
บทท่ี 4

ผอการทดออง

1. การเพกแบคทีเรียท่ีผอิตโปรติเอสจากกระบวนการหมักชีอิว
ผลการแยกแบคทีเรียจากนาแช่ถ่ัวเหลือง ถ่ัวเหลืองติ'มสุก แป้งสาลี เกลือสมุทร โคจิ 

โมโรมิ และอากาศบริเวณท่ีหมักซีอ้ิวพบแบคทีเรีย 58 ไอโซเลต ซ่ึงผลการทดสอบการผลิต 
โปรติเอสบนอาหารแข็งสูตรมีเดียม 73 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ปริมาณต่าง  ๆ พบว่าในจำนวน 
แบคทีเรีย 58 ไอโซเลต มีแบคทีเรียผลิตโปรติเอส 11 ไอโซเลต ดังแสดงในตารางท่ี 5 
ตารางท่ี 5 แบคทีเรียผลิตโปรติเอสท่ีแยกจากกระบวนการหมักซีอ้ิวระดับห้องปฏิบัติการ

กระบวนการหมักซีอิ๊ว แบคทึเรียท่ีแยกไต้ แบคทีเรียที่ผสิตโปรติเอส

แระยะโคจิ
นำแช่ถั่วเหลือง WB1 ,WB2,WB3 WB3
ถั่วเหลืองต้มสุก B1 อึงB6 B2.B4
แป้งสาลี WF1,พ F2 พ Fl, WF2
เกลือสมุทร SA 1 ,SA2,SA011SA02 SA2,SA02
โคจิ Kl Kl

2.ระยะโมโรมิ
นี้าหมักซีอึ๊ว 1-30 วัน MOI อึง M036 M013,M031
อากาศบริเวณที่หมัก Al อึง A6 A4

2. การคัดเออกแบคทีเรียท่ีมีการเจริญแอะโปรติเอสแอคติวิติสูงบนอาหารวัน
ผลการทดลองในรูปท่ี 3 แสดงให้เห็นว่าควรนำไอโซเลต B2, WB3, SA2, SA02, 

K1,M013 และ M031 มาทดลองต่อไป เน่ืองจากผลิตโปรติเอสได้บนอาหารจุ้นสูตรมีเดียม 
73 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์มากกว่า 5 เปอร์เซ็นต์ข้ึนไป นอกจากน้ีผลการทคลองยังแสดงให้ 
เห็นว่าไอโซเลต K1 มีการเจริญบนอาหารจุ้นท่ีไม่มีโซเดียมคลอไรต์ไติดีกว่าไอโซเลตอ่ืน  ๆ
และผลิตโปรติเอสแอคติวิดีสูงบนอาหารจุ้นท่ีมี 10 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์
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B2 B4 WB3 WF1 WF2 SA2 SA02 Ai4 Kl M013 M031
วทัร แบแที ทย

แ  0 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด'' Ü  5 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์
1  10เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์ g  15เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์
■  20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรด์

รูปท่ี 3 การเจริญ (ก) และการผลิตโปรติเอส (ข) บนอาหารจุ้นสูตรมีเดียม 73 ท่ึมปริมาณ 
โซเดียมคลอไรด์ต่างๆของแบคทีเรียท่ีแยกไค้จากวัตถุติบท่ีใช้ในการผลิตช ีอ ิวระดับห้อง 
ปฏิบัติการ (WB= ฟ้าแช่เมล็ดถ่ัวเหลือง ;WF=แป้งสาลี,SA=เกลือ, K= โคจิ, M O = t3t หมัก 
ซีอ๊ิวในระยะโมโรมิ)



37

3. การจำแนกลายหันธุแบคทีเรียท่ีคัดรอือก1ใต้
จากการศกษาลักษณะทางกายภาพและชีวภาพสามารถสันนิษฐานใน!บ้ื0งด้นว่า 

แบคทีเรียท่ํง 7 สายพัน{เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม B acillus เน่ืองจากสามารถดิคสีแกรมบวก 
และมสปอร์มคาดาเลสและไม่เจริญในท่ีไร์ออกชิเจน ผลการทดสอบทางชีว!คม๊สามารถ 
จำแนกสายพันธุแบคทีเรียที,คัดเลือกได้ดังแสดงใน ดารางท่ี 6
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4. การหาระยะทสาที่ใ1»ในการเพ ิ่มจานวนถึงระยะมิดออกของแบคทีเร ีย 7 สายหันธ ุใน 
อาหารเหอว

รูปที่ 4 แสคงการเพิ่มจำนวนถึงระยะมิดลอคฃองแบคทีเรีย7 สายพันธุในอาหาร 
เหลวสูตรมีเคียม 73 ที่มีปริมาณ'โซเคียมคลอไรต์ต่างๆ

O <N « 00 O tn
ร ; บ ร ท เ ท น '» ย 'น )

— CP/oNiC! —■ — 5%Naa —±— io%NaC!

i5%Naa 20%NaCI —• — 25%NaCI

ร ูป ท ี่4 การเพิ่มจำนวนของแบคทีเรีย7 สายพันธุ ในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตรมีเคียม73ที่มีปริมาณ 
โชเคียมคลอไรด์1ตั้งแต่ 0-20 เปอร์เซ็นต์บนเครื่องเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส
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ตารางท่ี 7 จำนวนช่ัวโมงท่ีแบคทีเรียใช้ในการเพ่ิมจำนวนเข้าสู่ระยะมิดลอค

สายพันธุ 

B a c illu s spp.

ความเข้มข้นโซเดียมคลอไรต์ 
(เปอร์เซ็นต์)

0 5 10 15 20
WB3 12 24 24 - -

B2 12 - - - -

SA2 12 12 24 - -

SA02 12 12 24 - -

K l 12 12 24 - -

MO 13 24 12 12 48 72
M031 36 12 12 24 96

ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4 และตารางที่ 7 ยืนยันผลการทดลองที่ไดัในการทดลอง 
หาการเจริญและการผลิตโปรติเอสในอาหารเนว่าแบคทีเรีย 5 สายพันธุที่แยกไดัจากวัตถุดิบและ 
ระยะโคจิ คือ B2 ,SA2, SA02,WB3, K l เป็นแบคทีเรียทนโซเดียมคลอไรคืที่สามารถเจริญไดัใน 
อาหารที่มีกวามเข้มข้นของโซเดียมคลอไรติสูงถึง 10 เปอร์เซ็นติ และแบคทีเรีย 2 สายพันธุ คือ 
MO 13 และ พ031ชึ่งเป็นแบคทีเรียที่แยกได้จากระยะโมโรมิเป็นแบคทีเรียชอบโซเดียมคลอไรติ 
เนื่องจากสามารถเจริญได้ดีในอาหารที่มีโซเดียมคลอไรติเมื่อเทียบกับการเจริญในอาหารเลี่ยงเชื้อ 
ที่ไม่มีโซเดียมคลอไรติ โดยเจริญได้ดีที่ 5-10 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรติ

