสรางสารพิษได 5 กลุมไดแก อะฟลาท็อกซิน (aflatoxin), ออกคราท็อกซิน (ochratoxin), ไตรโคทีซิน 

(trichothecene), ซีราลีโนน (zeararenone)และพาทูลิน (patiulin) (Benjamart, 2012) ในที่น้ีสนใจศึกษา

เฉพาะอะฟลาท็อกซินเน่ืองจากเปนสารพิษที่มีความเสี่ยงปนเปอนในถ่ัวเหลืองไดมาก ทนความรอนไดสูง เปน

สารพิษชนิดที่กอใหเกิดอาการแบบเฉียบพลัน (Acute aflatoxicosis) และกอใหเกิดอันตรายตอสิ่งมีชีวิตหลาย

ดานดวยกัน ทั้งการกอใหเกิดมะเร็ง (carcinogenesis), เปนพิษตอตับ (hepatotoxicity), กอใหเกิดการกลาย

พันธุ (mutagenic) และกอใหเกิดโรควิรูป (teratogenic) เปนอันตรายตอการพัฒนาตัวออนในครรภ และที่

สำคัญพบวาอะฟลาท็อกซิน มีการปนเปอนมากที่สุดในผลิตภัณฑอาหาร รวมถึงผลิตภัณฑถั่วหมักดวย 

(Teniola และคณะ, 2005) จึงตองใหความสำคัญในการควบคุมคุณภาพกลาเช้ือเพ่ือใหปลอดจากการ

ปนเปอนที่กลาวในขางตน 

 

2.วิธีการเก็บรวบรวมขอมูล 

ตอนที่ 1 การผลิตกลาเชื้อ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore เพื่อการเก็บรักษา 

 1. การเตรียมสปอรของกลาเชื้อ B. subtilis SB-MYP1 

นำเช้ือจากตูเก็บเช้ือจุลินทรียที่ควบคุมอุณหภูมิที่ -20 องศาเซลเซียส มาเพาะเลี้ยง

ใน nutrient broth บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง บนเคร่ืองเขยาที่ความเร็ว

รอบ 200 rpm จากน้ันนำเซลลไปขีดบนอาหารเลี้ยงสปอร (sporulation agar) บมที่อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 7-10 วัน จากน้ันนำไปแยกตะกอนสปอรโดยการปนเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 

10,000×g เปนเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ลางตะกอนดวยสารละลายโซเดียมคลอ

ไรด 0.85% (w/v) จำนวน 2 ครั้ง ทำใหสปอรแขวนลอยอยูในสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85% 

(w/v) 

 

2. การเตรียมสาร cryoprotectant แปงถ่ัวเหลืองและการผลิตกลาเชื้อ freeze-dried  

   B. subtilis SB-MYP1 spore 

เตรียมแปงถั่วเหลืองความเขมขน 10% (w/v) แลวนำไปฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาทีดวยหมอน่ึงความดันไอ (autoclave) ทิ้งใหอุณหภูมิเย็นลงที่

อุณหภูมิหอง จากน้ันแขวนลอยสปอรของ B. subtilis SB-MYP1 โดยใหมีจำนวนสปอรสุดทายเทากับ 

108-109 CFU/g นำตัวอยางไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากน้ันนำ

ตัวอยางเขาเคร่ือง freeze dryer โดยมีสภาวะเริ่มตน -20 องศาเซลเซียส ความดัน1.0E+3 mbar 
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เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง และปรับอุณหภูมิสุดทายของเครื่องเทากับ 35 องศาเซลเซียสเพ่ือทำให

ตัวอยางแหง โดยมีเกณฑคุณภาพพิจารณารวม ไดแก (1) ปริมาณสปอรภายหลังการทำแหงมากกวา 

107 CFU/g (2) ปริมาณความช้ืนนอยกวา 7% (wet basis) และ (3) คาปริมาณน้ำอิสระนอยกวา 0.6 

จากน้ันเก็บรักษากลาเช้ือผงโดยบรรจุแบบปลอดเช้ือในถุงอะลูมิเนียมฟอยลแบบสุญญากาศ เก็บรักษา

ที่อุณหภูมิ -25 0 25 องศาเซลเซียส ทำการสุมตัวอยางมาตรวจวิเคราะหเปนระยะเวลา วันที่ 0 30 

60 90 120 150 และ 180 ตามลำดับ 

 

 3. การวิเคราะหเกณฑคณุภาพรวม ไดแก ปริมาณสปอรที่รอดชีวิต ปริมาณความชื้น และ 

    คาปริมาณน้ำอิสระ 

ทำการเจือจางกับสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) ที่ระดับ 10 เทา 

จากน้ันทำการเจือจางเปนลำดับ (serial dilution) เลือกความเจือจางระดับที่เหมาะสม 3 ระดับ ที่มี

จำนวนโคโลนีอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี  นำตัวอยางเช้ือจากแตละระดับความเจือจางที่

เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงในจานเพาะเช้ือ (spread plate) บน plate count agar  บมที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง นับจำนวนโคโลนี รายงานผลจำนวนจุลินทรียเปนโคโลนี

ตอกรัม (CFU/g) (BAM, 2001) สำหรับปริมาณความช้ืนและคาปริมาณน้ำอิสระใชวิธีการวิเคราะห

มาตรฐานตามคูมือ AOAC (2000)  

 

4. การวิเคราะหการปนเปอนของ B. cereus Yeast Mold และ Aflatoxin B1 ในกลา 

    เชื้อ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore 

 4.1 การตรวจวิเคราะห B. cereus 

ทำการเจือจางกับสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) ที่ระดับ 10 เทา 

จากน้ันทำการเจือจางเปนลำดับ (serial dilution) เลือกความเจือจางระดับที่เหมาะสม 3 

ระดับ ที่มีจำนวนโคโลนีอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี  นำตัวอยางเช้ือจากแตละระดับ

ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงในจานเพาะเช้ือ (spread plate) บน MYP 

agar  บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 24 ช่ัวโมง นับจำนวนโคโลนีสีชมพู รายงานผล

จำนวน B. cereus เปนโคโลนีตอกรัม (CFU/ml or g) (BAM, 2001) 
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 4.2 การตรวจวิเคราะหยีสตรา 

ทำการเจือจางกับสารละลายโซเดียมคลอไรด 0.85 % (w/v) ที่ระดับ 10 เทา 

จากน้ันทำการเจือจางเปนลำดับ (serial dilution) เลือกความเจือจางระดับที่เหมาะสม 3 

ระดับ ที่มีจำนวนโคโลนีอยูในชวงระหวาง 30-300 โคโลนี  นำตัวอยางเช้ือจากแตละระดับ

ความเจือจางที่เหมาะสม 0.1 มิลลิลิตร เกลี่ยลงในจานเพาะเช้ือ (spread plate) บน Potato 

dextrose agar (PDA) บมที่อุณหภูมิ 25-30 องศาเซลเซียส นาน 72 ช่ัวโมง นับจำนวนโคโลนี 

รายงานผลจำนวน Yeast Mold เปนโคโลนีตอกรัม (CFU/ml or g) (BAM, 2001)  

   

 

4.3 การตรวจวิเคราะห Aflatoxin B1 

ปเปตสารมาตรฐาน aflatoxin B1 ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในหลุมเพลต 

(96 well plate) ที่ความเขมขน 0 1 5 10 20 50 ppm จากน้ันเติม enzyme conjugate 

ปริมาตร 50 ไมโครลิตรลงในแตละหลุม ตามดวย anti-aflatoxin antibody ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร บมที่อุณหภูมิหอง (20-25 องศาเซลเซียส) เปนเวลา 30 นาที จากน้ันเทของเหลว

ในหลุมลงบน paper towel ออกใหหมด แล วเติม  washing buffer ปริมาตร 250 

ไมโครลิตร และเทลางออกสองครั้งดวย washing buffer เติม substrate/chromogen ลง

ในแตละหลุมปริมาตร 100 ไมโครลิตร บมในที่มืดเปนเวลา 15 นาที สุดทายเติม stop 

solution ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ELISA reader ที่

ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  การคำนวณปริมาณ aflatoxin B1 ใหเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน โดยคำนวณคาการดูดกลืนแสงเพ่ือสรางกราฟมาตรฐานเมื่อใชสูตรดังตอไปน้ี 

 

% Absorbance = 
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝑠𝑠𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠 𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝑠𝐴𝐴 (𝐵𝐵)
𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝑧𝑧𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴𝐴 𝐴𝐴𝑠𝑠𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠𝐴𝐴𝐴𝐴𝑠𝑠 (𝐵𝐵0)

× 100 

 

ตอนที่ 2 การทดสอบประสิทธิภาพของกลาเชื้อ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore  

           ดวยแปงถ่ัวเหลืองที่ผลิตได 

 1. การทดสอบกิจกรรมของกลาเชื้อในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 

กลาเช้ือ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore ที่มีเกณฑคุณภาพรวม ไดแก ปริมาณ

สปอรที่รอดชีวิต (มากกวา 107 CFU/g) ปริมาณความช้ืน (นอยกวา 7% wet basis) และคาปริมาณ
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น้ำอิสระ (นอยกวา 0.6) ตามเกณฑมาตรฐาน นำมาศึกษาประสิทธิภาพของกลาเช้ือในระหวางการ

