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บทควำมวิจัย

บทคัดยอ

 งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วชนิดต่าง ๆ โดยกระบวนการหมัก

ด้วยเชื้อแบคทีเรียท่ีแยกได้ถั่วเน่าแผ่นพื้นบ้านท่ีผลิตที่จังหวัดแพร่ จากการศึกษาพบว่า สามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย

จากถั่วเน่าแผ่นได้ทั้งหมด 25 ไอโซเลต จากนั้นน�ามาศึกษาคุณลักษณะทางด้านสรีระวิทยาและสัณฐานวิทยาเบื้องต้น 

พบว่า เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น จ�านวน 13 ไอโซเลต และเป็นแบคทีเรีย

แกรมบวก รูปร่างกลม จ�านวน 12 ไอโซเลต และเมื่อน�ามาย่อยถั่วเหลืองพบว่า ไอโซเลต TN23 ค่าระดับการย่อยสลาย

สูงสุดอยู ่ที่ 20.70 ± 0.56 เปอร์เซ็นต์ และเม่ือวิเคราะห์สายพันธุ ์ด้วยเครื่อง MALDI-TOF MS พบว่าเป็น

เชื้อ Lactobacillus lactis และเมื่อน�าเชื้อ Lactobacillus lactis TN23 มาท�าการหมักถั่วชนิดต่าง ๆ  จ�านวน 5 ชนิด 

คือ ถั่วเหลือง ถั่วแดง ถ่ัวเขียว ถ่ัวด�า และถ่ัวลิสง เพื่อหาปริมาณกรดอะมิโนที่เปล่ียนแปลงหลังกระบวนการหมัก 

พบว่าถั่วด�า มีปริมาณกรดอะมิโนทุกชนิดเพิ่มสูงขึ้นหลังกระบวนการหมัก สรุปได้ว่าการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต

จากถั่วด�า ด้วยเชื้อ L. lactis TN23 ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ท�าให้ได้ผงโปรตีนไฮโดรไลเสตที่มี กรดอะมิโน

จ�าเป็นสูงกว่าการรับประทานถั่วด�าที่ไม่ผ่านกระบวนการหมัก 

ค�ำส�ำคัญ: โปรตีนไฮโดรไลเสต ถั่ว ถั่วเน่า กรดอะมิโน

ABSTRACT 

 This research was to study the production of bean protein hydrolysate by bacteria isolated 

from fermented soybean (Thua-nao). There were 25 isolates of bacteria from Thua-nao which were 

studied morphological and physiological characteristics. The result showed gram-positive rod 13 

isolates with short - chain arrangement and gram-positive cocci 12 isolates. The degree of hydrolysis 
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showed the highest degree of degradation at 20.70 ± 0.56 percent by isolate TN23. Then, isolate TN23 

was strain analyzed by MALDI-TOF MS, which showed a strain of isolate TN23 is Lactobacillus lactis.  

After the fermentation of 5 different types of beans which were soybeans, red beans, mung beans, 

black beans, and peanuts by L. lactis TN23, the amino acid profile was analyzed. It was found that 

the hydrolysates black beans protein was increased for all amino acids. It could be concluded that 

in the production of protein hydrolysate from fermented black beans by L. lactis TN23 for 72 hours 

at room temperature, the amount of essential amino acids is higher than in non-fermented black beans.

Keywords: Protein hydrolysate, Bean, Thua-nao, Amino acid 

บทน�ำ 

	 ในปัจจุบัน การบริโภคอาหารของผู้สูงวัยมุ่งเน้นในเรื่องของสุขภาพ และสามารถรองรับสภาวะการท�ำงาน

และความเป็นอยู่ที่เร่งรีบ รวมถึงการเปลี่ยนแปลงการบริโภคของอาหารในกลุ่มโปรตีน เช่น มีการเน้นคุณค่าอาหาร

ในด้านการดูดซึมที่รวดเร็วและการกระตุ้นการท�ำงานของสมอง เพราะเป็นแหล่งของสารอาหารประเภทกรดอะมิโน 

ที่ส�ำคัญต่อคนทุกช่วงวัย เป็นต้น คณะวิจัยหลายกลุ่มได้รายงานว่า ร่างกายสามารถดูดซึมอาหารกลุ่มโปรตีนที่ถูกย่อย 

จนได้ส่วนประกอบกรดอะมิโนและเปปไทด์สายสั้น ได้รวดเร็วกว่าอาหารประเภทโปรตีนที่ยังไม่ถูกย่อย รวมถึงข้อด ี

ที่ได้จากการบริโภคอาหารกลุ่มโปรตีน ที่ผ่านการย่อยแล้ว (Thongsuk, 2019)

	 โปรตีนไฮโดรไลเสต เป็นโปรตีนผ่านกระบวนการย่อยจนได้สายของโพลีเปปไทด์ โอลิโกเปปไทด์  

และกรดอะมิโนอิสระ (Lamsal et al., 2007) ซึ่งในปี ค.ศ. 1990 เริ่มมีการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตในทางการค้า  