ระยะเวลาท่ีแบคทีเรียแต่ละสายพันธุใช้ในการเพ่ิมจำนวนถึงระยะมิดลอค(mid log 
phase) จะนำไปใช้ในการเล้ียงกล้าเช้ือของแบคทีเรียแต่ละสายพันธุ ในการทดลองเพ่ือหาผล 
ของปริมาณโซเดียมคลอไรด์และพีเอชต่อการเพ่ิมจำนวนและโปรติเอสแอคติวิตีฃอง 
แบคทีเรียทง 7 สายพันธุ
5. การหาผล6นองโซเดียมกออใรด์แอะพีเอชต่อการเพิ่มจำนวนแอะโปรติเอสแอกติวิดี

รูปท่ี ภ2-ภ23 (ภาคผนวก ค) แสดงกราฟการเพ่ิมจำนวนและโปรติเอสแอคติวิดีฃอง 
B acillus spp. 7 สายพันธุ เม่ือเล้ียง1ในอาหารสูตรมีเดียม 73 ท่ีมีโซเดียมคลอไรด์ 0-20 
เปอร์เซ็นต์ และทีเอช 6.0-9.0 ใช้ข้อมูลจากกราฟข้างดน้คำนวนค่าอัตราการเจริญจำเพาะและ 
โปรติเอสดังแอดติวัตแสดงใน รูปท่ี 5-13 ผลการทดลองพบว่าแบคทีเรียทุกสายพันธุไม่เจริญ
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และไม ่มีโปรติเอสแอคติวิดีท่ี พีเอช 5.0 ผลการทดลอง แสคงให เ้ห็นว่า สายพันธุ K1 มี
แอคติวิดีล[งฤ[คและมีอัตราการเจริญจำเพาะเท่ากับ 3.78 ต่อกัน และโปรติเอสท่ีฃับออกมา 
จากเซลของ B. megaterium  K l เป็น'โปรติเอสท ี่ม ีแอดติวด ีส ูงใน พ ีเอชท่ีมีค่าเป็นกลางและ 
พีเอชที่มีค ่า เป็นต่าง (neutral-alkaline protease) ซ่ึงมีแอคติวิตีลดลงเม่ือปริมาณโซเดียม 
คลอใรด',เพ่ัม1ข้ึน

4 T

B2 WB3 SA2 SA02 Kl M013 M031

รหัสMin TUร็ย
รูบ่ท่ี 5 อัตราการเจริญจำเพาะของ Bacillus spp. 7 สายพันธุเม่ือเลียงในอาหารเหลวมีเคียม 73 
ท่ีไม่เติม'โซเดียมคลอใรด์ และมีค่าพีเอชต้ังแต่ 6.0-9.0 เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 กัน

รหัสแบกฑเรีย
M  พีเอช 6.0 พีเอช?.0 □  พีเอชร.อ E3 พีเอ1«9.0

รูปท ี่ 6 โปรติเอสนอคติว ิด ีฃอง Bacillus spp. 7 สายพันธุเม ื่อเล ี้ยงในอาหารเหลวมีเด ียม 73 ท่ี
ไม ่เต ิมโซเด ียมคลอไรค ์และม ีค ่าพ ีเอชต ั้งแต ่ 6.0-9.0 เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศา
เซลเซียสเป ็นเวลา 5 กัน
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รฟ้โทแมกทีสืย

รูบ่ที 7 อัตราการเจริญจำเหไะของ Bacillus spp. 7สายพันธุเม่ือเทยงในอๅหารเหลวมีเดียม 73 
ที 5 % โซเดียมคลอไรด์ และมีค่าพีเอชต้ังแต่ 6,0-9.0 เขย่าที, 200 รอบต่อนาที 30 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน ผลการทคลองไม่พบการเจริญของสายพันธุ B2

ปท่ี ร โปรติเอสแอคติวิดีของ Bacillus spp. 7 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเหลวมีเดียม 73 ท่ี 
5 % โซเดียมคลอไรด, และมีค่าหีเอชตังแต่ 6.0-9.0 เขย่าที 200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 5 วัน
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B2 WB3 SA2 SA02 Kl MO 13 M031

รหัสแบกฑีเรีย

รูปที' 9 อัตราการเจริญจำเทาะฃอง Bacillus spp. 7 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเหลวมีเคียม 73 
ท่ี 10 % โซเคียมดลอไรด’’และบีด่าพีเอชตงแต่ 6,0-9.0 เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วันผลการทคลองไม่พบการเจริญของสายพันธุB2

B2 WB3 SA2 SA02 Kl M013 M031

รหัสแบกฑเริย

[ฐ พิเอช 6.0 Ü3 หีเอช?.0 □  หิเอชร.0 E3 พีอช9.0

ร ูปท ี่ 10 โปรล ิเอสแอคติว ิค ีฃอง Bacillus spp. 7 สายพันธุเม ื่อเล ี้ยงในอาหารเหลวมีเค ียม 73
ท ี10 % โซเด ียมคลอไรค ์ และมีด่าพีเอชดังแต่ 6.0-9.0 เขย่าที่ 200 รอบต่อนาที 30 องศา
เซลเซียสเป ็นเวลา 5 ว ัน ผลการทดลองไม ่พบแอคต ิว ัตของสายพ ันธ ุ B2 , WB3, SA02



รหัสแบกทีทีย

รูปท่ี 11 อดราการเจริญจำเพาะของ Bacillus spp. 7 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเหลวมีเคียม 
73 ท่ี 15 % โซเดียมคลอไรด และมีค่าพีเอชต้ังแต่ 6.0-9.0 เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน ผลภารทดลองไม่พบการเจริญของสายพันธุ B2, WB3, SA2, SA02 
K1

B2 WB3 SA2 SA02 Kl M013 M031

รหัสแบกทีเรีย

ÉÜ หีเอช 6.0 แ  หิเอช?.0 □  พิ1อช8.0 Ê3 พีเอช9.0

รูปที, 12 โปรต ิเอสแอคต ิว ิต ีของ Bacillus spp. 7 สายพันธุเม ื่อเลี้ยงในอาหารเหลวมีเคียม 73 ที่
15 % โซเค ียมคลอไรค ์ และมีค1าท ีเอชตั้งแต ่ 6.0-9.0 เขย่าที' 200 รอบต่อนาที 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน ผลการทคลองไม ่พบแอคต ิว ิต ีของสายพ ันธ ุ B2 , WB3,SA2, SA02,
K l, และ M013



