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การหมักแบบอาหารแข็งของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มโดยใช้

บาซิลลัส 2 สายพันธุ์ร่วมกันเพื่อผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์

Solid-state Fermentation of Palm Kernel Cake Using 

Two Bacillus Strains in Co-culture for Probiotics Production

Research Article

บทคัดย่อ

ความเป็นมาและวตัถปุระสงค ์: Bacillus velezensis และ Bacillus subtilis เป็นแบคทีเรียท่ีใช้เปน็จลุนิทรีย์

โพรไบโอตกิสใ์นสว่นผสมอาหารสตัว ์เนือ่งจากมปีระสทิธภิาพในการควบคุมและยบัยัง้เชือ้จลุนิทรยีก์อ่โรคไดด้ ี

นอกจากนี ้ยงัสามารถผลิตเอนไซมท์ีม่ปีระโยชนต์อ่การยอ่ยอาหารของสตัว ์เชน่ เอนไซมโ์ปรตเิอสและอะไมเลส

กระบวนการหมักแบบอาหารแข็งเป็นกระบวนการที่นิยมใช้ในการผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์ และยังช่วย

เพิม่คณุค่าทางโภชนะของอาหารสตัว์ได ้อยา่งไรกต็าม การใช้จลุนิทรยีเ์พียงชนดิเดียวในการหมักแบบอาหาร

แข็งส่งผลให้มีสารอาหารจากวัตถุดิบหลงเหลืออยู่เมื่อสิ้นสุดกระบวนการหมัก งานวิจัยนี้จึงเลือกใช้จุลินทรีย์

โพรไบโอติกส์ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ B. velezensis และ B. subtilis เพื่อให้ใช้สารอาหารจากวัตถุดิบได้อย่าง

มีประสิทธิภาพ และยังคาดว่าจะสามารถปรับปรุงประสิทธิภาพในการผลิตโพรไบโอติกส์จากวัสดุเหลือทิ้ง 

ได้แก่ กากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มัน ที่เป็นวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตนํ้ามันปาล์ม ได้อีกด้วย

วิธีดำ�เนินการวิจัย : การศึกษานี้ใช้วิธีการหมักแบบอาหารแข็งด้วยจุลินทรีย์ B. velezensis และ B. subtilis

ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 โดยใช้กากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันเป็นวัตถุดิบ ระยะเวลาการหมัก 7 วัน 

ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เก็บตัวอย่างมาวิเคราะห์ในวันที่ 0 1 3 5 และ 7 วัดการเปลี่ยนแปลงองค์

ประกอบต่าง ๆ ในแต่ละวันที่เก็บตัวอย่าง ได้แก่ จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด ปริมาณโปรตีน กิจกรรม

เอนไซม์โปรติเอส และกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส ปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ ความชื้น และค่าพีเอช เพื่อหาภาวะที่

เหมาะสมในการผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์

Science and Engineering Connect, ISSN 3027-7914 (Online) 

Vol. 49 No. 2 pp. 108-122 (2026)



Sae-Teng et al. (2026). “Solid-state Fermentation...,”                              Science and Engineering Connect 49 (2), pp. 108-122

109

ผลการวิจยั : จากการศกึษาอตัราสว่นทีเ่หมาะสมของการใช้กากเน้ือในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัทีห่มกัดว้ยจลุนิทรยี์

B. velezensis และ B. subtilis ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 พบว่า จำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมดของ

ทุกอัตราส่วนมีค่าสูงสุดในวันที่ 3 กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและกิจกรรมเอนไซม์ อะไมเลสมีค่าเพิ่มสูงสุดใน

วันที่ 3 เช่นเดียวกับจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตทั้งหมด ตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:1 และ 2:1 ให้กิจกรรมเอนไซม์

โปรติเอสสูงกว่าตัวอย่างท่ีอัตราส่วน 1:2 ในส่วนของกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสพบว่า ตัวอย่างที่อัตราส่วน

1:1 ให้ค่าสูงกว่าตัวอย่างอื่น 

สรปุ : การใชก้ากเนือ้ในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัในกระบวนหมกัแบบอาหารแขง็เพือ่ผลิตจลุนิทรยีโ์พรไบโอตกิสแ์ละ

เพิ่มคุณค่าทางโภชนะต่าง ๆ  โดยใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกส์ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ B. velezensis และ B. subtilis 

ที่อัตราส่วน 1:1 เป็นภาวะที่เหมาะสมในระดับห้องปฎิบัติการ 

การนำ�ไปใชป้ระโยชนเ์ชงิปฏบัิต ิ: ภาวะทีเ่หมาะสมในการหมกักากเน้ือในเมล็ดปาล์มน้ำ�มนัเพ่ือผลิตจลิุนทรีย์

โพรไบโอติกส์และเพิ่มคุณค่าทางโภชนะต่าง ๆ ที่ได้สามารถนำ�ไปใช้เป็นแนวทางการขยายขนาดการผลิตใน

ระดับโรงงานต้นแบบและต่อยอดสู่การขยายผลเชิงการพาณิชย์ต่อไป

คำ�สำ�คัญ : กระบวนการหมักอาหารแข็ง, กากเน้ือในเมล็ดปาล์มน้ำ�มัน, โพรไบโอติกส์, เอนไซม์โปรติเอส, 

เอนไซม์อะไมเลส

Abstract
Background and Objectives: Bacillus velezensis and Bacillus subtilis are bacteria commonly 

used as probiotic microorganisms in animal feed formulations due to their effectiveness in 

controlling and inhibiting pathogenic microbes. Additionally, they can produce beneficial 

enzymes that aid animal digestion, including proteases and amylases. Solid-state fermentation 

(SSF) is a widely adopted process for probiotics production and is also known to enhance the 

nutritional value of animal feed. However, previous studies have shown that using a single 

microbial strain in SSF often results in incomplete utilization of nutrients from raw materials 

at the end of the fermentation process. Therefore, two probiotic strains, B. velezensis and 

B. subtilis, were selected to enhance the efficiency of nutrient utilization from a raw material. 

This dual-strain approach is expected to improve probiotics production efficiency from 

agro-industrial by-products, specifically palm kernel cake, which is a residue from the palm 

oil production industry.