หมักถั่วเหลือง โดยเติมลงไป 1 มิลลิลิตรตอถ่ัวเหลืองสุก 150 กรัม หมักในจานแกวที่มีขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 15 เซนติเมตร บมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ตรวจนับปริมาณจุลินทรียทั้งหมดบน 

plate count agar  วัดคา pH กิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส และโปรติเอส (Mahidsanan and 

Gasaluck, 2011) ที่ระยะเวลาตาง ๆ ทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง โดยเปรียบเทียบกับ

กิจกรรมของกลาเช้ือสด (fresh spore) 

 

 

 

2. การวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑถ่ัวเหลืองหมักสุดทาย 

2.1 การวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 

2.1.1 การเตรยีม stock solution  

ช่ังผลึกของสารประกอบวิตามินบี 12 คือ Cyanocobalamin  5 มิลลิกรัม โดย

สารประกอบวิตามินบี 12 จะละลายใน 0.05 M Acetate Buffer pH 5.0 ปริมาณ 50 

มิลลิลิตร จะไดสารประกอบวิตามินบี 12 ที่มีความเขมขน 0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

นำไปเก็บไวที่มืด อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.1.2 การเตรียมตัวอยางในการวิเคราะห 

นำสารละลายจากการเก็บตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงหลอดทดสอบ เติม

สารละลายพอแทสเซียมไซยาไนด แอซีเตทบัฟเฟอร ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (พอแทสเซียม

ไซยาไนด 1 กรัม ในแอซิเตทบัฟเฟอร 0.1 โมลาร pH 4.6 เขยาหลอดทดลองดวยเครื่อง

ผสมทันที แลวนำไปน่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอ

ตารางน้ิว เปนเวลา 15 นาที ทิ้งไวใหเย็นและนำ ไปปนดวยความเร็วรอบ 5000 รอบตอ

นาที เปนเวลา 10 นาที เก็บสวนใสไว เพราะระหวางที่น่ึงฆาเช้ืออยู cobalamin จะถูก

ปลอยออกมาและเปลี่ยนเปน cyanocobalamin อยูในสวนของสวนใสดานบน นำสวน

ใสที่ไดไปวิเคราะหโดยเจือจางสวนใสดวยน้ํากลั่นเพ่ือใหปริมาณวิตามินบี 12 อยูในชวง

ที่วิเคราะหได 
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2.1.3 การไลอากาศ 

นำสารละลายวิตามินบี 12 มาตรฐานและสารละลายตัวอยางใส เคร่ือง 

ultrasonic bath เพ่ือทำการไลอากาศ เปนเวลา 20 นาที 

2.1.4 การวิเคราะหปริมาณวิตามินบี 12 

ใช syringe ดูดสารละลายของสารประกอบวิตามินบี 12 และสารละลาย

ตัวอยางตัวอยางละ 20 ไมโครลิตร ฉีดเขาเครื่อง HPLC ตามลำดับ บันทึกโครมาโตแก

รม นำพ้ืนที่ใตพีคของสารละลายมาตรฐานวิตามินบี 12 มาพลอตกราฟระหวางความ

เขมขนกับพ้ืนที่ใตพีค (โดยใหแกน Y เปนคาพ้ืนที่ใตพีค และแกน X เปนความเขมขน)  

แลวนำพ้ืนที่ใตพีคของสารละลายตัวอยางมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน ก็จะไดความ

เขมขนหรือปริมาณวิตามินบี 12 ของสารละลายตัวอยาง โดยทำการฉีดครั้งละ 2 ซ้ำ 

2.1.5 สภาวะการวิเคราะห 

   คอลัมน  : Inertsil ODS-3V  5 µm (150×4.6 mm. I.D.) 

   เฟสเคลื่อนที่   :  Acetonitrile/0.05 M Acetate Buffer pH 5.0 (10/90) 

   อัตราการไหล  :  1.0 มิลลลิติร/ นาที 

   เครื่องวัด : UV 265 นาโนเมตร 

2.2 การวิเคราะหแคลเซียม ฟอสฟอรสั และธาตุเหล็ก 

2.2.1 การเตรยีมตัวอยางโดยใชเครื่อง microwave 

การยอยตัวอยางโดยช่ังตัวอยาง 0.5 กรัม เติม nitric acid ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร ยอยดวยเครื่อง microwave นาน 30 นาที หลังจากน้ันเติม hydrogen 

peroxide ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ยอยตอดวยเครื่อง microwave นาน 30 นาที เท

สารละลายที่ไดลงในขวดปรับปริมาตรแลวปรับปริมาตรใหได 50 มิลลิลิตร 

2.2.2 การวิเคราะหดวยเครือ่ง ICP-MS 

โดยการวิเคราะหธาตุฟอสฟอรัส ใช mode no gas ในการวิเคราะห สวนการ

วิเคราะหธาตุแคลเซียมและธาตุเหล็ก ใช mode Hydrogen 

ตอนที่ 3 วิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 16s rRNA ดวยวิธี sequencing 

 กลาเช้ือสด B. subtilis และกลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ณ วันที่ 180 ที่อุณหภูมิ -25OC มาทำ

การเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว NB เปนเวลา 24 ช่ัวโมง แลวทำการสกัด DNA ดวยวิธี CTAB  (Zhou 

 



24 

 

et al., 1996) จากน้ันเพ่ิมปริมาณยีน (Amplification) ชวง 16s ดวยวิธี Polymerase chain reaction 

(PCR Gene Amp PCR System 9700 - PE Applied Biosystems) ดวย universal eubacterial primer 

27F (5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) และ 1492R (5’-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) 

(Lane, 1991) โดยมีสัดสวนของสารเคมีและสภาวะการทดลองตามตารางที่ 2 และ 3 ตามลำดับ เมื่อได PCR 

product แลว นำมาตรวจสอบขนาด (~1500 bp) ดวยวิธี electrophoresis 1% agarose gel จากน้ัน

วิเคราะหดวย DNA sequencing (Model : ABI 3730XL) เพ่ือเปรียบเทียบลำดับนิวคลีโอไทดจากฐานขอมูล 

GenBank ใน  NCBI ด วย  BLAST (http://www.ncbi. nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) พิ จารณ าผลการ

ทดสอบกับความคลายคลึงของจุลินทรียแตละสปชีสในฐานขอมูลดวย % similarity  

 

 

ตารางที่ 3.1 สัดสวนของสารเคมีที่ใชในปฏิกิริยา PCR 

 

Component Volume per 20 µl Final concentration 

PCR Qualified Water 20.7 µl  

10X PCR Buffer 3 µl 1X with 1.5 mM MgCl2 

2 mM PCR Nucleotide Mix 3 µl 0.2 mM of each dNTP 

Primer F 10 µM 1 µl 10 pmol 

Primer R 10 µM 1 µl 10 pmol 

Taq (5 un/µl)  0.3 µl 1.5 units 

DNA (50 ng/ul) 1 µl 50 ng 

Total volume 30 µl  

 

 

ตารางที่ 3.2 สภาวะ PCR ดวยไพรเมอร 27F/1492R  เพ่ือเพ่ิมปริมาณยีนชวง 16s 

 

Step Tm (◦C) Time cycle 

1. Initial Denaturation  95 3 min 1 

2. Denaturation  95   30 sec  

3. Annealing   55 30 sec 35 
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Step Tm (◦C) Time cycle 

4. Extension 72 2 min  

5. Final extension 72 5 min 1 

6. Hold 4 α  

 

 

3.วิธีการวิเคราะหขอมูล 

 ขอมูลเชิงปริมาณวิเคราะหผลทางสถิติโดยวางแผนการทดลองแบบ CRD วิเคราะหความแปรปรวน

โดยใช ANOVA ที่ระดับนัยสำคัญทางสถิติเทากับ 0.05 เปรียบเทียบคาเฉลี่ยแตละชุดการทดลองดวยวิธี 

Duncan's Multiple-Range Test (DMRT) 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 

 

1. คุณภาพมาตรฐานกลาเชื้อ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore ในระหวางการเก็บรักษา 

 เกณฑคุณภาพมาตรฐานของกลาเช้ือผง (combination criteria) ไดแก ปริมาณสปอรที่รอดชีวิต 

(มากกวา 107 CFU/g) ปริมาณความช้ืน (นอยกวา 7% wet basis) และคาปริมาณน้ำอิสระ (นอยกวา 0.6) 

นำมาพิจารณารวมในระหวางการเก็บรักษากลาเช้ือ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore ผงในบรรจุ

ภัณฑอะลูมิเนียมฟอยลสุญญากาศ ที่อุณหภูมิ -25  0 และ 25OC ภายในเวลา 6 เดือน ซึ่งทำการติดตามทุก 

30 วัน จากขอมูลในตารางที่ 4.1 4.2 และ 4.3 พบวาที่อุณหภูมิ -25OC เก็บรักษากลาเช้ือผงผานไป 180 วัน 

ยังคงมีสปอรที่รอดชีวิต ปริมาณความช้ืน และคาปริมาณน้ำอิสระอยูในเกณฑมาตรฐานดังกลาว แตใน

ขณะเดียวกันที่อุณหภูมิ 0OC และ 25OC มีจำนวนสปอรลดลงในวันที่ 30 อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 

สำหรับคุณภาพความปลอดภัยของกลาเช้ือผงในตารางที่ 4.4 พบวาไมมีการเจริญของ B. cereus Yeast 

