
วิธีดาํเนินการวิจัย 
 

วัตถุดบิท่ีใช้ในการวจัิย 

1. เคร่ืองในปลา  

 ใช้เศษเหลือจากอุตสาหกรรมแปรรูปปลา  (เคร่ืองในปลาทับทิม Oreochromis 

niloticus  และ  เคร่ืองในปลาช่อน  Channa striata )  จากร้านปลาสองแคว  จงัหวดัพิษณุโลก  

ขนส่งโดยแช่มาในลังนํา้แข็ง  โดยมีระยะเวลาตัง้แต่ปลาตายจนถึงการเตรียมวัตถุดิบไม่เกิน  3  

ชั ่วโมง  นําเคร่ืองในปลาทับทิมมาล้างทําความสะอาด  ล้างไขมันบางส่วนออกด้วยเอทานอล  

(ethanol)  ร้อยละ  95  (อตัราส่วน  1  ตอ่  1  ของเคร่ืองในปลาทบัทิมตอ่ปริมาณเอทานอล)  

หลงัจากนัน้ทําการล้างเอทานอลออกด้วยนํา้สะอาด  4  ถึง  5  ครัง้  นําไปบดให้ละเอียดด้วยเคร่ือง

ป่ัน  (blender)  คลกุเคล้าให้ผสมกนัดี  บรรจใุสแ่ก้วพลาสติกชนิดมีฝาปิดแก้วละ  90  กรัม  แช่แข็ง

ท่ีอณุหภมูิ  –18  องศาเซลเซียส  เพ่ือเก็บรักษาไว้จนกวา่จะนํามาทดลอง 

2. กล้าเชือ้จลุินทรีย์ 

 2.1  เชือ้  Bacillus subtilis TISTR 008  และ  Bacillus cereus TISTR 687  จาก

สถาบนัวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย  เตรียมกล้าเชือ้โดยเพาะเชือ้ลงอาหาร 

nutrient broth (NB)  บม่ในเคร่ืองเขย่าแบบควบคมุท่ีอณุหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  120  

รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  24  ชั่วโมง  และทําการถ่ายเชือ้แบคทีเรียลงบนอาหาร  nutrient agar (NA)  

บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศาเซลเซียส  เพ่ือการเก็บรักษาไว้จนกวา่จะนํามาทําการทดลอง  (ถ่ายเชือ้ทกุ  

48  ชั่วโมง) 

 2.2  เชือ้  Staphylococcus aureus TISTR 118  และ  Escherichia coli ATCC 

25922  จากภาควิชาจุลชีววิทยาและปรสิตวิทยา  คณะวิทยาศาสตร์การแพทย์  มหาวิทยาลยั

นเรศวร  เตรียมกล้าเชือ้โดยถ่ายเชือ้แบคทีเรียลงบนอาหาร  nutrient agar slant  บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  

องศาเซลเซียส  เพ่ือการเก็บรักษาไว้จนกวา่จะนํามาทําการทดลอง  (ถ่ายเชือ้ทกุ  48  ชั่วโมง) 

 

การเตรียมตัวอย่างและการเตรียมกล้าเชือ้แบคทีเรียโปรตโิอไลตกิ 

การเตรียมโปรตีนไฮโดรไลเซทจากเครื่องในปลาทําได้โดยนําตัวอย่างวัตถุดิบที ่

บดละเอียด  ผสมนํา้ในอัตราส่วน  1  ต่อ  1  โดยนํา้หนกัต่อปริมาตร  (เคร่ืองในปลาบดละเอียด  

25  กรัม  ตอ่  นํา้กลัน่ที่ปราศจากเชือ้ปริมาตร  25  มิลลิลิตร)  จากนัน้นําไปทําการทดลองตาม

สภาวะตา่งๆ  และหยดุปฏิกิริยาโดยการต้มในอ่างนํา้ควบคมุอณุหภูมิ  (water bath)  ท่ีอณุหภูมิ  

95  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  20  นาที  นําโปรตีนไฮโดรไลเซทเข้มข้นท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ  
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4  องศาเซลเซียส  ความเร็ว  6,000  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  30  นาที  จะได้โปรตีนไฮโดรไลเซท