Methodology: This study employed SSF with B. velezensis and B. subtilis at the ratios of 1:1, 

1:2, and 2:1 with palm kernel cake as the fermentation substrate. Fermentation was carried 

out over a period of 7 days at 37°C. Samples were collected on days 0, 1, 3, 5, and 7 for 
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the analysis. Changes of various parameters were monitored throughout the fermentation 

period, including total viable count, soluble protein content, protease activity, amylase 

activity, reducing sugar content, moisture content and pH. The objective was to determine 

the optimal condition for probiotics production.

Main Results: The results of the study on the optimal ratio for fermenting palm kernel cake 

with B. velezensis and B. subtilis at ratios of 1:1, 1:2 and 2:1 reveal that the total viable 

microbial count reached its peak on day 3 for all tested ratios. Similarly, the protease and 

amylase enzyme activities in the fermented palm kernel cake reached their highest levels 

on day 3, corresponding with the peak in total viable microbial count. The samples with 

the ratios of 1:1 and 2:1 exhibited higher protease activity compared to the one with the 

ratio of 1:2; the 1:1 ratio showed the highest amylase activity among all the treatments.

Conclusions: Utilization of palm kernel cake as a substrate for SSF to produce probiotic 

microorganisms and to enhance nutritional value was investigated using two probiotic strains, 

B. velezensis and B. subtilis. A ratio of 1:1 was identified as the optimal condition at the 

laboratory scale. 

Practical Application: The present findings can serve as a basis for scaling up the process 

to pilot-scale production and can be further developed into a commercial application.

Keywords: Solid-state Fermentation, Palm Kernel Cake, Probiotics, Protease Enzyme, 

Amylase Enzyme

Introduction

	    จุลินทรีย์ Bacillus spp. หลายชนิดนิยมนำ�มาใช้ในส่วนผสมโพรไบโอติกส์และปรับปรุงคุณค่าทาง

โภชนะของอาหารสัตว์ [1-2] เนื่องจากเป็นจุลินทรีย์ที่สามารถสร้างสปอร์ที่ทนทานต่อความร้อน การอบแห้ง

การย่อยสลายด้วยเอนไซม์ และภาวะกรดในกระเพาะอาหาร รวมถึงมีความสามารถในการสร้างสารต้าน

จุลนิทรยี ์และผลติเอนไซม์ต่าง ๆ  ทีช่ว่ยเพิม่การยอ่ยอาหารของสตัว ์เชน่ เอนไซม ์โปรตเิอสและอะไมเลส [3-5] 

จุลินทรีย์ที่น่าสนใจในกลุ่มนี้ ได้แก่ Bacillus subtilis และ Bacillus velezensis  เนื่องจากเป็นจุลินทรีย์

โพรไบโอตกิสท์ีน่ำ�มาใช้ในอตุสาหกรรมต่าง ๆ  มากมาย และไดร้บัการยอมรบัโดยทัว่ไปวา่ปลอดภยั (Generally 

Recognized As Safe, GRAS) [5] การผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์ในปัจจุบันนั้นมีหลายหลายวิธี โดยหนึ่งใน

วิธีที่นิยม คือ การใช้กระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง (Solid-state fermentation) เพราะเป็นกระบวนการ

ที่มีต้นทุนในการผลิตตํ่าและให้ผลผลิตสูง [6] วัตถุดิบส่วนใหญ่ที่นำ�มาใช้การผลิตส่วนผสมในอาหารสัตว์ด้วย

กระบวนการหมักแบบอาหารแข็งมกัเปน็วัสดเุหลอืทิง้ทางการเกษตรและอุตสาหกรรม เช่น กากเนือ้ในเมลด็ปาลม์ 
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(palm kernel cake; PKC) เป็นต้น

	      กากเนื้อในเมล็ดปาล์มเป็นวัสดุเหลือทิ้งจากอุตสาหกรรมการผลิตนํ้ามันปาล์ม ใน พ.ศ. 2566   พบว่า 

ประเทศไทยมีการผลิตนํ้ามันปาล์มสูงถึง 18.27 ล้านตัน/ปี [7] กากเนื้อในเมล็ดปาล์มได้มาจากการนำ�

เมล็ดปาล์มไปกะเทาะกะลาออกแล้วนำ�เฉพาะส่วนของเนื้อในไปสกัดน้ำ�มัน หลังจากสกัดน้ำ�มันออกจาก

เนื้อในเมล็ดปาล์มทำ�ให้เกิดวัสดุเหลือทิ้งในกระบวนการ โดยประกอบด้วยกากเน้ือในเมล็ดปาล์มประมาณ

รอ้ยละ 6 โดยน้ำ�หนกั [8] โดยกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์เป็นวัตถดิุบทีมี่ราคาถกู และอุดมไปดว้ยสารอาหารตา่ง ๆ  