B2 WB3 SA2 SA02 K l M013 M031

รหัสแมกฑีทีย

รูปท่ี 13 อัตราการเจริญจำเพาะของ Bacillus spp. 7 สายพันธุเม่ือเลียงในอาหารเหลวมีเดียม 
73 ท่ี 20 % โซเดียมคลอไรค์ และมีค่าทีเอชต้ังแต่ 6.0-9.0 เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที 30 องศา 
เซลเซียสเป็นเวลา 5 วัน ผลการทคลองไม่พบการเจริญของสายพันธุ B2 5 WB3,SA2, SA02, 
K l, และ M013

ผลการทดลองในรูปที, 5,7,9,11 และ 13 แสดงให้เห็นว่าพีเอชใม่มีผลต่อการเจริญ 
ของ B a c illu s  spp. 6 สายพันธุยกเวันสายพันธุ M031 ในอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมีเดียม 73 ท่ีไม่ 
มีโซเดียมคลอไรค์ หรือมี 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรค์ นอกจากน้ีB a c illu s  ร?.สายพันธุ 
M031 เป็นแบคทีเรียสายพันธุเดียวท่ีเพ่ิมจำนวนไดไนอาหารเล้ียงเช้ือสูตรมีเดียม 73 ที'มี 20 
เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์

ผลการทดถองในรูปที' 6,8,10 และ12 แสดงให้เห็นว่าทีเอชไม่มีผลต่อโปรติเอส 
แอคติวิดีท่ีขับออกนอกเซลของ B acillus spp.ทัง 7 สายพันธุเม่ือเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือสูตร 
มีเดียม 73 ท่ีไม่มีโซเดียมคลอไรต์ อย่างไรก็ดาม เม่ือเพ่ิมปริมาณโซเดียมคลอไรต์ในอาหาร 
เล้ียงเช้ือเป็น 5 และ 10 เปอร์เซ็นต์ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าโปรติเอสของ B acillus sp. 
สายพันธุ SA2 มีแอคติวิดีสูงท่ีพีเอช 6.0-7.0 แต่ไม่มีแอคติวิดีท่ี 10 เปอร์เซ็นต์โซเดียม 
คลอไรด์ ส่วนโปรติเอสของ B acillus spp. สายพันธุ K l , M013 และ M031 มีแอดติวิดีสูง 
ในช่วงพีเอช 7.0 ,8.0และ9.0 ดามสำคับ B acillus spp^ายพันธุ M031 เป็นสายพันธุเดียวที,มี 
โปรติเอสแอดติวิดีในอาหารเลียงเชือท่ีมี 15 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์ เม่ือเปรียบเทียบ 
ระคับของโปรติเอสแอคติวดีท่ีขับออกมานอกเซลของ B a c illu s  spp.ต้ัง 7 สายพันธ์ท่ีแยกได้
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ผลการทดลองพบว่าสายพันธุ K l , MO 13 และ M031 ซ่ึงเป็นสายพันธุแบคทีเรียท่ีน่าสนใจ 
เพราะแบคทีเรีย 3 สายพันธุน้ียังมีโปรติเอสแอคติวิตีในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมี 10 เปอร์เซ็นต์ 
โซเดียมคลอไรด์ ส่ิงท่ีน่าสังเกตุจากผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 6 และ 10 คือโปรติเอส 
แอคติวิตีฃองสายพันธุ K1 ในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีไม่มีโซเดียมคลอไรด์มีด่าสูงสุดเท่ากับ 298.2 
ยูนิด.มล'1 ในขณะท่ีสายพันธุ MO 13 และ M031 มีโปรติเอสแอคติวิดีประมาณ 10 ยูนิด.มล'1 
แต่เม่ือเพ่ิมเปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์ในอาหารเล้ียงเช้ือเป็น 10 เปอร์เซ็นต์โชฌดียม 
คลอไรต์ ผลการทดลองพบว่าสายพันธุ K1 ขับโปรติเอสแอคติวิดีออกนอกเซลน้อยกว่าสาย 
พันธุ MO 13 และ M 031^ก คังน้ีนจึงเกิดแนวความคิดว่าในการคัดเลือกโปรติเอสเพ่ือเติม 
ลงในระยะโมโรมิ บรรทัดฐานในการคัดเลือกควรเป็นโปรติเอสแอคติวิดีสูงท่ี 20
ฟอร์เซ็นต์โชเดียมคลอไรต์และพีเอช 6.0 ซ่ึงเป็นภาวะเร่ิมต้นของการหมักระยะโมโรมิ 
(Leethochavalit and Chansa-ngavej,1997)
6. การหาผสของโซเดียมกสอไรต่แสะหีเอชต่อโปรติเอสแอกติวิสื

รูปท่ี 14 แสดงให้เห็นว่าเม่ือความเข้มข้นโซเดียมคลอไรต์เพ่ิมข้ึนโปรติเอสแอคติวิตี
ของแบคทีเรียท้ัง 7 สายพันธุท่ีแยกไต้ลดลงทุกด่าพีเอช ยกเว้นไอโซเลต M031 ท่ีความเข้ม
ข้นโซเดียมคลอไรต์ 20 เปอร์เซ็นต์ แอคติวิดีท่ีพีเอช 6.0 มากกว่าท่ีพีเอชอ่ืน  ๆ ผลการ
ทดลองคังสรูปในตารางท่ี 8 แสดงให้เห็นว่าโปรติเอสแอคติวิดีฃองไอโซเลต K1 ท่ี 20
เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์และพเอช 6.0 ยังสูงกว่าทุกสายพันธุท่ีแยกไต้ ดังน้ีนจึงคัดเลือก
โปรติเอสท่ีผลิตของสายพันธ์ K1 เพ่ือนำไปตกตะกอนด้วยแอมโมเนียมชัลเฟตและทำได

" 1 ไ ; , 1 * '  ;
อะลิชีส ก่อนทีจะเติมลงในระยะโดมโรมิของการผลิตซีอิวระดับห้องปฏิบัติการ

ตารางท่ี 8 เปอร์เซ็นต์โปรติเอสแอคติวิตีท่ีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต์ 20 
เปอร์เซ็นต์ และพีเอช 6.0 กำหนดให้แอคติวิดีสูงสุดเท่ากับ 100 เปอร์เซ็นต์

ไอโซเลต เปอร์เซ็นต์โปรติเอสแอคติวิติ
B2 5.5
WB3 7.0
SA2 12.5
SA02 6.6
K1 38.0
M013 19.0
M031 42.0
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ฐปท่ี 14 ผลของโซเคียมกลอไรติและพีเอชต่อโปรติเอสแอกติวิสืของ Bacillus spp. 7 สาขพันเที่แขกไค เลี้ยงแบกทีเรียในอาหารสูตร ทีเคียม 73 ท่ีที

