
บทที 3

ว ิธ ีคำเน ิน การว ิจ ้อ

1 . การด ีก ใท ไท ช น «ช องอ าห ารเล ี้ยงแอท ิ่ท ฒ าะ!น เและระยะเวลาใน การบ ่ะน น ี้อ ( I n c u b a t io n  

p e r io d )  Iพอใ'?ในการนอกเน ี้อจากนาปลา

1 .1  ชนิดชองอาไท?เลองเขํ่เอที่นำมาทค?}อบ มิ 7 ชนิด ดังนี้ T r y p to n e  y e a s t

e x t r a c t  agarC ภาคผนวก ก หมายIลช 20 ) I L och head 1 ร sk im  m ilk  a g a r ( ภาคผนวก 

ก หมายIลช 8 ) 1 P r o t e o s e  p ep to n e  a g a r (  ภาคผนวก ก ห ม ายเลข  15 ) 1 Com plex  

medium o f  DundusC ภาคผนวก ก หมายเลข 3 ) ! B ra in  h e a r t  i n f u s i o n  B gar( ภาค 

ผนวก ก หมายเลข 2 ) 1 T r y p tic  so y  agar< ภาคผนวก ก ห ม ายเลข  19 ) 1 N u t r ie n t  

a g a r (  ภาคผนวก ก หมายเลข 12 ) อาหารเล ี้ยงเข ้อแค ่ละชน ิดผลมโซ เด ียมคลอไรค 0 . 5  

เปอรเซ็นต และ 20 เปอรเซ็นต

1 .2  กา?เก ็บฅ ัวอย ่างน ี้าปลา เก ็บต ัวอย ่างจากน ํ้าปลาอาย ุประมาณ  1 เดีอน จากก ัง

หมักนํ้าปลาข้งใช้ปลาหมักกับเกลีอในอัตราส่วน 3 : K  จำนวนปลาประมาณ 3 0  ก ีโลกร ัม  ใช ้ป ลา  

ใส่ตันและ เกลีอเม ็ดจากจังหวัดชุมพร ข้งเริ่มหมักประมาณวันที่ 23 กันยายน 2 5 2 8 )  การเก ็บ ต ัว  

อย่างนี้าปลาเม็นแบบลุ่ม 3 ระดับ คีอระดับผิวบน ระดับกลาง และระด ับล ่างชองก ังหม ัก ระดับละ 6 

จุด จุดละประมาณ 5 มิลลิลิตร โดยใช ้ล ูกยางและป ิเปฅท ี่ปราศจากเข ้อดดน ํ้าปลาใส ่ในฟ ่ลาสก ็ท ี่ 

ปราศจาก เข้อ นำมา I ขย ่า ให ้ เ ช้ากันก่อนนำไป ใช ้

1.3  การแยกเข ้อ ดูดตัวอย่างนํ้าปลามา 1 มิลลิลิตร มาท ำการเจ ิอจางด ้วยน ํ้าเกล ีอ

เข้มข้น 15 เปอริ่เซ็นฅ ที่ปราศจากเข้อจนได้ความเข้มข้นที่เหมาะลม ต่อจากนั๊นใช้วิธี S ta n d a rd  
p l a t e  c o u n t te c h n iq u e  เพี่อหาจำนวนแบคทีเรียโดยการดูดนํ้าปลาที่ทำให้เจีอจางแส่วลงใส่ลง 

ในจานเล ี้ยงเข ้อ( P e t r i  d is h  ) ที่ปราศจากเข้อแล้วจานละ 1 มิลลิลิตร หลังจากนี้นนำอาหาร 

จุ้นแค่ละชนิด( ในข้อ 1 . 1.)ที่กำลังหลอมเหลาที่อุณหภูมิ 45 -  5 0 ° c . เทผลมลงไปจานละ 15 -
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20 มิสลิลิตร ทำ 3 ชา แล ้วหม ุนจานเพ ี่อให ้เช ื้อกระจายสมํ่าเสมอท ั่วจาน นำไปบ่มที่อุทเหภูมิห้อง 

แยกบ่มในสภาพที่มิออกซิเจนและในสภาพที่ไม่มิออกซิเจน ( ในสภาพที่ไม่ม ิออกซิเจนนั้นใช้ GasPak 

A n a e ro b ic  j a r )  นับจำนวนโคโลนิแบคทีเรียมุกวันจนกระทั่งถึงวันที่ไม่ม ิแบคทีเรียเพมจำนวนชื้นอีก 

โดยย ีดถ ึอเอาว ันส ุดทำยท ี่แบคท ีเร ียไม ่เพ ี่มจำนวนชื้นอ ีกน ิ้เบ ็นช ่วงระยะเวสาในการบ ่มเช ื้อท ี่เหมาะสม  

( I n c u b a t io n  p e r io d )  สาหรับงานวิจัยต่อไป

การนับจำนวนซองแบคทีเรีย น ับ เฉพาะจานเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ิจำนวนโคโสน ีแบคท ีเร ียระหว ่าง  

30 -  30 0  โคโสนี คำนานหาจำนวนแบคทีเรียทั่งหมด เล ีอกอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่ม ิจำนวนแสะชน ิดของ 

แบคทีเร ียช ื้นมากที่ส ุดเพ ี่อใช ้ในงานวิจ ัยต ่อไป

2 . ส ิกษาการเปลี่ยนแปลงทั่งปริมารเนละชนิดรองแบคทีเรียในระยะ 253  วัน รองกระบวนภารหมัก

2 -1  วัตถุดิบที่ใช้ ใช ้ปสาไล ้ด ัน( s t o  1 e p h o m s  sp  . )  และ เกล ือ  เม็ดจากจังหวัดชมพร 