Mold และปริมาณ aflatoxin ในกลาเช้ือผง ซึ่งสอดคลองตามมาตรฐานความปลอดภัย 

จากผลการทดลองดังกลาวไดขอสรุปวา ที่อุณหภูมิ -25OC มีความเหมาะสมสำหรับเก็บรักษากลาเช้ือ

ผง freeze-dried  B. subtilis SB-MYP1 spore ไดเปนเวลานานถึง 180 วัน (6 เดือน) ซึ่งเก็บรักษาไดนาน

กวาอุณหภูมิ 0 และ 25OC อีกทั้งยังเปนไปตามเกณฑมาตรฐานพิจารณารวม โดยเปนผลมาจากปจจัยภายนอก 

(extrinsic factors) ของสภาวะการทำแหงแบบแชเยือกแข็ง (freeze drying) และเก็บรักษาภายในสภาวะแช

เยือกแข็ง (freezing) แบบสุญญากาศ (ดึงอากาศออก 90%) ที่อุณหภูมิต่ำกวา -20OC สามารถรักษาโครงสราง

จุลินทรียที่มีชีวิต หยุดหรือชะลอกิจกรรมของเอนไซมและเมตาบอลิกภายในเซลล รวมถึงรักษาสภาพของเย่ือ

หุมเซลล ผนังเซลลและยีนรวมกับกลไกการปกปองดวยสาร cryoprotectant แปงถ่ัวเหลืองไดอีกดวย ซึ่งจาก

งานวิจัยที่ผานมาของ Mahidsanan et al., 2017 ไดทำการพิสูจนกลไกการยึดเกาะของแปงถ่ัวเหลืองกับกลา

เช้ือ B. subtilis SB-MYP1 พบวา โครงสรางกรดอะมิโนที่เปนประจุบวกและหมูไฮดรอกซิลบนสารโพลิแซคคา

ไรด ของแป งถั่ ว เหลื อ งอาจมี แ รง electrostatic interaction และ hydrogen bond กับผ นั งเซลล  

(peptidoglycan) ของ B. subtilis SB-MYP1 ซึ่งกลไกดังกลาวทำใหเกิดความเสถียรภาพและรักษาเซลลที่มี

ชีวิต เอนไซมภายในเซลล ลดกิจกรรมเมตาบอลิกภายในเซลล และรักษาความเสถียรของยีนที่ควบคุมการผลิต

สารพอลิแกมมากลูตามิกที่เปนคุณคาทางโภชนาการที่ไดจากตัวกลาเช้ือ ในระหวางการเก็บรักษาภายหลังจาก

กระบวนการทำแหงแบบแชเยือกแข็ง   

สำหรับอุณหภูมิมากกวา -20OC จนถึงระดับอุณหภูมิหอง (25-30OC) จะทำใหเกิดการกระตุนของ

ปฏิกิริยาออกซิเดช่ันของกรดไขมันที่ไมอ่ิมตัวที่เยื่อหุมเซลลของจุลินทรีย กระตุนใหเกิดการทำลายเซลล 
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(microbial cell damage) สงผลตอการลดลงของจำนวนจุลินทรียที่มีชีวิตได ซึ่งมีความสอดคลองกับงานวิจัย 

ไดแก Eratte et al., 2016 ไดรายงานวาอัตราการรอดชีวิตของ freeze-dried Lactobacillus casei จะ

ลดลงเมื่อเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 25 และ 5OC โดยเปนผลมาจากการเพ่ิมข้ึนของปริมาณความช้ืนและคาปริมาณ

น้ำอิสระ Zhang, and Chen (2011) ใหขอสรุปวาความเสถียรของกลาเช้ือในระหวางการเก็บรักษาจะข้ึนอยู

กับปจจัยภายนอก (อุณหภูมิ สภาวะสุญญากาศ ระยะเวลาในการเก็บรักษา) และปจจัยภายใน (ปริมาณ

ความช้ืน และคาปริมาณน้ำอิสระ) ดวย นอกจากน้ีขอมูลเบ้ืองตนจากการวิจัยที่กลาวมาทั้งหมดขางตน 

สามารถนำปจจัยและพารามิเตอรที่ เกี่ยวของมาสรางเปนสมการทำนาย (predictive microbiological 

equations) เพ่ือควบคุมคุณภาพและความปลอดภัยของกลาเช้ือผง freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 

spore ระหวางการเก็บรักษาในระดับอุตสาหกรรมตอไป 

 

ตารางที ่4.1 ปริมาณ freeze-dried spore ที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆเปนเวลา 180 วัน 

Storage time (Days) 

 

 

 

Storage temperature 

Viability (CFU/g) 

-25OC 0OC 25OC 

0  5.00108±1.41108 abc 5.00108±1.41108 abc 5.00108±1.41108 abc 

30 5.30108±1.13108 abc 4.50107±1.27107 d ND 

60 7.25108±3.54108 ab ND ND 

90 8.25108±3.53108 a ND ND 

120 3.55108±3.61108 bcd ND ND 

150 3.30108±2.55108 bcd ND ND 

180 2.93108±1.66108 cd ND ND 

 

ตัวอักษร a b c ที่แตกตางกันทั้งแนวต้ังและแนวนอน หมายถึง มีความแตกตางทางสถิติที่ระดับนัยสำคัญ 0.05 

ND หมายถึง not detected คือ ตรวจไมพบจำนวนสปอรที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษา 
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ตารางที ่4.2 คาความช้ืน (Moisture content) ของ freeze-dried spore ในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ

ตางๆ เปนเวลา 180 วัน 

 

Storage time (Days) 

 

 

 

Storage temperature 

Moisture content (% wet basis) 

-25OC 0OC 25OC 

0 2.65±0.14 ns 2.65±0.14 ns 2.65±0.14 ns 

30 2.22±0.55 ns 2.95±0.07 ns NE 

60 2.72±0.02 ns NE NE 

90 2.59±1.21 ns NE NE 

120 2.74±0.01 ns NE NE 

150 2.19±0.51 ns NE NE 

180 2.65±0.07 ns NE NE 

 

ตัวอักษร ns หมายถึง non-significant differences คือ ไมมีความแตกตางทางสถิติทั้งแนวต้ังและแนวนอนที่

ระดับนัยสำคัญ 0.05 

NE หมายถึง not examined คือ ไมไดทำการตรวจวิเคราะหเน่ืองจากไมพบปริมาณสปอรที่มีชีวิตในระหวาง

การเก็บรักษา 
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ตารางที่ 4.3 คาปริมาณน้ำอิสระ (water activity; aW) ของ freeze-dried spore ในระหวางการเก็บรักษาที่

อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 180 วัน 

 

Storage time (Days) 

 

 

 

Storage temperature 

water activity; aW 

-25OC 0OC 25OC 

0 0.29±0.03 ns 0.29±0.03 ns 0.29±0.03 ns 

30 0.27±0.06 ns 0.31±0.02 ns NE 

60 0.28±0.02 ns NE NE 

90 0.28±0.03 ns NE NE 

120 0.25±0.02 ns NE NE 

150 0.29±0.01 ns NE NE 

180 0.30±0.01 ns NE NE 

 

ตัวอักษร ns หมายถึง non-significant differences คือ ไมมีความแตกตางทางสถิติทั้งแนวต้ังและแนวนอนที่

ระดับนัยสำคัญ 0.05 

NE หมายถึง not examined คือ ไมไดทำการตรวจวิเคราะหเน่ืองจากไมพบปริมาณสปอรที่มีชีวิตในระหวาง

การเก็บรักษา 
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ตารางที่ 4.4 การตรวจสอบการปนเปอนของ B. cereus Yeast Mold และ Aflatoxin ของ freeze-dried spore ในระหวางการเก็บรักษาที่อุณหภูมิตางๆ เปนเวลา 180 วัน 

 

Storage time (Days) 

 

 

 

    Storage temperature 

-25OC 0OC 25OC 

B. cereus 
Yeast & 

Mold 
Aflatoxin B. cereus 

Yeast & 

Mold 
Aflatoxin B. cereus 

Yeast & 

Mold 
Aflatoxin 

0 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

30 ND ND ND ND ND ND NE NE NE 

60 ND ND ND NE NE NE NE NE NE 

90 ND ND ND NE NE NE NE NE NE 

120 ND ND ND NE NE NE NE NE NE 

150 ND ND ND NE NE NE NE NE NE 

180 ND ND ND NE NE NE NE NE NE 

 

ND หมายถึง not detected คือ ตรวจไมพบ 

NE หมายถึง not examined คือ ไมไดทำการตรวจวิเคราะหเน่ืองจากไมพบปริมาณสปอรที่มีชีวิตในระหวางการเก็บรักษา 
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 จากตารางที่ 4.5 ไดมีการนำกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 จากกลาเช้ือผงที่ผลิตไดใน

เบ้ืองตนมาทดสอบคุณสมบัติความคลายคลึงกันของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) 

เปรียบเทียบกับกลาเช้ือสดที่เปนเช้ือจุลินทรียต้ังตนที่ผานการวิเคราะหและยืนยันคุณสมบัติของความ

เปนกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 แลว พบวามีลำดับของยีนที่ตรงกันรอยละ 100 โดย

เปรียบเทียบจากฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) แสดงใหเห็น

วาการใชเทคนิคการทำใหดวยการระเหิดแหง (Freeze dried) โดยมีแปงถ่ัวเหลืองเปนสารปกปองจาก

ความเย็น และสภาวะการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -25 องศาเซลเซียส เปนเวลาอยางนอย 180 วัน ไมทำให

คุณสมบัติของความเปนกลาเช้ือเปลี่ยนแปลงไป 

 

 

ตารางที่ 4.5 การทดสอบความคลายคลึงของชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของ

กลาเช้ือสด B. subtilis SB-MYP1 และ กลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ณ วันที่ 180 ที่อุณหภูมิ -

25OC โดยเปรียบเทียบจากฐานขอมูล NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

 

Samples 
Identification 

results 
Close sequence 

Similarity 

(%) 

NCBI Accession 

no. 