โซเคียมกลอไรติ และพีเอชต่างๆ ที่ใหโปรติเอสแอกติวิต สูงชุกที่ 37 องศาเซลเซียส m «กรองเขย่าความเร็ว 200 รอบต่อนาท ป่นเหว่ียงแขกเซล 
แล้วนำส่วนใสมาหาโปรติเอสแอกติวตีโกยเปรียบเทียบใ,แโปรติเอสแอกติวติสูงสุกเท่าทบ 100 เปอรีเซ็ใ!ติ

È-๓
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7. การหาปริมาฌแอมโมเนียมชิณฟ่ตท่ีเหมาะสมต่อการตกดะกอนโปรติเอสจาก B. 
megaierium K l

0 20 40 60 70 80 90 100
ปรมาฌนอมโมเนียมช้ณฟต(ฟอริพ่}นต่)

ส่วนนำใสหลังการตกตะกอน ส่วนนำใสหลังการตกคะกอน
ไม่ไสัผ่านการไดอะอชีส ผ่านการไดอะลัซิส

x  «ะกอน ไม่ไสัผ่านการไ«8. ฐรส ผ่านการไดอะสิซีส

รูปท่ี 15 การดกตะกอน'โปรติเอสท่ีไต์จาก B. megaierium K . i\คยใช้แอมโมเนียมชิลเฟด 
ผลการทคลองรูปท่ี 15 แสดงให้เห็นว่า 70 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนียมชัลเฟตเป็น 

ปริมาณแอมโมเนียมชัณฟตท่ีเหมาะสมในการดกตะกอนโปรดเอส,บอง B. megaterium K l 
นอกจากน้ีผลการทคลองยังแสดงให้เห็นว่าแอมโมเนียมชัณฟตยับย้ังโปรติเอสแอคติวิดี 
ท้ังน้ีเน่ืองจากผลการทดลองพบว่า ถ้าไม่กำจัดแอมโมเนียมชิณฟตออกโดยวิธีไคอะไลชีส 
แอคติวิตีฃองโปรติเอสจะน้อยลง คังน้ีนจึงใช้สารละลาย 70 เปอร์เซ็นต์แอมโมเนียมซัลเฟต 
ในการตกตะกอนโปรติเอสและทำไคอะลิซีสก่อนนำไปเติมระยะโมโรมิ 
ร-การเติมโปรติเอสฃอง B.megaierium K l  องระยะโมโรมในการหมักชีอวระดับห้องปฎิบ้ต ิ
การ

ดารางท่ี9 และรูปที่16 (ก )(ฃ ) แสดงผลการเติมในวันแรกของการหมักระยะโม 
โรมิ โปรติเอสฃอง B.m egaierium  K l 100 ยูนิตต่อลิตรในรูปสารละลายหลังการทำไดอะลิ 
ชิส และในรูปผงท่ีไคจากการไลโอนีไลซ์สารละลายหลังจากการไดอะลิชิส
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ตารางท่ี 9 อัตราการเพ่ิมปริมาณโปรตีนและปริมาณโปรตีนในชียิวท่ีผลิตในระดับห้อง 
ปฏิบัติการหลังจากเติมโปรติเอสท่ีแยกจาก B .m eg a îe r iu m  K l ในเวลาต่างๆของการหบัก 
ระยะโมโรมิ

การ
ทดลอง

สภาวะการเติม 
โปรติเอสในระยะ

อัตราการเพิ่มปริมาณโปรตีน 
แปอร์เชนติ/วัน)

ปริมาณโปรตีนหลัง 
พาสเจอร์ไรส์ (เปรร์เซนติ)

ครงที่ โมโรม ิ ไม่เติม 
โปรติเอส

เติม
โปรติเอส

ไม่เติม 
โปรติเอส

เติม
โปรติเอส

กวน 
นาหมัก

ไม่
กวน

กวน 
นาหมัก

ไม่
กวน

กวน 
'นาหมัก

ไม่
กวน

กวน 
'นาหมัก

ไม,
กวน

1 เติมสารละลายโปร 1.2 1.1 1.7 1.8 6.8 5.2 7.1 7.0

2

ติเอส 100ยูนิตต่อ 
ลิตร เติมในวันแรก 
เติมผงโปรติเอส 1.2 1.1 1.8 1.8 6.8 5.2 7.3 6.8

3

100 ยูนิต ต่อลิตร 
เติมในวันแรก 
เติมผงโปรติเอส 
250 ยูนิต ต่อลิตร 
ในวันที่แปด 
-ข่"วงท่ี1แปควันแรก 1.9 1.6 1.8 1.5
'ช่วงที่2หลังแปควัน 0.6 0.5 1.7 1.5 7.8 7.4 9.9 9.5

ผลการทดลองในตารางท่ี 9 แสดงให้เห็นว่าในโหลคอนโทรลที่ไม่เติมโปรติเอส ท้ัง 
โหลท่ีมีการกวนและไม่มีการกวนน้ีาหมักมีอัตราการเพ่ิมปริมาณโปรตีนในซีอิวเท่ากันคือ 
1.1-1.2 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน อย่างไรก็ตามปริมาณโปรตีนในโหลคอนโทรลท่ีมีการกวนนา 
หมักเท่ากับ 6.8 เปอร์เซ็นต์ซึ่งสูงกว่าปริมาณโปรตีนในซีอ๊ิวโหลคอนโทถท่ีไม่มีการกวนนา 
หมักเล็กน้อย นอกจากน้ีผลการทคลองแสดงให้เห็นว่าการเติมโปรติเอส 100 ยูนิตต่อลิตรใน 
วันแรกของระยะโมโรมิทั้งในรูปสารละลายและในรูปผงมีผลต่ออัตราการเพิ่มปริมาณ 
โปรตีนและปริมาณโปรตีนหลังการพาสเตอร์ไรส์เช่นเคียวกัน กล่าวคือในโหลทดลองท่ีมี 
การกวนและไม่มีการกวนนี้าหมักจะมีอัตราการเพ่ิมปริมาณโปรตีนในอัตราเคียวกันและ



โหลทดลองที่มีการกวนนาหมักมีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นเล็กน้อย (7.1-7.3%)ดังนั้นในการ 
ทดลองครั้งต่อไปจึงเติมโปรติเอส 250 ยูนิดต่อลิตร