จำนวนปสา 15 ก ิโลกร ัมต ่อเกล ิอเม ็ด  5 ก ิโลกรัม คล ุกเคล ้าให ้เช ้าก ันใส ่ในถ ังหม ักท ี่ม ิซนาคเสน  

ผ่าศูนย์กลางประมาท! 14 น้ิว เร่ีมหมัก'วัน'ท่ี 9 มิกุนายน 2529

2 .2  กา?เก ็บต ัวอย ่างน ํ้าปสา ใช ้ว ิธ ีการเช ่น เด ียวก ับช ้อ  1 . 2 .  โด ย เก ็บ เบ ็น ระยะๆต ั้ง  

แต่นํ้าปลาหมักอายุ 1 วันถึงประมาท! 253 วัน โดยบันทีกอุทเหภูมิทั่งภายในและภายนอกถังหมักด้วย 

เทอรโมม ิ เตอร์ม ุกศรงที่ม ีการ เก ็บตัวอย่าง

2 .3  สิกษาปริมาท!และชนิดชองแบคทีเรีย นำต ัวอย ่างน ํ้าปลามาบ ันให ้ตกตะกอนโดยใช ้

หลอดทดลองชนิดมิฝาเกลียวป็ดท ี่ปราศจากเช ื้อแล้วที่ความเร็ว 1000 รอบต ่อน าท ีเม ็น เวลา 2 นาท ี

เพ ี่อแยกเอาเศษซองปลาออกไป น ำส ่าน น ํ้าใสไป ทำให ้เจ ีอจางด ้วยน ํ้าเกล ีอเช ้มช ้น  15 เปอร ์เซ ็นต  ์

ที่ปราศจากเช ื้อแล้วจนได้ความเช ้มช้นที่เหมาะสม ทำ 3 ช ื้าโดยใช ้อาห ารว ุ้น ท ี่ค ัค เล ือกแล ้วว ่าเบ ็น

อาห ารเล ี้ยงเช ื้อท ี่เห ม าะส ม เน ียง 1 ชนิดผสมกับโซเดียมคลอไรด 0 เป อ ร ์เซ ็น ต ์(ไม ่เต ิม เก ล ือ  ) 5 

และ 2 0  เปอร็เช ื้นต เพ ี่อใช ้เบ ็นอาหารส ่าหร ับแยกเช ื้อโดยคาดหมายว ่าอาหาร เล ี้ย ง เช ื้อ ไม ่ เติม 

เกลือจะเหมาะสมสำหรับแยกเชื้อชนิดที่ไม ่ทนเค็ม อ าห าร เล ี้ย ง เช ื้อ ท ี่เต ิม เก ล ือ  5 เปอร์เซ ็นต ์ จะ
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เหมาะสมลำหรับพวกเชื้อที่บนเค็มไค้เล็กน้อยส่วนอาหาร เล ี้ยงเช ื้อท ี่ เติม เกลิอ 20 เปอรเซ็นต น้ันจะ 

เหมาะสมลำหรับเชื้อที่ชอบเค็มสูง บ่มเชื้อที่อุณหภูมิห้องในสภาพมีออกซิเจน นาน 8 วันลำหรับเชื้อที่ 

เจริก(บนอาหารเลี้ยงเชื้อไม่เติมเกสิอแสะเติมเกสิอ 5 เปอรเซ็นต แสะนาน 14 -  20 วัน

ลำหรับเชื้อที่เจรีแ!บนอาหารเลี้ยงเชื้อเติมเกลิอ 20 เปอรเซ็นต หลังจากนั้นนำมานับจำนวนโคโลนี 

ของเชื้อทั้งหมดเพี่อคำนวณหาจำนานเริ่มค้นและคัดเลิอกเชื้อแบคทีเรียตามความแตกต่างของโคโลนี 

ทำให้เก็นเชื้อบรีสุบรึ๋เก็บไวบนอาหารวันเอียง<: a g a r  s l a n t  ) ที่ผสมเกลิอตามความเหมาะสม

เพี่อเบ็น s to c k  c u l tu r e  ลำหรับใช้ติกษาต่อไป

จัดกลุ่มของแบคทีเร ียตามความแตกต่างของรูปร่างเชลล์และการติดล ิแกรมพร้อมทั้งน ับจำนวน  

ของแบคทีเรียแต่สะกลุ่ม โดยการน ำเอาแบ คท ีเร ียจากจาน เล ี้ยงเช ื้อ เด ียวก ัน ก ับ ท ี่ใช ้น ับ จำน วน

แบคทีเรียทั้งหมด นำมาย้อมสิแกรม ถ ้าจำนวนของจำน วน แบคท ีเร ียต ่อจานเล ี้ยงเช ื้อไม ่เก ิน  100  

โคโลน ีจะนำมาย้อมทุกโคโลน ี ถ ้าจำนวนแบคท ีเร ียต ่อจานเล ี้ยงเช ื้อม ีมากกว ่า 100 โค โล น ีจ ะใช ้ว ?  