สําหรับนําไปผลิตเป็นเปปโตนในขัน้ตอ่ไป 

 

สารเคมีท่ีใช้ในการวจัิย   

1. กรดไฮโดรคลอริก  (hydrochloric acid, Univar, New Zealand)  

2. กรดซลัฟริูก  (sulfuric acid, LAB-SCAN, Thailand) 

3. กรดบอริก  (boric acid, RFCL Limited, India) 

4. โซเดียมไฮดรอกไซด์  (sodium hydroxide, RCI Labscan, Thailand) 

5. ไดเบสิก โซเดียมฟอสเฟต  (dibasic sodium phosphate, Panreac, E.U) 

6. กรดไตรคลอโรอะซติกิ  (trichloroacetic acid, MERCK, Germany) 

7. เอทานอล  (ethanol 95%,  MCC chemical, Thailand) 

8. โซเดียมคลอไรด์  (sodium chloride, MERCK, Germany) 

9. ไดโซเดียมคาร์บอเนต  (disodium carbonate, Panreac, E.U.) 

10. ปิโตรเลียมอีเทอร์  (petroleum ether, RCI Labscan, Thailand) 

11. เคซีน  (casein, Fluka, Swizerland) 

12. ฟอสเฟต  (phosphate, Fluka, Swizerland) 

13. ฟอลนิ ซิโอแคลตรีูเอเจนต์  (folin-ciocalteu reagent, MERCK, Germany) 

14. ไทโรซีน  (tyrosine, S.M. chemical supplies, Thailand) 

15. เมทิลเรด  (methy red, Fluka, Swizerland) 

16. ซิลิเนียม (selenium, MERCK, Germany) 

 

อาหารเลีย้งเชือ้ท่ีใช้ในการวจัิย  

1. Bacto peptone (Difco, U.S.A) 

2. 1% peptone water (HiMedia Laboratories, India) 

3. Plate count agar : PCA (HiMedia Laboratories, India) 

4. Nutrient broth : NB (HiMedia Laboratories, India) 

5. Nutrient agar : NA (Difco, U.S.A) 

6. Skim milk agar (Difco, U.S.A) 
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7. Salmonella Shigella agar : SS agar (MERCK, Germany) 

8. Lactose broth (MERCK, Germany) 

9. Eosin methylene blue agar : EMB agar (MERCK, Germany) 

10. Patato dextrose agar (ภาคผนวก ข) 

11. EC broth (ภาคผนวก ข) 

12. LST broth (ภาคผนวก ข) 

13. Standard plate count (ภาคผนวก ข) 

 

เคร่ืองมือท่ีใช้ในการวจัิย 

1. ชดุเคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณไขมนั  (B-810, Buchi, Switzerland) 

2. ชดุเคร่ืองมือวิเคราะห์โปรตีน  (B-323, Buchi, Switzerland) 

3. เคร่ืองยอ่ยโปรตีน  (B-435, Buchi, Switzerland) 

4. เคร่ืองวดัค่าความเป็นกรด-ด่าง (Cyber Scan, Eutech instruments, Charan 

Associates, Thailand) 

5. ตู้บม่เพาะเชือ้ (Shel lab 2020, Shaldon Manufacturing Inc., U.S.A) 

6. ตู้แช่แข็ง อุณหภูมิ –18 องศาเซลเซียส  (SCM-320SBD, Sanden Intercool, 

Thailand) 

7. ตู้เย็น   4  องศาเซลเซียส  (nice SJ-J17A, Sharp, Thailand) 

8. เคร่ืองบดอาหาร  (MX-795 N, National, Thailand) 

9. อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมูิ  (WB-710M, Optima, Thailand) 

10. ตู้อบลมร้อนควบคมุอณุหภมูไิด้  (UM-oven 120L, UMAC, Thailand) 

11. ตู้อบลมร้อนแบบถาด (tray dryer)  (1375 FX, SHEL LAB, Thailand) 

12. ตู้ปลอดเชือ้  (Clean Air Techniek, Thailand) 

13. เคร่ืองป่ันเหว่ียงตกตะกอนแบบควบคมุอณุหภมูิ  (K240 R, Centurion, Thailand) 

14. เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง  (Genesys 20, Themno, Thailand) 

15. เคร่ืองวดัสี  (DP 9000, Hunter Lab, U.S.A.) 