โดยมีวัตถุดิบหลักที่ใช้ผลิต ได้แก่ ธัญพืชและถ่ัว เคซีน แป้งปลา เจลาติน ยีสต์ หรือแหล่งโปรตีนอื่น ๆ เพื่อใช้เป็น 

สารเพิ่มกลิ่นรสในอาหาร (Julmanlik & Kongruang, 2019) โปรตีนไฮโดรไลเสตยังสามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้ 

อย่างหลากหลาย เช่น เป็นอาหารสัตว์ อาหารมนุษย์ และอาหารเล้ียงเชื้อจุลินทรีย์ โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตส่งผล 

ให้เกิดการเปลี่ยนแปลง โครงสร้าง สมบัติเชิงหน้าที่บางประการและคุณค่าทางโภชนาการของโปรตีนดั้งเดิม (Carthy  

et al., 2013) อีกทั้งสารออกฤทธิ์ทางชีวภาพของโปรตีนไฮโดรไลเสตยังมีบทบาทส�ำคัญต่อสุขภาพ การควบคุม 

การท�ำงานของระบบต่าง ๆ ภายในร่างกาย ซึ่งการออกฤทธิ์ขึ้นอยู่กับล�ำดับ ขนาด ความยาว และชนิดของกรดอะมิโน  

โดยโปรตีนไฮโดรไลเสตที่สามารถก่อให้เกิดประโยชน์ต่อสุขภาพน้ัน ต้องประกอบด้วยโอลิโกเปปไทด์ที่มีกรดอะมิโน 

อยูร่ะหว่าง 2–20 พันธะ (Chalamaiah et al., 2018) โดยการศกึษาวจิยัสารออกฤทธิท์างชวีภาพของโปรตนีไฮโดรไลเสต 

เพือ่น�ำมาใช้ประโยชน์ในด้านอาหารเชงิฟังก์ชนักนัอย่างแพร่หลาย ทัง้ชนดิของแหล่งโปรตนี วธิกีาร สารเคมหีรอืเอนไซม์ 

ในการย่อยสลาย และสารออกฤทธ์ิท่ีเป็นประโยชน์ในด้านต่าง ๆ รวมทั้งการน�ำไปเพิ่มคุณค่าให้กับผลิตภัณฑ์สุขภาพ 

อกีด้วย การย่อยสลายโปรตนีด้วยสารเคม ีเป็นวธิกีารทีม่ต้ีนทนุต�ำ่ แต่มข้ีอจ�ำกดัมากในการนําไปใช้ประโยชน์ในผลติภณัฑ์ 

อาหาร และยงัเป็นวธิกีารทีย่ากต่อการควบคมุการย่อยสลาย ท�ำให้ผลติภณัฑ์ทไีด้มคีณุภาพไม่คงที ่ในขณะทีว่ธิกีารผลติ 

โปรตนีไฮโดรไลเสตโดยใช้เอนไซม์จะมคีวามคงทีข่องกรดอะมโินมากกว่า และเป็นวธิกีารทีม่ปีระสิทธภิาพทีจ่ะให้ปรมิาณ 

เปปไทด์สูงสุด เนื่องจากเอนไซม์มีความจําเพาะต่อสารต้ังต้น อีกทั้งยังเป็นสภาวะที่ไม่รุนแรง และสามารถควบคุม 

การย่อยสลายได้ ซึ่งท�ำได้โดยใช้เอนไซม์ในการย่อยสลายโปรตีนทีมีพันธะเปปไทด์ ซึ่งเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม โปรติเอส  

ที่มีแหล่งของเอนไซม์อยู่ใน พืช สัตว์ และจุลินทรีย์ แต่ในการผลิตของกลุ่มผู้ประกอบการรายย่อย รวมถึงการผลิต 

ในระดับชุมชน การใช้เอนไซม์ยังคงเป็นเทคโนโลยีที่สูง ซึ่งที่ผ่านมาเอนไซม์โปรติเอสจากจุลินทรีย์ จะพบได้ในกระบวนการ
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หมักอาหารพื้นบ้าน เช่น ถั่วเน่า ซีอิ๊ว น�้ำปลา เป็นต้น ซึ่งถั่วเน่า เป็นอาหารหมักที่เกิดจากการหมักถั่วด้วยแบคทีเรีย  

นยิมน�ำมาเป็นส่วนผสมในอาหารพืน้ถิน่ทางภาคเหนอื เช่น น�ำ้เงีย้ว และใส่ในอาหารจานผดัเพือ่เพิม่กลิน่รส นอกจากนี้ 

ยังมีรายงานว่าถั่วเน่าเป็นอาหารหมักท่ีมีคุณค่าทางโภชนาการ และมีสมบัติการต้านอนุมูลอิสระสูง แต่ทว่าขึ้นอยู่กับ