ที่สามารถนำ�มาใช้เป็นส่วนผสมในอาหารสัตว์ ได้แก่ โปรตีน และพลังงาน ดังนั้น ในปัจจุบัน จึงนิยมนำ�

กากเนื้อในเมล็ดปาล์มมาใช้เป็นแหล่งวัตถุดิบทดแทนอาหารสัตว์เพื่อลดต้นทุนค่าอาหารสัตว์กันอย่าง

แพร่หลาย ทั้งในสัตว์ปีก สัตว์เคี้ยวเอื้องและสัตว์กระเพาะเดี่ยว อย่างไรก็ตาม การใช้กากเนื้อในเมล็ด

ปาล์มเพียงอย่างเดียวอาจมีสารอาหารบางอย่างไม่เพียงพอต่อความต้องการของสัตว์ จึงมีการนำ�กระบวน

การหมักแบบอาหารแข็งท่ีกล่าวไปข้างต้นมาปรับปรุงคุณภาพของกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม Minawati 

และคณะ [9] รายงานว่า การนำ�กากเมล็ดในปาล์มมาหมักด้วย B. subtilis เพื่อเพิ่มคุณภาพของปริมาณสาร

อาหารของกากเมลด็ในปาล์มหมกั สามารถเพิม่ปรมิาณโปรตนีหยาบ (Crude protein content) อยูใ่นระดบั

ประมาณร้อยละ 25 แต่ทวา่ในงานวจิยัท่ีผา่นมาของผูว้จิยัในการหมกัโดยใชจุ้ลินทรยีช์นดิเดยีว พบวา่ สารอาหาร

จากวัตถุดิบที่ใช้ในการหมักแบบอาหารแข็งโดยใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกส์เพียงชนิดเดียวยังหลงเหลืออยู่เมื่อ

สิ้นสุดกระบวนการหมัก ดังนั้น ผู้วิจัยจึงมีแนวคิดใช้จุลินทรีย์โพรไบโอติกส์ 2 สายพันธุ์ ได้แก่ B. velezensis 

และ B. subtilis มาใชใ้นการหมกักากเนือ้ในเมลด็ปาลม์รว่มกนั เพือ่ทำ�ใหม้สีารสำ�คญัได้สงูขึน้และยงัเปน็การ

ใช้สารอาหารจากวัตถุดิบให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น

	    งานวิจัยน้ีจึงมุ่งศึกษาอัตราส่วนที่เหมาะสมของการใช้บาซิลลัส 2 สายพันธุ์ร่วมกันในการหมักกาก

เนื้อในเมล็ดปาล์ม เพื่อผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์จากกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันหมักและเพิ่มคุณค่าทาง

โภชนะต่าง ๆ โดยกระบวนการหมักแบบอาหารแข็งในระดับห้องปฏิบัติการ เพื่อนำ�ไปพัฒนากระบวนการ

ผลิตจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์จากกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันต่อไปในระดับโรงงานต้นแบบ

Materials and methods
วัตถุดิบ

	       1. จลุนิทรยีส์ายพนัธุ ์Bacillus velezensis (มาจากการ reidentified จุลนิทรีย ์Bacillus licheniformis 

TISTR 013 ใหม่) จากสถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย (TISTR, Thailand Institute 

of Scientific and Technological Research) เลขที่ 35 หมู่ที่ 3 เทคโนธานี ตำ�บลคลองห้า อำ�เภอคลองห้า 

อำ�เภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธาน ี12120 และจลุนิทรยีส์ายพนัธุ ์Bacillus subtilis (carry) จากสถาบนัพฒันา

และฝกึอบรมโรงงานตน้แบบ (สรบ.) มหาวทิยาลยัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้ธนบุรี (มจธ.) (บางขุนเทยีน) เลขที ่

49 ซอยเทียนทะเล 25 ถนนบางขุนเทียน-ชายทะเล แขวงท่าข้าม เขตบางขุนเทียน กรุงเทพมหานคร 10150
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	     2. กากเนื้อในเมล็ดปาล์มที่มีความชื้นประมาณร้อยละ 4 จากบริษัท กิ้มกี่ กิจเจริญ จํากัด ตั้งอยู่ที่ 41 

ม.3 ต.บ้านเกาะ อ.เมือง จ.สมุทรสาคร 74000

การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์

	      การเตรียมหัวเชื้อจุลินทรีย์ B. velezensis และ B. subtilis โดยเตรียมแยกกันในอาหารเพาะเชื้อแบบ

เหลว Yeast extract peptone dextrose (YPD) ปรมิาตร 50 มลิลลิติร ทีป่ระกอบดว้ย สารยสีตส์กดั 0.5 กรมั 

เปปโตน 1 กรัม และกลูโคส 1 กรัม นำ�อาหารไปฆ่าเชื้อด้วยเคร่ืองหม้อนึ่งความดันไอน้ำ�ท่ีอุณหภูมิ 121 

องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นรอให้อุณหภูมิของอาหารเพาะเลี้ยง

เชื้อเท่ากับอุณหภูมิห้อง ลงหัวเชื้อจุลินทรีย์ โดยนำ�ไปเพาะเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และเขย่าด้วย

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในเครื่องเขย่าตู้เพาะเชื้อ เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นนำ�สารแขวนลอยของกล้า

เชือ้จุลนิทรยีแ์ตล่ะชนดิไปวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 600 นาโนเมตร (OD600) ใหม้ค่ีา 1.0±0.010 

แล้วนำ�สารแขวนลอยเชื้อ B. velezensis และ B. subtilis มาผสมกันในอัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 ให้มีค่า

การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร (OD600) เท่ากับ 1.0±0.010 หรือ 107 Colony forming 

unit (CFU) ต่อมิลลิลิตร เพื่อใช้ในการทดลองหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของการใช้บาซิลลัส 2 สายพันธ์ุใน

การหมัก	

การเตรียมตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มและกระบวนการหมักแบบอาหารแข็ง

	     การเตรียมตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม โดยชั่งกากเนื้อในเมล็ดปาล์มปริมาณ 30 กรัม ใส่ลงในขวด

รูปชมพู่ขนาด 250 มิลลิลิตร ปรับความชื้นด้วยบัฟเฟอร์ฟอสเฟสความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ ให้มีความชื้น

อยู่ในช่วงประมาณร้อยละ 50-60 และค่า pH อยู่ในช่วง 6.0-7.0 จากนั้นนำ�ไปฆ่าเชื้อด้วยเครื่องหม้อนึ่งความ

ดันไอน้ำ�ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 1.5 ปอนด์/ตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที รอให้ตัวอย่างเย็น

ลงแล้วจึงนำ�มาใส่หัวเชื้อจุลินทรีย์ B. velezensis และ B. subtilis ที่เตรียมไว้ ซึ่งมีอัตราส่วน 1:1 1:2 และ

2:1 ทีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 10 (ปรมิาตรต่อน้ำ�หนกั) ปดิฝาขวดรปูชมพูด่ว้ยจกุสำ�ลแีละคลุมดว้ยอลมิูเนยีมฟอยล์

นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และหมักแบบตั้งทิ้งไว้ (static) เป็นเวลา 7 วัน โดยเก็บตัวอย่างวันที่ 

0 1 3 5 และ 7 เพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบต่าง ๆ ในช่วงเวลาในการหมักในแต่ละวันที่เก็บตัวอย่าง  

การวิเคราะห์องค์ประกอบโดยประมาณ (Proximate analysis)

	       การวเิคราะหอ์งคป์ระกอบโดยประมาณ [10] ของกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์ทีใ่ชเ้ปน็วตัถดุบิ ไดแ้ก ่ปรมิาณ

โปรตีน ความชื้น เถ้า ไขมัน  กากหยาบ และคาร์โบไฮเดรตที่ย่อยได้ 

การนับปริมาณจุลินทรีย์ (Total viable count)

	    นำ�ตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมัก ปริมาณ 1 กรัม ผสมกับน้ำ�กลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาตร 
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9 มิลลิลิตร เจือจางสารละลายและดูดสารละลายเจือจางปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใส่ลงบนจานอาหาร

เพาะเชื้อที่มีอาหารวุ้น YPD ทำ�การกระจายในจานเพาะเช้ือ จากนั้นนำ�จานเพาะเช้ือไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง นับจำ�นวนโคโลนีในจานอาหารเพาะเชื้อที่มีโคโลนี 25-250 โคโลนี แล้ว

นำ�มาคำ�นวณหาค่า CFU ต่อกรัมของตัวอย่าง (CFU/g sample)

การหาปริมาณโปรตีน (Soluble protein) 

	     หาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford [11] โดยชั่งกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 5 กรัมผสมกับน้ำ�

กลั่นปริมาตร 50 มิลลิลิตร จากนั้นนำ�ไปเขย่าที่ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายตัวอย่าง

ปริมาตร 1 มลิลลิิตร ลงในหลอดไมโครเซนตรฟิวิจ ์ขนาด 1.5 มลิลิลติร แลว้นำ�ไปปัน่เหวีย่งที ่11,500 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง และนำ�สารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ผสมกับสาร Bradford assay solution ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันเป็นเวลา 15 นาทีที่อุณหภูมิ

ห้อง และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร 

	    โดยการหาปริมาณโปรตีนคำ�นวณจากกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐาน Bovine serum albumin 

(BSA) ที่ความเข้มข้นสารมาตรฐานเท่ากับ 0 ถึง 1000 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยค่าปริมาณโปรตีนแสดงอยู่ใน

หน่วย มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง (mg/g sample)

การหากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส (Protease activity)

	     หากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอส [12] โดยชั่งตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 5 กรัม ผสมกับ

สารบัฟเฟอร์ฟอสเฟส ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ (pH 7.2) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นำ�ไปเขย่าที่ 200 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ดูดสารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ขนาด

1.5 มิลลิลิตร แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง นำ�สารละลาย

ส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมกับสารเคซีนความเข้มข้นร้อยละ 0.6 (โดยละลายใน

สารละลายทริส ไฮโดรคลอไรด์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ (pH 8.0)) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มสารละลายในที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เติมกรดไตรคลอโรอะเซติกความเข้มข้น 0.11 โมลาร์ ปริมาตร

2.5 มิลลิลิตร ลงไปเพื่อหยุดปฏิกิริยา จากนั้นนำ�สารละลายตัวอย่างปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมสารละลาย

โซเดียมคาร์บอเนตความเข้มข้น 0.4 โมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เติมสาร Folin reagent (เจือจางด้วยน้ำ�

กลั่น 3 เท่า (ปริมาตรต่อปริมาตร)) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร บ่มสารละลายตัวอย่างที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 20 นาที และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 660 นาโนเมตร 

	     โดยกำ�หนดให้ 1 Unit ของเอนไซม์ เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลายโปรตีนได้สาร Tyrosine อยู่ใน

อัตรา เท่ากับ 1 ไมโครกรัมของสารมาตรฐานไทโรซีน ต่อนาที โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสแสดงอยู่ใน