แบ ่งคร ิ่งจานเล ี้ยงเช ื้อ ในแน วท ี่ม ีการกระจายของชน ิดชองแบคท ีเร ียใกล ัเค ียงก ัน แล ้าเล ิอกย ้อมเพ ียง  

1 ส่วนโดยย้อมทุกโคโสนิ ในกรณีที่โคโสนิติดกันมาก  ๆ จะใช้ว ิ?น ับโคโสนิท ี่ม ีล ักษณะเหมีอน  ๆ กัน 

ก่อนแล้วเลิอกุตัวแบนมาย้อม เพียง 2 - 3  โคโลน ิ หล ังจากย ้อมแกรมแล ้วนำไปส่องด ูค ้ายกสอง

จุสบรรคนกำลังขยาย 1000 เท ่า

ว?การย้อมลิแกรม ลำหรับ เช ื้อแบคทีเรียที่ I จรีญบนอาหาร เล ี้ยง เช ื้อ ไม ่เต ิม เก ล ิอแส ะ เติม 

เกล ีอ 5 เปอริ่เซ็นต นำมาติกษาการติดลิแกรมตามวิ?ของ Gram ที่ด ัคแปลงโดย H ucker (7 2 )

ลำพ ร ับ เช ื้อแบคท ีเร ียท ี่เจร ีแเบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อ เต ิม เกล ิอ 20 เปอริ่เซ ็นต ใช ้ว ิ?การย ้อมล ิแกรมซอง  

H .P .D u s s a u lt  (7 3 ) ชื้งมีขั้นตอนตังนี้ กระจายเช ื้อก ับน ํ้า เกส ีอ  20 เปอร ิ่เซ ็นต บนสไสดที่

สะอาดบ ึ้งไว ้ให ้แห ้ งเองที่อุณหภูมิห้อง หลังจากนั้นล้างพลิก เกล ีอออกด ้าย กรดอะซิติค เช้มช้น 2

เปอริ่เซ ็นต นาน 5 นาที เทกรดบึ้งแล้วปล่อยให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง ย ้อมด ้วยคคร ีสฅอสไาโอเสต นาน 

3 นาทีแล้วล้างนํ้าออก หยดสารละสายแกรมไอโอดีนให้ท ่วมนาน 1 นาท ีล ้างน ํ้าออก ผ ่านเอทานอส  

95  ฟ อร ิ่เซ ็นต ไม ่เก ิน 15 วินาที ล้างนํ้าฑันทีแล้วซับให้แห้งค้ายกระดาษช้บ ย ้อมด ้าย Z ie b l -  

Nee I s o n ' ร c a r b o fu c h s in  20 -  30 วินาที ล ้างน ํ้าแล ้าซ ับให ้แห ้ง
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3 .  การศ ึกษาการเปร ี่ยไพ .ปลงทางเคม ีในระยะ 253 วัน รองกระใทนการหมัก

นำต ัวอย ่างน ื้าปลา( จากการเก ็บ ค เงเค ียวก ัน ก ัน ท ี่ใช ้แยกเช ื้อ  ในช้อ 2 ) มากรองด ้วย  

กระดาษกรอง Whatman n o . 2 เพ ี่อแยกเอาเศษ เน ื้อป ลาท ิ้งไป  นำน ื้าปลาส่วนที่กรองได ้ไปวัคและ 

ว ิเค ราะห ล ี่งต ่อ ไป น ี้.-

3 - 1  ว ัคค ่าความเบ ็นกรดด ่าง( pH ) โค ย ใช ้ D i g i t a l  pH m e te r  , S u n tex  

Model sp -  5A

3 .2  ว ัคความเช ้มช ้นชองโซเด ียมคลอไรด ้Iบ ็นเปอ?เซ ็นด ์ โด ย ใช ้ D i g i t a l  s a l t  

m e te r , SOAR Model 1600

3 .3  การว ิ เคราะนื้นาปริมาทเไนโตรเจนทิ้งนมค ( T o ta l n i t r o g e n  ) ( 5 3 ,7 4 )

คามหลักการซอง K je ld a h l โดยย่อยนื้าปลาผลมนํ้า ( 1 : 19 ) 10 ม ิลลิล ิตรใน K je ld a h l  

f l a s k  ด้วยกรดชัลนุเริคเซ้มซ้น 20 มิลลิลิตร โดยใส ่ S e len iu m  จำนวน 1 กรัม เพี่อ เย็นตัว เร ่ง  

ปฎิกริยา( C a t a ly s t  ) จนกระท ั่งได ้น ื้ายาใส ื และย่อยต่อไปอีก 1 ซ ั๋วโมง ท ิ้งไว ให ้เย ็น ก ่าย น ํ้าย า  

ใส ืท ี่ได ้ลงในซวดกลั่นให้หมดโดยใช้น ื้ากลั่นช่วยล้างจนได้ปริมาตร 2 0 0  มิลลิลิตร เต ิมโซ เด ียม

ไอดรอกไซด์ 40  เปอรเช ื้นด ์ จำนวน 90  มิลลิลิตร แล ้วกล ั่นแอมโมเน ียท ี่เก ิดช ื้นลงใน 50 มิลลิลิตร 

กรดบอริค 4 เปอรเช ื้นด ์ และมี M ixed in d ic a te r C  M ethyl r e d  กับ B r o m cresa l g r e e n )  

ผสมอยู่ประมาทเ 4 หยด กลั่นจนกระทั่งปริมาตรซองนื้ายาในซาดกลั่นเหลีอประมาทเ 1 /3  ซอง

ปริมาตรเด ิม ไตเตรทน ื้ายาแอมโมเน ียท ี่กล ั่นได ้ด ้วย กรดช้ลฝุริค 0 .1  นอรแมล ที่ทราบความเซ้มซ้น  

ท่ีแน่นอน คำนวทเนาปริมาทเไนโตรเจนทิ้งหมดจากสูตร
X = YN X  28

เมื่อ X คีอจำนวนกรัมชองไนโตรเจนทิ้งหมดที่ม ีในตัวอย่างนื้าปลา 1 ลิตร

Y คีอจำนวนมีลลิลิตรซองกรดช้ลปุริค 0 .1  นอร์แมล ท ี่ใช ้ใน ก ารไต เต รท  

N คีอ นอรแมลิดีฃองกรดชัลฟ่ริค
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3 .4  การวิเคราะห์พาปริมาทเไนโตรเจนในรูปกรดระมิโน ( Amino a c id  n i t r o g e n  ) 