16. หม้อนึง่ฆา่เชือ้ความดนัไอนํา้  (ALP, KT 30L, Japan) 

17. ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขยา่ชนิดควบคมุอณุหภมูิ  (N-Biotek, 205Q, Thailand) 
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18. เคร่ืองกลัน่ระเหยสารแบบหมนุ  (B-409, Buchi, Switzerland) 

19. เคร่ืองทําแห้งแบบแชเ่ยือกแช็ง  (MAXI dry lyo, Heto, UK.) 

20. เคร่ืองชัง่นํา้หนกัทศนิยม  3  ตําแหนง่  (PE 503-S, Mettler Toledo, Thailand) 

21. เคร่ืองชัง่นํา้หนกัทศนิยม  4  ตําแหนง่  (AC 2105, Mettler Toledo, Thailand) 

 

ขัน้ตอนและวธีิดาํเนินการวจัิย 

ตอนท่ี  1  การวเิคราะห์องค์ประกอบทางเคมีของเคร่ืองในปลา 

ผสมเครื่องในปลาทับทิมหรือปลาช่อนที่บดละเอียดกับนํา้กลัน่ที ่ปราศจากเชือ้ใน

อตัราส่วน  1  ต่อ  1  โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร  (เคร่ืองในปลาบด  25  กรัม  ตอ่  นํา้กลัน่  25  

มิลลิลิตร)  นําไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี  ได้แก่  ความชืน้  โปรตีน  เถ้า  และไขมนั  ตามวิธี

ของ  AOAC (2000)  (ภาคผนวก  ก)  และค่าความเป็นกรด-ด่าง  โดยใช้  pH meter      

(ภาคผนวก  ก)  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

ตอนท่ี  2  การทดสอบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์โปรตเิอสของแบคทีเรีย 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรียโปรติโอไลติกทัง้  2  

ชนิด  โดยเลีย้งเชือ้  Bacillus subtilis TISTR 008  และ  Bacillus cereus TISTR 687  บนอาหาร

จําเพาะสตูร  skim milk agar  โดยวิธี  agar diffusion  ท่ีระดบัความเป็นกรด-ดา่ง  6.5,  7.5,  8.5,  

9.5  และ  10.5  บม่ท่ีอณุหภมูิ  37  องศาเซลเซียส  และ  45  องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  12  ชั่วโมง  

วดัเส้นผ่านศนูย์กลางของวงใสรอบโคโลนีของเชือ้  (clear zone diameter, CZ)  ตรวจสอบส่วนท่ี

ให้คา่สงูสดุจากการทดลอง  3  ซํา้  เพ่ือใช้เป็นแนวทางในการวิเคราะห์ในขัน้ตอนตอ่ไป 

ตอนท่ี  3  การศึกษาระดับการย่อยสลายตัวเอง  (autolysis)  ของตัวอย่างเคร่ือง

ในปลาทับทมิ 

ผสมเคร่ืองในปลาทบัทิม  (ท่ีนําออกจากตวัปลาทนัทีหลงัจากท่ีปลาตาย)  ที่บดละเอียด

กบันํา้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้  ในอตัราส่วน  1  ตอ่  1  โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร  จากนัน้นําไปทดสอบ

หาร้อยละของระดบัการย่ อยสลาย  (degree of hydrolysis : %DH)  ในรูปของกรดอะมิโนอิสระท่ี

เกิดขึน้  ณ  เวลา  0  ชัว่โมง  โดยวิธีของ  Hoyle and Merritt (1994)  (ภาคผนวก  ก)  ทําการ

ทดลอง  3  ซํา้ 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fshare.psu.ac.th%2Fblog%2Fsci-discus%2F18437&ei=tRGHTt2dGNGyrAfhkvTtDA&usg=AFQjCNFwdGyVWaVBfQEHAXRnv8Ac1RziWQ�
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ตอนท่ี  4  การศึกษาสภาวะการผลิตเอนไซม์โปรติเอสของแบคทีเรียต่อร้อยละ