หน่วย Unit ต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง (Unit/g sample)
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การหาปริมาณเอนไซม์อะไมเลส (Amylase activity)

	      หากิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส [13] โดยชั่งตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 5 กรัม ผสมกับ

สารบัฟเฟอร์ฟอสเฟส ความเข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ (pH 7.0) ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นำ�ไปเขย่าที่ 200 รอบ

ตอ่นาท ีเปน็เวลา 15 นาท ีดดูสารละลายตวัอยา่งปรมิาตร 1 มลิลลิติร ลงในหลอดไมโครเซนตรฟิวิจ ์ขนาด 1.5 

มิลลิลิตร แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง นำ�สารละลายส่วนใสที่

ไดจ้ากการป่ันเหวีย่งปรมิาตร 0.5 มลิลลิติรผสมกบัสารละลายแปง้ความเขม้ขน้รอ้ยละ 1 (น้ำ�หนกัต่อปรมิาตร) 

ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร บ่มสารละลายตัวอย่างที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนั้นเติม

สารละลาย 3,5 - Dinitrosalicylic acid (DNS) (เตรียมโดยชั่งสาร DNS ปริมาณ 1 กรัม ละลายในน้ำ�กลั่น 

ปริมาตร 50 มิลลิลิตร และเติมโพแทสเซียมโซเดียมทาร์เทรตเตตระไฮเดรต ปริมาณ 30 กรัม ลงไป จากนั้น

เตมิสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเขม้ขน้ 2 นอรแ์มลติ ี ผสมใหเ้ขา้กนัและปรบัปรมิาตรสารละลายเปน็

100 มลิลิลิตร) ปรมิาตร 1 มลิลลิติร เพือ่หยดุปฏิกิรยิา นำ�สารละลายตัวอยา่งไปตม้ในน้ำ�เดอืด เปน็เวลา 5 นาที 

ทำ�ตัวอย่างให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

	    โดยกำ�หนดให้ 1 Unit ของเอนไซม์ เท่ากับปริมาณเอนไซม์ที่ย่อยสลายแป้งได้สารกลูโคสอยู่ในอัตรา

เท่ากับ 1 ไมโครกรัมของสารมาตรฐานกลูโคส ต่อนาที โดยค่ากิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสแสดงอยู่ในหน่วย 

Unit ต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง (Unit/g sample)

การหาปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ (Reducing sugar content)

	    หาปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ด้วยวิธี DNS [14] โดยชั่งตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 5 กรัม 

ผสมกบัน้ำ�กลัน่ปรมิาตร 50 มลิลลิติร นำ�ไปเขยา่ที ่200 รอบตอ่นาที เปน็เวลา 15 นาที ดดูสารละลายตวัอย่าง

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดไมโครเซนตริฟิวจ์ ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แล้วนำ�ไปปั่นเหวี่ยงที่ 11,500 รอบ

ต่อนาที เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง นำ�สารละลายส่วนใสที่ได้จากการปั่นเหวี่ยงปริมาตร 1.0 มิลลิลิตร

ผสมกับสารละลาย DNS ปริมาตร 4 มิลลิลิตร จากนั้นนำ�สารละลายตัวอย่างไปต้มในน้ำ�เดือด เป็นเวลา 

5 นาที ทำ�ตัวอย่างให้เย็นลงที่อุณหภูมิห้อง และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 540 นาโนเมตร

	    โดยการหาปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์คำ�นวณจากกราฟมาตรฐานของสารมาตรฐานกลูโคสท่ีความเข้มข้น

สารมาตรฐานเท่ากับ 0 ถึง 1000 ไมโครกรัมต่อลิตร โดยค่าปริมาณน้ำ�ตาลรีดิวซ์ แสดงอยู่ในหน่วย กรัมของ

น้ำ�ตาลรีดิวซ์ต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง (g RS/g sample)

การหาร้อยละความชื้น (Percentage of moisture content)

	      หาร้อยละความชื้นของตัวอย่างด้วยวิธี AOAC [10] โดยชั่งตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 

5 กรัม ลงในถ้วยอะลูมิเนียม และนำ�ไปทำ�แห้งที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง
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การวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH)

	     หาค่าความเป็นกรด-ด่าง โดยชั่งกากเนื้อในเมล็ดปาล์มหมักปริมาณ 1 กรัม ผสมน้ำ�กลั่นลงไปในหลอด

ทดลองปริมาตร 10 มลิลลิติร นำ�ไปเขยา่ดว้ยเครือ่งผสมแบบหมนุวน (Vortex) เปน็เวลา 30 วนิาท ีวดัคา่พเีอช

ด้วยเครื่อง pH meter 

การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

	    ข้อมูลการทดลองนำ�เสนอเป็นค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน โดยการทดลอง 3 ซ้ำ� วิเคราะห์

ความแปรปรวน (analysis of variance; ANOVA) และทดสอบความแตกตา่งขอค่าเฉลีย่ โดยใชว้ธิ ีDuncan's 

New Multiple Range Test ระดับความเชื่อมั่นร้อยละ 95 สำ�หรับนัยสำ�คัญ (p < 0.05) โดยใช้โปรแกรม

สำ�เร็จรูป SPSS® เวอร์ชัน 17 (SPSS Inc.; USA) 

Results and Discussion 
ผลการวิเคราะห์องค์ประกอบโดยประมาณ

	     จากผลการวิเคราะห์องค์ประกอบ ของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่ใช้เป็นวัตถุดิบ พบว่า กากเนื้อใน