กลาเช้ือสด 

B. subtilis SB-MYP1 
B. subtilis 

B. subtilis 

SRCM100757 

100 CP021499.1 

B. subtilis 

SRCM101444 

100 CP021498.1 

B. subtilis TLO3  100 CP021169.1 

กลาเช้ือผง B. subtilis 

SB-MYP1 ณ วันที่ 

180 ที่อุณหภูมิ -25OC B. subtilis 

B. subtilis 

SRCM100757 
100 CP021499.1 

B. subtilis 

SRCM101444 
100 CP021498.1 

B. subtilis TLO3 100 CP021169.1 

 

2. ประสิทธิภาพของกลาเชื้อ freeze-dried B. subtilis SB-MYP1 spore ดวยแปงถ่ัวเหลืองใน

ระหวางการหมักถ่ัวเหลือง 

จากผลการวิเคราะหคุณภาพและความปลอดภัยของกลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 

ไดนำกลาเช้ือดังกลาวที่มีความเหมาะสมสำหรับเก็บรักษากลาเช้ือที่อุณหภูมิ -25OC เปนเวลาอยางนอย 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1200915773
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1200915773
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1200915773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KWK4U60X015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1200911690
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1200911690
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1200911690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KWK4U60X015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1193148915
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1193148915?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KWK4U60X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1200915773?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=KWK4U60X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1200911690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=KWK4U60X015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/1193148915?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=KWK4U60X015
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180 วัน ทดสอบประสิท ธิภาพในการหมักถั่ วเหลืองพบวามีการผลิตเอนไซม อะไมเลส และ 

โปรติเอส ออกมายอยสับสเตรทที่สําคัญในถั่วเหลือง เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดย สับสเตรทที่มี

ปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน ทําใหมีปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้นในระหวางการหมักถ่ัวเหลือง ซึ่ง

คุณลักษณะทางเคมีที่ ดีของถั่วเหลืองหมักจะมีคา pH จะอยู ในชวง 7.5-8.5 ซึ่งจะแปรผันตรงกับ

ปริมาณแอมโมเนียในระหวางหมักคือ 0.8 -1.0 % (Allagheny et al. 1996, Visessanguan et al. 

2005) คา pH ดังกลาวซึ่งเหมาะสมตอการเจริญและกระบวนการผลิตสารเมตาบอไลตของ Bacillus 

subtilis SB-MYP1 สงผลใหจุลินทรียกอโรคในอาหารไมสามารถเจริญไดจึงสงผลใหในระหวาง

กระบวนการหมักจนไดผลิตภัณฑสุดทายไมพบการปนเปอนของเช้ือจุลินทรียกอโรคชนิดอ่ืนๆ แสดงให

เห็นถึงการใชกลาเช้ือผงในการหมักทำใหผลิตภัณฑที่ไดมีคุณลักษณะทางกายภาพเชนเดียวกันกับการ

หมักดวยกลาเช้ือสดซึ่งมีลักษณะเฉพาะตัว เชน ความเปนกรด (pH) รสชาติ กลิ่นและไดผลิตภัณฑที่มี

ความสม่ำเสมอ นอกจากน้ียังทำใหมีคุณคาทางโภชนาการเพ่ิมขึ้น สงผลใหตองคำนึงถึงการเก็บรักษา

กลาเช้ือ โดยตองเปนวิธีการที่จะชวยใหกลาเช้ือมีกิจกรรมการหมักคงที่ไมเปลี่ยนแปลงไป 

ตารางที ่4.6 จำนวน B.subtilis SB-MYP1 ที่เจริญในการหมักถั่วเหลืองระยะเวลา 0-72 ช่ัวโมง 

ระยะเวลา 

(ชั่วโมง) 

จำนวนเชื้อจุลนิทรีย log cfu/g 

P-value กลาเชื้อสด 

B.subtilis SB-MYP1 

กลาเชื้อ B.subtilis SB-MYP1 

ดวยsoybean flour 10%w/v 

0 4.08h 5.00g 

0.00 

12 7.98f 8.60e 

24 8.35e 9.11d 

36 11.99a 9.06d 

48 10.48b 8.45e 

60 9.99b 9.64c 

72 9.42d 11.01a 

 

หมายเหตุ P-value < 0.01 หมายถึงตัวอยางมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญย่ิงทางสถิติ 

P-value < 0.05 หมายถึงตัวอยางมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

P-value > 0.05 หมายถึงตัวอยางไมมีความแตกตางกันทางสถิติ 
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ตารางที่ 4.7 คาความเปนกรด-ดาง ของกระบวนการหมักดวยกลาเช้ือ B.subtilis SB-MYP1 ในการ

หมักถั่วเหลืองต้ังแต 0-72 ช่ัวโมง 

ชนิดของกลา

เชื้อ 

ระยะเวลาในการหมัก(ชั่วโมง) 
0 12 24 36 48 60 72 

กลาเชื้อสด 

B.subtilis SB-

MYP1 

6.180  

± 0.001c 

6.623 

±0.001 b 

7.330 

±0.001 a 

8.067  

± 0.001 b 

7.993  

± 0.003 a 

7.410  

± 0.003 c 

7.920  

± 0.001 c 

กลาเชื้อผง 

B.subtilis SB-

MYP1 

6.653  

±0.001 a 

6.760  

±0.001 a 

6.045 

±0.001 c 

8.687  

±0.001 a 

8.614  

±0.001 b 

8.661 

±0.001 a 

8.695 

±0.001 a 

P-value 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

หมายเหตุ  P-value < 0.01 หมายถึงตัวอยางมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญย่ิงทางสถิติ 

P-value < 0.05 หมายถึงตัวอยางมีความแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ 

            P-value > 0.05 หมายถึงตัวอยางไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิ

แตเมื่อพิจารณาสภาวะการ หมักถ่ัวเหลืองคา pH มีแนวโนมสูงข้ึน ซึ่งในระหวาง การเจริญน้ัน 

B. subtilis จะมีการผลิต เอนไซมที่สําคัญ ไดแก อะไมเลส โปรติเอส มายอยสลายสับสเตรทที่สําคัญ 

ในถั่วเหลือง เชน โปรตีน คารโบไฮเดรต โดยสับสเตรทที่มีปริมาณสูงสุดคือ โปรตีน จะสงผลใหมี

ปริมาณแอมโมเนียและคา pH สูงขึ้น ในระหวางกระบวนการหมักถั่วเหลือง 

จากผลการศึกษากิจกรรมของกระบวนการหมักที่มีผลตอการผลิตเอ็นไซมโปรติเอส และอะไม

เลสของกลาเช้ือ B.subtilis   SB-MYP1 โดยนำกลาเช้ือสด B.subtilis SB-MYP1 และกลาเช้ือผง 

B.subtilis SB-MYP1 ติ ด ต าม ก ระบ วน ก ารห มั ก และก ารผลิ ต เอ็ น ไซ ม  ใน ถั่ ว เห ลื อ งห มั ก 

ทุก 12 ช่ัวโมง เปนเวลา 72 ช่ัวโมง จากการวิเคราะหพบวามีการผลิตเอ็นไซมอะไมเลส ที่แตกตางกัน

คือ อัตราการเกิดกิจกรรมของเอ็นไซมอะไมเลสสูงสุดในช่ัวโมงที่ 48 และ60 (100%) สวนการผลิต

เอ็นไซมโปรติเอสพบวามีอัตราการเกิดกิจกรรมของเอนไซม สูงสุดในช่ัวโมงที่ 48 และ 60 (100%) จาก

การวิเคราะหจะเห็นไดวา อัตราการเกิดกิจกรรมของเอ็นไซมอะไมเลส และโปรติเอส เมื่อทำการหมักถั่ว

เหลืองดวยกลาเช้ือผง B.subtilis SB-MYP1 จะใชเวลาเพียง 48 ช่ัวโมงในการผลิตอะไมเลสไดสูงสุดซึ่ง

ใชเวลานอยกวาการใชกลาเช้ือสดในการหมัก มีการผลิตเอ็นไซมไดเปนจำนวนมากในระยะเวลาที่สั้น

กวาการใชกลาเช้ือในรูปแบบอ่ืนๆ ซึ่งมีสาเหตุจากการที่กลาเช้ือผง B.subtilis SB-MYP1 ดวย 

soybean flour น้ันมีวัตถุดิบต้ังตนเปนถั่วเหลืองเชนเดียวกันจึงทำใหเกิดการปลดปลอยกิจกรรมของ

เอ็นไซมไดเร็วและมีปริมาณที่มากกวา 
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ตารางที่ 4.8   กิจกรรมของเอนไซม (Relative activity) ของเอนไซมอะไมเลสในผลิตภัณฑถั่วเหลืองหมักที่

หมักดวยผงกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 

 

