
บทที ่ 3 

วสัดุอุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1  ขอบเขตงานวจัิย 

วตัถุประสงค ์ กิจกรรม 

การทดลองท่ี 1 การคดัแยกแบคทีเรียกรด

แลกติกจากท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน

จากอาหารหมกัเน้ือ 

 

1.1  คดัแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมกัเน้ือและ

การคดัแยกแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอ

ซิน 

1.2  การศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ี

สามารถสร้างสารยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 

1.3  การทดสอบคุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซิน 

การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของสาร                    

แบคเทอริโอซิน กรดแลกติก และสาร               

แบคเทอริโอซินร่วมกับกรดแลกติกใน

การยบัย ั้งเช้ือ Salmonella sp.,  E. coli 

และ S. aureus (ในหลอดทดลอง) 

2.1 ทดสอบความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกรดแลกติก สาร

แบคเทอริโอซิน ในการยบัย ั้งเช้ือ Salmonella sp.,  E. coli 

และ S. aureus 

2.2 นาํขอ้มูลความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกรดแลกติก และ

สารยบัย ั้งจุลินทรีย ์(crude bacteriocin) จากการทดลองท่ี 

2.1 ใช้ร่วมกับสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้ งเช้ือ 

Salmonella sp.,  E. coli และ S. aureus 

การทดลองท่ี 3 ศึกษาการใชส้ารแบคเทอ

ริโอซิน  กรดแลกติก  และสารแบคเทอริ

โอซินร่วมกับกรดแลกติกต่อคุณสมบติั

ทางด้านกายภาพ เคมี จุลินทรียแ์ละทาง

ประสาทสัมผัส  ของไส้กรอกอีสาน

ภายใตก้ระบวนการหมกัโดยการแขวน

ในอุณหภูมิหอ้งและบรรจุถุงสุญญากาศ   

3.1  ศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซิน  กรดแลกติก  และ

สารแบคเทอริโอซินร่วมกับกรดแลก   ติกต่อคุณสมบติั

ทางด้านกายภาพ เคมี จุลินทรีย์และทางประสาทสัมผสั  

ของไส้กรอกอีสานภายใตก้ระบวนการหมกัโดยการแขวน

ในอุณหภูมิหอ้งและบรรจุถุงสุญญากาศ  เป็นระยะเวลา  0, 

1, 2, 3  และ  4  วนั  โดยศึกษาคุณสมบติัดงัน้ี 

3.1.1  คุณสมบติัทางดา้นกายภาพ 

3.1.1.1  ค่าความเป็นกรดด่าง  

3.1.1.2  ปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity) 

3.1.1.3 สี  (CIE L*a*b*) ด้วยเคร่ือง  

Hunterlab  Mini  Scan  EZ 

3.1.1.4  ลกัษณะเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์ ดว้ย
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รูปแบบ Texture Profile Analysis โดยใช้หัววดัแบบ 

Compression ดว้ยเคร่ือง Instron (model 1011, USA) 

3.1.2  คุณสมบติัทางดา้นเคมี 

3.1.2.1  ค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี (Water activity 

measurement) ด้วยเคร่ือง เคร่ืองตรวจวดัค่า Aw  

(Novasina, Switzerland) 

3.1.2.2 ค่าความช้ืน (Moisture content) ดว้ย

เคร่ืองตรวจวดัค่าความช้ืน (Analyzer, Hobart, USA) 

3.1.3  คุณสมบติัทางดา้นจุลินทรีย ์

3.1.3.1  จาํนวนเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก  

3.1.3.2  จาํนวนยสีตแ์ละรา  

3.1.4  วเิคราะห์คุณภาพทางประสาทสมัผสั 

ศึกษ าก ารยอมรับข องผู ้บ ริโภคด้วย กา ร

ประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสัด้านลกัษณะปรากฏ

เน้ือสัมผสั (chewiness and hardness)  กล่ิน รสชาติ  และ

การยอมรับโดยรวม  ดว้ยวธีิการให้คะแนนความชอบแบบ 

7-Point  hedonic scale   

 

3.2  ศึกษาการใช้สารแบคเทอริโอซินและกรดแลกติก 

ร่วมกบัวิธีการเก็บระหว่างเกิดกระบวนการหมกั ในการ

การยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ในไส้กรอกอีสาน 

โดยศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซิน กรดแลกติก  

และสารแบคเทอริโอซินร่วมกบักรดแลกติกในการยบัย ั้ง

เช้ือ S. aureus ในไส้กรอกอีสาน เม่ือแขวนไว้ท่ี

อุณหภูมิห้องและเม่ือบรรจุในถุงสุญญากาศท่ีอุณหภูมิ               

30 °C 
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3.2  เช้ือแบคทเีรียทดสอบ 

 

ตารางที ่ 3.1  แบคทีเรียทดสอบ อาหารท่ีใชเ้ล้ียงและอุณหภูมิสาํหรับการเจริญของแบคทีเรีย 

แบคทีเรียทดสอบ อาหาร อุณหภูมิ   (๐C) 

Lactobacillus plantarum ATCC 14917T MRS           30 

Lactobacillus sakei subsp. sakei JCM 1157T   MRS 30 

Lactobacillus sakei TISTR 890  MRS 37 

Lactococcus lactis subsp. cremoris TISTR 1344 MRS 30 

Leuconostoc  mesenteroides subsp. mesenteroides JCM 6124T MRS 30 

Leuconostoc  mesenteroides subsp. mesenteroides TISTR 942 MRS 30 

Enterococcus faecalis JCM 5803T MRS 37 

Enterococcus faecalis TISTR 888 MRS 37 

Streptococcus sp. TISTR 1030 MRS 30 

Bacillus coagulans JCM 2257T  TSB-YE 37 

Bacillus coagulans TISTR 1447  TSB-YE 37 

Listeria innocua  ATCC 33090T TSB-YE 37 

Brochotrix campeatris NBRC 11547T TSB-YE 26 

Staphylococcus aureus TISTR 118 TSB-YE 37 

Pseudomonas fluorescens JCM 5963T TSB-YE 26 

Pseudomonas fluorescens TISTR 358 TSB-YE 26 

Aeromonas hydrophila TISTR 1321 NB 30 

ATCC =  American Type Culture Collection, Rockville, Md 

JCM =  Japanese Culture of Microorganism , Wako, Japan 

NBRC =  National Institute of Technology and Evaluation (NITE) Biological Resource Center,  Japan 

TISTR =  Thailand Institute of Scientific and Technological Research, Thailand 

MRS =  de Man, Rogosa and Sharpe  (Merck, Germany) 

TSB-YE =  Tryptic soy broth (Merck, Germany) + 0.6%Yeast extract (BIO BASIC INC, Canada) 

NB          =  Nutrient broth (Merck, Germany) 
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3.3  อปุกรณ์และเคร่ืองมอื 

1)  เคร่ืองบดเน้ือรูบดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 9 มิลลิเมตร 

2)  ตูอ้บลมร้อน (Binder, USA)  

3)  เคร่ืองชัง่ชนิดหยาบ (Tanita model 1144, Tanita Corporation, Japan) 

 4)  เคร่ืองชัง่ชนิดละเอียด (Sartorius, Basic, Germany) 

 5)  ตูเ้ข่ียเช้ือ Laminar Flow  (Dwyer model merk II, USA) 

 6)  ตูบ้่มเพาะเช้ือจุลินทรีย ์ (WTB Binder model BD, Germany) 

 7)  ตูอ้บเคร่ืองแกว้ (Hot-air oven, Memmert model CM500, Germany) 

 8)  หมอ้น่ึงความดนัสาํหรับฆ่าเช้ือ  (Auto clave,  Hirayama model HVE 50, Japan) 

