
วธการทดออง

1. การผอ ิฅช ึจ ิ๊วในระด ับห ้องปฎ ิบ ้ต ิการ

แช่เมล็ดถ ั่วเหลืองค้างคืนในน้ัาจนเมล็ดถั่วพอง แยกเมล็ดถ่ัวเสียออกแล้วนำไปต้มจน 
เมล็ดถ่ัวน่ิม เทเมล็ดถ่ัวด้มสูกผ่านผ้าขาวบาง นำมาแผ่บนกระด้งไม้ไผ่ให้อุณหภูมิลดลงถึง 
40 องศาเซลเซียส เติมแป้งสาลี 33 เปอร์เซ็นต์’ ของน่ิาหนักเมล็ดถ่ัวแห้ง และใส่สปอร์หัวเช้ือ 
รา(Ozy-Katl®) ผลิตโดยร้านกิจมงคลวัย จังหวัดอ่างทอง ตามคำแนะนำของผู้ผลิต คลุก 
เมล็ดถ่ัว แป้งสาลี และผงสปอร์ให้ท่ัวและแผ่บนกระด้งไม้ไผ่ โดยให้ความหนาของเมล็ดถ่ัว 
ไม่เกิน 2 เซนติเมตร หมักโคจิท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 4 วัน กลับแผ่นโคจิเพ่ือระบายความ 
ร้อนทุกวัน หลังจากน้ันนำแผ่นโคจิมาเติมน้ัาเกลือท่ีได้จากน้ีไกรองผสมกับเกลือสบุทรท่ี
ผ่านการต้มเพ่ือลดปริมาณเช้ือท่ีอาจจะติดมากับน้ัาและเกลือ ปรับความเข้มข้นของเกลือให้ 
เท่ากับ 20 Baume' ท้ิงไวไห้เย็นท่ีอุณหภูมิห้อง กรองส่วนท่ีเป็นผู้นออกโดยใช้ผ้ากรอง นำ 
มาเติมในโหลหมักซ่ึงมีขนาดปากโหลกว้าง 15 เซ็นติเมตร สูง 15 เซ็นติเมตรในอัตราส่วน 
แผ่นโคจิ 1ส่วนต่อน้ัาเกลือ 3 ส่วนโดยปริมาตร ทำการหมักเป็นระยะเวลา4 สัปดาห์เรียกว่า 
ระยะโมโรมิ เก็บตัวอย่างซีอิวทุกสองวันเพ่ือวิเคราะห์ปริมาณไนโตรเจนท่ังหมดและโปรติ 
เอสแอคติวิตี
2. การเฒกแบคท ีเร ียจากกระบวนการหม ักซ ีอ ิว

แยกแบคทีเร ียจากกระบวนการหมักซ ีอ ิ๊ว และทำเช ื้อท ี่ไค ้ให ้บร ิส ูทธโดยเข ี่ย เช ื้อแบบ  
ให ้ได ้โค โล น ีเด ี่ย วๆ  เก ็บเช ื้อบร ิส ุทธไว ้ในอาหารจ ุ้นเอ ียง Tryptic Soy Agar (TSA) ที่มี 5 
เปอร ์เซ ็นตโซเด ียมคลอไรด ้ การแยกแบคท ีเร ียทำด ังน ี้

2.1 ระยะโคจิ
แยกแบคทีเร ียจากนั้าแช ่ถ ั่วเหลือง ทำโดยนำน ี้าแช ่ถ ั่วเหล ือง 1 มิลลิลิตร 

มากระจาย (spread^น TSA ที่มี โซเด ียมคลอไรด ์ 5- 20% บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียส 24 
ชั่วโมง

การแยกแบคทีเรียจากเมล็ดถั่วเหลือง ทำโดยนำเมล็ดถ ั่วเหล ืองด้มส ูกและ
ท ิ้งให ้เย ็นถ ึง 40 องศาเซลเซียส มาวางบนอาหาร TSA ที่มี 5-20 %โซเด ียมคลอไรด ์ บ่มที่ 37
องศาเซลเซ ียส 24 ช ั่วโมง



การแยกแบคทีเร ียจากเกล ือสบ ุทร ทำเช ่นเค ียวก ับการแยกแบคทีเร ียจาก
เมล็ดถั่วเหลืองต ้มช ุก การแยกแบคทีเร ียจากแป๋งสาล ี ทำโดยใช ้ช ้อนช ุ่มแอลกอฮอล ์ลนไฟ  
ท ิงให เย็น ด ักแบ ่งสาล ีแล ้วนำไปโรยบน TSA ท ี่ม ีโซ เด ียมคลอไรด ์ 5-20% บ่มที่ 37 องศา 
เซลเซ ียส 24 ช ั่วโมง