ชิ่งปริมาทเไนโตรเจนในรูปกรดอะมิโนนี้คิอ ผลต่างคิดเบ็นกรัมระหว่างปอรมัสดีไอด์ไนโตรIจน

( F orm aldehyde n i t r o g e n  ) กับแอมโนเนียคัลไนโตรเจน( Ammoniacal n i t r o g e n  ) ใน 

นํ้าปลา 1 ลิตร

3 . 4 . 1  ว ิ?พาปอ?มัลด ีไรด ์ไนโคร เจน ( F orm aldehyde n i t r o g e n  ) เตร ียม

ปอร์มัลดีไอด์ใพ้มี pH 9 โดยH โซเด ียมไรดรอกไซด์ 0 .1  นอร์แมล และเต ิม โซ เด ียม ไรดรอกไซ ด ์

0 .1  นอรแมล ลงไปในนํ้าปลาพลมนํ้า( 1 : 19 ) 10 มิลลิลิตรจนไดี pH 7 แล้วผสมฟ่อรมัลดีไอด์ 

pH 9 ท ี่เตร ียมไว ้แล ้วลงไปจำนวน 10 มิลลิลิตร น ำไปไตเตรทด ้วยโซ เด ียมไอครอกไซด ์ 0 .1

นอรแมล ที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนจนกระทั่งได้ pH 9 โด ย ใช ้ pH m e te r  1 S u n te x  Model 

sp  -  5A ในการปรับ pH คำนานพาปริมากเปรร์ม ัลดีไอด์ไนโตรเจนจากสูตร

X = YN X 28

เมื่อ X คิอจำนวนกรัมชองปอรมัลดีไรด์ไนโตรเจนในนํ้าปลา 1 ลิตร

Y คีอจำนวนมิลลิลิตรซองโซเดียมไอดรอกไซด์ 0 .1  นอรแมล ท ี่ใข ้ในการไตเตรท

N คิอ นอรแม่ลิตีของ1โซเดียม'ไอดรอก'ไซด์

3 .4 .2  วิ?พาแอมโมเนียคัลไนโตรเจน( Ammoniaca 1 n i t r o g e n )  (4 4 ) เติม 

แมกนีเชิ่ยม 3 กรัมและน้ํากล่ัน 100 มิลลิลิตรลงในนํ้าปลาผสมนํ้า( 1 : 19 ) 50 มิสลิลิตรแล้ว 

กลั่นแอมโมเนียสงในกรดบอริค 4 เปอรเชิ่นด์ จำนวน 50 มิลลิลิตรชิ่งมี M ixed i n d i c a t e r  อยู่ 

แล้วประมาทI 4 หยด กลั่นจนกระทั่งปริมาตรของนํ้ายาในชวดกลั่นเพลีออยู่ประมากเ 1 /4  ของ 

ปริมาตรเติม ไตเตรทนายาแอมโมเนียที่กลั่นได้ด้วยกรดชัลฟ่ริค 0 .1  นอร์แมล ที่ทราบความเข้มซ้นที่ 

แน่นอน คำนานหาปริมาทแเอมโม เนียคัลไนโตร เ จนจากสูตร
X = YN X  5 .6

เมื่อ X คีอจำนวนกรัมของแอมโมเนียคัลไนโตรเจนในนํ้าปลา 1 ลิตร

Y คีอจำนวนมิลลิลิตรของกรดซัลฟ่ริค 0 .1  นอรแมส ท ี่ใข ้ในการไตเตรท
N คีอ นอรแมลิติชองกรคข้ลปุริค
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3 .5  การว ิเคราะห ์หาชน ิดและปร ิมา[นของกรดอะม ิโนอ ิสระ โคยใช ้ W ater HPLC ด ้วย

ว ิ?การแบบ " P ic o  -  t a g  " Amino a c id  a n a ly s e s  ของบริษ ัท M i l l i p o r e

c o r p e r a t i o n  (7 5 )

4 . การ,ทดลอบเพ่ีอคัด เล๊อก เช้ือแบคที เรียชอบ เค็มที่สร้า ง เอนไชมโ!}รติ เอสและ Iจลลาติ เนลได้ดี

4 .1  การทคลอบการสร้างโปรติเอสชองเชื้อ ปลูก เช ื้อสงบนอาหารเล ี้ยงเช ื้อ Skim

m ilk  a g a r  (ภาคผนวก ก พมายเลข 8 ) เติมเกลิอ 20 เปอรเซ็นคี่ โดยใช ้ว ิ? s t a n d a r d  

p l a t e  c o u n t te c h n iq u e  เพี่อให้เชื้อเจรีญูเซ็นโคโลนีเคี่ยวๆ บ่มเช้ือท่ีอุ[นพภูมิ 37 'c .  เซ็น เวลา 

20 วัน จากนั้นตรวจหาบรีเา(นใส< C le a r  zone ) รอบๆ โคโลนีและ คัด เลีอก เช้อที่ใพ้บริเว[น

ใสกว้างที่สุด

4 .2  การทคสอบการสร้างเจลสาติเนส ปลูกเชื้อสง Medium 73 ( ภาคผนวก ก

พมาย เสช 9 ) เติม เกลีอ 20 เปอรเซ็นต โดยใช้วิ? S ta n d a rd  p l a t e  c o u n t  t e c h n iq u e  