 9)  อ่างนํ้าร้อนควบคุมอุณหภูมิ  (Water Bath, Memmert, Germany)            

 10)  เคร่ืองผสมสารละลาย (Vortex Mixer KMC-1300V, Korea) 

 11)  เคร่ืองตีป่นไฟฟ้า                     (Stomacher Bag Mixer 400 model VW, France) 

 12)  ไมโครเวฟ (Toshiba) 

 13)  เคร่ืองแกว้พร้อมอุปกรณ์อ่ืน ๆ ท่ีจาํเป็น 

 14)  ไมโครปิเปต ขนาด 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร  

 15)  เคร่ืองตรวจวดัค่าความช้ืน (Analyzer, Hobart, USA) 

 16)  เคร่ืองวิเคราะห์ค่า Water activity (Novasina, Switzerland) 

 17)  เคร่ืองวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ  (Warner-Bratzler, Instron Model 1011) 

 18)  เคร่ืองวดัค่าสีของเน้ือ (Hunterlab Mini Scan EZ, USA) 

 19)  เคร่ือง Homogenizer (Ultra tarrax, Germany) 

 20)  เคร่ืองบรรจุสุญญากาศ  (Ramon, Germany) 

 21)  ถุงสุญญากาศชนิด K-Nylon/LLDPE 

  

3.4  อาหารเลีย้งเช้ือและสารเคม ี

1)  Agar      (Criterion, USA) 

2)  Baird-Parker agar    (Merck, Germany) 

3)  Malt extract     (Merck, Germany) 

4)  MRS broth     (Merck, Germany) 

5)  Tryptic Soy Broth (TSB)    (Merck, Germany) 

6)  Nutrient broth      (Merck, Germany) 

7)  Yeast extract granulated    (Merck, Germany) 
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8)  Potassium tellurite-hydrate   (Merck, Germany) 

9)  Peptone from meat     (Merck, Germany) 

10)  Calcium carbonate    (Scharlau Chemie S.A., Spain) 

11)  Sodium Chloride    (Ajax Finechem, Australia) 

 

 

3.5  ระเบียบวธีิวจิัย การศึกษาคร้ังน้ีแบ่งออกเป็น 3 การทดลอง 

การทดลองที่ 1 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากที่สร้างสารแบคเทอริโอซินจากอาหารหมักเนื้อ  

แบ่งออกเป็น  3 การทดลองยอ่ย  ดงัน้ี   

 การทดลองที่  1.1  คดัแยกแบคทีเรียกรดแลกติกจากอาหารหมกัเน้ือและการคดัแยกแบคทีเรีย

กรดแลกติกท่ีสร้างสารแบคเทอริโอซิน 

 นาํตัวอย่างอาหารหมัก เ น้ือชนิดต่างๆ  ไดแ้ก่แหนมจาํนวน 5 ตวัอย่าง ไส้กรอก

อีสาน จาํนวน 5 ตวัอยา่ง และอาหารเน้ือหมกัของประเทศเวียตนามเรียกว่า  เนมชัว  (nem chua)  

จาํนวน 5 ตวัอยา่ง คัดแยกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกจากตวัอยา่งดงักล่าว โดยการนาํเอาตวัอยา่งอาหาร

หมกัแต่ละตวัอยา่งนํ้ าหนกั 25 เจือจางดว้ยสารละลายเปปโตน ความเขม้ขน้ 0.1% เปอร์เซ็นต ์  ให้ได้

ระดบัความเจือจาง 1: 10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000 และ 1:1000000 จากนั้นนาํไป spread plate  

บนอาหารแข็ง MRS ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนต ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต์ และโซเดียมคลอไรด ์

ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์(ดดัแปลงจาก Itoi et al. 2008) นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48  ชัว่โมง ใน candle jar (ดดัแปลงจาก Pilasombut. 2006) จากนั้นสุ่มเลือกโคโลนีท่ีมีบริเวณใส 

(clear zone) รอบ ๆ โคโลนี นาํมาเล้ียงในอาหารเหลว MRS ท่ีเติมโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เพื่อทาํเป็น stock culture โดยใส่กลีเซอรอล ความเขม้ขน้ 30 เปอร์เซ็นต ์

ปริมาตร 500 ไมโครลิตร รวมกบัเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก ปริมาตร 500 ไมโครลิตร จากนั้นจึงนาํไป

เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เพื่อใชส้าํหรับในการทาํการศึกษาคร้ังต่อไป 

  ทาํการทดสอบการยบัย ั้งจุลินทรียโ์ดยวิธี spot-on-lawn ท่ีดดัแปลงจาก Ennahar et al. 

(1999) เทอาหารเล้ียงเช้ือ (จากตารางท่ี  3.1) ท่ีมีวุน้ (agar) 1.5 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 15 มิลลิลิตร ลงใน

จานเพาะเช้ือแลว้ทิ้งไวใ้ห้วุน้แข็งตวั จากนั้นถ่ายเช้ือทดสอบ (จากตารางท่ี 3.1) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  

ลงในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีวุน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีหลอมตวัและมีอุณหภูมิประมาณ 45 

องศาเซลเซียส ผสมให้เขา้กนัแล้วเททบัลงในจานเพาะเช้ือท่ีเตรียมไว ้ปล่อยทิ้งไวป้ระมาณ 30 นาที 

เพื่อให้อาหารแข็งตวั จากนั้นนาํเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีคดัแยกจากอาหารเน้ือหมกั เล้ียงในอาหาร 

MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง 

นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที นํา

เฉพาะส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือ ปรับค่าความเป็นกรดและด่างเท่ากบั 6.5-7 จากนั้นทาํให้ปลอดเช้ือ
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โดยกรองผา่นแผน่กรองปลอดเช้ือ ขนาด 0.2 ไมโครเมตร (Pall, U.S.A)  แลว้ดูดส่วนใสมาทาํให้เจือจาง

ลงคร้ังละ 2 เท่าอยา่งต่อเน่ืองกนัดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ นาํส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือแต่ละความ

เจือจางปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือ (จากตารางท่ี 3.1) ที่ เตรียมไว้

รอจนกระทั่งหยดนํ้าส่วนใสท่ีหยดลงบนผิวหนา้ของอาหารเล้ียงเช้ือแห้ง หลงัจากนั้นนาํจานเพาะเช้ือ

ไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ ตามความเหมาะสมของเช้ือทดสอบเป็นเวลา 24 ชัว่โมง การอ่านผลให้ดูจาก

บริเวณใสท่ีเกิดข้ึนจากผลการถูกยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียในแต่ละความเจือจางลงไป ซ่ึงสามารถ

คาํ นว ณ ค่า กิจกรรมข อง แบ ค เ ท อ ริโ อซิ น ท่ีอยู่ในนํ้ าส่วนใสต่อแบคทีเรียทดสอบแต่ละชนิดเป็น 

arbitrary unit (AU/ml) โดยค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใส (cell 

free supernatant)  เท่ากบัค่าความเจือจางสูงสุดของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใสซ่ึงยงัสามารถ

สังเกตเห็นบริเวณใส ท่ีเกิดจากการถูกยบัย ั้งการเจริญของแบคทีเรียทดสอบ โดยคาํนวณได้จาก 

(1000/10)D เม่ือ D เท่ากบัค่าความเจือจางสูงสุดของอาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใส (Parente et al. 