การแยกแบคทีเร ียจากระยะโคจิ ทำโดยการช ุ่ม เมล ็ดถ ั่วจากโดจ ิ 3 เมล็ด ใส  ่
ในจานอาหารเล ี้ยงเช ื้อ TSA ที่มี โซ เค ียมคลอไรค ์ 5- 20% บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียส 24 
ชั่วโมง

2 .2 ระยะโมโรม ิ
การแยกแบคท ีเร ียในระยะโมโรม ิทำเช ่น เด ียวก ับการแยกแบคท ีเร ียจากนา 

แช ่ถ ั่วเหล ือง การแยกแบคทีเร ียจากอากาศบริเวณที่ทำการหมัก ทำโดยนำ TSA ที่มี โซเดียม  
ค ลอไรด ์ 5- 20% เป ีคฝาจานเพาะเช ือไว้ท ี่บริเวณหมัก 10 นาที ป ีคฝาจานเพาะเชื้อ บ่มที่ 37 
องศาเซลเซ ียส 24 ช ั่วโมง
3. การค ัดเล ือกแบคท ีเร ียพ ิ่ม ีการเจร ิญแอะผล ิตโปรต ิเอสบนอาหใรธ ุ้น

แตะเชื้อแบคทีเร ีย 1 ลูป บนอาหารธุ้นสูตรมีเด ียม 73 ท ี่ม ีปร ิมาณ'โซเด ียมคลอไรด์ 
ตั้งแต่ 0-15 % บรรจอยู่ในจานเพาะเช ื้อ รายละเอียดของอาหารสูตรมีเค ียม 73 ม ีด ังปรากฎใน  
ภาคผนวก ก. บ่มเชึ๋อที่ 37 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 7 วัน หลังจากน ั้นราดสารละลายอิ่มต ัว  
แอมโมเน ียมช ัล เฟ ดให ้ท ่วมโคโลน ี ต ั้งท ิ้งไว ้ 5 นาที เทสารละลายอ ิ่มต ัวแอมโมเน ียมช ัณฟต  
ทิ้ง ว ัด เส ้น ผ ่าส ูน ย ์กลางโคโลน ีและของวงใสรอบๆโคโลน ี บ ันท ึกผลการทดลอง
4. การจำแนกสายพ ันธ ุแบคท ีเร ีย

ศ ึกษาล ักษณะทางกายภาพและทางช ีวเคม ีของแบคทีเร ียท ี่ต ัดเล ือกไต ้ในข ้อ 3 จำแนก 
ชนิดตามวธมาตรฐานท ระบ ุใน Bergey ’ร Manual o f Systematic Bacteriology และวิธ ีการ 
จ ำแน กส ายพ ัน ธ ุ Bacillus spp. ท ี่พ บ ท ั่ว ไป ใน อ าห าร ซ ึ่งร าย งาน โด ย  Seenappa & 
Kempton(1981)
5 .  การเพ ิ่มจำนวนแบคท ีเร ียในอาทารเทอวท ี่ม ีความเข ้มข ้นโซเด ียมคออไรต ่แอะท ีเอชต ่างๆ

ใน การห าผลของโซ เด ียมคลอไรด ์และพ ีเอชต ่อการเพ ิ่ม จำน วน ของแบ คท ีเร ียท ี่ค ัด  
เล ือกไต ้ ม ีดวามจำเป ็นต้องใช ้กล ้าเช ื้อ (inoculum) ท ี่ม ีสมบ ัต ิทางสรีระวิทยาเช ่นเด ียวก ัน  
และใช ้กล ้าเช ือในปร ิมาณ ท ี่เท ่าก ันต ังน ันจ ึงออกแบบการทคลองต ังน ี้

5.1 หาจำนวนวันท ี่แบคทีเร ียแต ่ละสายพ ันธ ุใช ้ในการเพ ิ่มจำนวนเข ้าส ู่ระยะม ิคลอค  
โดยใส ่เช ื้อแบคท ีเร ีย  1 ลูป (loop) ลงในอาหารเหลวสูตรม ีเค ียม 73 พีเอช 7.0 และไม ่ม ี
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โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตรซึ่งบรรจุอยู่ใน K lett flasks ขนาดความจุ 250 
มิลลิลิตร เขย่าท่ี 200 รอบต่อนาที ท่ี 30 องศาเซลเซียส วัดความจุ่นที่ความยาวคลื่น 660 นา 
โนเมตร เขียนกราฟแสดงการเพิ่มจำนวนเข้าสู่ระยะมิดลอคเพื่อหาจำนวนวันที่ด้องการ