เพี่อใพ้เชื้อเจริญเซ็นโคโลนีเคี่ยวๆ บ่มท่ีอุถเหภูมิ 3 7 ec . เซ ็นเวสา 14 วัน ตรวจดูการย่อยเจสลาต ิน 

โดยราคนื้ายาแอมโมเนียมช้ลเฟ่ตอิ่มตัวจนทั่วจานเลี้ยงเชื้อทึ้งไว้ประมา[น 5 - 1 0  นาที ถ ้าเก ิด  

บริเ•วณ'ใส( c l e a r  zone) รอบ  ๆ โคโสนีของแบคทีเรียแสดงว่าแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไชม

เจลล'าติ Iนสได้คัคเสีอกเชื้อที่สร้าง เจสลาติ เนสได้คีท่ีสุค

4 .3  การคักษาสักษ{นะทางสัโนจานวิทยา สรีรวิทยา และช้าเคมี บางประกา?ชองเช ื้อ 

แบคทีเรียชอบ เค็มที่คัคเส๊อกได้ เพี่อเซ็นแนวทางในการวัคจำแนกเชื้อโดยยีคแนวทางการวัดจำแนก 

เช้อตาม B e rg e y 's  Manual o f  S y s te m a tic  B a c t e r i o l o g y ^ s )

4 . 3. 1  สักษ[นะการเจริญชองเชื้อแบคทีเรีย นำเชื้อแบคทีเรียทื่เจรี(ไ!บนอาพาร
เล ียงเช ้อ H a lo b a c te riu m  medium a g a r (  HMA ) (ภาคผนวก ก พมายเลข 5 ) ทีผสม

โซเดียมคลอไรคี่ 20 เปอรเซ็นคี่ ช้ืง เชื้อแบคทีเรียชอบเค็มเพล่านื้สามารถเจริญได้ดี ใช ้เช ื้อท ี่ม ีอายุ 

14 วันนำมาคักพาสักษ{นะรูปร่าง ขนาด สี เนื้อของโคโลนี ความโปร่งแสงหรีอความทีบแสง
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4 .3 .2  ลัก™ะทางลักเรานวิทยา

กา?ติคสิแกรม น ำ แ อแบคทีเรีย'ชอบเค็มนำมาผสมกันนาIกลีอเข้ม'ซ้น 20 เปอร์เซ็นต์ 

แล้วนำไปกระจายบนสไลต์ที่สะอาดนำไปย้อมแกรมตามวิธีซอง H .p .D u s s a u l t  (7 3 ) ดังทส่าว

ไวในซอ 2 .3

กา?ย้อมสิเอนโดสปอร์ นำเชื้อแบคทีเรียมาผสมกับนํ้าเกสิอเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ แล้ว 

นำไปกระจายบนสไลต์ที่สะอาด ท้ึงให้แห้งเองท่ีอุทเหภูมิห้อง นลังจากนั้น D e s a l t  ด้วยกรคอะชีติค 

เข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์ 5 นาที เทกรดทึ้งปส่ออให้แห้งเองสิงนำไปย้อมสปอร์ตามวิธีการย้อมสปอร์ชิ่ง 

มี!นตอนดังนี้ หยด M a la c h ite  g re e n  เข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ สนไฝอ่อน  ๆ ประมากเ 1 -  2 นาที 

ล้างนํ้าแล้วย้อมด้วยชาฝรานีน 1 นาที ล้างนํ้าแล้าซับให้แห้งด้วยกระดาษซับ

การเคสี่อนที่ ปลูกเชื้อแบคทีเรียชอบเค็มที่มิอายุ 14 วัน แบบบกตรง ( S ta b

in o c u la t io n  ) ลงในอานารเส ิยงเช ีอ M o t i l i t y  t e s t  mediumC กาคผนวก ก หมายเลข 

1 1 )  ท่ี เติม เกสิอ 20 เปอร์เซ็นต์ ถ้า เชื้อเจรีทฺเออกนอกรอยปลูกแสดงว่าเคลื่อนที่ได้

4 .3 .3  ลัก™ะทางสรีรวิทยาและชีวเคมี

เชีอที่นำมาทดสอบสิงต่อไปนี้จะใช้เชื้ออายุ 14 วัน ปลูกลงในอาหารเล ี้ยงเช ื้อท ี่เต ิมเกลอ 

20 เปอร์เซ็นต์ บ่มเชื้อที่ 3 7 °c. ตรวจผลภายใน 14 วัน

การสร้าง เอนไชมคาตาเลส หยดสารละลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไชม เข้มข้น 5

เปอร์เซ็นต์ (ภาคผนวก ซ หมายเลซ 3 ) ลงบนโคโลนีของเชื้อแบคทีเรียที่เจรีภุเบนอาหารเลี้ยง 
เชื้อ HMA ถ้ามีฝองแก๊สเกิดชื้นแสดงว่าให้ผลเบ็•แบวก

กา?สร้าง เอนไชม์ออกชีเดส นำกระดาษกรอง Whatman n o . 1  ที่ชุบสารละลาย

T e tra m e th y l p ap a p h e n y le n e  d iam ine  d ih y d r o c h lo r id e  เข้มข้น 1 เปอร์เซ็นต์ ( ภาค
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ผนวก ช หมายเลช 10 ) จนชุ่ม นำมาวางบนจาน เล ี้ยงเช ื้อท ี่ละอาดใช้ P la t in u m  lo o p  แตะ 

เชื้อแบคทีเรียนำมาซีดจงบนกระดาษกรองดังกล่าว จังเกคุดการเปลี่ยนแปลงภายใน 1 นาที ถ้ามีลี 