1995) 

 

 การทดลองที่  1.2  การศึกษาคุณสมบติัของแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีสามารถสร้างสารยบัย ั้งเช้ือ

แบคทีเรีย 

  1.2.1  การจาํแนกเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติกท่ีสร้างสารยบัย ั้งเช้ือแบคทีเรีย 

1.2.1.1  การศึกษาสัณฐานวิทยาและลกัษณะทางกายภาพ (ดดัแปลงจาก Kandler 

et al. 1986) 

                          เล้ียงเช้ือบริสุทธ์ิบนอาหารแข็ง MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นต ์บ่มเป็นเวลา 48 ชัว่โมงท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาํเช้ือท่ีไดโ้คโลนีเด่ียวๆ นาํมาทดสอบ

ดงัน้ี 

1)  การตรวจการติดสีแกรม 

หยดนํ้ ากลัน่ปลอดเช้ือลงบนกระจกสไลด์ เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิให้กระจาย

บนหยดนํ้ากลัน่ ทิ้งใหแ้หง้ นาํมาผา่นความร้อน (heat fixed) ยอ้มดว้ยสารละลาย crystal violet เป็นเวลา 

1 นาที ลา้งดว้ยนํ้ากลัน่ หยดสารละลายไอโอดีน ทิ้งไว ้1 นาที ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ จากนั้นหยด แอลกอฮอล ์

95 เปอร์เซ็นต ์   พอทาํให้สีของ  crystal  violet  หลุดออก  แลว้ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ทนัทีจากนั้นหยด

สารละลาย saflanin O ทิ้งไว ้ 30 วินาที ลา้งดว้ยนํ้ ากลัน่ ทิ้งให้แห้ง นาํไปตรวจสอบการติดสีแกรม 

ลกัษณะรูปร่างเซลล ์และการจดัเรียงตวัของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

2)  ทดสอบคะตะเลส  

                                   หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ความเขม้ขน้ 3 เปอร์เซ็นต ์

ลงบนกระดาษกรองปลอดเช้ือ จากนั้นเข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงบนกระดาษกรอง ถา้เกิดฟองอากาศ แสดงวา่

เช้ือสามารถสร้างเอนไซมค์ะตะเลสได ้ส่วนโคโลนีท่ีไม่เกิดฟองจะใหผ้ลลบ  
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3) การตรวจสอบการสร้างก๊าซ 

เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์โดยใส่หลอดดกัก๊าซ (durham tube) บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง หากพบก๊าซในหลอดดกัก๊าซ แสดงวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม heterofermentative หากไม่พบก๊าซ

ในหลอดดกัก๊าซแสดงวา่เป็นแบคทีเรียในกลุ่ม homofermentative 

4) ทดสอบการเจริญท่ีอุณหภูมิต่างๆ  

 เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ีอุณหภูมิ 10, 30, 37, 42, 45 และ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

ตรวจสอบการเจริญโดยการดูความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ 

 5) ทดสอบความทนเกลือ 

 เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความ

เขม้ขน้ 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 และ 18 เปอร์เซ็นต ์นํ้าหนกัต่อปริมาตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชัว่โมงตรวจสอบการเจริญโดยการดูความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ 

  6) ทดสอบความสามารถในการเจริญท่ีระดบัความเป็นกรดและด่าง 

 เข่ียเช้ือบริสุทธ์ิลงในอาหาร MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 

1 เปอร์เซ็นต ์ปรับค่าความเป็นกรดและด่างเท่ากบั 4.5 และ 9.6 บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 48 ชัว่โมง ตรวจสอบการเจริญโดยการวดัค่าการดูความขุ่นของอาหารเล้ียงเช้ือ 

1.2.1.2  การศึกษาทางชีวเคมี 

 ศึกษาการหมักคาร์โบไฮเดรตด้วยชุดตรวจสํา เ ร็จรูป  API 50 CH 

(BioMerieux, France) โดยเล้ียงเช้ือบริสุทธ์ิบนอาหารแข็ง MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นต ์บ่มท่ี 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นใช ้loop ท่ีปลอดเช้ือ เข่ียโคโลนีจาํนวน 

3-5 โคโลนีลงในหลอดอาหารของ API 50 CH medium เขยา่ให้เป็นเน้ือเดียวกนั เตรียมชุดทดสอบ โดย

เรียงชุดทดสอบลงบนถาด ดูด API 50 CH medium ท่ีมีเช้ืออยู ่ใส่สารลงไปในชุดทดสอบทุกช่อง ระวงั

อยา่ใหเ้กิดฟองอากาศและอยา่ใหป้ลายทิปสัมผสักบัขอบช่อง เม่ือดูดอาหารใส่ในช่องทุกช่องแลว้ ให้เท

ทบัดว้ยนํ้ ามนัพาราฟิน จากนั้นนาํไปบ่มท่ี 30    องศาเซลเซียส อ่านผลหลงัจากบ่ม 24 และ 48 ชัว่โมง 

นาํผลท่ีไดไ้ปวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม apiwebTM stand alone V 1.2.1 (BioMerieux, France) โดยอ่าน

ผลบวกจากการเปล่ียนสีของอาหารจากสีม่วงนํ้ าเงินเป็นเหลือง ยกเวน้ช่องท่ี 25 ซ่ึงเปล่ียนสีจากม่วงนํ้ า

เงินเป็นสีดาํ แสดงวา่เป็นผลบวก ถา้อาหารเป็นสีม่วงนํ้าเงิน แสดงวา่เป็นผลลบ หากอาหารเปล่ียนเป็นสี

เขียว หรืออ่านผลไม่ชดัเจน ใหใ้ส่เคร่ืองหมายคาํถาม 
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1.2.1.3  การวเิคราะห์หาลาํดบัเบสของ 16S rDNA มีขั้นตอนดงัน้ี   

1)  การสกดัดีเอน็เอ 

สกดัดีเอ็นเอทั้งหมดของแบ ค ที เ รี ย ก รดแล ก ติก ที่ค ัดแย ก ไ ด้ 

โดยดดัแปลงจากวิธีของ Carolissen-Mackay et al.  (1997) โดย3 3นาํเช้ือตวัอย่าง3 3 1 โคโลนี มาเล้ียงใน

อาหารเหลว MRS 3 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนั้นถ่ายเช้ือ

จาํนวน 2 เปอร์เซ็นต ์ลงในอาหาร MRS หลอดใหม่ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มเช้ือท่ีอุณหภูมิเดิมเป็นเวลา 

4 ชั่วโมง ถ่ายเช้ือลงในหลอดไมโครเซนติฟิวส์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร นาํไปป่ันเหวี่ยงตกตะกอนท่ี

ความเร็ว 8,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 นาที ทาํการเก็บซํ้ าประมาณ 2-3 รอบ โดยสังเกตปริมาณตะกอน

เซลล์ท่ีได ้เติมสารละลาย A (TE buffer, 6.7% sucrose) 500 มิลลิลิตร แลว้เขยา่ให้เขา้กนั จากนั้นเติม

เอนไซม ์lysozyme ความเขม้ขน้ 70 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 100 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที แลว้เติม SDS ความเขม้ขน้ 20 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 50 ไมโครลิตร 

ผสมให้เขา้กนั เติมเอนไซม ์RNase ปริมาตร 4 ไมโครลิตร และบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 30 นาที เติมสารละลาย phenol ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นป่ันเหวี่ยง

ตกตะกอนเพื่อแยกส่วนใสดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที ทาํการดูดส่วนใสลงใน

หลอดไมโครเซนติฟิวส์หลอดใหม่ จากนั้นเติม phenol : chloroform (1 : 1) ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

ผสมใหเ้ขา้กนั ป่ันเหวีย่งตกตะกอนเพื่อแยกส่วนใสดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

และดูดส่วนใสลงในหลอดไมโครเซนติฟิวส์หลอดใหม่ แลว้เติม chloroform : isoamyalcohol (24 : 1) 

ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั ป่ันเหวี่ยงตกตะกอนแยกส่วนใสดว้ยความเร็ว 13,000 รอบต่อ