5.2 เลียงแบคทีเรียแต่ละสายพันธุตามวิธีในข้อ 5.1 จนถึงระยะมิคลอค เติมกล้าเช้ือ 
5 มิลลิลิตรลงในอาหารสูตรมิเดียม 73 ที่มิปริมาณโซเดียมคลอไรด์ 0-20 เปอร์เซ็นต์ และทีเอ 
ช 5.0-9.0 ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ที่บรรจุอยู่ใน Klett flasks ขนาดความจุ 250 มิลลิลิตร เขย่าท่ี 
200 รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส วัดความจุ่นที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร เขียนกราฟ 
แสดงการเพิ่มจำนวนแบคทีเรียและคำนวนค่าอัตราการเจริญจำเพาะ (specific growth rate ) 
ตามสูตรมาตรฐานต่อไปนี โดยใช้ค่า N 0, N  , J I , t จากกราฟผลการทดลองที่ได้ 

N  = N 0e,Ut

N 0 = ค่าการดูดกลืนแสงเริ่มด้นที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร 
N  = ค่าการดูดกลืนแสงที่เวลา t วันที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร
1-1 = อัตราการเจริญจำเพาะ มีหน่วยเป็นวัน'1 
1 = เวลาที่ใช้ในการเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย มีหน่วยเป็นวัน 

สูตรหาอัตราการเจริญจำเพาะเ ป็นคังนี้
In N  = In N 0 + JJ-t 

JJ-t = In N- In N 0 
= In N- In N c 

t
6. การหาผอฃองโซเด ียมคออไรด ์แอะพ ีเอชต ่อแอคต ิว ิต ิฃองโปรต ิเอสในอาหารเหอว

เลี้ยงแบคทีเรียในอาหารเหลวสูตรมีเดียม 73 ที่มีความเข้มข้นของโซเดียมคลอไรต ์
และทีเอชต่างๆเช่นเดียวกับวิธีการทดลองในข้อ 5.2 เก็บตัวอย่างทุกวันเป็นเวลา 5 วันนำมา 
ป่นด้วยเครื่องป่นแรงสูง (centrifuge) 8.000 รอบต่อนาที ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
นาทีเพื่อตกตะกอนเซล แล้วนำส่วนนาใสไปหาแอคติว ิต ีฃ องโปรติเอสตามวิธีของKeay and 
Wildi (1970) และ Norberg และ Hofsten(1969^งน ี้ บ่มส่วนนาใส 1.0 มิลลิลิตร 5 นาที ท่ี 37 
องศาเซลเซียส แล้วผสมกับ 1.0 มิลลิลิตร 1 % ของเคซีนซึ่งเตรียมใน 0.1 โมลาร์ บัฟเฟอร์ ท่ี 
มีค่าทีเอชต่างๆตังนี

อะซิเตตบัฟเฟอร์ ทีเอช 6.0 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ทีเอช 7.0
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ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 8.0 
ทริสบ ัฟเฟอร์ พีเอช 9.0

โดยใช ้พ ี!อชของสารละลายเคซ ีน เท ่าก ับพ ีเอชของอาหารเล ี้ยงเช ื้อเร ิ่มต ้น บ่มที ่
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที หยูคปฎิกริยาโดยการเติม 2.0 ม ิลล ิล ิตรกรดไตรคลอโร  
อะซีติค บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 20 นาที ป ีน เห ว ี่ยงแยกตะกอน โดยใช ้ไมโครเชน  
ตริพ ีวจ์ 12,000 รอบต่อนาที เป ็นเวลา 5 นาที นำส ่วนนาใส 1.0 มิลลิลิตร มาเติม 0.4 โม ล าร ์ 
โซ เด ียมคาร ์บอเนต 5.0 ม ิลลิลิตร และสารละลายเจือจาง 3 เท ่าของโฟ ล ินร ีเอเจน ต ์!.0 
มิลลิล ิตร บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสเป ็นเวลา 2 0 นาที ว ัดค ่าการด ูดกลืนแสงท ี่ 6 6 0 นาโนเมตร 

ก ารส ร ้างก ราฟ ม าต รฐ าน ข อ งไท โรซ ีน (T yrosine)^โดยว ิธ ีข ้างต ้น โดยใช ้ไท โรซ ีน  
0-60 ไม โค รกร ัม ผ ส ม ก ับ 0 .4 โมลาร ์โซ เด ียมคาร ์บ อเน ต5 .0 มิลลิลิตร และสารละลายเจ ือจาง 
3 เท ่าโฟล ินร ีเอเจนต ์ 1.0 มิลลิลิตร