ม่วงเกิดชื้นตามแนวที่ซีดเชื้อ แลคงว่าเชื้อนั้นมี เอนไชม ไชใตโครมออกชิเดส

กา?ล'ร้างเอนไชที่ยร ีเอล  ปลูกเช ื้อแบคทีเร ียลงในอาหารเหลวยูเร ีย( ภาคผนวก ก

พมายเลข 21 ) จังเกตการเปลี่ยนแปลงลีชองนีนอล'.รดในอาหารจากลี เนลีองล้ม เป็นลีชมพู แลคง 

ว่าแบคทีเรียลามารถสร้างเอนไชม์ยุร ีเอลย่อยยเรียแล้ว'ได้แอมโมเนีย ทำให้อาหารมีสภานเป็นด่าง 

บันทึกผลเป็นบวก ถ้าไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงลี บันทีกผลเบ็นลบ

กา?รีดิวลี่ไนเตรท ปลูกเชื้อแบคทีเรียลงในอานารเนลว H a lo b a c te r iu m  medium 

b r o th  เติมโปดัสเชี่ยมไนเตรท 0 .1  เปอร์เช็นต ตรวจผลโดยใช้นํ้าฮาทดสอบไนไตรที่ชิ่งประกอบ 

ดัายสารละลาย ก และสารละลาย ซ ( ภาคผนวก ข นมายเลซ 8 ) โดยนยคนํ้าอาดังกล่าวลง

ไปอย่างละ 5 นยคตามลำดับ ถ้าอานารมีลีแดงแลตงว่าไนเตรทถกรีติวลี่เบ็นไนไตรที่ บันทึกผลเป็น 

บาก ถ้าไม่เกิดลีแดงในอานารต้องนำไปทดลอบต่อโดยใส่ผงจังกะลีลงไป เล็กน้อย ถ ้าเก ิดล ีแดง

แลดงว่าไนเตรทถูกรีดิวลี่ด้วยผงจังกะลีให้ผลเป็นลบที่แท้จริง ถ้าไม่มีลีแคงเกิดชิ้นบันทึกผล เบ็นบวก

Iนราะไนเตรทถูกเปลี่ยนเป็นไนไตรที่โดยแบคทีเรีย และไนไตรที่ถูกใช้ต่อไปเปลี่ยนเป็นไนโตรเจน 

แก๊สในท่ีสุด

การสร้างอินโดล ปลูกเชื้อแบคทีเรียลงในอานารเนลา H a lo b a c te r iu m  medium 

b r o t h  ( ภาคผนวก ก หมายเลซ 6 ) ชิ่งเนี่มจำนวนฑรีปโตนเป็น 0 .5  เปอรเช็นต ตรวจสาร

อินโคลที่เกิดชื้นโดยใช้นํ้ายาโคแวค< ภาคผนวก ช นมายเลข 4 ) โดยนอดโคแวค 2 - 3  หยดลง 

ในหลอดทดสอบที่ใช้เลิ้ยง เชื้อ เซย่าให้เช ้าก ัน ทิ้งทิ้งไว้ปร ะมาทI 10 นาที ถ้าเกิดลีแดงลอยอยู่บนผิว 

หน้าอวหาร แลดงว่าเชื้อนั้นมีความลามารถสร้างอินโคลได้ บันทึกผลเป็นบาก

กา?ทดลอบ O x id a t iv e  f e r m e n ta t iv e  ( O -  F t e s t )  เป็นการทดลอบว่าเซีอ 

แบคทีเรียลามารถใช้นั้าตาลกลูโคสเป็นแหล่งคารบอนในแบบ O x id a t io n  หรีอ F e rm e n ta t io n  
( ภาคผนวก ก หมายเลข 13 ) โดยปลูกเชื้อแบบบักตรง(S ta b  i n o c u l a t i o n ) ในหลอดอาหาร
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2 หลอค แล้วเทพาราพินเหลาที่ปราศจากเชิ้อแล้วบิดทับ 1 หลอดสูงประมาท! 1 นา อิกหลอดหน่ีง 
ปล่อยไวเฉยๆ ตรวจผลวันเว้นวัน เชิ้อที่เป็น O x id iz e r  จะให้กรดในหลอดที่ไม่มิพาราพินบิคทับ ถ้า 

เป็น F e rm e n te r จะให้กรคทง 2 หลอดหรีอในหลอดที่บิดพาราพินอย่าง เด ียวโดยล ่งเกฅการเก ิด  

กรดจากการเปลี่ยนลีชองบรอมไชมอลบลูจากเขียวเป็น เหลีอง
หลอดที่ไม่ได้ราดทับด้วยพาราพิน หลอดที่ราดทับด้วยพาราพิน

OO x id a tio n เหลีอง เช ียว

F e rm e n ta tio n เหลีอง เหลีอง

F e rm e n ta tio n เขียว เหลีอง

No a c t i o n  on g lu c o se พ้าหริอเขียว เข ียว

กา?ทดลอบเมฑิลเรด ปลูกเชี้อในอาหาร MR -  VP ( ภาคผนวก ก หมายเลข 10 ) 

ตรวจพลทุก 3 วัน โดยแบ่งอาหารมาประมาท! 2 - 3  มิลลิลิตร แล ้วเต ิมน ํ้ายาเมท ิลเรด(ภาคผนวก 

ข หมายเลข 7 ) ลงไป 2 - 3  หยด ถ้าเกิดลีแดงในอาหารบันทีกผลเป็นบวก ถ ้าเก ิดล ี เหลีอง