นาที เป็นเวลา 15 นาที และดูดส่วนใสใส่หลอดไมโครเซนติฟิวส์หลอดใหม่ แลว้เติม isopopanol 

ปริมาตร 2 เท่าของปริมาตรสารละลาย  ดีเอ็นเอ บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ประมาณ 16 

ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันเหวีย่งตกตะกอนดีเอน็เอ ท่ีความเร็ว 13,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และ

ทาํการลา้งตะกอนดีเอ็นเอ 2 คร้ัง ดว้ยเอทานอล ความเขม้ขน้ 70 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 

พลิกหลอดกลบัไปมา แลว้ดูดสารละลายเอทานอลทิ้ง จากนั้นทาํให้แห้งโดยการตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 

ละลายดีเอน็เอดว้ยนํ้าท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ 

 2)  การตรวจสอบวิเคราะห์ดีเอ็นเอด้วยด้วยเทคนิคอะกาโรส

เจลอิเล็กโตรโฟรีซีส 

 2.1)  วธีิการเตรียมอะกาโรสเจล ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

     ชัง่อะกาโรสเจลนํ้ าหนกั 2 กรัม ใส่ลงขวดรูปชมพู่ จากนั้น

เติม 1X TBE buffer ใหค้รบ 200 มิลลิลิตร นาํไปใหค้วามร้อนดว้ยเคร่ืองไมโครเวฟจนกวา่อะกาโรสเจล

จะละลาย จากนั้นเทใส่ชุดถาดพลาสติกตน้แบบสําหรับเตรียมเจล รอจนเจลแข็งตวั ถอดซ่ีหวีออก

จากนั้นนาํไปใส่ในเคร่ืองอิเล็กโตรโฟรีซิส 
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 2.2)  การวเิคราะห์คุณภาพดีเอน็เอดว้ยเคร่ืองเจลอิเล็กโตรโฟรีซิส 

     วางแผน่อะกาโรสเจลความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ลงบนแท่น

รองในเคร่ือง อิเล็กโตรโฟรีซิส เทสารผสม 1X TBE buffer ให้ท่วมแผน่อะกาโรสเจล จากนั้นผสม gel 

loading dye ปริมาตร 1 ไมโครลิตรกบั ดีเอ็นเอ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นทาํการดูด

สารละลายทั้งหมดลงในหลุมท่ีอยูด่า้นบนของอะกาโรสเจล และใช ้1 Kb ladder ซ่ึงเป็น marker เป็นตวั

เปรียบเทียบ  จากนั้นทาํการรันเจลโดยใชก้ระแสไฟ 50 โวลต ์ นาน 90 นาที ยอ้มแผน่อะกาโรสเจลใน

สารละลาย ethidium bromide เป็นเวลา 2 นาที ลา้งดว้ยนํ้ าเปล่า นาน 10 นาที ทาํการวิเคราะห์คุณภาพดี

เอน็เอท่ีปรากฏภายใตเ้คร่ืองถ่ายรูปเจล 

3)  การสังเคราะห์ดีเอ็นเอเป้าหมายดว้ยเทคนิคเพิ่มขยายจาํนวนดีเอ็น

เอแบบปฏิกิริยาลูกโซ่หรือเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction, PCR 

เพิ่มปริมาณช้ินส่วน 16S rDNA จากดีเอ็นเอท่ีสกดัแยกไดด้ว้ย

เทคนิคพีซีอาร์โดยใชไ้พรเมอร์ท่ีจาํเพาะกบัแบคทีเรีย BSF8/20 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTC AG -

3’) และ REVB (5’-GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Kanokratana et al. 2004) ซ่ึงเป็น universal 

primer ของแบคทีเรีย โดยส่วนประกอบของสารละลายสาํหรับทาํปฏิกิริยาพีซีอาร์ แสดงดงัตารางท่ี  3.2 

 

ตารางที ่ 3.2  ส่วนประกอบของสารละลายในการเพิ่มปริมาณดีเอน็เอดว้ยเทคนิคพีซีอาร์ 

สาร ปริมาตร (ไมโครลิตร) ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

10x PCR buffer with (NH4)2SO4 2.5 1x 

25 mM MgCl2 2.0 2 mM 

10 mM dNTP 1 400 µM 

10 µM Primer BSF8/20 1 0.4 µM 

10 µM Primer REVB 1 0.4 µM 

5U/µl Taq DNA polymerase 0.25 0.05 µM 

100 ng/µl DNA template 1  

นํ้ากลัน่ 16.25  

รวม 25  

 

การทําปฏิกิ ริยาพ ีซี อ า ร์ จ ะ ใช้ เค ร่ืองเพิ่มปริมาณดี เ อ ็น เ อ

อัตโนมัติ  (MyCyclerTM thermal cycler) ก่อนการทาํงานของปฏิกิริยาพีซีอาร์ กาํหนดอุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที เพื่อเตรียม ดีเอ็นเอตน้แบบให้แยกเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียวอยา่งสมบูรณ์ จากนั้น

เร่ิมปฏิกิริยาพีซีอาร์จาํนวน 35 รอบ โดยแต่ละรอบจะมีอุณหภูมิต่างๆ ดงัน้ีคือ อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 วนิาที (ดีเอ็นเอเสียสภาพแยกเป็นสายเด่ียว) จากนั้นลดอุณหภูมิลงในช่วง 50 องศา
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เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที เพื่อให้สายดีเอ็นเอตน้แบบจบักบัไพรเมอร์อยา่งเหมาะสม และเพิ่มอุณหภูมิ

ข้ึนท่ี  72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 45 วนิาที ขั้นตอนน้ีเพื่อเพิ่มจาํนวนลาํดบันิวคลีโอไทดจ์ากการ

จบัตวักนัอยา่งเหมาะสมของไพรเมอร์ และดี เอ็นเอต้นแบบ  เม่ือปฏิกิริยา     พีซีอาร์ทาํงานครบ 35 

รอบ ก่อนส้ินสุดปฏิกิริยา ให้คงอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีจาํนวน 1 รอบ ซ่ึงถือได้

วา่ขั้นตอนการทาํปฏิกิริยาเสร็จส้ินอยา่งสมบูรณ์ หลงัจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา เก็บดีเอ็นเอท่ีสังเคราะห์ได ้

(PCR product) ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ตรวจสอบผลผลิต  พีซีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรี

ซีส โดยใช ้1 Kb DNA Ladder เป็น marker 

4)  การสกดัแยกดีเอน็เอออกจากเจลและทาํใหบ้ริสุทธ์ิ 

สกัดแ ย ก ด ี เ อ ็น เอออกจา กเจล และ ทําใ ห้บ ริ สุ ท ธ์ิด้วย ชุ ด 

QIAquick Gel Extraction Kit โดยการตดัช้ินส่วนดีเอ็นเอท่ีอยูใ่นเจล (นํ้ าหนกัห้ามเกิน 0.4 กรัม) ใส่

ในหลอดไมโครเซนติฟิวส์ จากนั้นใส่บฟัเฟอร์ QG 3 เท่าของนํ้ าหนกัเจล แลว้นาํไปให้ความร้อนท่ี

อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หรือจนกวา่เจลจะละลายหมด เม่ือเห็นวา่สารละลายเป็นสี

เหลือง ใส่ isopropanol 1 เท่าของนํ้ าหนกัเจล จากนั้นให้เทใส่ลงในคอลมัน์ ระวงัอย่าให้ลน้ นาํไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที แลว้เทส่วนล่างทิ้ง เติมบฟัเฟอร์ PE ปริมาตร 750 ไมโครลิตร 

ตั้งทิ้งไวน้าน 2 นาที นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที เทส่วนล่างทิ้ง นาํคอลมัน์ใส่ใน