ของระดับการย่อยสลายของตัวอย่างเคร่ืองในปลาทับทิมเปรียบเทียบกับการย่อยสลาย 

ตัวเอง  (autolysis)   

นําแบคทีเรียโปรติโอไลติกท่ีคดัเลือกได้จากตอนท่ี  2  มาใช้ในการผลิตเอนไซม์โปรติเอส  

โดยนําไปทดสอบหาร้อยละของระดบัการย่ อยสลาย  ในรูปของกรดอะมิโนอิสระที่เกิดขึน้  โดยวิธี

ของ  Hoyle and Merritt (1994)  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

1.   ศึกษาร้อยละของระดับการย่อยสลายตัวเองของเคร่ืองในปลาทับทิมท่ี

สภาวะต่างๆ 

ผสมเคร่ืองในปลาทบัทิมท่ีบดละเอียดกบันํา้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้  ในอตัราส่วน  1  ตอ่  

1  โดยนํา้หนักต่อปริมาตร  ปรับสภาวะของค่าความเป็นกรด-ด่างด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  

(NaOH) 0.1 N  ให้อยู่ท่ี  6.5,  7.5,  8.5,  9.5  และ  10.5  ปล่อยให้เกิดย่อยสลายท่ีอณุหภูมิ  31,  

37,  45  และ  53  องศาเซลเซียส  เขย่าโดยใช้ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ  ด้วย

ความเร็วรอบ  120  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  12  ชัว่โมง  หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  95              

องศาเซลเซียส  นําไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ  6,000  รอบตอ่นาที  

นําส่วนใสที่ได้ไปทดสอบหาร้อยละของระดบัการย่ อยสลายในรูปของกรดอะมิโนอิสระที่เกิดขึน้  

โดยวิธีของ  Hoyle and Merritt (1994)  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

2.   ศึกษาร้อยละของระดับการย่อยสลายตัวอย่างเคร่ืองในปลาทับทิมท่ีเติม          

B. subtilis TISTR 008  ท่ีสภาวะต่างๆ 

ทําการปรับความเข้มข้นของเชือ้  B. subtilis TISTR 008  ท่ีเตรียมได้จากข้อ  2  ด้วย

นํา้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี  600  นาโนเมตร  (A600)  เท่ากบั  0.3  (ปริมาณเชือ้

เร่ิมต้นเทา่กบั  108  cfu/ml)  ดดูสารละลายของกล้าเชือ้ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใส่ในตวัอย่างเคร่ือง

ในปลาทบัทิม  (substrate)  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  (เคร่ืองในปลาทบัทิมบด  25  กรัม  ตอ่  นํา้

กลัน่  25  มิลลิลิตร)  ปรับสภาวะของคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 0.1 

N  ให้อยู่ท่ี  6.5,  7.5,  8.5,  9.5  และ  10.5  ปล่อยให้เกิดย่อยสลายท่ีอณุหภมูิ  31,  37,  45  และ  

53  องศาเซลเซียส  เขย่าโดยใช้ตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่าชนิดควบคมุอุณหภูมิ  ด้วยความเร็วรอบ  

120  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  12  ชัว่โมง  หยดุปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  95  องศาเซลเซียส  นําไปป่ัน

เหว่ียงท่ีอณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ  6,000  รอบตอ่นาที  นําส่วนใสท่ีได้ไปทดสอบ

หาร้อยละของระดบัการย่ อยสลายในรูปของกรดอะมิโนอิสระที่เกิดขึน้  โดยวิธีของ  Hoyle and 
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Merritt (1994)  เปรียบเทียบร้อยละของระดบัการย่ อยสลายกบัตวัอย่างควบคมุ  ทําการทดลอง  3  

ซํา้ 

ตอนท่ี  5  การศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง  อุณหภูมิ  และเวลาท่ีเหมาะสมใน

การย่อยสลายเคร่ืองในปลาทับทมิ 

1.  ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างของการย่อยสลายตัวเองของเคร่ืองในปลาทับทิม

ต่อปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้ 

ผสมเคร่ืองในปลาทบัทิมท่ีบดละเอียดกบันํา้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้  ในอตัราส่วน  1  ตอ่  1  

โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร  ปรับสภาวะของคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 

0.1 N  ให้อยู่ท่ี  6.5,  7.5,  8.5,  9.5  และ  10.5  ปล่อยให้เกิดการย่อยสลายท่ีอณุหภูมิ  31,  37,  

45  และ  53  องศาเซลเซียส  เขย่าโดยใช้ตู้บ่มเพาะเชือ้แบบเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ  ด้วย

ความเร็วรอบ  120  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  12  ชัว่โมง  หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  95              

องศาเซลเซียส  นําไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ  6,000  รอบตอ่นาที  

นําส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Kjeldahl method (AOAC, 2000)   

(ภาคผนวก  ก)  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

2.  ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่างของการย่อยสลายตัวอย่างเคร่ืองในปลาทับทมิท่ี

เตมิ  B. subtilis TISTR 008  ต่อปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้ 

ทําการปรับความเข้มข้นของเชือ้  B. subtilis TISTR 008  ท่ีเตรียมได้จากข้อ  2  ด้วย  

นํา้กลัน่ท่ีปราศจากเชือ้ให้มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี  600  นาโนเมตร  (A600)  เท่ากบั  0.3  (ปริมาณเชือ้

เร่ิมต้น  108  cfu/ml)  ดดูสารละลายของกล้าเชือ้ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใส่ในตวัอย่างเคร่ืองในปลา

ทบัทิม  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ปรับสภาวะของคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  

(NaOH) 0.1 N  ให้อยู่ท่ี  6.5,  7.5,  8.5,  9.5  และ  10.5  ปล่อยให้เกิดย่อยสลายท่ีอณุหภูมิ  31,  

37,  45  และ  53  องศาเซลเซียส  เขย่าโดยใช้ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ  ด้วย

ความเร็วรอบ  120  รอบต่อนาที  เป็นเวลา  12  ชัว่โมง  หยุดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  95              

องศาเซลเซียส  นําไปป่ันเหวี่ยงที่อณุหภูมิ  4  องศาเซลเซียส  ความเร็วรอบ  6,000  รอบตอ่นาที  

นําส่วนใสที่ได้ไปวิเคราะห์หาปริมาณโปรตีนโดยวิธี  Kjeldahl Method (AOAC, 2000)   

(ภาคผนวก  ก)  เปรียบเทียบปริมาณโปรตีนท่ีละลายได้กบัตวัอยา่งควบคมุ  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 
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3.  ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายเคร่ืองในปลาทับทมิ 

เลือกสภาวะที่ดีที่สดุ  (อณุหภูมิและคา่ความเป็นกรด-ดา่ง)  จากตอนท่ี  5.1  และ  5.2  

นํามาใช้เป็นสภาวะในการย่อยสลายท่ีระยะเวลาต่างๆ  โดยทําการเก็บตวัอย่างตามช่วงเวลา  ทุก  

6  ชัว่โมง  เป็นเวลา  36  ชัว่โมง   

3.1 ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายตัวเองของเคร่ืองในปลา

ทับทมิต่อร้อยละของระดับการย่อยสลาย 

ผสมเคร่ืองในปลาทบัทิมที่บดละเอียดกับนํา้กลัน่ที่ปราศจากเชือ้  ในอตัราส่วน  

1  ตอ่  1  โดยนํา้หนกัตอ่ปริมาตร  ปรับสภาวะของคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  

(NaOH) 0.1 N  ให้อยูท่ี่  7.5  ปล่อยให้เกิดการย่อยสลายท่ีอณุหภูมิ  45  องศาเซลเซียส  เขย่าโดย

ใช้ตู้บม่เพาะเชือ้แบบเขย่าชนิดควบคมุอณุหภูมิ  ด้วยความเร็วรอบ  120  รอบตอ่นาที  ท่ีเวลา  6,  

12,  18,  24,  30  และ  36  ชัว่โมง  นําไปทดสอบหาร้อยละของระดบัการย่ อยสลายในรูปของ

กรดอะมิโนอิสระทีเ่กิดขึน้  โดยวิธีของ  Hoyle and Merritt (1994)  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

3.2  ศึกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการย่อยสลายเคร่ืองในปลาทับทิมท่ีมีการ