บันทีกผลเป็นลบ

V
กา?ทดลอบ A cety l m ethy l c a r b in o K  Voges -  P ro s k a u e r  t e s t )  ปลกเขีอ 

แบคทีเรียลงในอาหาร MR -  VP ( ภาคผนวก ก หมายเลข 10 ) ตรวจผลทุก 3 วัน โดยแบ่ง 

อาหารมาประมาถเ 2 - 3  มิลลีลิตร เติมนํ้ายาทดลอบ ลารละลาย ก และลารละลาย ข(ภาคผนวก 

ซ หมายเลข 11 ) ลงไปอย่างละ 2 - 3  หยด ถ้าอาหารมิลีชมพูเกิดชิ้นภายใน 10 นาที บันทีกผล 

เป็นบาก ส่วนหลอดที่ไม่เกิดลีชมพูให้ตั้งทิ้งไว้เพี่อคูผลภายใน 24 ชั่วโมง ถ้าไม่มิลีชมพูเกิดชิ้น

บันทีกผลเป็นลบ

ความสามารกในกา?ใช้คา?โบไอเด?ท ปลูกเชิ้อลงในอาหาร P h en o l r e d  b r o th  

b a s e  ( ภาคผนวก ก หมายเลข 14 ) คารโบไอเดรทที่ใช้ทดสอบได้แก่ กลูโคส แลคโตล มอส- 

โตล อราบิโนส แมนนิตอล ปรุค'โตล กาแลคโตส ชอรบิคอล ซูโครสและเด็กชั่ตินโดยเติมลงไป 1 

เปอรเชั่นตั้ ล ่ง เก ตการสร้างกรดและแก๊ส ถ้าแบคทีเรียใช้คารโบไอเดรทได้จะสร้างกรดชิ้นมาทำ 

ให้อาหารที่มิพีนอลเรดเป็นดัชนีเปลี่ยนจากลีแดงเป็นลีเหลีอง ถ้าแบคทีเรียทำให้เกิดแก๊สได้แก๊สจะ

1 ใ ๆ / ท ^ C โ)
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เช้าไปแทนที่อาหารพลอดคักแก๊ส

กา?ย่อยแบ้ง ปลูกเชื้อแบคทีเรียแบบจคเ P o in t  i n o c u la t io n  ) ลงบนอาหาร HMA 

( ภาคผนวก ก หมายเลข 5 ) เดิมแบ้ง 0 .2  เปอรเซ็นฅ์ ในจาน เล ี้ยงเช ื้อ  ตรวจคูการย่อยแบ้ง 

โดยราดนั้ายาไอโอดีน( L o g o i 's  s o lu t io n  ) (  ภาคผนวก ข หมายเลข 5 > ให ้ท ั่วจานเลี้ยง 

เชื้อ ถ้าเกิดบริ เวณใล ( c l e a r  zone ) รอบ  ๆ โคโลนี แสดงว่าเช ื้อลามารถลร้างเอนไชมออก 

มาย่อยแบ้งบรีI วณน้ันไค้ บันทีกผลเซ็นบวก

การย่อยไซมัน ปลูกเชื้อแบคทีเรียแบบจด < P o in t  i n o c u l a t i o n  ) ลงบนอาหาร

ทดสอบไขมัน( ภาคผนวก ก หมายเลข 7 ) ในจาน เล ี้ยงเช ื้อ  ถ้าเกิดตะกอนขาวขุ่นรอบๆ โคโลนี 

ของแบคทีเรียแสดงว่าแบคทีเรียสามารถสร้างเอนไชม์ไลเปลย่อยทวีน 80 ไค้

การสร้างไอโครเจนช้ลไบิด ปลูกเชื้อแบบบักตรง ( S ta b  i n o c u l a t i o n  ) ลงใน 

อาหาร T r ip le  su g a r  i r o n  a g a r(  ภาคผนวก ก หมายเลข 18 ) ถ้าอาหารเปลี่ยนเซ็นกิดำ 

บันทีกผลเซ็นบาก

การใช้วีเตรทเซ็นแหล่งคารบอน ปลูกเชื้อลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ Sim on c i t r a t e  

a g a r(  ภาคผนวก ก หมายเลข 16 ) ถ้าบรอมไธมอลบลูเปลี่ยนจากกิเขียวเซ็นกินํ้าเงิน แสดงว่า 

แบคทีเรียสามารถใช้วี เตรท เซ็นแหล่งคารบอนไค้ บันทีกผลเซ็นบาก ถ ้าไม่เก ิดการเปลี่ยนแปลงใดๆ 

บันทีกผลเซ็นลบ

การเกิดแอมโมเนียจากการใช้อารจินีน ปลูกเชื้อแบบบักตรง< S ta b  i n o c u l a t i o n  ) 

ตลอดความลีกฃองอาหาร'วุ้นอารจินีน ( ภาคผนวก ก หมายเลข 1 ) วีงมีบินอลเรดเซ็นดัชนี เท 

นาราบิน เหลาที่ปราศจากเชื้อบิดทับผิวหน้าอาหารในหลอดหนาประมาณ 1 นึ้า ตรวจผลทุกวันเวนวัน 

ถ้าแบคทีเรียสามารถใช้อาหารจากอาร์จินีนไค้จะทำให้เกิดแอมโมเนียในอาหาร กิของอาหารจะ
เปลี่ยน'จากกิแคงอมล่มเซ็นกิบานเย็นบันทีกผลเซ็นบวก

การเจริญใน A n ae ro b ic  a g a r  ปลกเชื้อแบบบักตรง( s t a b  i n o c u l a t i o n  ) ตลอด