หลอดไมโครเซนติฟิวส์อนัใหม่ พกัคอลมัน์ให้แห้งโดยใชเ้วลาประมาณ 20 นาที ทาํการ elute ดีเอ็นเอ 

โดยเติมบฟัเฟอร์ EB ตั้งทิ้งไวน้าน 10 นาที นําไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 

ตรวจสอบความเขม้ขน้ของดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากผลผลิตพซีีอาร์โดยอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสความ

เขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ตามวธีิในขอ้ 2) โดยใช ้100 bp DNA Ladder เป็น marker 

5)  การเช่ือมต่อผลผลิตพีซีอาร์เขา้กบัพลาสมิดเวคเตอร์ (ligation) 

นาํผลผลิตพีซีอาร์ท่ีผา่นการทาํใหบ้ริสุทธ์ิจากขอ้ 4) มาเช่ือมต่อกบั 

พลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T (Fermentas)  โดยใชอ้ตัราส่วนความเขม้ขน้เป็นโมลาร์ของผลผลิต  พีซี

อาร์ต่อพลาสมิดเวคเตอร์เท่ากบั 3:1 ปฏิกิริยาการเช่ือมต่อ 20 ไมโครลิตร ประกอบดว้ย 1X Ligation 

buffer [40 mM Tris-Hcl, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 0.5 mATP (pH 7.8 อุณหภูมิ 25 องศา

เซลเซียส)]  พลาสมิดเวคเตอร์ pTZ57R/T ความเขม้ขน้ 55 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร T4 DNA Ligase 

ความเขม้ขน้ 5 ยนิูต ผลผลิตพีซีอาร์และนํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือ นาํสารละลายทั้งหมดผสมให้เขา้กนั 

และบ่มไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 12 ชัว่โมง 

6)  การเตรียมเช้ือ E.coli DH5α ใหเ้ป็น competent cell 

เพาะเล้ียงแบคทีเรีย E.coli DH5α บนอาหารเล้ียงเช้ือแบบแข็ง LB 

(Luria-Bertani) บ่มท่ีอุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง จากนั้นเข่ียโคโลนีท่ีไดม้า 1 

โคโลนี ใส่ในฟลาสกข์นาด 300 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร LB ปริมาตร 200 มิลลิลิตร เพาะเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 18 

องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที เป็นเวลาประมาณ 20 ชัว่โมง นาํไปวดัค่าดูดกลืน
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แสงท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ให้ไดค้่าประมาณ 0.6 (Sambrook et al. 2001) จากนั้นถ่ายเช้ือลง

หลอดไมโครเซนติฟิวส์ขนาด 50 มิลลิลิตรแลว้ตั้งทิ้งไวใ้นนํ้ าแข็ง 15 นาที ต่อมานาํไปป่ันเหวี่ยงดว้ย

เคร่ืองป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้ทิ้ง

ส่วนใส ละลายตะกอนเบาๆ ดว้ยสารละลาย TB  ท่ีแช่เยน็ (ปริมาตร 40 มิลลิลิตร) จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้น

นํ้ าแข็ง 10 นาที ทิ้งส่วนใส ละลายตะกอนดว้ยสารละลาย TB ท่ีแช่เยน็ 10 มิลลิลิตร แลว้ค่อยๆ เติม 

DMSO 0.7 มิลลิลิตร แลว้ตั้งทิ้งไวใ้นนํ้ าแข็ง 10 นาที แบ่ง competent cell ท่ีไดใ้นหลอดไมโครเซนติ

ฟิวส์แลว้เก็บท่ีตูค้วบคุมอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

7)  การทรานส์ฟอร์มดีเอ็นเอสายผสมเข้า สู่  competent cell E.coli 

DH5α ดว้ยวธีิ Heat shock 

ดดัแปลงตามวิธีของ Sambrook et al. (2001) โดยนาํ competent 

cell ปริมาตร 100 ไมโครลิตร มาตั้งทิ้งไวใ้นนํ้ าแข็งเป็นเวลา 10 นาที ต่อจากนั้นดูดสารละลายท่ีทาํการ

เช่ือมช้ินส่วนดีเอ็นเอเป้าหมายเขา้กบัพลาสมิดเวคเตอร์ในขอ้ท่ี 6)  ปริมาตร 20 ไมโครลิตรใส่ใน 

competent cell ผสมให้เขา้กนัเบาๆ แลว้แช่ในนํ้ าแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นนาํไปแช่ในอ่างควบคุม

อุณหภูมิท่ี 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 วินาที แลว้ทาํให้เยน็ลงอย่างรวดเร็วโดยแช่ทิ้งไวใ้นนํ้ าแข็ง

เป็นเวลา 2-3 นาที ต่อมาเติมอาหารเล้ียงเช้ือ LB ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และนาํไปเล้ียงเช้ือบนเคร่ืองเขยา่ 

ควบคุมอุณหภูมิท่ีความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้น

แบ่งสารละลายไป spread บนจานเพาะเช้ืออาหารแข็ง LB ท่ีมี ampicillin  100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

Isopropyl-B-D thiogalactoside (IPTG) ความเขม้ขน้ 0.5 มิลลิโมลาร์ และ 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-

B-D-galactoside (x-gal) ความเขม้ขน้ 80 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากนั้นนาํจานเพาะเช้ือไปบ่มท่ี

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ชัว่โมง 

8)  การคดัเลือกโคโลนีท่ีไดรั้บการทรานส์ฟอร์ม 

คัดเลือกโคโลนีสีขาวบนอาหารแข็ง LB ท่ีมียาปฏิชีวนะ 

ampicillin, x-gal และ IPTG เน่ืองจาก pTZ57R/T มีบริเวณยีน lacZ  ท่ีทาํหน้าท่ีผลิตเอนไซม์ β-

galactosidase โดยจะทาํการย่อย x-gal ให้ไดต้ะกอนสีฟ้า แต่พลาสมิดเวคเตอร์ท่ีถูกแทรกดว้ย 16S 

rDNA ท่ีบริเวณยนี lacZ จะทาํใหไ้ม่สามารถผลิตเอนไซมน้ี์ไดแ้ละไดต้ะกอนสีขาวแทน 

9)  การสกดัพลาสมิด โดยใชชุ้ดแยกพลาสมิดสํา เ ร็จ รูป QIAprep 

Spin Miniprep Kit 

นาํโคโลนีท่ีมีสีขาวไปเล้ียงในอาหารเหลว LB จากนั้นนาํไปบ่มใน

ตูท่ี้มีการเขยา่ (incubate shaker) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 14 ชัว่โมง จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ  8,000 รอบต่อนาที แล้วเทส่วนใสทิ้ง รอให้แห้ง เติมบฟัเฟอร์ P1 ปริมาตร 250 

ไมโครลิตร แลว้ทาํการ vortex จากนั้นเติมบฟัเฟอร์ P2 ปริมาตร 250 ไมโครลิตร แลว้ทาํการพลิก

กลบัไปกลบัมาเบาๆ 4-6 คร้ัง เติมบฟัเฟอร์ N3 ปริมาตร 350 ไมโครลิตร แลว้ทาํการพลิกกลบัไปกลบัมา



22 
 

เบาๆ 4-6 คร้ัง นาํไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่ลงคอลมัน์

นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ทิ้งส่วนเหลวดา้นล่างหลอดทิ้ง ลา้ง

คอลมัน์ดว้ย บฟัเฟอร์ PE  ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 6,000 รอบต่อ

นาที นาน 1 นาที แลว้เทส่วนล่างทิ้ง ทาํการลา้ง 2 คร้ัง จากนั้นนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 