ให ้คำน ิยามของหน ึ่งย ูน ิตโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ีว ่าเป ็นปร ิมาณ เอนไชมท ี่ทำให ้เก ิด  0.5 
ไม โครกร ัมไท โรซ ีน  ภาย,ใต้สภาวะการทดลอง'ที่1ใช ้
7. การหาโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ีท ี่ ความเข ้มข ้นโซเด ียมคลอไรด ์แอะพ ีเอชต ่างๆ

เล ี้ยงแบคทีเร ียในอาหารเหลวสูตรม ึเด ียม 73 ท ี่พ ีเอช เปอร์เซ ็นต์ความเข้ม  
ข ้นโซเด ียมคลอไรต ์ และระยะเวลาเล ี้ยงท ี่ให ้แอคต ิว ิต ีฃองโปรต ิเอสส ูงท ี่ส ูดจากผลท ี่ได ีไน  
ข้อ 6 นำมาป ีนเหวี่ยงแยกเซลออกโดยเหวี่ยงท ี่ ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที ที่ 4  องศา 
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น ำส ่วน น าใสไป ตกตะกอน แยกโป รต ิเอสโดยใช ้ 70 เปอร์เซ ็นต  ์
แอมโมเน ียม ซัลเฟด ไดอะไลซ ีส  และนำสารละลายท ี่ไต ้ไปหาโปรต ิเอสแอคต ิว ิด ีตามว ิธ ีใน  
ข้อ 6 เพ ื่อค ัด เล ือกโปรต ิเอสท ี่ม ีแอคต ิว ิต ีส ูงท ี่ พีเอช 6.0 และความเข ้มข ้นของโซเด ียม  
คลอไ รต ์  20 เปอร ์เซ ็น ต ์ช ิ่ง เป ็น ภาวะเร ิ่มต ้น ของระยะโมโรม ิใน การห ม ักซ ีอ ิวระด ับห ้อง  
ปฏิบัติการ
8. การตกตะกอนโปรต ิเอสฑได ้จาก Bacillus megaterium K l  ด ้วยแอมโมเน ียมช ัลเฟ ่ต

เลี้ยง Bacillus megaterium K l ใน  อาหารเหลวสูตรมีเด ียม 73 พีเอช 7.0 เขย่าที่ 200 
รอบต่อนาที 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 วัน ป ีนเหว ี่ยงแยกส ่วนนาใส น ำส ่วน น าใส ท ี่ไต ้ 
100 ม ิลลิล ิตร มาดกตะกอนที่อ ุณหภูม ิ 0 องศาเซลเซ ียสพร้อมท ั้งกวนตลอดเวลาโดยใช ้แท ่ง 
แม ่เหล ็กและเต ิมแอมโมเน ียมช ัลเฟ ตปร ิมาณ ด ังปรากฎในดารางการดกดะกอนเอนไซม ์โดย  
ใช ้แอมโมเน ียมช ัลเฟ ด (ภาคผนวก ข) เพ ื่อ1ให ้'ใต ้แอมโมเน ียมซัลเฟต 0, 20, 40, 60, 70, 80, 
90, 100 เปอร์เซ ็นต ์ ในอ ่างนำแข ็ง ป ีน เหวี่ยงแยกตะกอนโปรต ีนโดยใช ้ความเร ็ว 12,000
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รอบต่อนาที 30 นาที 4 องศาเซลเซ ียส เก ็บส ่วนนาใสไว ้หาโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ี นำตะกอนมา 
ละลายใน 0.1 โมลาร ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ พีเอช 7.0 ใช ้ 1 มิลลิลิตร สำหรับหาแอคติว ิต ี และ 
ใช ้ 1 ม ิลล ิล ิตรใน การทำไดอะล ิช ีส (d ia lysis)^  0.1 ฟอสเฟตบัฟเฟอร์พ ีเอช 7.0 ท ิ้งข ้ามคืนที่ 
4 องศาเซลเช ียส เก ็บส่วนนาใ'สท ี่ได ้จากการ dialysis หาโปรต ิเอสแอคต ิว ิต ีโดยใช ้ก ับกราฟ  
มาตรฐานไทโรช ีน  ตามวิธ ีท ี่รายงานในข้อ 6
9. การเติมโปรติเอสทืได้จาก Bacillus megaierium สายพันธุ K1 ในระยะโมโรมิ

