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บทที ่3 วธิีด ำเนินกำรวจิัย  
 

3.1 วสัดุและอุปกรณ์ 
1. Fermentor: BioFlo 110, BioCommand Controller, New Brunswick Scientific Ltd.,USA 
2. ตูอ้บแหง้ควบคุมอุณหภูมิ (Hot air oven): Memmert 854, Memmert, Schwawach, Germany 
3. ตูบ้่มเช้ือควบคุมอุณหภูมิ (Incubator): RIVACOLD, บริษทั ริวา่โคลด ์เซอร์วสิ จ  ากดั,  
     ประเทศไทย 
4. ตูบ้่มเช้ือแบบเขยา่ (Incubator shaker): InnovaTM 4330, New Brunswick Scientific Ltd.,USA 
5. Instrument for Image analyzer technique :  

- Software: Olympus micro imaged DP70 for Windows Software, Media 
Cybernetics Inc., Silver Spring, USA 
- Microscope: Olympus BX51 series microscope and Olympus Automatic 
Exposure Photo micrographic System Model PM-10 AK, Olympus Optical Co., Ltd., 
Tokyo, Japan  
- Video Camera: Olympus DP70 Color Video Camera Model DXC-151AP, Sony 
Corporation, Japan  

6. Filter papers: Qualitative 90 mm Dia. x 100 Circles, Whatman No. 1, Whatman  
     International Ltd., Maidstone, England 
7. Haemacytometer: Improved Neubauer deep 1/10 mm., Bright Line, BOECO, Germany 
8. Laminar flow: Holten Lamin Air, Allerod, Denmark 

 9. Spectrophptometer: Spectronic21, Milton Rag Ltd., USA 
 10. Vacuum pump: GAST Manufacturing, USA 

11. Vortex mixer: Vortex-2 Gene G-560E, Scientific Industries Inc., New York, USA 
  

3.2 สำรเคมีทีใ่ช้ในงำนวจัิย 
1. Dipotassium hydrogen phosphate (K2HPO4 ): Carlo Erba Reagenti Ltd., Lambadia,  
    Italy 
2. Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4): Ajax Finechem Pty Ltd, Auckland, 

                  New Zealand  
3. Tween 80: Ajax Finechem Pty Ltd, Auckland, New Zealand 
4. Sodium chloride: Ajax Finechem Pty Ltd, Auckland, New Zealand  
5. Lectose: Difco Ltd., Detroit, USA 
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6. Casein: Sigma chemical CO, Steinheim, Germany 
7. Tricholoacetic acid: Merck KGaA, Darmstadt, Germany 
8. Sodium carbonate (Na2CO3): Merck KGaA, Darmstadt, Germany 
9. 3, 5- Dinitrosalicylic acid: Fluka Biochemika, Switzerland 
10. Folin Reagent: Carlo Erba Reagenti Ltd., Lambadia, Italy 
11. Glucose: Ajax Finechem Pty Ltd, Auckland, New Zealand 

 
3.3 อำหำรเลีย้งเช้ือ 

1. Malt extract powder: HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., India 
2. Casitone: Becton, Dickinson and company, France 
3. Agar technical: Difco Ltd., Detroit, USA 
4. Peptone: Merck KGaA, Darmstadt, Germany 
5. Defatted soybean: K.M.P. Biotech CO., Ltd, Thailand   

 
3.4 กำรเตรียมหัวเช้ือตั้งต้นเป็นสปอร์ 

เล้ียงรา  Aspergillus  oryzae TISTR 3087 บนอาหารเล้ียงเช้ือ malt extract agar (MEA) ท่ี
อุณหภูมิ 30 oC  เป็นเวลา 5 วนั จะได ้สปอร์ (conidiospore) ชะสปอร์โดยใช ้0.025% (v/v) tween 80 
ใน normal saline ใชเ้ป็นหวัเช้ือตั้งตน้ ในการทดลองต่อไป  

 
3.5 สภำวะทีใ่ช้ในกำรทดลอง 

เล้ียงรา  A. oryzae TISTR 3087 ใน Fermenter รุ่น BioFlo 110 (New Brunswick Scientific) 
ขนาด 2,000 มิลลิลิตร ท่ีมีอาหาร Complex medium ประกอบดว้ย 1% defatted soybean, 0.5% 
lactose, 0.5% KH2PO4 และ 0.1% casitone ปริมาตรอาหาร  1011 มิลลิลิตร จ านวนสปอร์เร่ิมตน้ 
1×108 สปอร์/ 50 มิลลิลิตรของอาหาร อตัราการให้อากาศ 1 VVM อุณหภูมิ 30  oC  pH เร่ิมตน้  5.00 
และไม่ควบคุม pH ระหวา่งการหมกัตลอดการทดลอง   