เมล็ดปาล์มน้ำ�มันประกอบด้วยโปรตีนปริมาณร้อยละ 16.24±0.39 (น้ำ�หนักต่อน้ำ�หนัก) ความชื้นร้อยละ

4.48±0.06 (น้ำ�หนักต่อน้ำ�หนัก) เถ้าปริมาณร้อยละ 4.61±0.02 (น้ำ�หนักต่อน้ำ�หนัก) ไขมันปริมาณร้อยละ 

6.11±0.03 (น้ำ�หนกัตอ่น้ำ�หนกั) กากหยาบปรมิาณร้อยละ 25.51±0.33 (น้ำ�หนกัตอ่น้ำ�หนัก) และคาร์โบไฮเดรต

ที่ย่อยได้ปริมาณร้อยละ 47.39±0.27 (น้ำ�หนักต่อน้ำ�หนัก)

ผลการหมักแบบอาหารแข็งของกากเนื้อในเมล็ดปาล์ม

	   รูปที่ 1A แสดงจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีชีวิตท้ังหมดในการหมักกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันด้วย 

B. velezensis และ B. subtilis ในอัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 พบว่า จำ�นวนจุลินทรีย์ทั้งสองชนิดรวมกัน

มคีา่เริม่ตน้ เทา่กบั 6.15±0.06 6.17±0.09 และ 6.18±0.15 log CFU ตอ่กรมัของตวัอยา่ง ((1.42±0.19)×106 

(1.50±0.33)×106 และ (1.51±0.48)×106 CFU ต่อกรัมของตัวอย่าง) ตามลำ�ดับ จากนั้นจุลินทรีย์มีจำ�นวน

เพิ่มขึ้นสูงสุดในวันที่ 3 ของการหมัก ซึ่งมีค่า 9.06±0.10 9.19±0.13 และ 8.48±0.64 log CFU ต่อกรัม

ของตัวอย่าง ((1.17±0.26)×109 (1.60±0.52)×109 และ (5.66±6.64)×108 CFU ต่อกรัมของตัวอย่าง) ตาม

ลำ�ดับ อย่างไรก็ตาม จำ�นวนจุลินทรีย์ทั้งสามอัตราส่วนมีค่าไม่แตกต่างกันมากนัก หลังจากวันท่ี 3 พบว่า

จำ�นวนจุลินทรีย์ของตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:1 และ 2:1 ไม่มีการเปลี่ยนแปลงจนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ใน

ขณะที่ตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:2 กลับมีจำ�นวนจุลินทรีย์ลดลง เนื่องจาก B. subtilis เป็นจุลินทรีย์ที่มีการสร้าง

สารยับยั้งแบคทีเรียแกรมบวกสายพันธุ์อื่น ๆ ได้ [15] ทั้งนี้ไม่พบจำ�นวนจุลินทรีย์ในตัวอย่างกากเนื้อในเมล็ด

ปาล์มน้ำ�มันที่ไม่ได้หมักด้วยจุลินทรีย์ (กลุ่มควบคุมลบ) ตลอดระยะเวลาในการหมัก

	    จุลินทรีย์โพรไบโอติกส์จากการหมักกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันน้ันมีจำ�นวนจุลินทรีย์โพรไบโอติกส์
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สูงสุด เป็น 1×109 CFU ต่อกรัมของตัวอย่าง ซึ่งเป็นปริมาณท่ีอยู่ในกำ�หนดจากข้อมูลประกาศกระทรวง

เกษตรและสหกรณ์ เรื่อง กำ�หนดวัตถุที่เติมในอาหารสัตว์ ปริมาณการใช้ และเงื่อนไขในการห้ามผลิต นำ�เข้า

หรือขายอาหารสัตว์ พ.ศ. 2559 กำ�หนดให้ชีวผลิตภัณฑ์สารเสริมชีวนะจุลินทรีย์ที่เติมในอาหารสัตว์ โดยมี

ปรมิาณท่ีใช้ผสมในอาหารสตัว์ผสมสำ�เร็จรูปแล้วจะตอ้งมอีตัราสว่นหรอืปริมาณของสารเสรมิชวีนะชนดิเดียว

หรือหลายชนิดรวมกันไม่น้อยกว่า 1×105 CFU ต่ออาหารสัตว์ 1 กิโลกรัม [16]

	     ปริมาณโปรตีนของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่ไม่ได้หมักด้วยจุลินทรีย์ (กลุ่มควบคุมลบ) และกาก

เนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่หมักด้วยจุลินทรีย์ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 ในวันที่ 0 พบว่ามีปริมาณโปรตีน

เริม่ตน้ เทา่กบั7.08±0.35 6.89±0.19 6.44±0.12 และ 6.94±0.07 มลิลกิรัมตอ่กรมัน้ำ�หนกัแหง้ของตวัอยา่ง 

ตามลำ�ดับ ในรูปที่ 1B โดยในระหวา่งกระบวนการหมักพบว่าตวัอย่างกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่หมักด้วย

จุลินทรีย์ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 มีปริมาณโปรตีนเพิ่มขึ้นจนถึงวันที่ 7 ซึ่งมีค่าเท่ากับ 31.02±0.65 

31.79±2.41 และ 28.78±0.61 มิลลิกรัมต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง ตามลำ�ดับ อย่างไรก็ตาม ปริมาณ

โปรตีนท้ังสามอัตราส่วนมีค่าไม่แตกต่างกันมากนัก ทั้งน้ีปริมาณโปรตีนของตัวอย่างกลุ่มควบคุมลบมีค่าไม่