เตรียมชีอ ิวตามวิธ ีในข ้อ 1 แบ ่งช ีอ ิ๊วท ี่ได เ้ป็น 6 โห ลโดยท ำการทคลองในแต ่ละโห ล
ล ังน ี้

โห ลท ี่ 1 ไม ่เต ิมเอนไซม ์ กวน'นาหมัคทุกๆ 2 วัน 
โห ลท ี่ 2 ไม ่เต ิมเอนไซม ์ ไม ่กวน,นาหมัก 
โห ลท ี่ 3 เต ิมเอนไซม์ กวนนี้าหมักท ุก 2 วัน โหลท ี่ 1 
โ ห ล ท ี่4  เต ิมเอนไซม์ ไม ่กวนนาหมัก โหลท ี่ 1 
โห ลท ี่ 5 เต ิมเอนไซม์ กวนนาหมัคท ุก 2 วัน โหลท ี่ 2 
โห ลท ี่ 6 เต ิมเอนไซม์ ไม ่กวนนาหมัก โหลท ี่ 2 

โดยการทดลองจะแบ ่งเป ็น (1) การเต ิมสารละลายโปรต ิเอส 100 ยูนิตต่อลิตร (เป ็น เอนไซม ์ 
หลิงจากตกตะกอนด ้วยแอมโมเน ียมซ ัลเฟตและทำการไดอะไลช ิสแล ้ว) (2) การเต ิมผงโป  
รติเอส 100 ยูนิตต่อลิตร (เอนไซม ์หล ังจากตกตะกอนด้วยแอมโมเน ียมช ัลเฟต , ทำการได  
ยะล ิช ีสแล ้วนำมาทำให ้แห ้งโดยการระเห ิดแห ้ง และ (3) การเต ิมผงโปรต ิเอส 250 ยูนิตต่อ 
ล ิต ร เก ็บ ต ัวอ ย ่างท ุก 2 ว ัน เพ ื่อส ่งไป ว ิเคราะห ้ป ร ิม าณ ไน โตรเจน ท ิ้งห ม ดโดยว ิธ ีเคล ัลโดยใช  ้
บ ร ิการข องส ูน ย ์เค ร ื่องม ือว ิจ ัยว ิท ยาศ าส ต ร ์และเท ค โน โลย ี ช ุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย วิธี 
ว ิเคราะห ์โดยว ิธ ีเคล ัลล ังแสดงในภาคผนวก ง
10. การหาความเสถียรฃองโปรติเอสที่ได้จาก Bacillus megaierium สายพันธุ 1£1ท่ี 20 
เปอร์เชีนฅโชเสืยมกถอไรด้ หีเอช 5.0

ต ก ต ะก อ น โ ป รต ิเอ ส จาก ส ่วน น ี้าใส ข องอ าห ารเล ี้ย ง เช ื้อ ส ูต รม ีเด ีย ม  73 ตามวิธ ี 
ทดลองท ี่ระบ ไุว ้ในข ้อ 7 และข้อ 8 นำสารละลายท ีไ่ด ้หลังจากไดอะไลช ีสมาระเห ิดแห ้ง เติม 
ผงโป รติเอสที่ม ีแอคติว ิต ี 250 ยูนิตต่อลิตร ลงในสารละลาย 0.1 โม ล าร ์ อะซ ิเตตบัฟเฟอร  ์
พีเอช 5.0 และความเข ้มข้นของเกลือสบุทร 20 เปอร ์เซ ็นต ์ท ี่บรรช ุอย ู่ในโหลท ี่ใช ้หม ักช ีอ ิ๊ว  
ท ิ้งโหลไว ้กลางแจ ้งในท ี่เด ียวก ับท ี่ทำการหม ักช ีอ ิว ทำการเก ็บต ัวอย ่างท ุกๆ 1 วัน เพื่อนำมา 
หาแอคติว ิด ีท ี่เหล ืออย ู่ตามวิธ ีท ี่ระบ ุในข ้อ 6
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11. การเก็บรักษาแบคทีเรีย Bacillus megaterium ลายพันธุ K1 โดยวิธีระเหิดแห้ง 
(lyophilization)

ใช ้ว ิธ ีมาตรฐานในการเก ็บ ร ักษาแบคทีเร ียโคยวิธ ีระเห ิดแห ้ง โดยใช ้เคร ื่องม ือระเห ิด  
แหงฃอง Bangkok MIRCEN (Microbiological Resources Center) สถาบันวิจ ัยวิทยาศาล'ตร  ์
และเทคโนโลย ีแห ่งประเทศไทย หลัง-จากนั้น'ทำการตรวจสอบดังต่อไปนี้