 
3.6 กำรค ำนวณหำจ ำนวนสปอร์จำก haemacytometer 
 จาก spore suspension ท่ีเตรียมได ้ (3.4) นบัโดยใช ้ haemacytometer น ามาค านวณหา
จ านวน สปอร์ในสารละลายท่ีเตรียมได ้
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3.7 กำรเตรียมอำหำรเลีย้งเช้ือและสำรเคมี 
3.7.1 กำรเตรียม Malt extract agar (MEA) 
 Malt extract     20   กรัมต่อลิตร 
 BactoTM peptone                      1   กรัมต่อลิตร 
 Glucose      20  กรัมต่อลิตร 
 Agar      20   กรัมต่อลิตร 

ละลายส่วนผสมทั้งหมดโดยการตม้เพื่อให้วุน้ละลาย น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 oC 
ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
 
3.7.2 อำหำรสูตรพืน้ฐำน (Complex medium)  

Defatted soybean                                                 10    กรัมต่อลิตร 
Lectose                                                    5    กรัมต่อลิตร 
KH2PO4                                                                   5    กรัมต่อลิตร 
Casitone                                                                  1    กรัมต่อลิตร 
pH เร่ิมตน้ 5.0  

 
3.7.3 กำรเตรียมสำรละลำย Stock Tween 80 ควำมเข้มข้น 1% (v/v) 
 สารละลาย Tween 80    10  มิลลิลิตร 
 เติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร                        1,000  มิลลิลิตร  

ท าการผสมสารละลายจนเป็นเน้ือเดียวกนัเก็บใส่ขวดไวใ้ช้เป็น Stock ในการเตรียม
สารละลาย Tween 80 ใน normal saline ความเขม้ขน้ 0.025% (v/v) เพื่อใช้ในการท า spore 
suspension 
 
3.7.4 กำรเตรียมสำรละลำย Tween 80 in normal saline ควำมเข้มข้น 0.025% (v/v) 

สารละลาย Tween 80 ความเขม้ขน้ 1% (v/v) 25   มิลลิลิตร 
 Sodium chloride         8  กรัม 
 เติมน ้ากลัน่จนไดป้ริมาตร                       1,000  มิลลิลิตร 

ท าการผสมสารทั้งหมดให้ละลายเป็นเน้ือเดียวกัน น าไปน่ึงฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 oC 
 ความดนั 15 ปอนดต่์อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 
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3.8 วธีิกำรวเิครำะห์  
3.8.1 ปริมำณน ำ้ตำลรีดิวซ์ (Chaplin, 1986)  

โดยวธีิ Dinitrosalicylic acidซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
1. ปิเปตสารตวัอยา่งท่ีมีปริมาณน ้าตาลท่ีเหมาะสมมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลาย DNS 0.5 มิลลิลิตร แลว้น าไปตม้ในน ้าเดือดเป็นเวลา 10 นาที 
3. หยดุปฏิกิริยาโดยแช่ในน ้าแขง็ 
4. เติมน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร 
0.วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร อ่านค่าความเขม้ขน้ของน ้ าตาล
รีดิวซ์ จากกราฟมาตรฐาน ซ่ึงใชน้ ้ าตาลแลคโตรส ความเขม้ขน้ 0 – 3 กรัมต่อลิตร เป็น
มาตรฐาน 