เปลี่ยนแปลงตลอดระยะของการหมัก

	    ตัวอย่างในวันท่ี 0 ทุกตัวอย่าง ไม่พบกิจกรรรมของเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส ดังแสดงในรูปที่

1C และ 1D โดยกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลสของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่หมักด้วย 

B. velezensis และ B. subtilis ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 มีการเพิ่มสูงสุดในทุกตัวอย่างในวันที่ 3 โดย

มีกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสสูงสุด เท่ากับ 24.43±2.23 19.68±2.38 และ 27.70±0.31 Unit ต่อกรัมน้ำ�หนัก

แห้งของตัวอย่างและกิจกรรมเอนไซม์อะไมเลส เท่ากับ 323.45±57.35 238.91±37.96 และ 189.74±9.38 

Unit ต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง ตามลำ�ดับ ซึ่งตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:1 และ 2:1 มีกิจกรรมเอนไซม์โปร

ติเอสไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) แต่มีค่ามากกว่าตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:2 ในขณะที่

กิจกรรมเอนไซม์อะไมเลสของตัวอย่างที่อัตราส่วน 1:1 มีค่ามากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอย่างอื่น แต่ทั้งนี้

หลังกิจกรรมเอนไซม์เพิ่มขึ้นสูงสุดวันที่ 3 ซึ่งสอดคล้องกับผลของจำ�นวนจุลินทรีย์ที่มีการเพิ่มขึ้นอย่างมากใน

วันที่ 3 เช่นกัน อย่างไรก็ตามหลังจากวันที่ 3 ของการหมัก กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลสของทุก

ตัวอย่างมีค่าลดลงเรื่อย ๆ  จนสิ้นสุดกระบวนการหมัก ซึ่งอาจเกิดจากการหมดลงของสารอาหารหรือการเสีย

สภาพของเอนไซม ์(enzyme denaturation) ท่ีทำ�ปฏกิริยิากบัสารประกอบอืน่ [17] รวมถงึการปลอ่ยเอนไซม์

ออกนอกเซลล์ (extracellular enzymes) นัน้เพ่ิมขึน้ตามการเจรญิเตบิโต และจะลดลงเมือ่จลิุนทรยีเ์ขา้สูร่ะยะ

คงที่ (Stationary phase) [18] ทั้งนี้กากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่ไม่ได้หมักด้วยจุลินทรีย์ (กลุ่มควบคุมลบ) 

ไม่พบกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลสตลอดระยะเวลาในการหมัก

	    จากงานศึกษาก่อนหน้าของผู้วิจัย พบว่าการใช้กากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันหมักด้วยจุลินทรีย์ 

B. subtilis เพียงสายพันธุ์เดียว เป็นเวลา 3 วัน ได้กิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส เท่ากับ 5.42±2.11 

และ 2.70±0.08 Unit ต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของตัวอย่าง ซึ่งจะเห็นได้ว่าการใช้ จุลินทรีย์ B. velezensis และ

B. subtilis ร่วมกัน 2 สายพันธุ์ในงานนี้ จะมีกิจกรรมเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลส มากกว่า ถึง 4.5 เท่า
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และ 119.8 เท่า

	    จากผลของกิจกรรรมของเอนไซม์โปรติเอสและอะไมเลสของกากเน้ือในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันท่ีหมักด้วย

B. velezensis และ B. subtilis นั้นจะเห็นได้ว่า มีปริมาณที่อยู่ในกำ�หนดจากข้อมูลประกาศกระทรวงเกษตร

และสหกรณ ์เรือ่ง กำ�หนดวตัถท่ีุเตมิในอาหารสตัว ์ปรมิาณการใช ้และเงือ่นไขในการห้ามผลติ นำ�เขา้หรอืขาย

อาหารสัตว์ พ.ศ. 2559 กำ�หนดให้ชีวผลิตภัณฑ์ประเภทเอนไซม์ (Enzyme) เป็นวัตถุที่เติมในอาหารสัตว์ 

โดยมีปริมาณที่ใช้ผสมในอาหารสัตว์ผสมสำ�เร็จรูปแล้วจะต้องมีอัตราส่วนหรือ ปริมาณของเอนไซม์ชนิดเดียว

หรือหลายชนิดรวมกันไม่น้อยกว่า 100 ยูนิต (Units) ต่อ อาหารสัตว์ 1 กิโลกรัม [16]

	       ปรมิาณน้ำ�ตาลรดีวิซข์องกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัของทกุตวัอยา่งแสดงดงัรปูที ่1E ปรมิาณน้ำ�ตาลรดีวิซ์

เร่ิมตน้ในกากเน้ือในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัหมกัของทกุตวัอยา่งในวันที ่0  มค่ีาอยู่ในชว่ง 15.42-16.31 กรัมของน้ำ�ตาลรดีวิซ์

ตอ่กโิลกรมัตัวอย่าง โดยในระหวา่งการหมกัจนสิน้สดุกระบวนการ พบวา่ ปรมิาณน้ำ�ตาลรดีวิซม์คีา่เพิม่ขึน้เลก็นอ้ย

ในทุกอย่าง 

	   รูปที่ 1F แสดงร้อยละความชื้นของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันหมักของทุกอย่าง โดยร้อยละ

ความชื้นของทุกอย่างในวันที่ 0 มีค่าเริ่มต้นอยู่ในช่วง 55.28-59.79 ซ่ึงค่าความช้ืนท่ีเหมาะสมในการหมัก