เตมิ B. subtilis TISTR 008  ต่อร้อยละของระดับการย่อยสลาย 

ทําการปรับความเข้มข้นของเชือ้  B. subtilis TISTR 008  ด้วยนํา้กลั่นท่ี

ปราศจากเชือ้ให้มีคา่ดดูกลืนแสงท่ี  600  นาโนเมตร  (A600)  เท่ากบั  0.3  (ปริมาณเชือ้เร่ิมต้น  

108  cfu/ml)  ดดูสารละลายของกล้าเชือ้ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  ใส่ในตวัอย่างเคร่ืองในปลาทบัทิม  

ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ปรับสภาวะของคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 

0.1 N  ให้อยู่ท่ี  7.5  ปล่อยให้เกิดย่อยสลายท่ีอณุหภูมิ  45  องศาเซลเซียส  เขย่าโดยใช้ตู้บม่เพาะ

เชือ้แบบเขยา่ชนิดควบคมุอณุหภมูิ  ด้วยความเร็วรอบ  120  รอบตอ่นาที  ท่ีเวลา  6,  12,  18,  24,  

30  และ  36  ชัว่โมง  นําไปทดสอบหาร้อยละของระดบัการย่ อยสลายในรูปของกรดอะมิโนอิสระท่ี

เกิดขึน้  โดยวิธีของ  Hoyle and Merritt (1994)  เปรียบเทียบร้อยละของระดบัการย่ อยสลายกบั

ตวัอย่างที่ไม่มีการเติมโปรติโอไลติกแบคทีเรียลงไปที่สภาวะเดียวกันทัง้หมด  คัดเลือกเวลาที่

เหมาะสมในการยอ่ยสลาย  ทําการทดลอง  3  ซํา้ 

ตอนท่ี  6  การทดสอบหากิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอสของตัวอย่างเคร่ืองใน

ปลาทับทมิ  (ดดัแปลงจาก  Ferrero et al., 1996) 

นําตัวอย่างเครื่องในปลาทับทิมที ่ใช้ เป็นสับเสรตทในการเพาะเลี ย้งแบคทีเ รีย                

โปรติโอไลติกในสภาวะที่ได้จากการคัดเลือกจากตอนที่  5  มาทดสอบหากิจกรรมของเอนไซม์         
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โปรติเอส  โดยปรับคา่ความเป็นกรด-ดา่งด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์  (NaOH) 0.1 N  ให้เท่ากบั  7.5  

บม่ท่ีอณุหภมูิ  45  องศาเซลเซียส  เขย่าที่ความเร็วรอบ  120  รอบตอ่นาที  เป็นเวลา  36  ชั่วโมง  

โดยเก็บตวัอย่างทุกๆ  6  ชัว่โมง  จากนัน้แบ่งตวัอย่างออกเป็น  2  ส่วน  โดยส่วนแรกนํามาทํา  

viable plate count  (ตอนท่ี  7)  และส่วนท่ี  2  นํามาป่ันแยกเซลล์ท่ีความเร็ว  10,000  รอบตอ่

นาที  เป็นเวลา  10  นาที  นําสว่นใสท่ีได้ไปวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์โปรติเอส  โดยวดัปริมาณ

ไทโรซีน  (tyrosin)  ที่เกิดภายหลงัจากการย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์  (ดดัแปลงวิธีจากวิธีของ  

Anson, 1983)  นําสารละลายเอนไซม์  1  มิลลิลิตร  (ตอนที่  6)  ใส่ในหลอดทดสอบ  เติม

สารละลายเคซีนเข้มข้นร้อยละ  2  จํานวน  1  มิลลิลิตร  บ่มให้เกิดปฏิกิริยาที่อุณหภูมิ  40      

องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  10  นาที  หยดุปฏิกิริยาด้วยสารละลาย  trichloroacetic acid  (TCA)  

เข้มข้นร้อยละ  10  จํานวน  2  มิลลิลิตร  เขย่าให้เข้ากันแล้วตัง้ทิง้ไว้ให้ตกตะกอนสมบูรณ์ที่