ระยะเวลา 

(ชั่วโมง) 

Relative activity(%) 

กลาเชื้อสด 

B.subtilis SB-MYP1 

กลาเชื้อ B.subtilis SB-MYP1 

ดวย soybean flour 10%w/v 

0 0.00 0.00 

12 30.36 36.35 

24 77.43 53.62 

36 82.17 77.42 

48 75.85 100.00 

60 100.00 85.91 

72 72.91 66.67 

 

 

ตารางที่ 4.9   กิจกรรมของเอนไซม (Relative activity) ของเอนไซมโปรติเอสในผลิตภัณฑถั่วเหลืองหมักที่

หมักดวยผงกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 

 

ระยะเวลา 

(ชั่วโมง) 

relative activity (%) 

กลาเชื้อสด 

B.subtilis SB-MYP1 

กลาเชื้อ B.subtilis SB-MYP1 

ดวย soybean flour 10%w/v 

0 0.00 0.00 

12 20.64 20.47 

24 50.43 47.99 

36 76.67 76.90 

48 100.00 100.00 

60 67.35 89.09 

72 62.45 71.71 
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3. คุณคาทางโภชนาการของถั่วเหลืองที่หมกัดวยกลาเช้ือผง Bacillus subtilis Sb-MYP1 

 

เมื่อนำผลิตภัณฑถั่วเหลืองหมักที่ไดจากกระบวนการหมักดวยการใชกลาเช้ือผง Bacillus subtilis 

SB-MYP1 ที่เก็บไวที่สภาวะ 25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 180 วัน วิเคราะหคุณคาทางโภชนาการเปรียบเทียบ

กับถั่วเหลืองหมักดวยกลาเช้ือสดพบวาไดแก แคลเซียม (ca) เหล็ก (Fe) ฟอสฟอรัส (p) และวิตามินบี 12 

พบวาในผลิตภัณฑที่ผานการหมักดวยกลากลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 มีปริมาณ แคลเซียม 

1227.00 mg/kg เหล็ก 24.75 mg/kg ฟอสฟอรัส 2337.00 mg/kg และวิตามินบี 12 20.82 mg/100 กรัม

แหง ในขณะที่ผลิตภัณฑที่ถั่วเหลืองหมักที่ผานการหมักดวยกลาเช้ือสด Bacillus subtilis SB-MYP1 มี

ปริมาณ แคลเซียม 1191.00 mg/kg เหล็ก 23.49 mg/kg ฟอสฟอรัส 2257.50 mg/kg และวิตามินบี 12 

2.74 mg/100 กรัมแหง จะเห็นไดวาผลิตภัณฑที่ไดจากการใชกลาเช้ือผงมีปริมาณของแรธาตุและวิตามินเพ่ิม

สูงขึ้นเมื่อพิจารณากับการหมักโดยการเติมกลาเช้ือสดสวนหน่ึงเปนผลของการใชผงกลาเช้ือที่มีแปงถั่วเหลือง 

(Soybean flour) เปนองคประกอบซึ่งเปนชนิดเดียวกันกับวัตถุดิบที่ใชในกระบวนการหมัก สงผลใหกิจกรรม

ของ Bacillus subtilis SB-MYP1 เปนไปอยางรวดเร็วและมีการใชสารอาหารสำคัญเพ่ือเสริมบทบาทของกลา

เช้ือดังกลาวมีการปลอยเอนไซมโปรติเอสและอะไมเลสออกมายอยโปรตีนทำใหชวยปรับปรุงองคประกอบที่

ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงายเปนประโยชนมากขึ้น 

 

ตารางที ่4.10 คุณคาทางโภชนาการของผลิตภัณฑถั่วเหลืองหมักที่ไดจากการใชกลาเช้ือผง Bacillus subtilis 

SB-MYP1 

ปริมาณแรธาตุและวิตามิน ถ่ัวเหลืองหมักดวยกลาเชื้อสด 
ถ่ัวเหลืองทีห่มักดวยผงกลาเชื้อ 

B.subtilis SB-MYP1 

Ca (mg/kg) 1191.50 1227.00 

Fe (mg/kg) 23.49 24.75 

P (mg/kg) 2257.50 2337.00 

Vitamin B12 (mg/ 100g) 2.74 20.82 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

สรุปผลการวิจัย 

เทคโนโลยีการผลิตกลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ดวยการใชแปงถั่วเหลือง (Soybean 

flour) รอยละ 10 โดยน้ำหนัก เปนสารปกปองความเย็นจากกระบวนการทำแหงดวยเครื่องระเหิดแหง 

(freeze drier) กลาเช้ือที่ไดจากกระบวนน้ีเมื่อเก็บรักษาในบรรจุภัณฑอะลูมิเนียมฟอยลที่อุณหภูมิ -25 0 และ 

25 องศาเซลเซียสเปนเวลา 6 เดือน พบวากลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -

25OC เมื่อเวลาผานไป 180 วัน ยังคงมีปริมาณ Bacillus subtilis SB-MYP1 ที่รอดชีวิต ปริมาณความช้ืน 

และปริมาณน้ำอิสระอยูในเกณฑมาตรฐานของคุณสมบัติของการเปนกลาเช้ือผง ในขณะที่สภาวะการเก็บรักษา

กลาเช้ือผงที่อุณหภูมิ 0OC และ 25OC มีจำนวนสปอรลดลงในวันที่ 30 อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) 

นอกจากน้ียังไมพบการเจริญของเช้ือจุลินทรียกอโรคในอาหารไดแก Bacillus cereus ยีสตและรา รวมทั้ง

ปริมาณสารพิษจากเช้ือรา aflatoxin ในกลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ซึ่งอยู ในระดับความ

ปลอดภัยตามมาตรฐานของกลาเช้ือ เมื่อนำกลาเช้ือผงที่ไดไปวิเคราะหลำดับเบสนิวคลีโอไทด 16s rRNA ดวย

วิธี sequencing เพ่ือยืนยันสายพันธุและความเสถียรของกลาเช้ือในการเก็บรักษา พบวาผลทดสอบความ

คลายคลึงของยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือสดและกลาเช้ือผง ซึ่งมีคุณสมบัติ

ความเปนกลาเช้ือ Bacillus subtilis SB-MYP1 ที่ตรงกัน (อางอิงจากฐานขอมูล NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) แสดงใหเห็นวากระบวนการผลิตกลาเช้ือผงดวยการใชแปงถั่วเหลืองเปนสาร

ปกปองจากความเย็นในปริมาณที่เหมาะสม (รอยละ 10 โดยน้ำหนัก) ไมทำใหคุณสมบัติของความเปนกลาเช้ือ

เปลี่ยนแปลงไป 

จากน้ันนำกลาเช้ือผงที่ไดมาทดสอบประสิทธิภาพของกลาเช้ือฺ Bacillus subtilis SB-MYP1 ใน

กระบวนการหมักถั่วเหลืองเปนเวลา 72 ช่ัวโมงพบวาในกระบวนการหมักดวยกลาเช้ือสดและกลาเช้ือผงไม

ปรากฎการปนเปอนของจุลินทรียกอโรคระหวางกระบวนการหมัก อัตราการเกิดกิจกรรมของเอนไซมอะไมเลส

และโปรติเอสของการใชกลาเช้ือผงในกระบวนการหมักสูงสุด (รอยละ 100) ในช่ัวโมงที่ 48 แสดงใหเห็นถึงการ

ผลิตเอนไซมไดเปนจำนวนมากในระยะเวลาที่สั้นทำใหเกิดกระบวนการหมักรวดเร็วและมีความเสถียรมากขึ้น 

นอกจากน้ีไดนำผลิตภัณฑถั่วเหลืองหมักไปวิเคราะหคุณคาทางโภชนาการ พบวาถ่ัวเหลืองหมักดวยกลาเช้ือผง

มีปริมาณแรธาตุและวิตามินสูงกวาการใชกลาเช้ือสดในการหมักดังน้ี ปริมาณแคลเซียม 1227.00 mg/kg 

เหล็ก 24.75 mg/kg ฟอสฟอรัส 2337 mg/kg และวิตามินบี 12 20.82 mg/100g แสดงใหเห็นวาผลิตภัณฑที่
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ไดจากการใชกลาเช้ือผงมีปริมาณของแรธาตุและวิตามินเพ่ิมสูงขึ้นเมื่อพิจารณากับการหมักโดยการเติมกลา

เช้ือสดสวนหน่ึงเปนผลของการใชผงกลาเช้ือที่มีแปงถ่ัวเหลือง (Soybean flour) เปนองคประกอบซึ่งเปนชนิด

เดียวกันกับวัตถุดิบที่ใชในกระบวนการหมัก สงผลใหกิจกรรมของ Bacillus subtilis SB-MYP1 เปนไปอยาง

รวดเร็วและมีการใชสารอาหารสำคัญเพ่ือเสริมบทบาทของกลาเช้ือดังกลาวมีการปลอยเอนไซมโปรติเอส

และอะไมเลสออกมายอยโปรตีนทำใหชวยปรับปรุงองคประกอบที่ยอยไดยากใหอยูในรูปที่ยอยไดงายเปน

ประโยชนมากขึ้น 

จึงสรุปไดวาเทคนิคการเก็บรักษากลาเช้ือผง Bacillus subtilis SB-MYP1 ดวยแปงถั่วเหลืองเขมขน

รอยละ 10 โดยน้ำหนัก โดยกระบวนการทำแห งดวยเครื่องระเหิดแห ง (freeze drier) มีคุณภาพ 

ประสิทธิภาพ และความปลอดภัยที่สามารถยืนยันความใชไดในทางการคา จึงทำการฝากเก็บรักษากลาเช้ือที่

แหลงเก็บเช้ือจุลินทรีย สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) รหัสเช้ือ Bacillus 

subtilis SB MYP1 TISTR No. 2397 เพ่ือการเก็บรักษาในสภาวะที่ เหมาะสมและสำหรับการเผยแพร

เช้ือจุลินทรียทางการศึกษาวิจัยและประโยชนในเชิงพานิชยตอไป 
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ปยะวรรณ กาสลัก หัวหนาโครงการวิจัย: โครงการเรื่อง “การศึกษาอายุการเก็บของขนมถั่วอบเทียน”.2552.  