B. velezensis และ B. subtilis แบบอาหารแข็งจากการศึกษาที่ผ่านมาอยู่ในช่วงร้อยละ 50 [18] และไม่พบ

การเปลี่ยนแปลงของร้อยละความชื้นของทุกตัวอย่างมากนักตลอดระยะเวลาการหมัก 7 วัน 

	    ค่า pH ของกากเนื้อในเมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่ไม่ได้หมักด้วยจุลินทรีย์ (กลุ่มควบคุมลบ) และกากเนื้อใน

เมล็ดปาล์มน้ำ�มันที่หมักด้วย B. velezensis และ B. subtilis ที่อัตราส่วน 1:1 1:2 และ 2:1 แสดงในรูปที่

1G มีค่า pH เริ่มต้นในวันที่ 0 เท่ากับ 7.35±0.01 7.30±0.03 7.24±0.01 และ 7.27±0.03 ตามลำ�ดับ 

ซึ่งตัวอย่างที่มีการหมักด้วยจุลินทรีย์ทั้งหมดมีค่า pH เพิ่มขึ้นหลังจากวันที่ 0 และสูงสุดในวันที่ 3 โดยทั้งสาม

ตัวอย่างมีค่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p > 0.05) ซึ่งมีค่า pH อยู่ในช่วง 9.07-9.12 โดยการเพิ่ม

ขึน้ของคา่ pH อาจเปน็เพราะโปรตนีทีอ่ยูใ่นกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัถกูยอ่ยสลายในระหวา่งกระบวนการ

หมกัเปน็กรดอะมโินซึง่เปน็แหลง่ไนโตรเจนของจลุนิทรยี ์จงึเกดิการปลดปลอ่ยของแอมโมเนยีในระหวา่งการ

หมัก ส่งผลให้ pH ของตัวอย่างมีค่าเพิ่มขึ้น [19] ทั้งนี้ กลุ่มควบคุมลบที่ไม่มีการหมักด้วยจุลินทรีย์ไม่พบการ

เปลี่ยนแปลงของค่า pH ตลอดระยะเวลาในการหมัก
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Figure 1 Change in total viable count (A); soluble protein content (B); protease activity (C); 
amylase activity (D); reducing sugar content (E); percentage moisture (F) and pH (G) in palm 
kernel cake that was not subject to microbial fermentation (negative control) and with palm 
kernel cake fermented with B. velezensis and B. subtilis at ratios of 1:1, 1:2, and 2:1 at 37 °C 

for 7 days
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Figure 1 Change in total viable count (A); soluble protein content (B); protease activity (C); 
amylase activity (D); reducing sugar content (E); percentage moisture (F) and pH (G) in palm 
kernel cake that was not subject to microbial fermentation (negative control) and with palm 
kernel cake fermented with B. velezensis and B. subtilis at ratios of 1:1, 1:2, and 2:1 at 37 °C 

for 7 days (continued)
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Note: Bars with the same lowercase letters within the same sample and bars with 

the same uppercase letters within the same fermentation time are not significantly  

different (p > 0.05). 

Conclusions
	       จากผลการทดลองศกึษาอัตราสว่นทีเ่หมาะสมของการใชบ้าซลิลสั 2 สายพนัธุร์ว่มกันในการผลิตจลุนิทรยี์

โพรไบโอตกิสจ์ากกากเนือ้ในเมล็ดปาล์มหมกัโดยกระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็ โดยใชจ้ลุนิทรยี ์B. velezensis 

และ B. subtilis ทีอ่ตัราสว่น 1:1 1:2 และ 2:1 พบวา่จำ�นวนจุลินทรยีท์ีมี่ชวีติทัง้หมดของทกุอตัราส่วนมีค่าสูงสุด

ในวนัที ่3 กจิกรรมเอนไซม์โปรตเิอสและกจิกรรมเอนไซมอ์ะไมเลสของกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัทีห่มกัดว้ย

จลุนิทรยีม์คีา่เพิม่สงูสดุในวนัที ่3 เชน่เดยีวกบัผลของจำ�นวนจลุนิทรยีท์ีมี่ชีวติทัง้หมด โดยตัวอยา่งทีอั่ตราสว่น 

1:1 และ 2:1 มกีจิกรรมเอนไซมโ์ปรตเิอสมากกว่าตวัอยา่งท่ีอตัราส่วน 1:2 แตกิ่จกรรมเอนไซม์อะไมเลสพบวา่

ตัวอยา่งทีอ่ตัราสว่น 1:1 มคีา่มากกวา่ตวัอยา่งอืน่ ดงันัน้จงึเลอืกกากเนือ้ในเมลด็ปาลม์น้ำ�มนัทีห่มกัดว้ยจลุนิทรยี ์

B. velezensis และ B. subtilis ทีอ่ตัราสว่น 1:1 เปน็ภาวะเหมาะสมของการใช้บาซลิลสั 2 สายพนัธุร่์วมกนัใน

การผลติจลุนิทรยีโ์พรไบโอตกิสจ์ากกากเนือ้ในเมล็ดปาลม์หมกัโดยกระบวนการหมกัแบบอาหารแขง็ในระดับ

ห้องปฏิบัติการ

Figure 1 Change in total viable count (A); soluble protein content (B); protease activity (C); 
amylase activity (D); reducing sugar content (E); percentage moisture (F) and pH (G) in palm 
kernel cake that was not subject to microbial fermentation (negative control) and with palm 
kernel cake fermented with B. velezensis and B. subtilis at ratios of 1:1, 1:2, and 2:1 at 37 °C 

for 7 days (continued)
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