ชนิดของเชื้อที่ใช้ผลิต และกระบวนการผลิตของแต่ละพื้นที่ (Chukeatirote et al., 2011)

	 งานวิจัยน้ีจึงเป็นการศึกษาการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากการใช้เชื้อจุลินทรีย์ที่แยกได้จากผลิตภัณฑ ์

ถั่วเน่า ในการย่อยโปรตีนในถั่วชนิดต่างๆ เพื่อวัตถุประสงค์ในการวิเคราะห์กรดอะมิโนที่ได้จากกระบวนการหมักถั่ว 

ชนิดต่าง ๆ และประเมินความเหมาะสมในการใช้เป็นส่วนประกอบของการผลิตอาหารส�ำหรับผู้สูงวัยต่อไป 

วิธีการ 

	 1.	 การแยกเชื้อแบคทีเรีย 

		  1.1	 เก็บตัวอย่างถั่วเน่าแผ่นจากร้านขายของฝาก แยกปากจั๊วะ อ.เด่นชัย จ.แพร่ ซึ่งเป็นแผ่นถั่วเน่า 

ที่ผ่านกระบวนการหมักแล้ว 3 วัน 

		  1.2	 การแยกเชื้อบริสุทธิ์ 

			   1)	 เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ Nutrient Broth (NB) ใส่ในขวดรูปชมพู่ ปริมาตร 90 มิลลิลิตร  

น�ำไปฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งความดันไออัตโนมัติ ลดอุณหภูมิให้เป็นอุณหภูมิห้อง จากนั้นใส่ถั่วเน่า 10 กรัม แล้วน�ำไปเขย่า 

ที่ 150 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชั่วโมง 

			   2)	 แตะเชื้อที่เลี้ยงได้มาลากบนอาหาร Nutrient Agar (NA) ด้วยเทคนิค Streak Plate แล้วน�ำไป 

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

			   3)	 เลือกโคโลนีของแบคทีเรียที่ต่างกันมาลากซ�้ำบนอาหาร NA จนได้เชื้อบริสุทธิ์ แล้วน�ำมาเก็บไว้

ในอาหาร NA Slant ส�ำหรับการทดลองต่อไป 

			   4)	 การให้รหัสเชื้อจากตัวอย่างที่เก็บมาเป็นตัวเลข 2 หลักหลังตัวอักษร TN (Thua-Nao) 

			   5)	 ศึกษาคุณลักษณะทางสัณฐานวิยา โดยบันทึกลักษณะโคโลนี การย้อมสีแกรมแบคทีเรีย  

และรูปร่าง การเรียงตัว ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (OLYMPUS, รุ่น CX22LED) ก�ำลังขยาย 1,000 เท่า 

	 2.	 การทดสอบคุณสมบัติของแบคทีเรียในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสต 

		  2.1	 การศึกษาระดับการย่อยสลายโดยท�ำตามวิธีของ Nissen (1979)

			   1)	 การเตรียมตัวอย่างโดยน�ำถั่วเหลือง มาล้างท�ำความสะอาดคัดเลือกสิ่งเจือปนออกให้หมด  

จากนัน้แช่น�ำ้ 1 คนื แล้วต้มจนสกุ ประมาณ 3 ชัว่โมง ท�ำให้แห้งโดยการผ่ึงลมทีอ่ณุหภมูห้ิอง และน�ำมาแยกบรรจใุนขวด

รูปชมพู่ ปริมาณ 200 กรัมต่อขวด น�ำไปฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลง

ที่อุณหภูมิห้อง ท�ำการถ่ายเชื้อจากหัวเชื้อ 10 มิลลิลิตรลงในถั่ว โดยปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 107 CFU/mL ซึ่งเตรียมจาก 

การน�ำเชื้อแต่ละไอโซเลตที่แยกไว้ใน NA slant มาใส่ใน 0.85% Normal Saline Solution (NSS) แล้วปรับความขุ่น 

ของเชื้อให้ได้ความขุ่นในหลอดเทียบเท่ากับความขุ่นของสารละลาย McFarland Standard No. 0.5 จะท�ำให ้

มีปริมาณเชื้อเป็น 1.5x108 CFU/mL แล้วเจือจางให้ได้ปริมาณเชื้อเริ่มต้นเป็น 107 CFU/mL ปิดปากขวดให้สนิท  

บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างที่บ่มเป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง แล้วน�ำมาอบที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

จนน�้ำหนักคงที่ แล้วปั่นด้วยเครื่องปั่นให้เป็นผง น�ำใส่ถุงซิปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อน�ำไปทดสอบระดับ 

การย่อยสลาย 
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			   2)	 ศึกษาระดับการย่อยสลายโดยน�ำตัวอย่าง 50 ไมโครลิตร ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

เข้มข้น 0.215 M pH 8.2 และ trinitrobenzene sulfonic acid เข้มข้น 0.5 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร  

