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บทที่ 3 
 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการ 
 

1. วัสดุ 

1.1 ตัวอย่างอาหารหมักที่น ามาศึกษา 

ตวัอยา่งอาหารหมกัท่ีน ามาช ใ้ชนการึกึาาสดงงชนตารางท่ี 2 

ตารางท่ี 2   ประเภท ท่ีมา ของตวัอยา่งอาหารหมกัท่ีน ามาึกึาา 

อาหารหมกั สหลง่ท่ีมา 

ไตปลา 
ปลาจิง้จัง้หมกั 
บงู ู
 

ตลางดงเมืองปัตตานี  จ.ปัตตานี 
ตลางดงเมืองปัตตานี  จ.ปัตตานี 
ดถานประกอบการ  อ. ดายบรีุ  จ.ปัตตานี จ านวน 4 สห่ง
สละ ท่ีจ าหนา่ยชนตลางดงเมืองปัตตานี จ.ปัตตานี 

 

1.2 เชือ้แบคทีเรียท่ีน ามาศึกษา 
Staphylococcus aureus DMST 8840 สละ Listeria monocytogenes 

DMST 17303 จากกรมวิทยาึาดตร์การสพทย์ กระทรวงดาธารณดขุ 
 

1.3 อาหารเลีย้งเชือ้และสารเคมี 
- de Man Rogosa Sharpe (MRS, Merck) 
- Nutrient agar (NA, Himedia) 
- Nutrient broth (NB, Himedia) 
- Tryptic soy agar (TSA, Himedia) 
- Tryptic soy broth (TSB, Himedia) 
- Plate Count Agar (PCA) 
- Agar (Himedia) 
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- Calcium carbonate (CaCO3) 
- Sodium Chloride (NaCl, Lab scan) 
- Sodium hydroxide (NaOH, Lab Scan) 
- Hydrochloric acid (HCl) 
- Hydrogenperoxide (H2O2, Merck)  
- Potasium cromate (KCr2O3) 
- Silver Nitrate (AgNO3) 
- Catalase Enzyme (Merck) 

 
1.4 เคร่ืองแก้วและวัสดุอ่ืนๆ  

- หลองทงลอง (tube)  
- จานเพาะเ้ือ้ (plate)   
- บีกเกอร์ (beaker)   
- กระบอกตวงสบบสกใว (cylinder) 
- ขวงรูป้มพู ่(erlenmeyer flask)   
- ปิเปต (pipette)  
- สผน่ดไลง ์(slide ).  
- กระจกปิงดไลง ์(cover slide ) 
- บวิเรต (burette)  
- หลองงกัสก๊ด (durham tube)  
- ไมโครปิเปต ( micropipette) 
- Disc ยาปฏิ้ีวนะ tetracycline 30 g/ disc 

 
1.5 อุปกรณ์ 

- เคร่ือง้ัง่ดาร สบบ 4 ต าสหนง่  (Balance, Mettler ToledoPG5002-5)  
- กลใองจลุทรรึน์  (Microscope, Olympus)    
- เคร่ืองดเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Spectrophotometer, Biochrom)   
- เคร่ืองวงัความเป็นกรง-งา่ง (pH meter, Eutech Instrument)  
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- หมใอนึง่ความงนัไอน า้ (Autoclave, Astell)   
- เตาไมโครเวฟ (Microwave, SANYO)  
- ตูใบม่เ้ือ้ (Incubator, Gallenkamp)   
- ตูใอบเคร่ืองสกใว (BINDER) 

 
2 วิธีการทดลอง 

2.1 การเก็บตัวอย่าง  
น าตวัอยา่งผลิตภณัฑ์ปลาจิง้จัง้หมกั ไตปลา สละบงู ูจากสหล่งผลิตสละตลาง

ดงชนเขตจงัหวงัปัตตานี น ามาวงัคา่ pH งใวย pH meter สละหาคา่ความเขใมขใน NaCl 
โงยงงัสปลงตามวิธีการ rapid test (A.O.A.C., 2000) งงัสดงงไวใชนภาคผนวก ขใอ 1 