ผลการทดลองในรูปที่ 16 (ก)และ(ข) แสดงให้เห็นว่าเมื่อปริมาณโปรตีนในนี้ไช ีอ ิ๊ว 
หลังการพาสเตอร์ไรส์มีค่าคงที่ประมาณวันที่ 8 ของระยะโมโรมิ โปรติเอสแอคติวิตีในนั้า 
หม ักชอิ้วลดลง ดังนั้นการทดลองต่อไปจึงเติมผงโปรติเอส 250 ยูนิด.มล'1ลงในนั้าหมัก 
ระยะโมโรมิในวันที่ 8 หลังการหมัก ผลการทคลองในรูปที่ 17 และ ดารางที่ 9 แสดงให้เห็น 
ว่าการเติมผงโปรติเอสเพิ่มโปรติเอสแอคติวิตีในโหลหมักซึ่งมีผลให้ปริมาณโปรตีนเพิ่มจาก 
เดิม 7.4-7.8 เปอร์เช็นด์ เป็น 9.5-9.9 เปอร์เซ็นต์ ในโหลทดลองที่มีการกวนและไม่มีการกวน 
นั้าหมัก คิดเป็นการเพิ่มปริมาณโปรตีนประมาณ 30 เปอร์เซ็นต์ อนึ่งในการวิเคราะห้
ปริมาณโปรตีนที่เพิ่มขึ้นอันเนื่องมาจากการเติมโปรติเอสในระยะโมโรมิจำเป็นต้องเปรียบ 
เทียบปริมาณโปรตีนหลังการพาสเตอร์ไรสในโหลควบคุมและในโหลทดลอง ซึ่งทำการ 
ผลิตชีอิ๊วในระยะเวลาเดียวกัน ทั้งนี้เพราะอุณหฎมิกลางแจ้ง1ในเดือนต่างๆ แดกต่างกัน และ 
อ ุณหภูม ิม ีผลต ่อก ิจกรรมของโปรต ิเอสในการย่อยถ ั่วเหล ือง ดังจะเห็นไต้จากปริมาณ
โปรตีนในโหลควบคุมของการทดลองครั้งที่ 1 และ 2 เมื่อเดือน พฤศจิกายน-ธันวาคม พ.ศ. 
2540 จะมีปริมาณโปรตีนในชีอิวอยู่ระดับดํ่ากว่าปริมาณโปรตีนในโหลควบคุมของการ 
ทดลองครั้งที่ 3 ซึ่งทำการทคลองเมื่อเดือน มกราคม-กุมภาพันธ์ พ.ศ. 2541 ทั้งนี้อาจเป็น 
เพราะเกิดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิหลายช่วงในเดือนพฤศจิกายน-ธันวาคม พ.ศ. 2540 เมื่อ 
เทียบกับการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในช่วงเดือนมกราคม-คุมภาพันธ์ พ.ศ. 2541 ดังแสดงใน 
รูปที่ 18

ผลการทคลองในรูปที่ 17 แสดงให้เห็นว่าโปรติเอสแอคติวิตีในโหลหมักเริ่มลดลง 
หลังจากเติมผงโปรติเอส 250 ยูนิดต่อลิตร ทั้งนี้อาจเป็นเพราะความไม่เสถียรต่อความเค็ม 
และพเอชในภาวะการหมักระยะโมโรมิ ดังนั้นจึงทำการทดลองหาความเสถียรของโปรติ 
เอสที่แยกจาก ธ .  m e g a t e r i u m  K l ท่ี 20 เปอร์เซ็นต์โซเดียมคลอไรต์และพีเอช 5.0
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♦  ■ ■-  นรกทิวิรโทร«รนโท!รทํ่ไม่พ ันโป!ทิพส»พักวนนาทนัก 

-A -----น»กทิวิรโทร'»»«รร!ที๋พันโป!ทิพสน#พ่วนนํ»ทนัก

. . -B - . .  โป:รนโทร««นโท!รทํ่ไม ่พ ันโป!ทิพท»พัไม่ทวนนำทนัก
---- X  โป!รนโทรท«ร»!ทั๋พ ัฆโป!ทิพส»พัไม่กวน»โ»ทนัก
-----H----- น»«ทิวิรโทร«รนโท!รทํ่ไม่พันโป!ทิพส»พัไม่กวน»โ»ทนัก
-----X  น»«ทิวรโ»«ท«รร!ทึ่พัฆโป!ทิพสน»*'ไม่กวน»โ»ทนัก

ร ูป ท ี 16  ปริมาณโปรตีนและโปรติเอสแอกติวิต ีในโหลหมักชิอ ิ๊วระดับห้องปฎิปติการหล้งจากเติม(ก)สารถะลายโปรติเอก 
100 5ณตต่อมทลลิกร(ข) แงโปรติเอส 100 y u กต่อมิลทลิครในว้นแรกของการหมักระยะโมโรม
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. .  . « - . - โป!ท ินาพ เ«ธนโ'!!rธท ึ่ใม ่พ ิฆโป!ท ิพ๓ พ่กวน-,โ?!ผิก 
-•  - À - -  - โป!ทินโพธ'ฑ«ธธrฑ ํ่พ ิมโป!ทิพ๓ พํกรนนพมัก
----- ♦ —— นธ«ทิริทิโพณ*ธนโ'ฑ!ธพไม่พิบโป!ทิพ๓ พ่กรนนใพมัก
----- A------นธ«ท ิรโ!พ!1«8ธ!ท ึ่!ท ินโป!«พ:ท»!กรนน ํ!!ผ ิท

• • -H - - - โป!ท ินโพ!«ธนโ!!รทท ึ๋ไม ่!ท ินโป!ท ิพ๓ »!ไม่ท'!นน!!ผิ'ก
- - -X  โป!ท ินโ!«พ «ธธ«น ึ๋!ท ิมโป!ท ิพ ๓»!■ ไม่กรนน!!ผิท
-----H----- เพ«ทิริ«โพณ*ธนโ'ท!ธ'ฑํ่ไม่!ทิมโป!ทิพ๓ พ ่ไม ่ก!นน!!ผ ิก
-----X -----UO «ท ิร ิ«โพธ!!« 0  ธ!ทึ๋เท ิน'โป!ทิพ๓ («ไม่กรนu n ผ ิก

รูปที่ 17 ปริมาณโปรตีนแระโปรติเอสแอคติวิตีในโหลหมักระค้บหองปฎิปติการหฐังจากเติม 
พงโปรติเอส 250 ฐนิต ต่อมิลลิลิตรในว้นที่แปคของการหมักระระโมโรมิ

(ก)

ระะะเวธาหมัก(วัน)

I  20 -
10 --
0 I l i i I i " M  i i I

0 2 4 6 8 10 12 16 20 25 30

!ะ0ะเร aTH มัก(วัน)

รูปท่ี 18 แสคงการเปล่ียนแปลงลุณหถูมับริเวณหมักชอ้ิวในระหว่างเดอน พฤศจิกายน- 
ธันวาคม พ.ศ. 2540 (ก) และ มกราคม-ฤมภาพันธ์พ.ศ. 2541 (ข)



9. การทดสอบความเสถียรของโปรติเอสท่ีไดั'จาก B.megaterium  K l

---- ความเสถียร(โหลที่ 1) ความ!สถียร!หลที่2)