11.1 การทดสอบความบริฤ[ทธิของเช ื้อในหลอดเก็บเช ื้อแบบระเห ิดแห ้ง
เป ิดหลอดเก ็บเช ือแต ่ละหลอดโดยใช ้ตะไบ ใช ้พาสเจอร ็ป ีเปตต ์ เผาไฟตรงปลายให ้ 

ร ้อ น แล งแล ้วก ด ท ับ บ ?เวณ รอ ยต ะไบ จ น ห ล อ ด แก ้วร ้าว  เช ็ดรอยร ้าวด ้วยแอลกอฮอล ์ 70 
เปอร ์เซ ็นต ์ด ึงปลายหลอดท ิ้งในขวดบรรจ ุ 70 % แอลกอฮอล ์อย ่าให ้สำล ีห ล ุดออกจากป ลาย  
หลอดเก็บเช ื้อด ้านท ี่ม ีแบคทีเร ี ย

เตรียม 0.85 %โซเด ียมคลอไรต ์ท ี่ฆ ่าเช ื้อแล ้ว 10 มิลลิล ิตร ใช ้พาสเจอร์ป ีเปดต์ด ูด  
สารละลายโซ เด ียมคลอไรต ์บางส ่วน ใส ่ใน ห ลอดเก ็บ เช ื้อ  ผสมเป ็นเน ื้อเด ียวกันแล้วด ูดสาร 
ผ ส ม ก ล ับ ใส ่ใน ห ล อ ด ท ี่บ รรจ ุส ารล ะล าย โซ เด ีย ม ค ล อ ไรต ์ น ำสารแขวน ลอยม าเข ี่ยแบบ  
โค โลน ีเด ี่ยวๆ 2 ชา บ่มที่ 37 ๐ซ เป็นเวลา 24 ช ั่วโมง เพ ื่อตรวจว่าม ีการปนเป ีอนจาก  
จุลัน'ทรีย์อ ื่นหรือไม่

11.2 การตรวจการเจริญและโปรต ิเอสแอคติว ิด ี
แตะเช ื้อแบคท ีเร ียในสารแขวนลอยท ี่เตร ียมในข ้อ 11.1 โดยแตะเช ือแบคท ีเร ียบน  

อาหารจุ้น TSA บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสเป ็นเวลา 24 ช ั่วโมง จ ุดเช ื้อบนอาหารจุ้นส ูตรมีเด ียม  
73 ที่มี 0-10 % โซเด ียมคลอไรด ํ บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียสเป ็นเวลา 7 วัน ราดโคโลน ีด ้วยสาร  
ละลายขมตัวของแอมโมเน ียมช ัลเฟต เป็นเวลา 5 นาที เทสารละลายอิ่มต ัวท ิ้ง และวัดขนาด 
เส ้นผ ่าศ ูนย ์'กลางโคโลน ีและวงใส
12. การหาอุณหภูมิแอะเวลาที่เหมาะสมในการพาสเตอร์1!รส

น ำซ ีอ ิ้วท ี่ผ ่าน การกรองโดยใช ้สารช ่วยกรอง(diatoraaceous earth) มาแบ ่งใส ่ขวด  
ขวดละ 50 มิลลิลิตร ปิดฝา นำวางในอ ่างน ื้าปร ับอ ุณหภูม ิ 65,70,75 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 
ต ่างๆก ัน ด ังน ี้ 10 นาที 20 นาที และ 30 นาที หล ังจากน ั้นนำขวดบรรจุซ ีอ ิวไปทำให ้เย ็นท ันท ี 
ในอ่างน ั้าท ี่อ ุณหภูม ิ'ห ้อง ตรวจสอบเช ือจ ุล ินทรีย ์ตามว ิธ ีท ี่ระบ ุไว ้ในมาตรฐานอุตสาหกรรม  
ดังน ี้

นำซ ีอ ิ๊วหล ังจากการพาสเตอร์ไรส ์ท ี่อณ หภ ูม ิและเวลาต ่างๆและท ิ้งให ้เย ็นท ี่อ ุณ หภ ูม ิ
ห ้องมาเขย ่าเพ ื่อให ้แน ่ใจว ่าเป ็นการทดสอบตัวอย ่างท ี่เป ็นต ัวแทนของซีอ ิ้วท ิ้งขวดได ้
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12.1 ตรวจเช ้อราโดยกระจายต ัวอย ่างซ ีอ ิว  1 มิลลิล ิดร บนอาหารแข็ง potato 
dextrose agar ท ีเอช 5.0 บ่มที่ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3-5 วัน และนำมาตรวจดูเช ื้อรา
และยีสด