 
2.2 การคัดแยกแบคทีเรียกรดแลคตกิ  

น าตวัอย่างปลาจิง้จัง้หมกั ไตปลา สละบูง ูปริมาณ 10 กรัม  มาเจือจางชน
ดารละลาย NaCl  0.9% ปริมาตร 9 มิลลิลิตร สละเตรียมการเจือจางตามล างบัจนถึง 10-3  
น าดารละลายเจือจางตัง้สต ่10-1 - 10-3  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร น ามา pour plate บนอาหาร 
MRS agar ท่ีเติม CaCO3 1% สละผดมงใวย NaCl  3% สละ 6% น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37°C เป็นเวลา 48 ้ัว่โมง (Chen et al., 2006a)  คงัเลือกโคโลนีท่ีมีวงชดรอบ ๆ สลใว
น ามาคงัสยกเ้ือ้ชหใบริดทุธ์ิโงยการ streak plate ชนอาหารเลีย้งเ้ือ้ MRS agar จนไงใเ้ือ้
บริดุทธ์ิจึงน ามายใ อมดีสบบสกรมงูลักาณะรูปร่างภายชตใกลใ องจุลทรรึน์สบบเลนด์
ประกอบ ทงดอบความดามารถชนการดรใ างเอนไซม์คะตะเลด (catalase) โงยช ใ้  3%  
H2O2 งงัภาคผนวก ขใอ 3 คงัเลือกเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกท่ีติงดีสกรมบวก ไม่ดรใ าง
เอนไซม์คะตะเลด  เก็บชนอาหารวุในเอียง MRS agar ท่ีมี NaCl 3% เก็บไวใ ท่ีอณุหภูมิ 4°C 
สละถ่ายเ้ือ้ทกุ ๆ 2 ดปังาห์ 
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2.3 การคัดเลือกแบคทีเรียกรดแลคตกิที่ ยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียด้วย 
agar spot  method  

น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกท่ีคงัสยกไงใมาทงดอบการยบัยัง้สบคทีเรียงใวย 
agar spot  method (Trias et al., 2008) โงยน าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกบริดทุธ์ิจ านวน 
1 ลปู เพาะเ้ือ้ลงชนอาหาร  MRS agar  ท่ีมีความเขใมขใน  NaCl 3% หรือ 6%  ขึน้กบัสต่
ละไอโซเลทของสบคทีเรียกรงสลคติกท่ีคงัสยกมา  น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 48 
้ัว่โมง สลใวจึงน ามาเททบังใวยอาหารเลีย้งเ้ือ้ Tryptic Soy Agar (TSA) ซึ่งมีวุใน 0.75% 
ปริมาตร 10 มิลลิลิตร มีด่วนผดมของเ้ือ้สบคทีเรีย  Staphylococcus aureus  DMST 
8840  เทา่กบั 105 CFU/มิลลิลิตร โงยการเทียบความขุ่นกบั 0.5 McFarland standard งงั
สดงงไวใชนภาคผนวก ขใอ 2 สละการนบัจ านวนเ้ือ้สบคทีเรียโงยเทคนิค plate count รอชหใ
อาหารเลีย้งเ้ือ้ท่ีเททบัหนใาสข็งตวั จึงน าจานเพาะเ้ือ้ไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 
้ัว่โมง ตรวจงบูริเวณชดซึง่เกิงขึน้รอบ ๆ 
 

2.4 การสร้างสารยับยัง้แบคทีเรียของแบคทีเรียกรดแลคตกิในอาหารเหลว 
2.4.1 การเตรียมกล้าเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  

น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกท่ียบัยัง้การเจริญของเ้ือ้ S. aureus 
DMST 8840 จากการทงดอบงใวย agar spot method มา steak ชนอาหารเลีย้งเ้ือ้  MRS 
agar น าไปบม่ไวใ ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 24 ้ัว่โมง สลใวน าเ้ือ้ จ านวน 1 ลปู เพาะลง
ชนอาหารเลีย้งเ้ือ้  MRS broth  ท่ีมี  NaCl 3% ปริมาตร 10 มิลลิลิตร บม่ไวใ ท่ีอณุหภูมิ  
37°C เป็นเวลา 24 ้ัว่โมง เพ่ือน ามาท าเป็นกลใาเ้ือ้  