รับสนับสนุนจากทุน iTAP มทส.  

ปยะวรรณ กาสลัก ผูรวมโครงการวิจัย: โครงการเรื่อง “ศึกษาการปนเปอนของเช้ือจุลินทรียในโรงฆาสุกร 

การขนสงจากโรงฆาไปยัง จุดจาหนาย และแหลงจาหนายเน้ือสุกร ในเขตจังหวัดนครราชสีมาและ

อุบลราชธานี” 2552 รับสนับสนุนจากทุนวิจัยสถาบันคลังสมองแหงชาติ 

ปยะวรรณ กาสลัก ผูรวมโครงการวิจัยการวิจัย: โครงการเรื่อง “สถานการณความปลอดภัยดานผักและ  

ผลไมกรณีตลาดนัด-รถเร (ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนลาง)”. 2548. รับสนับสนุนจากทุนวิจัย

สถาบันคลังสมองแหงชาติ  

ปยะวรรณ กาสลัก หัวหนาโครงการวิจัย: โครงการเรื่อง “การใชไนซินในการยับย้ังการงอกของสปอร 

Clostridium spp. ที่คัดแยกมาจากช้ินปลาที่บรรจุในสภาวะการปรับเปลี่ยนบรรยากาศ”. 2544. รับ

สนับสนุนจากทุนวิจัยอาจารยใหม มทส.  

สิทธิบัตรสิ่งประดิษฐ  

- อนุสิทธิบัตร กรรมวิธีการผลิตสารลดแรงตึงผิวชีวภาพจากมะมวงสำหรับฆาเช้ือในกระบวนการลางผัก- 

  ผลไมสด เลขที่คำขอ 2003002200 

- สิทธิบัตร กรรมวิธีการผลิตสารทำความสะอาดจากการหมักผลไมไทยรสเปรี้ยว เลขที่คำขอ 1401004175  

- สิทธิบัตร เครื่องกรองของเหลวมีกากแบบตอเน่ือง เลขที่คำขอ 1501005214  

- สิทธิบัตร ถังหมักสารลดแรงตึงผิวชีวภาพดวยวัตถุดิบทางการเกษตรเหลือใช เลขที่คำขอ 1501005215  

- สิทธิบัตร ผลิตภัณฑอาหารขบเคี้ยวเสริมสุขภาพจากถั่วเหลืองที่หมักดวยกลาเช้ือ Bacilus subtilis SB-MYP-1 

เลขที่คำขอ 1601004346  
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งานบริการวิชาการ :  

- Consultants on microbial contamination of fruit in light syrup product, Dole Thailand Co., Ltd. (2015)  

- Chair an of the working group for “production of biosurfactant to re lace synthetic 

chemicals reagent.” Nakhonratchasima (2016)  

- Consultants on environmental health for enterprise that are harmful to the health, 

Regional Health Promotion Center 5, Nakhon Ratchasima (2003)  

- Chairman of the working group of establishments of Laboratory Quality System for approval 

the hallmark of the Thai Industrial Standards Institute, ISO/17025 of the Center for Science 

and Technology, Suranaree University of Technology (2003)  

- Chairman of the working group of establishments of Occupational health and safety System, 

Thai Industrial Standards Institute, Suranaree University of Technology TIS/18000 (2003)  

- Consultant to industry and Co-worker training for employee in Nakhon Ratchasima on 

subject “The safety standard GM HA” (2001)  

วิทยากร :  

- Biosurfactants for use as Cleansing Agents. Green Hotel & Resort, Khon Kaen (2014)  

- Go green go organic of Biosurfactants. Technopolis, Suranaree University of Technology 

(2011)  

- Biosurfactants for use as cleansing agents. Technopolis, Suranaree University of Technology 

(2011)  

- Food safety management for manufacturers. Nakhon Ratchasima councils School (2009)  

- The role of microorganisms in processed mushrooms. Suranaree Agricultural Fair (2008)  

- Microbial Monitoring of Thailand's Food Standards. Cooperate with Food Intelligence Center 

Thailand and National Center for Genetic Engineering and Biotechnology (2006)  

- GMP/HACCP, food hazard, food control and contamination, personal hygiene. Thailand 

Tapioca Starch Company (2004)  

 

Innovative Research:  

- File a patent application in topic “The process of cleaning agent from Thai sour fruit 

fermentation”  

- Prototypes devices for control quality and fermentation process of cleaning agent from 

agricultural wastes (Fermenter), 2015  
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ประวัติผูรวมโครงการวิจัย 

ผูชวยศาสตราจารย ดร.ปริยาภรณ อิศรานุวัฒน ปจจุบันดำรงตำแหนง อาจารยประจำภาควิชา

เทคโนโลยีชีวภาพคณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยมหาสารคามมีประวัติการศึกษาดังตอไปน้ี 

วุฒิการศึกษา  สาขา                        ปที่จบ   สถาบัน/ประเทศ 

ปริญญาเอก  Food Biotechnology                                  2546  University of Reading/ 

                   ประเทศอังกฤษ 

ปริญญาโท  เทคโนโลยีการอาหารและโภชนาการ (เกียรตินิยม)          2538   ม.มหาสารคาม/ 

          ประเทศไทย 

สถานทืทำงาน ภาควิชาเทคโนโลยีชีวภาพ คณะเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัมหาสารคาม ต. ขามเรียง  

                  อ. กันทรวิชัย จ.มหาสารคาม 44150 

โทรศัพท 043 754333 Ext 1832, 081-2612363 โทรสาร 043 754086 

     E-mail address : pariyaporn.i@msu.ac.th, olejaa@gmail.com 

 

สาขาวิชาการที่มีความชำนาญพิเศษ 

- Lactic Acid Bacteria 

- Functional Food  

- Food Biotechnology 

- Food Microbiology 

- Food Safety 

ประสบการณที่เกี่ยวของกับการบริหารงานวิจัยทั้งภายในและภายนอกประเทศ  

งานวิจัย  

1. ผลของการเติมน้ำผลไมบางชนิดตอการเจริญของเช้ือ Lactobacillus acidophilus  

2. การใชการถั่วเหลืองทดแทนถั่วเหลืองในกระบวนการหมักซีอ้ิว  

3. Taxonomic Study of Lactic Acid Bacteria from Marine Sources. ณ Faculty of Applied 

Bioscience, Tokyo University of Agriculture, Japan ภายใตโครงการ “ความรวมมือทาง

วิชาการระหวางสำนักงานคณะกรรมการวิจัยแหงชาติและองคการสงเสริมความกาวหนาทาง

วิทยาศาสตรแหงประเทศญี่ปุน (NRCT-JSPS) : Scientific Exchange Program 2000”  

4. ผลของสารพรไีบโอติกตอการเจริญและการรอดชีวิตของเช้ือโพรไบโอติคในผลิตภัณฑนมหมัก   

5. การผลิตน้ำนมหมักจากน้ำนมขาวเมาโดยเช้ือโพรไบโอติค  

6. ผลของเช้ือโพรไบโอติคตอการยับย้ังเช้ือกอโรค (pathogens) และ antagonistic activity ระหวาง

เช้ือทั้ง 2 กลุม 

 

mailto:pariyaporn.i@msu.ac.th
mailto:olejaa@gmail.com
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7. การจัดทำสถานภาพและพัฒนาโปรแกรมฐานขอมูลดานเทคโนโลยีการผลิตของอุตสาหกรรมอาหาร

ในประเทศไทย   

8.  Survival of probiotic bacteria in commercial dairy products ณ University of Sharjah 

and Sharjah Food Control and Consultancy, United Arab Emirates ภายใตโครงการ

แลกเปลี่ยนบุคลากรของสถาบันอุดมศึกษาไทยกับตางประเทศ “University Mobility in Asia and 

the Pacific- UMAP Projects Scholarship 2004”  

9. การศึกษาการปองกันการติดเช้ือ Campylobacter jejuni ในไกเน้ือ และการศึกษา probiotic 

bacteria เพ่ือปองกันการติดเช้ือในลำไสไก   

10. Methods used for isolation and identification of probiotic bacteria isolated from fermented 

Thai food ณ University of Natural Resources and Applied Life Sciences, Vienna, Austria ภายใต

โครงการแลกเปลี่ยน “The ASEA-UNINET Scientist Exchange Scholarship 2006” 

11. การศึกษาคุณสมบัติทางเคมีและการใชประโยชนของพืชบางชนิดในประเทศไทย   

12. การทดสอบประสิทธิภาพและความปลอดภัยของสารทำความสะอาดจากสารสกัดผลไมหมัก  

13. การคัดเลือกตัวพาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาแบคทีเรียโพรไบโอติคโดยการทำแหงแบบพนฝอย  