บ่มสารละลายที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นหยุดปฏิกิริยาโดยเติม hydrochloric acid  

เข้มข้น 0.1 N ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาทีที่อุณหภูมิห้อง วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 

420 นาโนเมตร โดยใช้ glycine เป็นสารมาตรฐาน 

			   3)	 การก�ำหนดปรมิาณกรดอะมโินทัง้หมดท�ำได้โดยเตมิ hydrochloric acid เข้มข้น 6 N (ตวัอย่าง

โปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหมัก: กรด เท่ากับ 1:100) ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียสโดยใช้หม้อนึ่ง 

แรงดันไอน�้ำ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ระดับการย่อยสลายค�ำนวณดังนี้ 

				    Degree of hydrolysis (%DH) = [(hs - ho)/ht] x 100%

				    โดย hs = ปริมาณของ α-amino acid ของตัวอย่างแต่ละทรีทเมนต์หลังการบ่ม 72 ชั่วโมง, 

ho = ปริมาณของ α-amino acid ของตัวอย่างท่ีเวลาที่ 0 ช่ัวโมง, ht = ปริมาณของ α-amino acid ทั้งหมด 

หลังจากย่อยด้วยกรด

			   4)	 คัดเลือกเชื้อแบคทีเรียที่ให้ค่าระดับการย่อยสลายสูงสุด มาท�ำการจ�ำแนกสายพันธุ์ โดยส่งวิเคราะห์

สายพันธุ ์ณ ศนูย์ชวีวสัดปุระเทศไทย โดยเครือ่งจ�ำแนกแบคทเีรยีอตัโนมตัใินระบบแมสสเปกโทรเมตรชีนดิ MALDI-TOF

		  2.2	 การศึกษาปริมาณโปรตีน และวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน

			   1)	 การเตรียมวัตถุดิบโดยน�ำถ่ัวเหลือง ถั่วแดง ถั่วเขียว ถั่วลิสง ถั่วด�ำมาล้างท�ำความสะอาด 

คัดเลือกสิ่งเจือปนออกให้หมด จากนั้นน�ำถั่วแต่ละชนิดมาแช่น�้ำ 1 คืน แล้วต้มจนสุก ประมาณ 3 ช่ัวโมง จากน้ัน 

ตักออก ท�ำให้แห้งโดยการผึ่งลมที่อุณหภูมิห้อง และน�ำมาแยกบรรจุในขวดรูปชมพู่ ปริมาณ 200 กรัมต่อขวด น�ำไป 

ฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที แล้วตั้งทิ้งไว้ให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง 

			   2)	 การเตรยีมหวัเช้ือโดยการน�ำเชือ้ทีใ่ห้ค่าระดบัการย่อยสลายถัว่เหลอืสงูสดุ ทีแ่ยกไว้ใน NA slant 

ปริมาณ 1 loop ใส่ลงในอาหาร NB ที่ฆ่าเชื้อแล้ว 9 มิลลิลิตร บ่มทิ้งไว้ 48 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

			   3)	 น�ำวัตถุดิบที่เตรียม และหัวเชื้อ มาผสมกันโดยการเทหัวเชื้อ 10 มิลลิลิตรลงในถั่วแต่ละชนิด  

คิดเป็น 5 เปอร์เซ็นต์ โดยปริมาตรต่อน�้ำหนักถั่ว ปิดปากขวดให้สนิท ท�ำ 3 ซ�้ำ

			   4)	 น�ำไปบ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศาเซลเซยีส เกบ็ตวัอย่างทีบ่่มเป็นระยะเวลา 72 ชัว่โมง มาอบทีอ่ณุหภมูิ  

80 องศาเซลเซียส จนน�้ำหนักคงท่ี แล้วปั่นด้วยเครื่องปั่นให้เป็นผง แล้วน�ำใส่ถุงซิปเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เพื่อน�ำไปทดสอบระดับการย่อยสลาย น�ำตัวอย่างท่ีได้ของแต่ละทรีทเมนต์มาศึกษาปริมาณโปรตีน และวิเคราะห ์

โปรไฟล์กรดอะมิโน

			   5)	 น�ำผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วหมักแต่ละชนิดที่บดละเอียดจ�ำนวน 200 มิลลิกรัม วิเคราะห์ 

ปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Kjeldahl method (Latimer, 2012) และ การวิเคราะห์โปรไฟล์อะมิโนตามวิธี In-house  

method WI-TMC-06 โดยส่งตวัอย่างวเิคราะห์ทีส่ถาบนัค้นคว้าและพฒันาผลิตภัณฑ์อาหาร มหาวทิยาลัยเกษตรศาสตร์
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

	 1.	 การแยกเชื้อ และจ�ำแนกเชื้อแบคทีเรียจากถั่วเน่าพื้นบ้าน

		  ผลจากการคัดแยกเช้ือลงบนอาหารเล้ียงเชื้อที่ท�ำการคักแยกได้จากถั่วหมักจากถั่วเหลือง ด้วยวิธีการ 