รอบต่อนาที นาน 1 นาที รอใหค้อลมัน์แหง้ ยา้ยคอลมัน์ไปใส่ในหลอดไมโครเซนติฟิวส์อนัใหม่ ทาํการ 

elute ดีเอน็เอโดยการเติมบฟัเฟอร์ EB ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว ้10-15 นาที แลว้นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาที ตรวจสอบ พลาสมิดท่ีไดโ้ดยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟรี

ซีสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ตามวธีิในขอ้ 2) โดยใช ้100 bp DNA Ladder เป็น marker 

10)  การตรวจสอบความถูกตอ้งของพลาสมิดเวคเตอร์ท่ีถูกแทรกดว้ย

16S rDNA 

ทาํการตรวจสอบช้ิน 16S rDNA ซ่ึงถูกแทรกสู่พลาสมิดเวคเตอร์

ดว้ยการวิเคราะห์การตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ XbaI (vivantis) และ BamHI (vivantis) โดยเอนไซมท์ั้ง

สองชนิดทาํปฏิกิริยาร่วมกนัโดยในปฏิกิริยา 10 ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10x Buffer ปริมาตร 1 

ไมโครลิตร เอนไซมต์ดัจาํเพาะ XbaI (ความเขม้ขน้ 20 ยนิูตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร 

เอนไซม์ตดัจาํเพาะ BamHI (ความเขม้ขน้ 20 ยูนิตต่อไมโครลิตร) ปริมาตร 0.3 ไมโครลิตร พลาสมิด

เวคเตอร์ท่ีแทรกดว้ย 16S rDNA ท่ีไดจ้ากขอ้ 9)  ปริมาตร  6 ไมโครลิตร และปรับดว้ยนํ้ ากลัน่ท่ีผา่นการ

ฆ่าเช้ือจนมีปริมาตรสุดทา้ย 10 ไมโครลิตร นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง 

จากนั้นตรวจสอบขนาดช้ินดีเอน็เอท่ีไดจ้ากการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะโดยอะกาโรสเจลอิเล็กโตรโฟ

รีซีสความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ตามวธีิในขอ้ 2) โดยใช ้1 Kb DNA Ladder เป็น marker 

11)  วเิคราะห์หาลาํดบัเบส 

ตรวจสอบลาํดบันิวคลีโอไทด์จากโคลนท่ีได้ว่ามีความเหมือน

หรือคลา้ยคลึงกบัดีเอ็นเอของแบคทีเรียชนิดใดในฐานขอ้มูล โดยใชโ้ปรแกรม BLASTN (Basic Local 

Alignment Search Tools) จากฐานขอ้มูล NCBI ในอินเตอร์เน็ตท่ี (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อ

ใช้ในการหาค่าเปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงหรือความเหมือน (% Identity) และรายละเอียดต่างๆ ของ

แบคทีเรียท่ีปรากฏในผลของการ BLASTN 

1.2.2  การทดสอบอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมต่อการสร้างสารย ับย ั้ ง เ ช้ือ

แบคทีเรียโดยแบคทีเรียกรดแลกติก 

ทดสอบอุณหภูมิแล ะ ระยะเ วล า ที่ เ ห ม า ะ ส ม ต่อ ก า ร ส ร้ า ง ส า ร ย ับ ย ั้ งเช้ือ

แบคทีเรียโดยแบคทีเรียกรดแลกติก ดดัแปลงจาก Pilasombut (2006) นาํเช้ือตวัอยา่งจาก stock culture 

เล้ียงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ถ่ายเช้ือ

ตวัอยา่ง 2 เปอร์เซ็นต ์ลงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด ์ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 

300 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30, 37  และ 42 องศาเซลเซียส สุ่มตวัอยา่งปริมาตร 10 มิลลิลิตร ทาํการวดั
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ค่าการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 600 นาโนเมตร ทดสอบหาค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินนของ

อาหารเล้ียงเช้ือเหลวท่ีเป็นส่วนใส (cell free supernatant)   และหาปริมาณเช้ือตวัอยา่งโดยการ spread 

plate (Log CFU/ml) ทุก 2 ชัว่โมง เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

 การทดลองที ่ 1.3  การทดสอบคุณสมบติัของสารแบคเทอริโอซิน 

  1.3.1  การทดสอบกบัเอนไซมย์อ่ยโปรตีน 

ทดสอบกบัเอนไซม์ย่อยโปรตีน ดดัแปลงจาก Ennahar et al. (1999) นาํเช้ือ

ตวัอย่างเล้ียงในอาหารเหลว  MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาตร 10 

มิลลิลิตร แลว้บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 18 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว

รอบ 4,000 รอบต่อนาที 20 นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เทเอาเฉพาะส่วนใสของอาหารเล้ียงเช้ือเหลว 

ปรับค่าความเป็นกรดแ ล ะ ด่า ง ใ ห้เ ห ม า ะ ส ม กบัการทาํงานของเอนไซม์แต่ละชนิด ได้แก่ α-

chymotrypsin, trypsin และ proteinase K แลว้ปรับค่าความเป็นกรดและด่างเท่ากบั 7.0  ทุกตวัอยา่ง 

จากนั้นนาํส่วนใสดงักล่าวย่อยดว้ยเอนไซม์ย่อยโปรตีนชนิดต่างๆ ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ยของเอนไซม์

เท่ากบั 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 ชัว่โมง หลงัจากครบเวลาท่ี

กาํหนดใหก้รองโดยใชแ้ผน่กรองปลอดเช้ือ แลว้นาํไปตม้ในนํ้ าเดือดท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 5 นาที นาํสารละลายส่วนใสท่ียอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ปวดัค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินท่ีเหลืออยู ่

 1.3.2   การทดสอบความเสถียรของสารแบคเทอริโอซินต่ออุณหภูมิสูงและอุณหภูมิตํ่า 

ทดสอบความเสถียรข อ ง สารแบคเทอริโอซินต่ออุณ หภูมิ สู ง  ดดัแปลงจาก 

Campos et al. (2006) โดยนาํเช้ือตวัอยา่งเล้ียงในอาหารเหลว  MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 

1 เปอร์เซ็นตป์ริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํไปป่ันเหวี่ยง

ท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เทเอาเฉพาะส่วนใสมาปรับค่า pH เท่ากบั 6 โดยส่วน

หน่ึงนาํไปตม้ในนํ้าท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10, 30  และ 60 นาที และอีกส่วนหน่ึงนาํไป

ผา่นความร้อนท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที วดัค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซิน 

ทดสอบความคงทนของสารแบคเทอริโอซินต่อ อุณ ห ภูมิต ํ่า  ดัดแปลงจาก 

Campos et al. (2006) นาํเช้ือตวัอยา่งเล้ียงในอาหารเหลว MRS ซ่ึงมีโซเดียมคลอไรด์ ความเขม้ขน้ 1 

เปอร์เซ็นต ์ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 18 ชัว่โมง จากนั้นจึงนาํไปป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที นาน 20 นาที เทเอาเฉพาะส่วนใสมาปรับค่าความเป็นกรดและด่าง 

เท่ากบั 6 กรองผ่านแผ่นกรองปลอดเช้ือ จากนั้นนาํไปแช่ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วนั 

โดยวดัค่ากิจกรรมของแบคเทอริโอซินทุกวนั 
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การทดลองที ่ 2  ศึกษาผลของสารแบคเทอริโอซิน กรดแลกติก และสารแบคเทอริโอซินร่วมกบักรดแลก

ติกในการยบัยั้งเช้ือ Salmonella sp., E. coli  และ S. aureus  แบ่งออกเป็น  2  การทดลองยอ่ย  ดงัน้ี 

 การทดลองที่  2.1  ทดสอบความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของกรดแลกติก ในการยบัย ั้งเช้ือ 