14. การผลิตนมถั่วเหลืองผงเสริมแบคทีเรียโพรไบโอติค  

15. ผลของสารพรไีบโอติคและโพรไบโอติคตอการยับย้ังเซลลมะเร็งตับ  

16. การใชจุลินทรยีโพรไบโอติคในผักดองไทย  

17. องคประกอบทางเคมีและคุณสมบัติทางจุลชีววิทยาของน้ำผึ้งดอกทานตะวันและการใชสำหรับ

ผลิตภัณฑซินไบโอติค  

18. The Inter-species Interaction of Lactic Acid Flora with Staphylococcus aureus in 

Traditional Thai Fermented Foods by Transcriptomic Analysis (ภายใตโครงการวิจัยรวม

ไทย-ฝรั่งเศส : Franco-Thai Cooperation Program in Higher Education and Research Year 

2007-2008 ระหวาง สกอ., มทส., มมส., French Gvt. (MENESR, MAE) , French Institutes 

(INSA: Toulouse, INSA: Rennes/ 2550-2551) 

19. กิจกรรมการยับยั้งจุลินทรียของเช้ือแลคติกแอสิดแบคทีเรยีที่แยกจากอาหารหมักพ้ืนบานไทยประเภท

เน้ือตอเช้ือ Staphylococcus aureus  

20. ผลของสารพรไีบโอติคที่สกัดจากเห็ดและพืชตอการเจริญ การสรางกรด และการผลิตสาร Shor 

Chain Fatty Acid ของเช้ือแบคทีเรียโพรไบโอติค  

21. การคัดเลือกเช้ือแลคติกแอสดิแบคทีเรียที่มศีักยภาพเปนเช้ือโพรไบโอติคจากน้ำนมเหลืองคน  

22. Novel strategy development for biocontrol of Staphylococcus aureus by non-antibiotics in 

food products (ภายใตโครงการวิจัยรวมไทย-ฝรั่งเศส : Franco-Thai Cooperation Program in Higher 

Education and Research Year 2009-2010 ระหวาง สกอ., มทส., มมส., French Gvt. (MENESR, MAE) 

, French Institutes (INSA: Toulouse, INSA: Rennes/ 2552-2553) 
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23. Realisation of a Thai-French Master Degree and Continuing Education in Industrial 

Biotechnology (แหลงทนุ European Union/2552-2553) 

24. การยับยั้งเช้ือราและการลดสารอะฟลาทอกซินโดยแลคติคแอซิดแบคทีเรยี 

25. Potential of lactic acid bacteria as biopreservatives and biocontrols for mycotoxin 

decontamination in food chain production (ภายใตโครงการวิจัยรวมไทย-ฝรั่งเศส : Franco-

Thai Cooperation Program in Higher Education and Research Year 2011-2012 ระหวาง 

สกอ., มมส., มข., French Gvt. (MENESR, MAE) , French Institutes (ENSAT: Toulouse, 

Université Paul Cézanne-Marseille/ 2554-2555) 

 

 ผลงานตีพิมพ  

1. Expert members of the International Dairy Federation (IDF) : Action Team on 

Inventory of Micro-organisms used in dairy and food products / IDF Action Team 

"Properties of cultures used in Dairy Products" working with an expert team from 

France, United Kingdom, Ireland, Finland, Germany, Denmark, Australia and Singapore 

(2005-present) 

2. Scientific Program Committee. The First International Conference on Natural Products 

for Health and Beauty. ที่โรงแรมตักศลิา มหาสารคาม ระหวางวันที่ 17 – 21 ตุลาคม 2548  

3. Co-chairman. The Symposium on “Cosmetics from Natural Products”, the first 

International Conference on Natural Products for Health and Beauty. ที่โรงแรมตักศิลา 

มหาสารคาม ระหวางวันที่ 17 – 21 ตุลาคม 2548  

4. Abstract Reviewer : Joint international conference of 8th International Symposium on 

Clinical Nutrition, International Union of Nutritional Science (8th ISCN-IUNS) and 5th 

Asia Pacific Clinical Nutrition Society (5th APCNS), Oct 2006, Hangzhou, China (2006) 

5. Organising Committee. The 20th Annual Meeting and International Conference of the 

Thai Society for Biotechnology. ที่โรงแรมตักศิลา มหาสารคาม ระหวางวันที่ 14 – 17 ตุลาคม 

2551 

6. Abstract Reviewer: The 20th Annual Meeting and International Conference of the 

Thai Society for Biotechnology. (2008). 

7. Reviewer of the Scientific Journal “Journal of Food Science” : The Society for Food 

Science and Technology, Institute of Food Technologists, USA. (2008- present). 

8. Reviewer of the Scientific Journal “Beneficial Microbs” : Wageningen Academic 

Publishers, the Netherlands. (2009- present). 
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9. ปริยาภรณ อิศรานุวัฒน. (2540) การศึกษาผลของการเติมน้ำผลไมบางชนิดตอการเจริญของเช้ือ 

Lactobacillus acidophilus. รายงานการวิจัย. มหาวิทยาลัยมหาสารคาม, มหาสารคาม. 

10. ปริยาภรณ อิศรานุวัฒน. (2542) การศึกษาการใชการถั่วเหลืองทดแทนถั่วเหลืองในกระบวนการหมัก

ซีอ้ิว. รายงานการวิจัย. มหาวิทยาลัยมหาสารคาม, มหาสารคาม. 

11. ปริยาภรณ อิศรานุวัฒน. (2547) การผลิตน้ำนมหมักจากน้ำนมขาวเมาโดยเช้ือโพรไบโอติค. รายงาน

การวิจัย.  มหาวิทยาลัยมหาสารคาม, มหาสารคาม. 

12. ปริยาภรณ อิศรานุวัฒน. (2548) ผลของสารพรีไบโอติคตอการเจริญและการรอดชีวิตของเช้ือโพร

ไบโอติคในผลติภัณฑนมหมกั. รายงานการวิจัย. มหาวิทยาลัยมหาสารคาม, มหาสารคาม. 

13. ไมตรี สุทธจิตต, ศิริธร ศิริอมรพันธ และ ปริยาภรณ  อิศรานุวัฒน. (2548) แนวโนมของการวิจัยและ

การพัฒนาอาหารไทยเพ่ือสุขภาพ. บรรยายพิเศษ. การประชุมวิชาการ “เทคโนโลยีอาหารกาวไกลนำ

ไทยสูครัวโลก”, ศูนยประชุมไบเทค บางนา,กรุงเทพมหานคร. 

14. โศภิษฐ เวทยสภุรณ และปริยาภรณ อิศรานุวัฒน. (2548) จุลินทรีย EM (Effective 

Microorganisms) เพ่ือการเกษตรธรรมชาติ. วารสารแกนเกษตร. 3 : 175-178. 

15. Itsaranuwat, P. and Yamasato, K. (2000) Taxonomic Study of Lactic Acid Bacteria from 

Marine Sources. A report. Scientific Exchange Program (NRCT – JSPS). 

16. Itsaranuwat, P. and Robinson, R.K. (2001) The Growth and Acid Production of Probiotic 

Bacteria in Soy Yoghurt. Poster presentation. The fifth annual Danone Symposium on 

“International Nutrition Conference to Focus on Fermented Foods and Healthy 

Digestive Functions”, Mexico City, Mexico. 

17. Robinson, R.K. and Itsaranuwat, P. (2002) The Microbiology of concentrated and dried 

milk. In “Dairy Microbiology Handbook: The Microbiology of Milk and Milk Products”. 

3rd Edition. Robinson, R.K. (Editor), John Wiley and Sons, Inc., New York. Pp 175-211. 

18. Itsaranuwat, P. and Robinson, R.K. (2002) Rheological Properties of Soy Yoghurt. 

Abstract. Foss Prize for Dairy Science.  

19. Itsaranuwat, P. (2003) Aspects of the Fermentation of Soy Milk. PhD. Thesis, The 

University of Reading, Reading, United Kingdom. 227 pages. 

20. Itsaranuwat, P. and Robinson, R.K. (2003) Production and use of dairy products in 

Thailand. International Journal of Dairy Technology. 56 (1): 6-11. 

21. Itsaranuwat, P., Al-Haddad, K. S. H. and Robinson, R.K. (2003) The potential 

therapeutic benefits of consuming 'health-promoting' fermented dairy products: a 

brief update. International Journal of Dairy Technology. 56 (4):  203-210.  

22. Itsaranuwat, P. and Robinson, R.K. (2005) The Rheological and sensory properties of 

some soya yoghurt.  Journal of Food Technology. 3 (1): 01-09. 
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23. Itsaranuwat, P. (2005) Growth and survival of Lactobacillus acidophilus in milk 

containing cereal powders. Poster presentation. The eighth Symposium on Lactic 

Acid Bacteria. Egmond aan Zee, The Netherlands. 

24. Itsaranuwat, P. (2005) Application of probiotic bacteria in cereal products. Invited 

speaker. The first International Conference on Natural Products for Health and 

Beauty. Mahasarakham, Thailand. 

25. Itsaranuwat. P. (2005) Potential of combination between probiotics and some plants 

as prebiotics. Expert meeting. CSIRO – ILSI SEA Regional Collaboration Workshop on 

Gut Health, Singapore. December 10, 2005. 