 
2.4.2 การเพาะเลีย้งแบคทีเรียกรดแลคตกิในอาหารเหลว  

ถ่ายกลใาเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติก (ท่ีเตรียมไวใตามขใอ 2.4.1) ปริมาตร 
1% (w/v)  ลงชนอาหารลีย้งเ้ือ้  MRS broth ท่ีมี NaCl 3%  ปริมาตรของอาหาร 50 
มิลลิลิตร บรรจุชนฟลาดก์ขนาง 125 มิลลิลิตร  น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 48 
้ัว่โมง ชนดภาวะการเลีย้งสบบเขย่าท่ีความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที สละไม่เขย่าวงัค่า 
pH  สลใวน าไปป่ันเหว่ียงงใวยความเร็วรอบ 5,000 รอบตอ่นาที  อณุหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 
นาทีเก็บด่วนชด (cell-free supernatant: CFS) น าไปปรับ pH ชหใไงใเท่ากบั 6.5 – 7.0 งใวย 
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1N NaOH  เติมเอนไซม์คะตะเลด (catalase) ชหใ มีความเขใมขในดงุทใายของเอนไซม์เป็น 1 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ้ัว่โมง กรองผ่านกระงาากรองท่ีมีรู
ขนาง 0.45 ไมโครเมตร  น าไปทงดอบการยบัยัง้การเจริญของสบคทีเรีย S. aureus DMST 
8840 สละ L. monocytogenes DMST 17303  

 
2.4.3 การทดสอบการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรีย  

2.4.3.1 การทดสอบการยับยั ้งการเจริญของแบคทีเรียด้วย disc 
diffusion method (Yang et al., 2012)  

น าดารละลายด่วนชดท่ีเตรียมไวใ  (ชนขใอ 2.4.2) มาทงดอบการ
ยับยัง้เ้ือ้สบคทีเรียทงดอบ 2 ้นิง ไงใ สก่ S. aureus DMST 8840 สละ                       
L. monocytogenes DMST 17303 โงยน าเ้ือ้สบคทีเรียทงดอบทัง้ 2 ้นิง เลีย้งชนอาหาร 
Tryptic Soy Broth (TSB) บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 18 - 20 ้ัว่โมง สลใวมาปรับชหใมี

ปริมาณเ้ือ้ 105  CFU/ มิลลิลิตร โงยเทียบความขุ่นกบั 0.5 McFarland standard สละ
จากการนบัจ านวนเ้ือ้ งใวยเทคนิค plate count น าเ้ือ้ปริมาตร 100 ไมโครลิตร หยงลง
บนอาหารเลีย้งเ้ือ้ Nutrient  Agar สลใวเกล่ียกระจายชหใทัว่จานอาหาร หยง CFS ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ลงบน paper disc ขนางเดในผ่านึนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร น าไปวางลงบน
ผิวหนใาอาหาร  โงยุ้งควบคมุจะช ใ้อาหารด่วนชด MRS broth ท่ีปราึจากเ้ือ้เป็นุ้ง
ควบคมุผลลบ (negative control) สละ tetracycline (30 g/disc)  เป็นุ้งควบคมุ
ผลบวก (positive control) น าไปบม่ท่ี 37°C เป็นเวลา 24 - 48 ้ัว่โมง วงัขนางเดในผ่าน
ึนูย์กลางของการยบัยัง้ ท าการทงลอง 3 ซ า้ 

 
2.4.3.2 การทดสอบการยับยัง้การเจริญของแบคทีเรียด้วย agar well 

diffusion method (Ohmomo et al.,1998)  
น าสบคทีเรีย 2 ้นิง ไงใสก่ S. aureus DMST 8840 สละ             

L. monocytogenes DMST 17303  เลีย้งชนอาหาร Tryptic Soy Broth (TSB) บม่ท่ี
อณุหภมูิ 37°C เป็นเวลา 18 - 20 ้ัว่โมง สลใวน ามาผดมลงชนอาหารเลีย้งเ้ือ้ Tryptic Soy 