 
3.8.2 กำรวเิครำะห์ค่ำกจิกรรมของอลัคำไลน์โปรติเอส  

โดยใชว้ธีิท่ีดดัแปลงมาจาก Anson (1938) ซ่ึงรายละเอียด การวเิคราะห์ดงัน้ี 
กรณสีำรตัวอย่ำง  
1. ปิเปตสารตวัอย่างท่ีมีความเขม้ขน้ของเอนไซม์ท่ีเหมาะสม 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอด
ทดลอง 
2. เติมสารละลาย Casein 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 oC เป็นเวลา 10 นาที 
3. เติมสารละลาย Tricholoacetic acid 2  มิลลิลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยา และ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
    45 oC เป็นเวลา 10 นาที 
4. น าไป Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 4,800 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
5. ปิเปตสารละลายใสมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง  
6. เติมสารละลาย Sodium carbonate 2.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  
7. เติมสารละลาย Folin 0.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  
8. บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 นาที  
9. วดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร อ่านค่าความเขม้ขน้ ของปริมาณ   
     ผลิตภณัฑ ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายเทียบ จากกราฟมาตรฐานสารละลาย Tyrosine ท่ีความ  
     เขม้ขน้ 0 - 60 ไมโครกรัม ต่อมิลลิลิตร 
10. ค านวณหาค่ากิจกรรมของอลัคาไลน์โปรติเอส (ยนิูตต่อมิลลิลิตร) 

กรณ ีcontrol  
1. ปิเปตสารตวัอยา่งมา 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง 
2. เติมสารละลาย Tricholoacetic acid 2 มิลลิลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยา  
3. เติมสารละลาย Casein 1 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 45 oC เป็นเวลา 10 นาที 
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4. น าไป Centrifuge ท่ีความเร็วรอบ 4,800 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
0. ปิเปตสารละลายใสมา 0.5 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง และท าการทดลองเช่นเดียว 
กบัในกรณีสารตวัอยา่งตามขั้นตอนท่ี 6-10  

 
นิยามของกิจกรรมของอลัคาไลน์โปรติเอส : 1 ยนิูต (Unit) ของกิจกรรมของอลัคาไลน์โปรติเอส คือ 
ปริมาณเอนไซมท่ี์สามารถยอ่ยสลาย Casein ไดเ้ป็น Tyrosine 1 ไมโครกรัม ภายในเวลา 1 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 45 oC และ pH 9.0 
 
3.8.3 ค่ำกำรละลำยของออกซิเจน 

บนัทึกค่าการละลายของออกซิเจนจาก Software BioCommand Controller ระหว่าง 
การหมกั 
 
3.9 วธีิกำรทดลอง 

ในงานวิจัยเป็นการใช้การปรับสภาพบรรยากาศภายในถังหมัก เพื่อให้มีผลต่อการ
เปล่ียนแปลงรูปร่างและต่อกระบวนการผลิตอัลคาไลน์โปรติเอสในราสายพัน ธ์ุปกติ คือ   
A. oryzae TISTR 3087 ซ่ึงภายใตเ้ง่ือนไขสภาพบรรยากาศปกติ ราสายพนัธ์ุน้ี ผลิตอลัคาไลน์ 
โปร ติเอสได ้ไม่สูงเท่ากบัสายพนัธ์ุท่ีมีการปรับปรุงพนัธ์ุโดยวิธีพนัธุวิศวกรรม เช่น A. oryzae 
U1521 โดยการปรับสภาพบรรยากาศในถงัหมกัให้มีสัดส่วนของก๊าซผสมระหว่างก๊าซออกซิเจน
ร้อยละ 50 ต่อก๊าซไนโตรเจนร้อยละ 51 (ซ่ึงเคยมีงานวิจยัแล้วว่า เป็นสัดส่วนท่ีท าให้มีการผลิต 
อลัคาไลน์โปรติเอสไดสู้งข้ึนในถงัหมกัท่ีควบคุมสภาพบรรยากาศ–ชานนท ์สัตยารมณ์, 2549) และ
ศึกษาค่าการละลายของออกซิเจนในน ้ าหมกั ต่อการเปล่ียนแปลง สัณฐานวิทยาของรา โดยมีการ
ทดลองดงัต่อไปน้ี 

 1. เล้ียงในสภาพการหมกัปกติ ในถงัหมกั เพื่อศึกษาสภาพการผลิตอลัคาไลน์โปรติเอส 
ปกติของราสายพนัธ์ุน้ี (ชุด control) 

2. เล้ียงในสภาพการหมกัท่ีมีการปรับสภาพบรรยากาศในถงัหมกั โดยการเปรียบเทียบ 
การกวนท่ีอตัราการกวนต ่า (200 rpm) และอตัราการกวนสูง (700 rpm) ระหวา่งหวัเช้ือรูปแบบท่ี
เป็นสปอร์และเพลเล็ท 

3.ศึกษาสัณฐานวทิยาของราท่ีเปล่ียนแปลงระหวา่งการหมกัโดยใชเ้ทคนิค Imaged analysis 