Salmonella sp.,  E. coli และ S. aureus 

  

 การทดลองที่  2.2  นาํขอ้มูลความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมของกรดแลกติกจากการทดลองท่ี 2.1 ใช้

ร่วมกบัสารแบคเทอริโอซินในการยบัย ั้งเช้ือ Salmonella sp.,  E. coli และ S. aureus 

 ทาํการศึกษาประสิทธิภาพการลดปริมาณจุลินทรียก่์อโรคของสารทดสอบ ระดบัความเขม้ขน้ท่ี

เหมาะสมของสารแต่ละชนิดท่ีมีผลในการยบัย ั้งการเจริญเช้ือ Salmonella sp.,  E. coli และ S. aureus ท่ี

ระยะเวลาท่ีสารสัมผสัแบคทีเรีย ไดแ้ก่ 0, 6, 12, 18,  24 และ  30 ชัว่โมง โดยทาํการทดลองจาํนวน 3 ซํ้ า 

วเิคราะห์ปริมาณแบคทีเรียท่ีเหลืออยูภ่ายหลงัสัมผสัสารท่ีระยะเวลาต่างๆ รายงานผลในค่า log cfu/ml 

 

การทดลองที ่3 ศึกษาการใช้สารแบคเทอริโอซิน  กรดแลกติก  และสารแบคเทอริโอซินร่วมกับกรดแลกติ

กต่อคุณสมบัติทางด้านกายภาพ เคมี จุลินทรีย์และทางประสาทสัมผัส  ของไส้กรอกอีสานภายใต้

กระบวนการหมักโดยการแขวนในอุณหภูมิห้องและบรรจุถุงสูญญากาศ  แบ่งออกเป็น  2  การทดลอง

ยอ่ย  ดงัน้ี 

 การทดลองที่  3.1  ศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซิน  กรดแลกติก  และสารแบคเทอริโอซิน

ร่วมกบักรดแลก   ติกต่อคุณสมบติัทางดา้นกายภาพ เคมี จุลินทรียแ์ละทางประสาทสัมผสั  ของไส้กรอก

อีสานภายใตก้ระบวนการหมกัโดยการแขวนในอุณหภูมิห้องและบรรจุถุงสูญญากาศ  เป็นระยะเวลา  0, 

1, 2, 3  และ  4  วนั  โดยศึกษาคุณสมบติัดงัน้ี 

  3.1.1  คุณสมบติัทางดา้นกายภาพ 

3.1.1.1  ค่าความเป็นกรดด่าง  

3.1.1.2  ปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity) 

3.1.1.3  สี (CIE L*a*b*) ดว้ยเคร่ือง  Hunterlab  Mini  Scan  EZ 

3.1.1.4  ลกัษณะเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์ ดว้ยรูปแบบ Texture Profile Analysis 

โดยใชห้วัวดัแบบ Compression ดว้ยเคร่ือง Instron (model 1011, USA) 

3.1.2  คุณสมบติัทางดา้นเคมี 

3.1.2.1  ค่าวอเตอร์แอคติวิต้ี (Water activity measurement) ดว้ยเคร่ือง เคร่ือง

ตรวจวดัค่า Aw  (Novasina, Switzerland) 

3.1.2.2 ค่าความช้ืน (Moisture content) ด้วยเคร่ืองตรวจวดัค่าความช้ืน 

(Analyzer, Hobart, USA) 
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3.1.3  คุณสมบติัทางดา้นจุลินทรีย ์

3.1.3.1  จาํนวนเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก  

3.1.3.2  จาํนวนยสีตแ์ละรา  

 3.1.4  วเิคราะห์คุณภาพทางประสาทสมัผสั 

ศึกษาการยอมรับของผูบ้ริโภคดว้ยการประเมินคุณภาพทางประสาทสัมผสัดา้น

ลกัษณะปรากฏเน้ือสัมผสั (chewiness and hardness)  กล่ิน รสชาติ  และการยอมรับโดยรวม  ดว้ย

วธีิการใหค้ะแนนความชอบแบบ 7-Point  hedonic scale   

 

 การทดลองที ่ 3.2  ศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซินและกรดแลกติก ร่วมกบัวิธีการเก็บระหวา่ง

เกิดกระบวนการหมกั ในการการยบัย ั้งเช้ือ S. aureus ในไส้กรอกอีสาน 

 ศึกษาการใชส้ารแบคเทอริโอซิน กรดแลกติก  และสารแบคเทอริโอซินร่วมกบักรด

แลกติกในการยบัย ั้งเช้ือ S.  aureus ในไส้กรอกอีสาน เม่ือแขวนไวท่ี้อุณหภูมิห้องและเม่ือบรรจุในถุง

สุญญากาศท่ีอุณหภูมิ 30 °C 

 

3.6  ขั้นตอนการศึกษาและการเกบ็ข้อมูล 

 3.6.1  การวเิคราะห์ดา้นกายภาพ 

3.6.1.1  การวดัค่าความเป็นกรดด่าง 

วดัค่าความเป็นกรด-ด่าง  โดยใช้หัวโพรบท่ิมลงบนตวัอย่างโดยตรง  จากนั้น

บนัทึกผล กลุ่มการทดลองละ 3 ซํ้ า 

3.6.1.2  วเิคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด (Total acidity)  

วิเคราะห์ปริมาณกรดทั้งหมด  ดดัแปลงจาก  Friedrich et al. (2001) โดยชัง่

ตวัอยา่ง 2 กรัม ใส่ในนํ้ากลัน่ 20 มิลลิลิตร นาํไปป่ันดว้ยเคร่ือง homogenizer จากนั้นนาํไป centrifuge ท่ี 

4000 g อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 15 นาที กรองเอาแต่ส่วนใส หยดดว้ยฟีนอฟทาลีน 2-3 หยด นาํไปไต           

เตรทดว้ย 0.1 NaOH จนเป็นสีชมพอู่อน โดยทดลองกลุ่มการทดลองละ 3 ซํ้ า คาํนวณหาปริมาณกรดจาก

สูตร 

เปอร์เซ็นตก์รดทั้งหมด = N x V x 90.01 x 100 

                                     1000 x นํ้าหนกัของตวัอยา่ง 

   N = ความเขม้ขน้ของสารละลายมาตรฐาน 0.1 N NaOH 

   V = ปริมาตรของสารละลายมาตรฐาน 0.1 NaOH ท่ีใช ้
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3.6.1.3  การวดัค่าสี (CIE L*a*b*)  

สุ่มตวัอยา่งกลุ่มทดลองละ  3 ช้ิน มาวดัค่าสีดว้ยระบบ CIE (L*a*b*) ช้ินละ 3 

จุด ดว้ยเคร่ืองวดัสี HunterLab Mini  Scan  EZ 4000L (Hunter Lab Inc., Reston, USA) เม่ือ L* คือ ค่า

ความสวา่ง a*  คือ ค่าสีแดง และ b*  คือ ค่าสีเหลือง 

3.6.1.5  ลกัษณะเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ ์ดว้ยรูปแบบ Texture Profile Analysis  

การวดัลกัษณะเน้ือสัมผสัของผลิตภณัฑ์ ดว้ยรูปแบบ Texture Profile Analysis 

โดยใชห้วัวดั Compression ดว้ยเคร่ือง Instron (model 1011, USA) ตดัตวัอยา่งเป็นช้ิน ขนาด 2 x 4 

เซนติเมตร ตวัอยา่งละ 10 ซํ้ า   

  

 3.6.2  คุณสมบติัทางดา้นเคมี 

3.6.2.1  ค่าวอเตอร์แอคติวต้ีิ (Water activity measurement)  