agar (TSA) 10 มิลลิลิตร ซึ่งมีวุใน 0.75% ชหใมีปริมาณเ้ือ้ 105 CFU/ มิลลิลิตรโงยเทียบ
ความขุ่นกับ 0.5 McFarland standard สละจากการนับจ านวนเ้ือ้ งใวยเทคนิค plate 
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count  สลใวน ามาเททบับนอาหารเลีย้งเ้ือ้ Nutrient Agar ปริมาตร 20 มิลลิลิตร ท่ีเตรียม
ไวใสลใว ทิง้ชหใอาหารสข็งสลใวเจาะหลุม (well) ชหใ มีขนางเดในผ่านึนูย์กลาง 6 มิลลิเมตร 
หยง CFS ปริมาตร 70 ไมโครลิตร ลงไปชนหลุม ุ้งควบคุมจะช ใ้อาหารด่วนชด MRS 
broth ท่ีปราึจากเ้ือ้เป็น้งุควบคมุผลลบ (negative control)  สละ tetracycline (30 
g/disc) เป็น้งุควบคมุผลบวก (positive control)  บม่ท่ีอณุหภูมิ  37°C เป็นเวลา 24 - 
48 ้ัว่โมง ตรวจดอบความดามารถชนการยบัยัง้การเจริญของเ้ือ้โงยดงัเกตบริเวณชดท่ี
เกิงขึน้รอบ ๆ หลมุ ท าการทงลอง 3 ซ า้ 

 
2.5 คุณลักษณะของแบคทีเรียกรดแลคติกท่ีมีฤทธ์ิในการยับยัง้การเจริญของ

แบคทีเรีย 
น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคตกิ ท่ีมีฤทธ์ิชนการยบัยัง้การเจริญของสบคทีเรียจาก

การทงดอบงใวย  agar spot method  เพาะลงชน MRS agar ท่ีมีความเขใมขในของ NaCl 
3% บม่ไวใ ท่ีอณุหภมูิ 37°C เป็นเวลา 24 ้ัว่โมง สลใวน ามาทงดอบลกัาณะตา่งๆ งงันี ้ 

 
2.5.1 ผลของ NaCl ต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  

น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติก เพาะเลีย้งชนอาหารเลีย้งเ้ือ้ MRS broth 
ท่ีมีความเขใมขใน NaCl  3, 6, 9, 18 สละ 21% บม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เม่ือเวลาผ่านไป 48
้ัว่โมง ดงัเกตการเจริญเติบโตของเ้ือ้สบคทีเรียจากความขุ่นของอาหารเลีย้งเ้ือ้ รายงาน
ผลการทงดอบเป็นบวก (+) หมายถึงเ้ือ้สบคทีเรียเจริญ หรือลบ (-) หมายถึงเ้ือ้สบคทีเรีย
ไมเ่จริญ 

2.5.2 ผลของอุณหภูมิต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  
น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติก มาเลีย้งชนอาหารเลีย้งเ้ือ้ MRS broth ท่ี

มีความเขใมขในของ NaCl 3% น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 30, 37 สละ 40°C เป็นเวลา 48 ้ัว่โมง 
ดงัเกตการเจริญเติบโตของเ้ือ้สบคทีเรียจากความขุ่นของอาหารเลีย้งเ้ือ้ รายงานผลการ
ทงดอบเป็นบวก (+) หมายถึงเ้ือ้สบคทีเรียเจริญ หรือลบ (-) หมายถึงเ้ือ้สบคทีเรียไม่
เจริญ  
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2.5.3 ผลของ pH ต่อการเจริญของเชือ้แบคทีเรียกรดแลคตกิ  
น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกท่ีคงัเลือกไงใ มาเลีย้งชน MRS broth ท่ีมี

ความเขใมขในของ NaCl  3%  pH เท่ากบั 5.0,  7.0 สละ 9.0  น าไปบม่ท่ีอุณหภูมิ 37°C 

เป็นเวลา 48 ้ัว่โมง ดงัเกตการเจริญเติบโตของเ้ือ้สบคทีเรียจากความขุ่นของอาหารเลีย้ง
เ้ือ้ รายงานผลการทงดอบเป็นบวก (+) หมายถึงเ้ือ้สบคทีเรียเจริญ หรือลบ (-) หมายถึง
เ้ือ้สบคทีเรียไมเ่จริญ 

 
2.5.4 การสร้างแก๊สจากการหมักน า้ตาลกลูโคส  

น าเ้ือ้สบคทีเรียกรงสลคติกท่ีคังเลือกไงใ  มาเลีย้งชนอาหาร MRS 

broth  ท่ีมีกลูโคด มีความเขใมขในของ NaCl 3% ลงชนหลองขนางฝาเกลียวท่ีมี durham 

tube น าไปบม่ท่ีอณุหภูมิ 37°C เป็นเวลา 48 ้ัว่โมง ดงัเกตฟองสก๊ดท่ีเกิงขึน้ชน durham 

tube 

 
 