26. Itsaranuwat. P. (2005) Prebiotic in Thai medicinal plants and probiotics. The Meeting 

on Clinical Nutritions. Ministry of Industry and Fame Pharmaceuticals Co., Ltd., 

Yangon City, Myanmar. March 27-29, 2006. 

27. Robinson, R. K. and Itsaranuwat, P. (2006) Properties of Yoghurt and their Appraisal. In 

“Fermented Milk”. Tamime, A.Y. (Editor). Blackwell Publishing, Oxford, pp 76-94. 

28. Itsaranuwat. P. (2007) Invited Speaker. Lactic Acid Bacteria : the Promising Cultures for 

Biobusiness and Better Quality of Life. Thai Society for Biotechnology 19th. Annual 

Meeting: Biotechnology for Gross National Happiness” 9-12 October. 2007, 

Thammasat University, Rangsit Center, Pathumthani, Thailand. 

29. Itsaranuwat. P., Muadsee, P., Kongbuntud, W. and Kaensakoo, R. (2008) Effect of tuber 

plant extracts as potential prebiotics on Bifidobacterium lactis BL-04 and human 

cancer cell line : Hep G2 . Poster presentation. The ninth Symposium on Lactic Acid 

Bacteria. Egmond aan Zee, The Netherlands. 

30. Itsaranuwat. P., Duangkhamchan, W. and Suttajit, M. (2008) Viability of Lactobacillus 

acidophilus LA-5 after spray-drying in different conditions. Poster presentation. The 

ninth Symposium on Lactic Acid Bacteria. Egmond aan Zee, The Netherlands. 

31. Itsaranuwat, P. (2008) Recent development in the areas of prebiotics, probiotics and 

lactic acid bacteria. Invited speaker. the 2nd International Conference on Natural 

Products for Health and Beauty, Payao Thailand. 

32. Chaiyawan, N., Taveeteptaikul. P., Wannisson, B., Ruengsomwong, S., Klungsupya, P., 

Buaban, W., and Itsaranuwat, P. (2009) Characterisation of spore-forming probiotic 

bacteria isolated from broiler chickens. Poster presentation. The 5th Asian 

Conference on Lactic Acid Bacteria: Microbes in Disease Prevention. Singapore. 
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33. Chaiyawan, N., Taveeteptaikul. P., Wannisson, B., Ruengsomwong, S., Klungsupya, P., 

Buaban, W., and Itsaranuwat, P. (2010) Characterization and probiotic properties of 
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ภาคผนวก ก 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 

Plate count agar (PCA)  

  

 

 

ละลายอาหารสำเร็จรูปตอน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2  ถายใสขวด น่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร 

 

Nutrient agar (NA) 

 

 

 

ละลายอาหารสำเร็จรูปตอน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด น่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เทใสจานเพาะเช้ือจานละประมาณ 15 มิลลิลิตร 

 

Nutrient broth (NB) 

 

 

ละลายอาหารสำเร็จรูปตอน้ำกลั่น 1 ลิตร ปรับ pH ครั้งสุดทาย 7.0 ± 0.2 ถายใสขวด น่ึงฆาเช้ือที่

อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

 

Tryptone  5   กรัม 

Yeast extract 2.5   กรมั 

Dextrose 1   กรัม 

Agar 15   กรมั 

Peptone  5   กรัม 

Yeast extract 3   กรัม 

Agar 15   กรมั 

Peptone  5   กรัม 

Yeast extract 3   กรัม 
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Mannitol egg yolk polymyxin agar (MYP) 

 

 

 

ละลายอาหารสำเร็จรูปตอน้ำกลั่นตมใหเดือด แบงใสขวดๆ ละ 225 มิลลิลิตร น่ึงฆาเช้ือที่อุณหภูมิ 

121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที เมื่อจะเท plate เติม 0.1% polymyxin B sulfate ขวดละ 2.5 มิลลิลิตร 

และเติม Egg yolk emulsion 12.5 มิลลิลิตรตอขวด 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MYP agar base  43   กรมั 

Distilled water    900   มลิลลิิตร 

Egg yolk emulsion 100 มลิลิลิตร 

0.1% polymyxin B sulfate  10 มิลลลิิตร 
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ภาคผนวก ข 

 

รูปที่ 1 กราฟมาตรฐานความเขมขนของ Aflatoxin B1 ดวยวิธีการตรวจสอบแบบ ELISA 

 

 

รูปที่ 2  การตรวจสอบขนาด PCR product ที่ไดจากการใช primer 27F/1492R จากการเพ่ิมจำนวนยีน

ตำแหนง 16S rRNA 

หมายเหตุ Lane M คือ Marker ขนาด 100 bp Lane 1 คือกลาเช้ือสด B. subtilis SB-MYP1 Lane 2 คือ

กลาเช้ือผง B. subtilis SB-MYP1 ณ วันที่ 180 ที่อุณหภูมิ -25OC 

 

y = -1.2501x + 91.721
R² = 0.8571
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รูปที่ 3 ลำดับนิวคลีโอไทดชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือสด B. subtilis 

SB-MYP1  
 

 
Query  1     TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  12    TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGA  71 
 
Query  61    GCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  72    GCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG  131 
 
Query  121   ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTC  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  132   ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTC  191 
 
Query  181   AAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  192   AAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT  251 
 
Query  241   GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252   GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA  311 
 
Query  301   CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  312   CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA  371 
 
Query  361   ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  372   ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG  431 
 
Query  421   CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  432   CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA  491 
 
Query  481   CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  492   CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT  551 
 
Query  541   GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  552   GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC  611 
 
Query  601   CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  612   CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT  671 
 
Query  661   GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  672   GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC  731 
 
Query  721   GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGA  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  732   GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGA  791 
 
Query  781   TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTT  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  792   TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTT  851 
 
Query  841   AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  852   AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT  911 
 
Query  901   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  912   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG  971 
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Query  961   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  972   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC  1031 
 
Query  1021  GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1032  GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  1091 
 
Query  1081  AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1092  AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA  1151 
 
Query  1141  GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1152  GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT  1211 
 
Query  1201  ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGT  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1212  ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGT  1271 
 
Query  1261  TAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1272  TAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA  1331 
 
Query  1321  AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1332  AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG  1391 
 
Query  1381  TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1392  TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT  1451 
 
Query  1441  TAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC  1485 
             ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1452  TAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTGAAGTC  1496 
 
 

รูปที่ 4 ลำดับนิวคลีโอไทดชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือสด B. subtilis SB-

MYP1 (ตอ) 
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Query  1     TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGA  60 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  12    TGGCTCAGGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGGACAGATGGGA  71 
 
Query  61    GCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG  120 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  72    GCTTGCTCCCTGATGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCTGTAAG  131 
 
Query  121   ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTC  180 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  132   ACTGGGATAACTCCGGGAAACCGGGGCTAATACCGGATGGTTGTTTGAACCGCATGGTTC  191 
 
Query  181   AAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT  240 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  192   AAACATAAAAGGTGGCTTCGGCTACCACTTACAGATGGACCCGCGGCGCATTAGCTAGTT  251 
 
Query  241   GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA  300 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  252   GGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCA  311 
 
Query  301   CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA  360 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  312   CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCA  371 
 
Query  361   ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG  420 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  372   ATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAG  431 
 
Query  421   CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA  480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  432   CTCTGTTGTTAGGGAAGAACAAGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTAA  491 
 
Query  481   CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT  540 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  492   CCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTT  551 
 
Query  541   GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC  600 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  552   GTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCC  611 
 
Query  601   CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT  660 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  612   CCCGGCTCAACCGGGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGGAGAGT  671 
 
Query  661   GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC  720 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  672   GGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC  731 
 
Query  721   GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGA  780 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  732   GACTCTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGGGGAGCGAACAGGATTAGA  791 
 
Query  781   TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTT  840 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  792   TACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTT  851 
 
Query  841   AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT  900 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  852   AGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACT  911 
 
Query  901   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG  960 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  912   CAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACG  971 

รูปที่ 5 ลำดับนิวคลีโอไทดชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือผง B. 

subtilis SB- MYP1 ณ วันที ่180 ของการเก็บรักษา 
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Query  961   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC  1020 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  972   CGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACAATCCTAGAGATAGGACGTCCCCTTC  1031 
 
Query  1021  GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  1080 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1032  GGGGGCAGAGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT  1091 
 
Query  1081  AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA  1140 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1092  AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTCAGTTGGGCACTCTAA  1151 
 
Query  1141  GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT  1200 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1152  GGTGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT  1211 
 
Query  1201  ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGT  1260 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1212  ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACAGAACAAAGGGCAGCGAAACCGCGAGGT  1271 
 
Query  1261  TAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA  1320 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1272  TAAGCCAATCCCACAAATCTGTTCTCAGTTCGGATCGCAGTCTGCAACTCGACTGCGTGA  1331 
 
Query  1321  AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG  1380 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1332  AGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG  1391 
 
Query  1381  TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT  1440 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1392  TACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGAGGTAACCTTT  1451 
 
Query  1441  TAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG  1480 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1452  TAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGACAGATGATTGGGGTG  1491 
 
 

รูปที่ 6 ลำดับนิวคลีโอไทดชวงยีน 16S rRNA บางสวน (partial sequence) ของกลาเช้ือผง B. subtilis SB-

MYP1 ณ วันที ่180 ของการเก็บรักษา (ตอ) 
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