Dilution plate Spread plate และ Cross streak plate ในอาหารเลี้ยงเชื้อ NA โดยสามารถแยกเชื้อแบคทีเรีย 

ได้ทั้งหมด 25 ไอโซเลต (TN01 – TN25) เป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น  

จ�ำนวน 13 ไอโซเลต และเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างกลม จ�ำนวน 12 ไอโซเลต (ตารางที่ 1) ซ่ึงสอดคล้อง 

กบังานวจิยัของ Phoupasong et al. (2015) ท�ำการคดัเลือกและแยกเชือ้แบคทเีรยีทีผ่ลติเอนไซม์ทีส่ามารถย่อยโปรตนี

ได้ดี โดยคัดแยกจากถ่ัวเน่าหรือถั่วเหลืองหมักพื้นเมืองทางภาคเหนือของไทย ที่พบว่ามี 28 สายพันธุ์ที่สามารถผลิต 

เอนไซม์โปรติเอสได้ โดยมี 5 สายพันธุ์ที่ผลิตโปรติเอสได้มากที่สุด โดยมีลักษณะเป็นแบคทีเรียแกรมบวก รูปร่างแท่ง 

ตารางที่ 1 เชื้อแบคทีเรียที่แยกได้จากถั่วเน่าแผ่นพื้นบ้าน จังหวัดแพร่

ไอโซเลต ลักษณะโคโลนีไอโซเลต

TN01

TN02

TN03

TN04

TN05

TN06

TN07

TN08

TN09

TN10

TN11

TN12

TN13

TN14

TN15

TN16

TN17

TN18

TN19

TN20

สีเหลือง ขอบนูน เงา

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

สีเหลือง ขอบนูน เงา

เทาใส ขอบเรียบ เงา

สีเหลือง ขอบนูน เงา

สีเหลือง ขอบนูน เงา

ขาวเหลือง ขอบเรียบ มันวาว

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

ขาวเหลือง ขอบเรียบ มันวาว

สีเหลือง ขอบนูน เงา

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

เทาใส ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวเหลือง ขอบเรียบ มันวาว

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงตัวกลุ่มจากการแบ่งเซลล์

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงตัวกลุ่มจากการแบ่งเซลล์

มีรูปร่างกลม แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายยาว

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงตัวกลุ่มจากการแบ่งเซลล์

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงตัวกลุ่มจากการแบ่งเซลล์

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงเซลล์เป็นกลุ่มจ�ำนวนหลายเซลล์  

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงเซลล์เป็นกลุ่มจ�ำนวนหลายเซลล์  

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงตัวกลุ่มจากการแบ่งเซลล์

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างกลม แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายยาว

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างกลม แกรมบวก เรียงเซลล์เป็นกลุ่มจ�ำนวนหลายเซลล์  
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	 2.	 ระดับการย่อยสลาย (Degree of hydrolysis: DH)

		  ผลการศึกษาความสามารถของเช้ือแบคทีเรียแต่ละไอโซเลตต่อค่าระดับการย่อยสลายของโปรตีน  

ไฮโดรไลเซทจากถั่วเหลืองที่ผ่านกระบวนการหมัก 7 วัน (ตารางที่ 2) พบว่า ค่าระดับการย่อยสลายสูงสุดอยู่ที่  

20.70 ± 0.56 เปอร์เซ็นต์ โดยการย่อยด้วยเชื้อไอโซเลต TN23 และ รองลงมาคือ TN17 ที่มีค่าการย่อยสลายอยู่ที่ 

ระดับ 19.13 ± 2.20 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ เชื้อ TN04 ให้ค่าระดับการย่อยสลายต�่ำสุดที่ 3.70 ± 1.49 เปอร์เซ็นต์  

ท�ำให้พบว่าเชื้อแบคทีเรียต่างสายพันธุ์ก็เป็นปัจจัยที่ส่งผลต่อการสลายโปรตีนต่างกัน (p≤0.05) ถึงแม้จะใช้เป็น 

หัวเชื้อในการผลิตถั่วเน่าเหมือนกัน แต่ในกระบวนการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีของถั่วเหลืองให้เป็นผลิตภัณฑ์ถั่วเน่า  

จะเป็นการหมกัแบบร่วม (Mixed culture) ทีเ่ชือ้จลุนิทรย์ีแต่ละชนดิท�ำหน้าทีใ่นการย่อยสับสเตรทต่างกนั และจากการ 

ศึกษาระดับการย่อยสลายพบว่าระดับการย่อยสลายที่ 20 เปอร์เซ็นต์ เพียงพอต่อปริมาณกรดอะมิโนในผลิตภัณฑ์ 

(Oladejoa et al., 2020) 

TN21

TN22

TN23

TN24

TN25

มีรูปร่างกลม แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายยาว

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างแท่ง แกรมบวก เซลล์เดี่ยว หรือต่อกันเป็นสายสั้น