รูปที, 19 ความเสถียรของโปรติเอสที่ได,'จาก B . m e g a t e n u m  K l เมื่อ,ใส่'ใน'โหลหมัก 
ชีอิวระดับห้องปฏิบัติการ1ซึ่งบรรรุอะ'ชเดต บัฟเฟอร์พีเอช 5.0 และ 20 เปอร์เซ็นต์เกลือ 
สบุทร ตั้งโหลไว้กลางแจ้งในบริเวณที่หมักชีอิ้ว

การทดสอบความเสถียรของโปรติเอสจาก B  . m e g a t e r i u m  K l เมื่ออยู่1ในอะชิเตต 
บัฟเฟอร์พีเอช 5.0 และ 20 เปอร์เซ็นต์เกลือสบุทรและตั้งไว้กลางแจ้งบริเวณหมักซีอิ๊ว ซึ่ง 
เป็นภาวะที่ใกล้เคียงกับภาวะในโหลหมักชีอิว พบว่าแอคติวิตีฃองโปรติเอสจะค่อยๆลดลง 
จนกระทั่งวันที่ 6 แอคติวิตีจะลดลงจนถึงศูนย์ดังแสดงในรูปที่ 19



10. การทาอุฌหภมิและเวลาที่เหมาะสมในการหาสเตอร์ไรส์
ดารางท่ี 10 การหาณนหภูมิและเวลาท่ีเหมาะสมในการฆ่าชุลินทรียโดยวิธีพาสเตอร0ไรส

จุลินทรีย์ท่ีฑคสลบ อุณหภูมิท่ีทดสอบ(°ซ)
65 70 75

10 20 30 10 20 30 10 20 30
1 นาที นาที นาที นาที นาที นาที นาที

Ï ระ5 นาที
ยีสต์และรา + + - - - - - 1
โคลิฟอร์มแบคทีเรีย 4- - - - ’

1. 1

สตาทีโลคอกคัส + - - _____ - _____

ผลการทดลองในดารางที่ 10 แสดงให้เห็นว่าการให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65 องสา 
เซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10. 20, 30 นาที และ 75 
องสาเซลเซียสเป็นเวลา 10,20,30 นาที สามารถกำจัดชุลินทรียํที่ตรวจสอบไล้ นอกจากนี้ผล 
การทดลองพบว่าที่อุณหภูมิ 75 องศาเซลเซียสจะทำให้เกิดตะกอนซีอิว ทำให้ซียิวขุ่นไม่เป็น 
ท ี่ล ้อ งก าร6!!องผู้บริโภค ดังนั้นจึงเลือกทำการพาสเตอร์ไรส์ซีอิวที่ผลิตในระดับห้องปฏิบัติ 
การที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที 
แ .ก ารท าปริมาฌตะกั่ว ทองแดงใน ชีอิวที่ผลิตใน ระดับห้องปฎิบตการ

ดารไงที่ ภ !-ภ ! แล ะ I ปที่ ภ24-ภ25( ภาคผนวก ค) แสดงปริมาณตะกั่ว ทองแดงและ  
อารซ ีน ิคท ีว ิเคราะหโดยเดรอง Atomic Absorption Spectrophotometer

ดารางที่ 11 ปริมาณสารปนฟ้อนที่ระอุ1ในมาตรฐานอุตสาทกรรมเปรียบเทียบกับ 
ปริมาณที่ตรวจพบในซีอิ๊วที่ผลิตในระดับห้องปฏิบัติการ

สารปนฟ้อน ซีอิ้ว1ขาว ซีอิ๊ว1ขาวท่ีผลิต1ในระดับ
มอก.252-2521 ห้องปฏิบัติการ

ตะก่ัว ไม่เกน!.0 ppm <0.3 ppm
ทองแดง ไม่เกิน 5.0 ppm <0.1 ppm



ผลการนิเคราะห์,ใน1ต เรางท่ี 11 แสดงให้เห็นว่ เชียิวท่ืผลิตได้ไนระดับห้องปฏิบัติ 
การมีปริมาณตะก่ัว และทองแลง ฅ่ํากว่าปริมาณท่ีกำหนดไว้สำหรบมาตรฐานอุตสาหกรรม
12. สมา^ทางเกมของขีอ้ิวท่ีผลิตในระดับห้องปฎิม้ตการ
ตารางท่ี 12 สมบัติทางเคมีของชีอิวท่ีผลิตในระดับห้องปฏิบัติการ โดยเติมผงโปรติ!อสจาก 
B. m egalenw n K l 250 ยูนิตต่อลิตรในวันท่ี 8 ของการหมักระยะโมโรมิ

ชนิด
ซีอิ๊วขาว ซีอ๊ึวขาว-ที่ผลิต1ในร ะดับห้องปฏิบัติการ

คุณลักษณะ มอก.252-2521 ไม่เติมโปรติเอส เต ิมโปรต ิเอส
กวน ไม่กวน กวน ไม่กวน

โปรต ีน (%Nx6.25;/ki น้อย
กว่าร้อยละของนาหนัก 
ปริมาณของแข็งที่ระเหยไม่ 
ได ้ไม ่น ้อยกว่าร ้อยละของ

5.5 7.8 7.4 9.9 9.5

น้าหนัก
เกส ื อ (ค ิด เป ็ น โช เด  ยม 
ค ล อ ไ ร ด ์ ) ร ้  อ ขล ะ ข อ ง

o  V

32 32.8 32.6 32.5 32.7

น้าหนัก 17ถึง23 —21.0 —21.0 —21.0 —21.0
พีเอช

. „ Jความถวงจ่าเพาะท 27+ 3
4.5ถึง5.3 5.1 5.2 5.0 5.0

องศาเซลเซียส ไม่น้อยกว่า 1.2 1.2 1.2 1.2 1.2
สารปนเป ีอน ตะกั่ว ทองแดง ไม ่เก ิน 1,5 ม ิลล ิกร ัมต ่อก ิโลกร ัม  

ตามลำดับ

ผลการทดลองในตารางที่ 12 แสดงให ้เห ็นว ่านาช ีล ิ๊วท ี่ผล ิตในระด ับห ้องปฏ ิบ ัต ิการ
หลังจากที่ตรวจคุณภาพตามมาตรฐานอุตสาหกรรมแล้วพบว่าซ ีอ ิ๊วโปรตีนสูงท ี่ได ้ม ีค ุณภาพ
อยู่ในฃ ั้นท ี่ขอตรามาตรฐานอ ุตสาหกรรมได ้



13.การทดสอบผลิตภัณฑ์ชีลิวทางประสาทสัมผัส
จากการทดสอบผลิตภัณฑ์ชีอิวทางประสาทสัมผัสโดยเปรียบเทียบความชอบหรือ 