37

5. การ■ ทดลองนำ i f อแบคทีเรียชอบเค็มลร้างโปรติเอลทื่คัดเล๊อกไค้มาหมักนํ้าปลา เปรียบเทียบกับ 

การหมักตามร?รมขาติ

5 .1  กา?เด ?ย ม  i f  อบ?ลุทร เล ี้ยงเช ื้อท ื่ค ัค เล ึอกได ้จากข ้อ  4 .1  แสะ 4 . 2  ไร่งมีคุณ 

สมบ ัต ิชอบเค ็มและสร้างโปรต ิเอสไค ้ด ี1: เช ื้อ I s o l a t e  1 ) ใน ,ผ่ลาสกขนาด 500  มิสสิสิตรทื่มี

อาห ารเห ส า Medium 73 เต ิม เกล ึอ 25 เปอรเซ็นต ปลาสกสะ 20 0  มิสลึลิตร บ่มท่ือเนหภูมิห้อง 

โคยโข ้ In c u b a to r  sh a k er  ท่ืค'ว าม เร ็ว  200 รอบ/นาท ี บ่มนาน 7 วัน แล ้วนำไ ป เข ้า  

เค?องบ ัน แยกสาร( R e f r ig e r a t e d  c e n t r i f u g e  1Becman Model ป้2 -  21 ) ทีประมาทเ 

2460 g  เป ็น เว ส า 10 นาที เค ็บ เอ าเฉ พ าะเช ส ล ี้แบ ค ท ีเร ียน ำม าล ้างด ้วยน ํ้า เกล ีอ เข ้ม ข ้น  25

๗ อร เซ็นต ท ี่ปราศจากเช ื้อ  2 ครง จากนั้นแบ่งเป็น 2 ส่วน ส ่วนหนี่งนำไปทำการน ับจำนวนเชสลี้ 

เริ่มค ้นโดยวิธ ี S ta n d a rd  p la t e  c o u n t t e c h n iq u e  อ ีกส่วนหนึ่งนำไปใช้ในการหมักน ํ้าปลา

ความล ึกของอ'ทท? T h i - o g ly c o la te  a g a r(  ภาคพนาก ก ห มายเลข  17 ) ลัง I ก ต ก า ร 1จริญ

ของแบคท ีเร ีย ถ ้า เจร ิญ บนผ ิวหน ้าของอาหารแสดงว ่า เป ็นแบคท ีเร ียพวก A erobe  ถ ้าสาม ารท เจร ิญ

ในส ่วนล ึกของอาหารไค ้แสดงว ่า เป ็นแบคท ีเร ียพวก F a c u l t a t i v e  an aerobe

5 . 2  การเตรียมหมักนาปสา ผสมปลาไล้ตัน( เป ็นปสาจากจังหวัดชุมพรทื่แช ่น ํ้าแซ ็งไว้ 

ประมาทI 22  วัน > ก ับ เกล ึอ เม ็ด ( จากจังหวัดชุมพรเช่นกัน ) ในอัตราส่วน 3 : 1 โคยนํ้าหนัก 

โดยข้งปลาจำนวน 750 กร ัมใส ่ในโหลแก้วขนาดเล ้นผ ่าศ ูนยกลาง 6 .4  น้ิว เต ิม เกล ึอ เม ็ดจำน วน  

250 กรัม คลุก เคล ้าปลาก ับเกล ึอให ้เข ้าก ันท ุกส ่วน จำนวน 2 โหลโดยให ้โหลหน ึ่งเป ็นโหลควบคุมอ ีก  

โหลหนึ่งเติม เชื้อบรีล ุทรึ่ในลักษณะIชลลี้ เทียกจำนวน 1 กรัม คลุก เคล ้าเช ํ่อก ับ ป ลาห ม ักให ้เข ้าก ัน  ทีด 

ฝาโหลหมักด้วยพลาสติกวางไว้ทื่อทเหภูมิห้อง( เริ่มหมักในวันทื่ 21 มิถุนายน 2 5 3 0  )

5 .3  การล ึกษาการเปล ี่ยนแปลงทางช ีวเคม ีแสะจุลชีวว ิทยาชองกระบวนการหมักนาปลา 

โดยเก ็บต ัวอย ่างน ิ้าปลาเป ็นระยะต ั้งแต ่หล ังจากใส ่เข ้อ เร ียบร ้อยแล ้วจนกระท ั่ง  73 วัน โดยเก ็บ แบ บ  

ลุ่มค?งละประมาทเ 30 มิสลิลิตร และบันฑีกอุถเหภูมิท ั้งภายนอกแสะภาย'ในถังหมักด้ายเทอริ่โมมิเตอริ ่

ต ัวอย ่างน ำป ลาท ี่เก ็บได ้ส ่วน ห น ึ่งน ำไปแยกเช ี้อโดย ฺใข ้อาห ารเล ี้ยงเช ื้อ  Complex medium o f
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s e h g a 1 and G ibbons ที่พสมโชเคียมคลอไรค 25  เปอร์เซ ็นต์ เพ ี่อใช ้คราจน ับจำนวนแบคท ีเร ีย  

ที่ใส ่ลงไป อิกส่วนนนิ่งนำไปตราลวัคปริมาณเกลีอ ค ่าความ เบ ็น กรคค ่าง เ pH ) ปร ิมาณไนโตรเจน  

ทั้งนมค ฟ่อร์ม ัลดีไฮต์ไนโตรเจน แอม โม เน ียค ัลไน โตรเจน และไน โตรเจน ใน ร ูป กรดอะม ิโน  ตามาธ ็ 

การท ี่ไค ้กล ่าวมาแล้วช ้างต ้นเพ ี่อตรวจสอบการย่อยสลาย
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