มีรูปร่างกลม แกรมบวก การเรียงเซลล์ต่อกันเป็นสายยาว

เทาใส ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

ขาวขุ่น ขอบเรียบ เงา

ขาวขุ่น ขอบไม่เรียบ ด้าน

เทาใส ขอบเรียบ เงา

ตารางที่ 1 (ต่อ)

ไอโซเลต

Isolate Isolate

TN01

TN02

TN03

TN04

TN05

TN06

TN07

TN08

12.33 ± 1.53g

15.50 ± 1.32cdef

13.73 ± 2.05efg

3.70 ± 1.49i

14.60 ± 1.64cdefg

16.27 ± 1.97bcde

13.80 ± 1.71efg

15.77 ± 1.57cdef

DH ± S.D. (%)* DH ± S.D. (%)*

ลักษณะโคโลนีไอโซเลต

ตารางที่ 2 ผลของชนิดของเชื้อแบคทีเรียต่อค่าระดับการย่อยสลาย (%) ของโปรตีนถั่วเหลือง

TN09

TN10

TN11

TN12

TN13

TN14

TN15

TN16

14.30 ± 2.14defg

14.50 ± 0.50cdefg

14.90 ± 2.53cedfg

15.50 ± 1.61cdef

4.77 ± 1.64hi

15.77 ± 1.57cdef

12.07 ± 1.79g

16.87 ± 1.03bcde
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		  เมือ่ท�ำการจ�ำแนกชนดิแบคทเีรยี ไอโซเลต TN23 ทีใ่ห้ค่าการย่อยสลายสงูสดุ ด้วยเครือ่งจ�ำแนกแบคทเีรยี 

อัตโนมัติในระบบแมสสเปกโทรเมตรีชนิด MALDI-TOF ณ ศูนย์ชีววัสดุประเทศไทย พบว่า เชื้อแบคทีเรีย TN23  

เป็นเชื้อ Lactococcus lactis ซึ่งสอดคล้องกับการบ่งชี้เบื้องต้นจากลักษณะโคโลนี และการย้อมสีแกรม 

		  ในการคัดแยกเชื้อจากถั่วเน่าพื้นบ้าน ท�ำให้พบว่านอกจากแบคทีเรียในกลุ่ม Bacillus ที่ท�ำหน้าที่หลัก

ในกระบวนการหมักแล้ว ยังมีแบคทีเรียชนิดอื่นท่ีเจริญเติบโตร่วมด้วย ซึ่งเป็นแบคทีเรียในธรรมชาติ (Chukeatirote 

et al., 2011) และเมื่อพิจารณาจากแบคทีเรียที่มีความสามารถในการไฮโดรไลซ์โปรตีนในถั่วเหลืองได้ดีที่สุด พบว่า 

Lactobacillus lactis TN23 มีความสามารถในการไฮโดรไลซ์โปรตีนได้สูงสุด ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยที่มีใช้เอนไซม์ 

จากเชื้อ Lactobacillus ในการผลิตโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วเหลือง ส่งผลให้เกิดกรดอะมิโนอิสระจ�ำนวนมาก  

และมีผลต่อการเกิดกลิ่นรสของโปรตีนด้วย (Aguirre et al., 2008) 

	 3.	 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน และการวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน

		  จากการวเิคราะห์ปรมิาณโปรตนีทัง้หมด หลังจากการหมกัถัว่แต่ละชนดิด้วยเช้ือ Lactobacillus lactis 

TN23 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง พบว่ามีปริมาณโปรตีนเพิ่มสูงขึ้น โดยถั่วด�ำจะมีการเพิ่มปริมาณโปรตีนสูงสุด โดยมีปริมาณ 

โปรตีนหลังการหมัก 35.39 เปอร์เซ็นต์ คิดเป็นโปรตีนเพิ่มขึ้น 12.69 เปอร์เซ็นต์ รองลงมาคือ ถั่วเหลือง ถั่วแดง  

และถั่วเขียว ในขณะที่ถั่วลิสงมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นน้อยที่สุด โดยเพิ่มขึ้นเพียง 0.1 เปอร์เซ็นต์ (ภาพที่ 1) เนื่องจาก

โครงสร้างโปรตีนในถั่วลิสงจะสามารถย่อยสลายได้ดีด้วยเอนไซม์หลายชนิดร่วมกัน (Zhang et al., 2022) 

Isolate IsolateDH ± S.D. (%)* DH ± S.D. (%)*

ตารางที่ 2 (ต่อ)