อุณหภูมิ  40  องศาเซลเซียส  นาน  30  นาที  กรองด้วยกระดาษกรอง  Whatman No.1  นํา

สารละลายท่ีกรองได้  1  มิลลิลิตร  ใส่ในหลอดทดสอบ  เติมโซเดียมไฮดรอกไซด์  (0.4 N NaOH)  

ลงไป  5  มิลลิลิตร  แล้วผสมให้เข้ากัน  จากนัน้นําหลอดทดลองไปแช่ในนํา้ที่อุณหภูมิ  40      

องศาเซลเซียส  เป็นเวลา  15  นาที  เติม  folin-cieacalteau reagent  ที่เจือจางด้วยนํา้ใน

อตัราส่วน  1:2 (w/v)  ลงไป  1  มิลลิลิตร  ผสมให้เข้ากนั  ทิง้ไว้  10 นาที  หลงัจากนัน้นําไปวดัสีท่ี

ความยาวคลื่น  660  นาโนเมตร  โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานของไทโรซีน  (standard tyrosin 

curve)   

กําหนดให้  1  หน่วยของเอนไซม์  เท่ากับ  ปริมาณของเอนไซม์โปรติเอสท่ีสามารถย่อย 

เคซีนแล้วเกิดไทโรซีน  1  ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  ในเวลา  1  นาที  ในสภาวะท่ีใช้ในการทดลอง 

ตอนท่ี  7 การศึกษาการเจริญของเชือ้จุลินทรีย์ท่ีสภาวะการย่อยสลายของ

ตวัอย่างเคร่ืองในปลาทับทมิ 

นําตวัอย่างเคร่ืองในปลาทบัทิมท่ีเตรียมได้จากตอนท่ี  6  แยกมาทําการศึกษาการเจริญ

ของเชือ้จลุินทรีย์ทัง้หมดท่ีมีอยู่ในตวัอย่าง  โดยนํามาทํา  viable plate count  ลงในอาหารเลีย้ง

เชือ้  plate count agar  (ภาคผนวก  ข)  ทําการนบัจํานวนโคโลนีของเชือ้ทกุ  6  ชั่วโมง  เป็นเวลา  

36  ชัว่โมง  บนัทกึผล 
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ตอนท่ี  8 การวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมี  กายภาพ  และจุลินทรีย์ของ     

เปปโตนท่ีผลติจากเคร่ืองในปลาทับทมิ 

ผลิตเปปโตนผงแห้งจากตวัอย่างเคร่ืองในปลาทบัทิมจากสภาวะที่คดัเลือกได้จากตอนที ่ 

7  นําไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  (freeze drying)  จากนัน้นําเปปโตนผงแห้งท่ี

ผลิตได้ไปวิเคราะห์สารประกอบท่ีได้จากกระบวนการย่อยสลายเปรียบเทียบกบัเปปโตนทางการค้า 

โดยองค์ประกอบท่ีทําการทดสอบ  ได้แก่  

1.  การวเิคราะห์ทางเคมี 

1.1   องค์ประกอบทางเคมีของเปปโตนที่ผลิตได้  ได้แก่  ปริมาณความชืน้  เถ้า  

โปรตีน  และไขมนั  ตามวิธี  AOAC (2000) 

1.2 กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบในเปปโตนท่ีผลิตได้  โดยทําการส่งตวัอย่างเพื่อ

วิเคราะห์กบับริษัท  ห้องปฏิบตัิการกลาง  (ประเทศไทย)  จํากดั  จงัหวดัเชียงใหม่  ตามวิธี  AOAC 

(2000) 

2.  การวิเคราะห์ทางกายภาพ 

วดัคา่สีของเปปโตนท่ีผลิตได้  โดย  Hunter lab  (L*, a*, b*)  เปรียบเทียบคณุภาพสี

ของเปปโตนท่ีผลิตได้จากเศษเหลือจากปลาทบัทิมกบัเปปโตนทางการค้า 

3.  การวเิคราะห์ทางจุลนิทรีย์ 

วิเคราะห์ปริมาณเชือ้จุลินทรีย์ที่พบในตัวอย่างเปปโตนที่ผลิตได้จากเคร่ืองในปลา

ทบัทิมตามมาตรฐานโปรตเิอสเปปโตน  Agar peptone and other (1960)  