ตดัตวัอย่างเป็นช้ินเล็ก ๆ ปริมาณ 3 กรัม ใส่ลงในภาชนะสําหรับใช้วิเคราะห์ 

ตวัอยา่งละ 3 ซํ้ า 

3.6.2.2  ค่าความช้ืน (Moisture content)  

ตดัตวัอย่างเป็นช้ินเล็กๆ  ปริมาณ  3 กรัม  วดัด้วยเคร่ืองตรวจวดัค่าความช้ืน 

(Analyzer, Hobart, USA)  จาํนวน  3  ซํ้ า  

 

3.6.3  คุณสมบติัทางดา้นจุลินทรีย ์

3.6.3.1   จาํนวนเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก 

ตรวจวเิคราะห์หาเช้ือแบคทีเรียกรดแลกติก  โดยวธีิการท่ีอา้งอิงจาก AOAC 

(2006)  โดยนาํตวัอยา่งจาํนวน 25 กรัม ในสารละลายเปปโทน 0.1% ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะได้

สารละลายท่ีมีความเขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจางตวัอยา่ง จนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 

1:1000, 1:10000 และ 1:100000 เป็นตน้) จากนั้นใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร และ

ถ่ายลงในจานเพาะเช้ือท่ีมีอาหาร MRS agar ท่ีเติม CaCO3 (0.5%) ปริมาตรจานละ 15 – 20 มิลลิลิตร ท่ี

ระดบัความเจือจางละ 2 ซํ้ า แลว้ใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้นั้น spread ท่ีผวิหนา้

อาหารแลว้คว ํา่จานเพาะเช้ือ นาํจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 24-48 ชัว่โมง 

ภายใตส้ภาวะท่ีไม่มีอากาศ จากนั้นนบัจาํนวนโคโลนีท่ีมีบริเวณใส (clear zone) รอบๆ โคโลนี รายงาน

ผลจาํนวนเช้ือ Lactic acid bacteria เฉพาะจานเพาะเช้ือ ท่ีมีจาํนวนระหวา่ง 30 – 300 โคโลนี หน่วยเป็น 

log cfu/g 

3.6.3.2  จาํนวนยสีตแ์ละรา  

ตรวจวิเคราะห์หายีสต ์และราโดยวิธีการท่ีอา้งอิงจาก AOAC (2005)  โดยนาํ

ตวัอยา่งจาํนวน 25 กรัม ในสารละลายเปปโทน 0.1% ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายท่ีมีความ
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เขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจางตวัอยา่ง จนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 และ 

1:100000 เป็นตน้) จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร และถ่ายลงในจานเพาะ

เช้ือ เทอาหาร Malt agar ท่ีเติมกรดแลกติก 80% ปริมาตรจานละ 15 – 20 มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจาง

ละ 2 ซํ้ ารอจนอาหารแข็งแลว้คว ํ่าจานเพาะเช้ือ  นาํจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 26 º C เป็น

เวลา  7 วนั นบัจาํนวนยสีต ์และรา รายงานผลจาํนวนยสีต ์และรา เฉพาะจานเพาะเช้ือท่ีมีจาํนวนระหวา่ง 

30 – 300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g 

3.6.3.3 จาํนวนเช้ือ S. aureus 

  ตรวจวิเคราะห์หาเช้ือ S. aureus โดยวิธีการท่ีอ้างอิงจาก BAM  (2001)             

นาํตวัอยา่งจาํนวน 25 กรัม ในสารละลายเปปโทน 0.1% ปริมาตร 225 มิลลิลิตร จะไดส้ารละลายท่ีมี

ความเขม้ขน้ 1:10 จากนั้นเจือจางตวัอยา่ง จนไดร้ะดบัความเจือจางท่ีเหมาะสม (1:100, 1:1000, 1:10000 

และ 1:100000 เป็นตน้) จากนั้นใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายเจือจาง 0.1 มิลลิลิตร และถ่ายลงในจาน

เพาะเช้ือท่ีมีอาหาร Baird Parker ท่ีเติม Potassium tellurite 1% และไข่แดง ปริมาตรจานละ 15 – 20 

มิลลิลิตร ท่ีระดบัความเจือจางละ 2 ซํ้ า แลว้ใชแ้ท่งแกว้รูปสามเหล่ียมท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้นั้น spread ท่ี

ผิวหน้าอาหารแลว้คว ํ่าจานเพาะเช้ือ  นาํจานเพาะเช้ือทั้งหมดไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37º C เป็นเวลา 24-48 

ชัว่โมง จากนั้นนบัจาํนวนเช้ือ S. aureus รายงานผลจาํนวนเช้ือ S. aureus เฉพาะจานเพาะเช้ือ ท่ีมีจาํนวน

ระหวา่ง 30 – 300 โคโลนี หน่วยเป็น log cfu/g  การทดสอบการสร้างเอนไซมข์อง S. aureus  โดย 

Subculture เช้ือลงใน Brain heart infusion broth (BHI broth) ท่ีผา่นการฆ่าเช้ือแลว้ หลอดละ 0.30 

มิลลิลิตร เข่ียโคโลนีท่ีสงสัยวา่เป็น S. aureus เพาะเช้ือในหลอดท่ีมี BHI broth และหลอดอาหาร TSA 

slant (สําหรับการทดสอบซํ้ า) นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37º C เป็นเวลา 18 – 24 ชัว่โมง ดูด Coagulase 

plasma ปริมาตร 0.30 มิลลิลิตร ลงในหลอดเพาะเช้ือท่ีมี BHI broth บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 4 - 6 

ชัว่โมง อ่านผลโดยดูการแข็งตวัของ plasma อนัเน่ืองมาจากเอนไซม ์Coagulase (Coagulase positive) ท่ี

เช้ือ  S. aureus สร้างข้ึน ซ่ึงอาจจะมีลกัษณะต่าง ๆ กนั สาํหรับเช้ือท่ีให ้Coagulase ไม่เท่ากนั 

3.6.4  วเิคราะห์ทางประสาทสัมผสั 

โดยการทดสอบคุณภาพทางประสาทสัมผสัตาม โดยทดสอบ 7 ลกัษณะ ได้แก่ สี  

ลกัษณะปรากฏ  เน้ือสัมผสั  กล่ินรส  ความเปร้ียว  และลกัษณะโดยรวม ประเมินโดยวิธี Consumer test 

โดยใชผู้ท้ดสอบชิมซ่ึงเป็นกลุ่มนกัศึกษา อาจารย ์และผูบ้ริโภคทัว่ไปจาํนวน 30 คนข้ึนไป โดยมีช่วง

การใหค้ะแนนความพึงพอใจ 7 ระดบั (7 – Point Hedonic Scale)  ตั้งแต่  1 – 7 ดงัต่อไปน้ี 

1    หมายถึง    ไม่ชอบมากท่ีสุด 

2    หมายถึง    ไม่ชอบมาก 

3    หมายถึง    ไม่ชอบ 

4    หมายถึง    เฉยๆ 

5    หมายถึง    ชอบ 
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6    หมายถึง    ชอบมาก 

7    หมายถึง    ชอบมากท่ีสุด 

 

3.7  การวเิคราะห์ทางสถิต ิ

 ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Complete Randomized Design, CRD) ยกเวน้การ

วเิคราะห์ทางดา้นประสาทสัมผสั ใชแ้ผนการทดลองแบบสุ่มไม่สมบูรณ์ (Randomized Complete Block 

Design, RCBD) นาํขอ้มูลท่ีไดจ้ากการทดลองมาวิเคราะห์หาความแปรปรวน (Analysis of Variance, 

ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียดว้ยวิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) 

ดว้ยโปรแกรมคอมพิวเตอร์สาํเร็จรูป (SPSS for windows version 11.5 : SPSS Inc.)       
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