TN17

TN18

TN19

TN20

TN21

19.13 ± 2.20ab

14.70 ± 1.95cdefg

15.60 ± 0.36cdef

6.73 ± 1.65h

16.93 ± 1.22bcde

TN22

TN23

TN24

TN25

17.53 ± 1.98bc

20.70 ± 0.56a

17.43 ± 0.51bcd

12.87 ± 1.69fg

*หมายเหตุ : 	ตวัอักษร a – i ในแนวคอลัมน์ แสดงความแตกต่างของค่าเฉลีย่ (p≤0.05) จากการเปรยีบเทยีบค่าเฉลีย่ตามวธิขีอง Duncan,  
	 s New Multiple Range Test (DMRT) ที่ระดับนัยส�ำคัญ 0.05
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  ดังนั้นกระบวนการหมักถั่วด้วยกระบวนการทางจุลินทรีย์ที่สามารถผลิตเอนไซม์โปรติเอส ท�าให้

เกิดการย่อยสลายโปรตีนในถั่วชนิดต่าง ๆ ซ่ึงถือว่าเป็นวิธีหนึ่งในการผลิตไฮโดรไลเสตโปรตีนด้วยเอนไซม์โปรติเอส 

หรือเรียกว่าวิธีการย่อยสลายด้วยเอนไซม์ (enzymatic hydrolysis) ที่นิยมน�ามาใช้ในปัจจุบันเพื่อปรับปรุงสมบัติ

ของโปรตีน ทั้งนี้กระบวนการย่อยสลายด้วยเอนไซม์มีความจ�าเพาะต่อชนิดของโปรตีนสูง สภาวะการผลิตที่ไม่รุนแรง 

และสามารถควบคุมระดับการย่อยได้ ส่งผลให้วิธีนี้มีอัตราการย่อยสลายค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับการย่อยสลาย

ด้วยวิธีทางเคมี ที่ใช้กรดและด่าง (López-Barrios et al., 2014)

  นอกจากนั้นเมื่อน�าเชื้อ Lactobacillus lactis TN23 มาท�าการหมักร่วมกับถั่วชนิดต่าง ๆ พบว่า 

ผลติภณัฑ์ทีไ่ด้ไม่มกีลิน่ถัว่เน่าทีเ่กดิจากการหมกัด้วย Bacillus ทีผ่ลติแอมโมเนยีเป็นผลพลอยได้จากกระบวนการหมกั 

(Chukeatirote et al., 2011) แต่ผลิตภัณฑ์จะมีกลิ่นของกรดแลคติกอ่อน ๆ แทน ซึ่งเมื่อน�ามาอบแห้งและบด

เป็นผงแล้วกลิ่นแลคติกก็หายไป ท�าให้ผลิตภัณฑ์มีกลิ่นคล้ายถั่วแต่ละชนิดมากกว่าการหมักด้วย Bacillus 

 4. ผลการวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน

  จากการวิเคราะห์โปรไฟล์กรดอะมิโน พบว่า ถั่วด�า มีปริมาณกรดอะมิโนทุกชนิดเพิ่มสูงขึ้น

หลงักระบวนการหมกั และถัว่ทกุชนดิทีผ่่านกระบวนการหมกั พบว่ามกีรดอะมโินจ�าเป็นเพิม่ขึน้ทกุชนดิ ยกเว้น Lysine 

โดยถัว่เหลอืงหมกัพบ Lysine มปีรมิาณลดลง 32 เปอร์เซน็ต์ รองลงมาคือถัว่แดงหมกั และถัว่ด�าหมกั ทีม่ปีรมิาณ Lysine 

ลดลง 17.50 เปอร์เซ็นต์ และ 2.40 เปอร์เซ็นต์ ตามล�าดับ ในส่วนของกรดอะมิโนที่ไม่จ�าเป็นในกลุ่ม Aspartic acid 

และ Glutamic acid ลดลงเมื่อผ่านกระบวนการหมักในถั่วแดงที่ 4.75 เปอร์เซ็นต์ และ 26.70 เปอร์เซ็นต์ตามล�าดับ 

เช่นเดียวกับถั่วเขียวหมัก และถั่วลิสงหมัก ในขณะที่ในถั่วลิสงหมักยังมีปริมาณของ Arginine ลดลงด้วย (ภาพที่ 2) 

ภำพที่ 1 ปริมาณโปรตีนของถั่วแต่ละชนิด ก่อนและหลังกระบวนการหมักด้วยเชื้อ Lactobacillus lactis TN23 

เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (  ก่อนกระบวนการหมัก หลังกระบวนการหมัก)
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 ในส่วนของผลติภณัฑ์โปรตนีไฮโดรไลเสตทีไ่ด้ พบว่า มกีรดอะมโินทีจ่�าเป็นหลายชนดิเพิม่มากขึน้ โดยเฉพาะ

ในถั่วด�า เมื่อท�าการไฮโดรไลเสตด้วยกระบวนการหมักพบว่ามีกรดอะมิโนเพิ่มขึ้นทุกชนิด และมีปริมาณโปรตีนสูงขึ้น

ถึง 12.69 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณรวมของโปรตีนที่เพิ่มขึ้นหลังกระบวนการหมักด้วยแบคทีเรีย Lactobacillus lactis 