ตอนท่ี  9 การทดสอบประสิทธิภาพของเปปโตนท่ีผลิตได้ในการเป็นอาหาร

สาํหรับจุลนิทรีย์ 

ผลิตเปปโตนผงแห้งจากตวัอย่างเคร่ืองในปลาทบัทิมจากสภาวะท่ีคดัเลือกได้จากตอนท่ี  

7  นําไปผ่านกระบวนการทําแห้งแบบแช่เยือกแข็ง  (freeze drying)  จากนัน้นําเปปโตนผงแห้งท่ี

ผลิตได้มาทดสอบความสามารถในการเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์เปรียบเทียบกบัเปปโตนท่ีจําหน่ายในทาง

การค้า  โดยทําการทดสอบกบัเชือ้จลุินทรีย์  3  สายพนัธุ์  ได้แก่  Bacillus subtilis TISTR 008,  

Staphylococcus aureus TISTR 118  และ  Escherichia coli ATCC 25922  ในอาหารเลีย้งเชือ้

ชนิดเหลวและอาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง 

1.  ทดสอบในอาหารเหลว 

 ใช้เปปโตนที ่ผลิตได้จากเครื่องในปลาทับทิมมาทดแทนสารละลายเปปโตน  

(peptone water)  โดยผสมเปปโตน  1  กรัม  ตอ่  นํา้กลัน่  100  มิลลิลิตร  นําไปผ่านการนึ่งฆ่าเชือ้  
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ทําการเลีย้งเชือ้จลุินทรีย์เร่ิมต้นท่ี  108 cfu/ml  ปริมาตร  1  มิลลิลิตร  บม่ท่ีอุณหภูมิ  37          

องศาเซลเซียส  ระยะเวลา  24  ชั่วโมง  หลงัจากนัน้นํามาตกตะกอนด้วยเคร่ืองเหว่ียงหนีศนูย์กลาง

ด้วยความเร็วรอบ  3,000  รอบตอ่นาที  นาน  30  นาที  เทสารละลายส่วนใสทิง้แล้วล้างเซลล์ด้วย

นํา้กลั่ น  2  ครัง้  นําเซลล์ที่ได้ไปอบแห้งที่อณุหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  ประมาณ  20  นาที  

นํามาชั่งหานํา้หนักแห้ง  (dry weight)  จากนัน้นําไปอบอีกจนได้นํา้หนกัแห้งคงที่  ทําการ

เปรียบเทียบปริมาณมวลชีวภาพของจลุนิทรีย์แตล่ะชนิด  โดยเปรียบเทียบคา่เฉล่ียนํา้หนกัแห้งท่ีได้

จากเปปโตนท่ีผลิตได้กบัเปปโตนทางการค้าโดยวิธี  T-test  วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมประมวลผล

ทางสถิต ิ

2.  ทดสอบในอาหารแขง็ 

ใช้เปปโตนที่ผลิตได้จากเคร่ืองในปลาทับทิมมาทดแทนเปปโตนที่ใช้ทางการค้าในสูตร

อาหารเลีย้งเชือ้ชนิดแข็ง  (plate count agar)  ทําการเจือจางเชือ้ที่ใช้ทดสอบในสารละลาย

โซเดียมคลอไรด์  ร้อยละ  0.85  โดยนํา้หนกัต่อปริมาตร  ให้ได้ความเจือจางที่เหมาะสม  จากนัน้  

ปิเปตสารละลายเชือ้ท่ีระดบัความเจือจางท่ีเตรียมไว้ปริมาตร  0.1  มิลลิลิตร  ใส่ลงในจานเพาะเชือ้  

หาปริมาณจลุินทรีย์ทดสอบด้วยวิธีสเปรตเพลท  จากนัน้นําไปบม่ท่ีอณุหภูมิ  37  องศาเซลเซียส  

ระยะเวลา  24  ชัว่โมง  ทําการนบัจํานวนโคโลนีของเชือ้บนอาหารท่ีมีเปปโตนท่ีผลิตได้เปรียบเทียบ

กบัเปปโตนทางการค้าโดยวิธี  T-test  วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมประมวลผลทางสถิต ิ

 

 

 