ไปชอบในผลิตภัณฑ์ซีอิวที่ผลิตในระดับห้องปฏิบัติการกับซีอิวที่จำหน่ายในท้องตลาดโดย 
เปรียบเทียบด้านสื กลน รสชาติ ความใส และความชอบรวม ของตัวอย่างซีอิว 7 ตัวอย่าง 
และผู้ทดสอบจำนวน 20 คน ไค้ผลดังแสดงในตารางที' ภร-ภ7 (ภาคผนวก ค)

ตารางที่ 13 แสดงค่าเฉลี่ยระดับคะแนนจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสของชีอิ๊ว 
ทั้ง 7 ตัวอย่างผลการทดลองแสดงให้เห็นว่ามีการแปรปรวนของค่าเฉลี่ยระดับคะแนนความ 
ชอบผลิตภัณฑ์

ตารางที่ 13 ค่าเฉลี่ยระดับคะแนนความชอบจากการทดสอบทางประสาทสัมผัสของซีอิว 7 
ตัวอย่างโดยใช้ Hedonic 7 scale least ( 7= ชอบมาก;1= ไม่ชอบเลย)

ตัวอย่างชีอิ๊ว
ลักษณะที่ทดสอบ O0C 405 569 627 691 728 758 I
สี 4.7 4.3 5.2 4.4 4.1 1 4.5 4.8
กลิ่น 4.1 4.3 5.3 4.4 4.3 4.5 4.7
รสชาติ 4,0 3.9 4.6 5.2 4.3 « 5.0
ความใส 4.7 4.9 4.7 5.5 5.2 4.9 5.0
ความชอนรวม 4.4 4.5 4.9 6 21____ 4.7 4.4 4.7

280 แทนซีอิ้วที่ได้รับตรามาตรฐานอุตสาหกรรม 
405 แทนซีอิ๊วที่ไม่ได้รับตรามาตรฐานอุตสาหกรรม .
569แทนชีอิ๊วที่นำเข้าจากประเทศญี่ใ]น . .
627 แทนชีอิ๊วที่ได้จากการหมักระดับห้องปฏิบัติการ ไม่เติมเอนไซม์ กวนนาหมักทุก 2 วัน 
691 แทนชีอิ๊วที่ได้จากการหมักระดับห้องปฏิบัติกไร ไม่เติมเอนไซม์ไม่กวนนาหมัก 
728 แทนซีอิ๊วที่ได้จากการหมักระดับห้องปฏิบัติการ เติมเอนไซม์ กวนนาหมักทุก 2 วัน 
758แทนซีอิ๊วที่ได้จากการหมักระดับห้องปฏิบัติการ เติมเอนไซม์ไม่กวนนาหมัก



สีจากการทดสอบพบว่าสืของซีอิวที่นำเข้าจากต่างประเทศมีสีเฃ้มผู้ชิมชอบได้ระดับ 
คะแนนเฉลี่ย 5.2 การเติมโปรติเอสโดยไม่กวนนาหมักชีอิวทำให้ชีอิวที่ได้มีสืเป็นที่ชอบของ 
ผู้ชิมใบระดับใกล้เคียงกับชีอื้วที่ได้รับตราบาตรฐานอุตสาหกรรม ส่วนชีอิ้วอื่นๆได้คะแนน 
เฉกยอยู'ในฯ}วง 4.1-4.5 ทังนีเพราะผู้1ชิมรู้สึกเฉยๆ สีของชีอิ๊วชนิดอื่นๆไม่ค่อยเข้ม แสดงว่าผู้ 
ชิมชอบชิอิ้วที่มีสีเข้ม

ก'ลิ่น จากการทดสอบพบว่ากลิ่นที่ได้จากชีอิวจากต่างประเทศเป็นที่ชอบของผู้ชิม 
เนื่องจากมีกลิ่นหอมน่ารับประทานได้คะแนนเฉลี่ย 5.3 ชีอิ๊วอื่นๆรวมทั้งชีอิ๊วที่ผลิตในระดับ 
ห้องปฏิบัติการผู้ชิมรู้สึกเฉยๆเหมือนชีอิวปกติทั่วๆไปได้คะแนนอยู่ในช่วง 4.1-4.7

รสชาติ ผลการทดสอบพบว่าชีอิวที่ได้จากการหมักโดยไม่เติมผงโปรติเอส กวนทุก 
2 รันและ ชีอิวที่ได้จากการหมักโดยเติมผงเอนไซม์แต่ไม่กวนนาหมักเป็นที่ชอบของผู้ชิมซึ่ง 
ร ู้ส ึก เฉ ยๆก ับ รสชาต ิของซ ีอ ิ๊วน ำเข ้าและช ีอ ิ๊วอ ื่น ๆ  ผ ู้ช ิมไม ่ค ่อยชอนชีอ ิ๊วท ี่ไม ่ได ้ตรา 
มาตรฐานอุตสาหกรรม เนื่องจากชี้แจงว่ามีรสเค็มเกินไปไม่มีรสชาติอื่นและมีรสชาติคล้าย 
กับนาเกลือ

ความใส ผลการทดสอบการชอบความใสพบว่าชีอวที่ได้จากการหมักระดับห้อง 
ปฏิบัติการมีความใสเป็นที่ยอมรับของผู้ชิม ทั่ง 4 ตัวอย่าง ชีอิ้วนำเข้ามีความข้นและหนืด 
มากทำให้สังเกตความใสยากและผู้ชิมรู้สึกเฉยๆเหมือนกับดัวอย่างซีอิ๊วอื่นๆ

ความชอบรวม เป็นความชอบโดยรวมที่ม ีต ่อซีอ ิ๊วตัวอย่างที่นำมาให้ชิม ผลการ 
ทดสอบพบว่าซีอิ๊วที่ได้จากการหมักระดับห้องปฏิบัติการโดยไม่เติมเอนไซม์แต่ม ีการกวน 
นาหา!กเป็นที่ชอบของผู้ชิมโดยได้ระดับคะแนนเฉลี่ย 5.2 ส่วนซีอิ๊วที่ได้จากการเติมผงโปรติ 
เอสแต่ไม่กวนนาหมักได้รับความชอบเป็นระดับรองลงมาจากชีอิวนำเข้าจากประเหสญี่ม์น

ดารางที่14-18 แสดงผลการวิเคราะห์สาเหตุของความแปรปรวนของค่าเฉลี่ยคะแนน 
ความชอบผลิตภัณฑ์โดยวิธ Analysis ofVanance ผลการทดลองพบว่า ค่า F-ratio ที่ค่านวน 
ได้สำหรับการวิเคราะห์ความแปรปรวนของระดับการชอบความใสและความชอบรวมของ 
ผลิตภัณฑ์ อันเนื่องมาจ เกความแตกต่างของผลิตภัณฑ์ (ตารางที่ 17.18) มีค่าสูงกว่าค่า F- 
ratio จากตาราง F distribution (ตาราง ภร ภาคผนวก ค) ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า 
คะแนนเฉลี่ยของการชอบความใสและความชอบรวมของผลิตภัณฑ์ชีอิวชนิดต่างๆมีดวาม 
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p <  0.05) ดังทั้นการชอบความใสและความชอบรวม 
ขึ้นอยู่กับชนิดของผลิตภัณฑ์