TN23 เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง มีผลต่อการเพิ่มและลดของกรดอะมิโนแต่ละชนิด ดังนั้นถั่วที่เหมาะสมในการผลิต

โปรตีนไฮโดรไลเสตคือ ถั่วด�า ถั่วเหลือง และถั่วแดงตามล�าดับ โดยมีคุณค่าทางโภชนาการสูงกว่าการรับประทานแบบ

ไม่ผ่านกระบวนการหมัก ในขณะที่ปริมาณ Lysine ที่ลดลง 2.5 เปอร์เซ็นต์ มีผลต่อรสขมที่ลดลงด้วย (Chukeatirote 

et al., 2011) และปริมาณของกรดอะมิโนจ�าเป็นส�าหรับผู้สูงวัย ได้แก่ Tryptophan ในถั่วด�าที่ผ่านกระบวนการหมัก

ทีเ่พิม่ขึน้ 6.70 เท่าเมือ่เทยีบกบัถ่ัวด�าทีไ่ม่ผ่านกระบวนการหมกั ส่งผลช่วยให้หลบัได้ง่าย ในขณะทีป่รมิาณ Threonine 

ในถั่วด�าหมักเพิ่มข้ึน 2 เท่า ท�าให้เกิดการเผาผลาญไขมันได้ดีขึ้น นอกจากนั้นยังปริมาณ Leucine และ Valine 

ในถั่วด�าหมักเพิ่มขึ้น 1.70 เท่า และ 2.55 เท่า ตามล�าดับ โดยทั้ง Leucine และ Valine มีคุณสมบัติช่วยเรื่องของ

ระบบประสาทเพิ่มสูงขึ้น (Julmanlik & Kongruang, 2019) นอกจากนั้นถั่วด�าหมักยังมีปริมาณ Methionine 

เพิ่มขึ้น 9 เท่า ท่ีเป็นสารตั้งต้นกรดอะมิโนหลายชนิดที่ร่างกายต้องใช้ในการสังเคราะห์ (Canfield et al., 2019) 

โดยปัจจัยที่ส่งผลต่อการเพิ่มปริมาณของกรดอะมิโนอตกต่างกันในถั่วแต่ละชนิด ขึ้นอยู่กับการเรียงตัวของกรดอะมิโน

ในถัว่แต่ละชนดิ โดยถัว่ทีม่อีงค์ประกอบของโปรตนีเป็น กรดอะมโินทีม่หีมูฟั่งก์ชนัไม่มขีัว้ และไม่ชอบน�า้ (hydrophobic) 

ได้แก่ Glycine Alanine Valine Leucine Isoleucine และ Proline เป็นจ�านวนมาก ก็จะท�าให้ย่อยสลายด้วยเอนไซม์

ได้ยาก ส่งผลให้ถั่วลิสงที่มีไขมันสูงมีการเพิ่มขึ้นของกรดอะมิโนต�่าที่สุด ในขณะเดียวกันบริเวณเร่ง (active site) 

ของเอนไซม์กม็ผีลเฉพาะเจาะจงกบัสบัสเตรท ท�าให้เกดิการแยกตวัของกรดอะมโินอสิระต่างกนัในถัว่แต่ละชนดิ (Zhang 

et al., 2022) ซ่ึงกรดอะมิโนท่ีกล่าวมาข้างต้นพบว่ามีปริมาณที่สูงขึ้นหลังจากผ่านกระบวนการไฮโดรไลซ์ด้วยวิธีการ

หมักด้วยแบคทีเรีย Lactobacillus lactis TN23 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง
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ภาพที่ 2 โปรไฟล์กรดอะมิโนของถั่วแต่ละชนิด ก่อนและหลังกระบวนการหมัก

ด้วยเชื้อ Lactobacillus lactis TN23 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง (   ก่อนกระบวนการหมัก    หลังกระบวนการหมัก)
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สรุป 

 	 ดงันัน้การผลติโปรตนีไฮโดรไลเสตจากถัว่ชนดิต่าง ๆ  ด้วยกระบวนการหมกัด้วยเชือ้ Lactobacillus lactis 

TN23 ทีแ่ยกได้จากถัว่เน่าแผ่นพืน้บ้าน เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง ท�ำให้ได้ผงโปรตนีไฮโดรไลเสตทีไ่ด้มปีรมิาณของกรดอะมโิน 

จ�ำเป็นสูงขึ้นในถั่วทุกชนิด รวมถึงปริมาณโปรตีนที่สูงขึ้นด้วย และด้วยปริมาณกรดอะมิโนที่เพิ่มขึ้นท�ำให้มีความเป็นไปได้สูง 

ในการน�ำผงโปรตีนไฮโดรไลเสตจากถั่วด้วยกระบวนการหมักด้วยเชื้อ Lactobacillus lactis TN23 สามารถต่อยอด

เป็นผลิตภัณฑ์ให้ผู้สูงวัยได้
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