1 2 .2 ตรวจหาโคลิฟอร์มแบคทีเร ียโดยนำตัวอย่างซ ีอ ิ๊ว 1 ม ิลลิลิตร ใส ่ในอาหารเล ี้ยง  
เชื้อ MacConkey Broth 10 มิลลิลิตร บ่มที่ 30 องศาเซลเซ ียสเป ็นเวลา 24-48 ช ั่วโมง สังเกต 
ความข้นและการเก ิดกรด โดยส ังเกตการเปล ี่ยนส ีอ ินด ิเคเตอร์ Brom Cresal Purple ใน  
อาหารเล ี้ยงเช ื้อ จากส ีม ่วงเป ็นส ีเหล ือง และส ังเกตก ๊าซในหลอดต ักก ๊าช ตัวอย่างนาซีอ ิ้วจะ 
ต ้องไม ่ม ีโคล ิฟอร ์มแบคท ีเร ีย

12.3 ตรวจทาสตาท ีโถคอกไค โดยนำตัวอย่างซ ีอ ิว 0.1 ม ิลล ิล ิตรมากระจายบน Egg- 
Yolk Azide Agar ท ี่ม ีผ ิวหน ้าอาหารแห ้ง บ่มที่ 37 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 24-48 ช ั่วโมง 
เช ื้อสตาท ีโลคอกไคจะทำให ้เก ิดวงตะกอนไข ่รอบโดโลน ีของเช ื้อ
13. การวิเกราะห์ปริมาณทองนดง ตะกั่าในชีอวหลังการพาสเตอร์เรส์

ว ิเคราะห ์ป ร ิมาณ ท องแดงและตะก ั่วตามว ิธ ีท ี่ระบ ุใน ข ้อ  974.27 (AOAC 1990) 
ปิเปตต์ต ัวอย ่างซ ีอ ิ้ว1 มิลลิลิตร ลงในถ ้วย crucible ซึ่งแช่ ใน  50 เปอร์เซ ็นต ์กรดไนตริกเป ็น  
เวลา 1 ส ัปดาห ์ และล ้างให ้สะอาดถ ้วยนำกล ั่น  เดิม 50 เปอร์เซ ็นต ์กรดไนตริก 3 มิลลิลิตร 
ระเหขโดยใช,ความร้อนในดู,คว ันโดยระว ังไม ่ให ้สารละลายเด ือด จนกระท ั่งสารละลายแห ้ง 
ท ั่งให ้เย ็น  เดิม 50 เปอร์เซ ็นต ์กรดไนตริก 3 มีลลิลิตร ให ้ความร้อนเช ่นเด ิมจนกระท ั่งตะกอน  
ท ี่ไถ ้ม ีส ีเหล ืองอ ่อน แสดงว่าการย ่อยสมบูรณ ์ เดิม 50 เปอร์เซ ็นต ์ โซ เด ียมคลอไรต ์ 2 
มิลลิล ิตร ให ้ความร้อนน ้อยๆจนตะกอนละลายหมด ส ่งต ัวอย่างไปวิเคราะห ์ปริมาณตะกั่ว 
และทองแดงโดยใช ้เคร ื่อง Atomic Absorption spectophotometer ท ี่ส ูนย์เครื่องมือวิจ ัยวิทยา 
ศาสตร ์และเทคโน โลย ี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

14. การหาปริมาณของแข็งฑระเหยไมได้
ว ิเคราะห ์ห าป ร ิม าณ ข องแข ็งท ี่ระ เห ยไม ่ไถ ้ตาม ว ิธ ีท ี่ระบ ุใน  AOAC (1975) ข้อ 

31.005 โดยนำต ัวอย ่างซ ีอ ิวท ี่ผ ่านการพาสเตอร์ไรส ์แล ้ว 2 กร ัมมาระเหยในถ้วยอะลูม ิเน ียมท ี่ 
ทราบนาหน ํกแน ่นอน ให ้ความร้อนท ี่อ ุณหภ ูม ิ 70 องศาเซลเซ ียส เป็นเวลา 2 ช ั่วโมง ท ั่ง ให ้ 
เย ็นในโหลด ูดความช ื้น (desiccator) และชั่งนาหนัก นำไปอบใหม ่อ ีก  1 ช ั่วโมงและท ั่งให ้เย ็น  
ในโหลด ูดความช ื้น  ช ั่งนำหน ักจนกระท ั่งนำหน ักไม ่เปล ี่ยนแปลง โดยค่าความคลาดเคลื่อน  
ของนาหนักน ้อยกว่า 2 ม ิลลิกรัม คำนวณนาหนักเปรียบเท ียบกับนาหนักตัวอย่างเด ิม
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100 X นำหน ักช ีอ ิวแห ้ง (กรัม) = ปร ิมาณ ของแข ็งท ี่ระเหยไม ่ได  ้
ฟ้า,หน ัก1ชีอ ิ๊วเด ิม(กรัม) (เปอร์เซ ็นต์)

15. การวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์เกอือคิดเป็นโชเสืยมคออ,ไรต์ร้อยอะของนาหนัก
นำตัวอย่าง1ช ีอ ิ๊วท ี่ผ ่านการพลาสเตอร ์1ไรสแล้วมา1ใส ่กระบอกตวงขนาด 100 ม ิลลิล ิตร 

หย่อนไฮโลรม ิเตอร ์ลงในกระบอกตวงอ ่านค ่าไฮโดรม ิเตอร ์ ม ีหน่วยเป ็น Baume'
16. การวิเคราะห์ค่าความถ่วงจาเพาะของชีอิว

การหาค ่าความถ ่วงจำเพาะของช ีอ ิวโดยใช ้ hydrometer วัดค่าความเข้มข้นที่แท้จริง
ของเกลอซ็งม ีหน ่วยเป ็น °Baume' และคำนวนหาค่าความถ่วงจำเพาะตามสูตรท ี่ระบ ุโดย
วิเชียร ล ีลาว ัชรมาศ(2534) ด ังน ี้

°B e '=  A+(t-15) X  0.05 
°B e '=  ความเข ้มข้นของเกลือที่แท ้จริง 

A = °B e ' จากการอ่านด้วย hydrometer 
t = อ ุณหภูม ิ(๐ช)

0.05 = ค่าคงที่
17. อสรฑดสอบทางประสาทสัมผัสของซีอิวที่ผอิตในระดับห้องปฎิบ้ตการ

ทดสอบชีอ ิ๊วท ี่ผล ิตในระด ับห ้องปฏ ิบ ัต ิการด ้วยว ิธ ีทางประสาทส ัมผ ัส Hedonic 7-
pomt scale าธราโคยใช ้ช ีอ ิวที่ขายตามท้องตลาดเป ็นต ัวเปรียบเท ียบและใช ้รห ัสท ี่ได ้จากการ
ส ู่มต ัวเลขเป ็นตัวแทนของตัวอย่างคือ

ไ L2S0 แทนชีอ ิวท ีได ้ร ับตรามาตรฐานอุตสาหกรรม
405 แทนชีอ ิ้วท ี่ไม ่ได ้ร ับตรามาตรฐานอุตสาหกรรม
569 แทนซีอ ิ๊วท ี่นำเข ้าจากประเทศณี่ป ่น
627 แทนซีอ ิวท ี่ได ้จากการหมักระดับห ้องปฏิบ ัต ิการ ไม ่เต ิมเอนไซม ์ กวน 

นำหมัก ทุก 2 วัน
691 แทนชีอ ิ๊วท ี่ได ้จากการหมักระดับห ้องปฏ ิบ ัต ิการ ไม ่เต ิม เอนไซม ์ ไม่

กวนนี้าหมัก
728 แทนชีอ ิวท ี่ได ้จากการหมักระด ับห ้องปฏ ิบ ัต ิการ เต ิมเอนไซม ์ กวนนี้า 

หมักทุก 2 วัน
758 แท น ช ีอ ิ๊วท ี่ได ้จากก ารห ม ัก ระด ับ ห ้องป ฏ ิบ ัต ิการ  เต ิมเอนไซม  ์

ไม ่กวนนี้าหม ัก
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วีธีการทดสอบ ใช้ภาชนะบรรจุซีอิวคือถ้วยพลาสติกขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 6 
เซนติเมตร ลึก 1 เซนติเมตร บรรจุตัวอย่างถ้วยละ 5 มิลลิลิตร และใช้เน้ือไก่ต้มไม่ปรุงรส 
เป็นตัวทดสอบรสชาติของซีอ๊ิว โดยผู้ทดสอบจำนวน 20 คนด่ืมน้ืาระหว่างการชิมแต่ละ 
ตัวอย่าง พร้อมท้ังให้คะแนนความชอบผลิตภัณฑ์ตามแบบทดสอบ Hedonic 7 point scale 
test (ภาคผนวก ง) วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ Microsoft Excel 
สำหรับวธ ANOVA (Analysis of Variance)
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