นอกจากนีผลการวิเคราะห์'ความแปรปรวนแสดง6บองค่าเฉล่ียคะแนนควเมชอบ 
ผลิตภัณฑ์ แสดงให้เห็นว่าค่า F-ratio ในตารางที' 14-16 ท่ีคำนวณ1ได้'สำหรับการวิ.'คราะห์ 
ความแปรปรวนของขอมูล อันเน่ืองมาจากความแตกด่างของอุปนิสัย ความชอบ ฯลฯ ของผู้ 
ชิมในกล่มผู้ชิมมีค่าสูงกว่าค่า F-ratio ในตาราง F Distribution แสดงว่าค่าเฉล่ียคะแนนความ 
ชอบเฉลียฃองผู้1ชิม1ในล้านสี กลิน และรสชาต มีความแต่กด่างกนอย่างมีนัยสัาภัญทางสถิติ 
(p< 0.05)ท้ังน้ีความชอบสีกล่ินและรสชาติชีอ้ิวข้ึนอยู่กับความชอบส่วนบุคคลของผู้ชิม

ผลการวิเคราะห์ความแปรปรวน1ของคะแนนเฉล่ิยแสดงความชอบไม่ชอบต่อ 
ผลิตภัณฑ์แสดงให้เห็นว่าชนิดของผลิตภัณฑ์มีผลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติต่อ การชอบ 
ความใส และความชอบผลิตภัณฑ์โดยรวม ส่วนความชอบสี กล่ิน และรสชาติของชีอ๊ิวเป็น 
ความชอบส่วนบุคคล ข้ึนอยู่กับความชอบของผู้ชิมไม่ข้ึนอยู่คับชนิดของผลิตภัณฑ์ 
ตารางท่ี 14 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉล่ียระดับความชอบสีของชีอิวชนิดต่างๆ

Source of 
Variation

Sum of 
Squares

Degrees of 
Freedom

Mean
Squares

F-ratio
(calculated)

F-ratio
(tabulated,5%)

Treatments 23.5643 19 1.2402 1.0835 1.6875
Panelists 18.9429 6 3.1571 2.7^83 2.1750
Error 130.4875 114 1.1446
Total 172.9929 139

ตารางท่ี 15 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉล่ียระดับความชอบกล่ินของชีอ๊ิวชนิด 
ต่างๆ

Source of Sum of Degrees of Mean F-ratio F-ratio
Variation Squares Freedom Squares (calculated) (tabulated, 5%)

Treatments 24.9929 19 1.3154 1.2713 1.6587
Panelists 17.1875 6 2.8643 2.7682 2.1750
Error 117.9571 114 1.0347
Total 160.1357 139



ด เร เงที่ 16 การวิเคราะห์คว เมแปรปรวนของค ่ แฉล ี่ยระด ับความชอบรสชาติของช ีอ ิ้วชน ิด
ต่างๆ

Source of 
Variation

Sum of 
Squares

Degrees of 
Freedom

Mean
Squares

F-ratio
(calculated)

F-ratio
(tabulated, 5%)

Treatments 33.650 19 1.8237 1.6091 1.6587
Panelists 29.0857 6 4.8476 4.2773 2.1750
Error 129.2000 114 1.1333
Total 192.9357 139

ดารางท่ี 17 การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉล่ียระดับความชอบความใสฃองชีอ๊ิวชนิด 
ต่างๆ

Source of Sum of Degrees of Mean F-ratio F-ratio
Variation Squares Freedom Squares (calculated) (tabulated,5%)

Treatments 110.7071 19 5.8267 5.3593 1.6587
Panelists 10.3429 6 1.7238 1.5855 2.1750
Error 123.9429 114 1.0872
Total 244.9929 139

ตารางท่ี IS การวิเคราะห์ความแปรปรวนของค่าเฉล่ียระดับความชอบรวมของชีอวชนิด
ต่างๆ

Source of Sum of Degrees of p  ก -ก F-ratio F-ratio
Variation Squares Freedom Squares (calculated) (tabulated,5%)

Treatments 43.6789 19 2.2989 1.9260 1.6587
Panelists 10.7857 6 1.7976 1.5060 2.1750
Error 136.0714 114 1.1936
Total 109.5357 139



14. การเก็บรักษา B .  m e g a t e r i u m  สายพันธุ K1 ในหออดเก็บเชื้อแบบระเหิดแห้ง
ก ารท ด ส อ บ ก ารเจร ิญ แล ะโป รต ิเอ ส แอ ค ต ิว ิด ีบ น อ าห ารแข ็งพ บ ว ่าแบ ค ท ีเร ีย  

B . m e g a t e r i u m  K l หลังจากเก็บเชื้อในหลอดเก็บเชื้อแบบระเหิดแห้งไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา 
เซณซีขสเม นเวลา 12 เดือนพบวาเส้นผ่าศูนย์กลางของโคโถนียังใกล้เคียงกับก่อนทำการ 
ระเห ิดแห้งและเส ้นผ่าศ ูนย์กลางวงใสที่เก ิดจากการย่อย!จลาตนยงคงใกล้เค ียงก ับผลการ 
ทดลองจาก B . m e g a t e r i u m  K l ที่เก็บในหลอดที่ทำการตรวจก่อนทำการระเหิดแห้งภายใต้ 
สูญญากาศ ดังนั้นผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า สามารถเก็บเชื้อ B . m e g a t e r i u m  K l โดยวิธี 
การระเหิดแห้งภายใต้ส ูญญากาศได้โดยที่การเจริญและแอคติวิต ีของโปรติเอสไม่ลดลงดัง 
แสดงในผลการทคลอง2ปท่ี 20

B 0 ฝอรเซ็นส์โ'*ฟ้ฮมคลอไรค์ ■  5 ฟอ5เซ็นค ใ'*ฟ ้อมคลอไรคํ□  10 ฝอรเซ็นคไ'*ฟ้อฆคลอโรค

เป ท  20 การเจรญ (ก) และแอคดวด (ข)ของ B a c i l l u s  m e g a t e r i u m  สายพันธุ K in อนและ
หล ังการเก ็บร ักษาเช ื้อโดยว ิธ ีระเห ิดแห ้งเล ี้ยงบนอาหารธ ุ้นส ูดรม ีเค ียม 73 ที่ 30 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 7 ว ัน
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