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วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 อุปกรณและเครื่องมอื 
 3.1.1 ตวัอยางลูกแปง 
  ลูกแปงที่ใชในการศึกษาครั้งน้ี เปนตวัอยางลูกแปงเหลาที่ไดจากรานคาใน
ตลาดและแหลงผลิตลูกแปงเหลาโดยตรงในอําเภอตางๆ 13 แหง และ 1 กิ่งอําเภอของจังหวัด
เชียงใหม ซ่ึงไดแก อําเภอเมือง ฝาง แมอาย ไชยปราการ เชียงดาว แมริม สันทราย สันกําแพง 
สันปาตอง หางดง จอมทอง ดอยเตา แมแจม สารภี และกิ่งอําเภอแมวาง ดังภาคผนวก ก 
 
 3.1.2 อาหารเลี้ยงเชื้อ 
  Yeast extract – malt extract broth (YM broth) 
  Yeast extract – malt extract agar (YM agar) 
  Yeast extract peptone dextrose broth (YPD broth) 
  Yeast extract peptone dextrose agar (YPD agar) 
  Yeast extract peptone dextrose broth (YPD broth) + 20% glucose 

Potato dextrose agar (PDA) 
Starch agar 
Starch broth 

 
 3.1.3 สารเคมี 
  Yeast extract 
  Malt extract 

Peptone 
Agar 
Glucose 
Iodine 
Potassim dihydrogen Phosphate (KH2PO4) 
Ammonium nitrate (NH4NO3) 



  

Potassium cloride (KCl) 
Magnesium sulphate (MgSO4.7H2O) 

  Ferus Sulphate (FeSO4.7H2O) 
  Soluble starch 
  Phosphate buffer (pH 6.9) 

Hydroclolic ( HCl )    
95% แอลกอฮอล (alcohol)      

  นํ้ากลั่น (distill water) 
 

3.1.4 อุปกรณ 
  หลอดทดลอง (Test tube) 
  จานเพาะเชื้อ (Petridish)  
  แทงแกวคน (Stirrer)  
  ขวดดูแรน (Duran bottle)  
  บีกเกอร (Beaker)  
  ชอนตักสาร (Spatula) 
  ที่ตั้งหลอดทดลอง (Rack) 
  ปากคีบ (Forcept) 
  กระดาษทิชชู (Tissue paper) 
  กระดาษอลูมิเนียม (Aluminium foil)  
  สําลี (Cotton) 

ตะกราใสของ (Basket) 
  ไมโครปเปต (Micro pipette)  
  ตะเกียงแอลกอฮอล 
  ปเปตทิป (Pipette tip) 
  หลอดหยด (Dropper) 
  ขวดรูปชมพู (Flask)  
  ขวดปรับปริมาตร (Volumetric flask 
  กระบอกตวง (Cylinder) 

แทงแกวเกลีย่เชื้อ  (spreader) 
แทงแกวคนสาร (Stirer) 
หยอดหยด (Dropper)  
nylon filter   0.45  ไมโครลิตร 



หลอดปนเหวีย่ง  
เข็มเขี่ยเชื้อ 

   ตะเกียงแอลกอฮอล 
ขวดน้ํากลั่นและน้ํากลั่น  
คิวเวท 
สไลดและกระจกปดสไลด   

 
3.1.5 เคร่ืองมือ 

  หมอน่ึงความดันไอ (Autoclave) 
  ตูอบลมรอน (Hot air oven) 
  ตูบมเชื้อ (Incubator) 
  ตูเย็น (Refrigerator) 
  เครื่องชั่งอยางหยาบ (Analytical balance) 
  ฮอตเพลต  (Hot plate) 
  เครื่องเขยาหลอดทดลอง(Vortex mixer) 
  เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ (Shaker incubator)      
  เครื่องวัดคาความเปนกรดดาง (pH meter) 
  เครื่องปนเหวีย่งควบคุมอุณหภภูมิ (Centrifuge) 
  อางน้ําควบคมุอุณหภูมิ (Water bath) 
  เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง (Ultraviolet visible spectrophotometer) 
  กลองจุลทรรศน (Microscope) 

เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge )                 
                    เครื่องชั่งสาร (Analytical balance)           
                    เครื่องวัดปริมาณแอลกอฮอล (gas chromatograppy)       

เครื่องวัดดูดกลืนแสง ( sprectrophotometer )    
เครื่องผสมสาร (Vertex mixer) 
กลองจุลทรรศน  

               สไลดนับเซลล ( hematocytometer )                            
        
 
 
 
        



3.2 วิธีการทดลอง 
 3.2.1 การแยกเชื้อยีสตและเชื้อราจากลูกแปงเหลา  
               แยกและคัดเลือกเชื้อยีสตและราจากลูกแปงเหลา ดวยวิธ ี dilution plate 
technique ดังในภาคผนวก ฉ โดยนําตัวอยางลูกแปงทีบ่ดละเอียด 1 กรัม ใสลงในฟลาสกขนาด 
125 มิลลลิิตร ที่มีอาหารเหลว YM broth (pH 3.5-3.8) ปริมาตร 30 มิลลิลติร แลวนําไปเลี้ยงบน
เครื่องเขยาควบคุมอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24-48 ชั่วโมง จากนั้นนํามาแยก
โคโลนีของเชือ้ยีสตและราโดยวิธี spread plate technique บนอาหาร YM agar  แลวนําไปบมที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ทําการสังเกตโคโลนีที่เกิดขึน้ แลวคัดเลือก
และแยกโคโลนีเชื้อยีสตและรา ที่มีลักษณะแตกตางกนั โดยนําโคโลนีของเชื้อยีสตไปเลี้ยงบน
อาหาร YM agar และนําโคโลนีของเชือ้ราไปเลี้ยงในอาหาร PDA ซ้ํา 2 ครั้งเพ่ือใหไดเชื้อบริ
สุทธ จากนั้นถายเชื้อราที่แยกไดลงในอาหาร PDA slant แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เพ่ือนําไปศึกษาในขั้นตอนตอไป  
  

3.2.2 การทดสอบคุณสมบัติการยอยแปงของเชื้อรา 
        ถายเชื้อราลงในอาหาร PDA แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 5 วัน จากน้ันใชกนหลอด pasture pipette เจาะเชื้อราบน plate เปนชิ้นๆ แลวถายเชื้อลง
ใน strach agar นําไปบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 วัน จากนั้นนํามาทดสอบ
การยอยสลายแปงโดยราดสารละลายไอโอดีนใหทวมเชื้อราแลวทิ้งไว 10 นาที เทสารละลาย
ไอโอดีนออกวัดขนาดเสนผานศูนยกลางของวงใส จากการยอยสลายแปงของเชื้อรา ดังแสดงใน
ภาคผนวกที่ ซ 
  
 3.2.3   การทดสอบคากิจกรรมของเอนไซมยอยแปง 
  นํา crude enzyme 1.0 มิลลิลติร เติมลงในหลอดทดสอบ (reaction mixture) ที่
มีสับสเตรท คือ 1%(w/v) soluble starch จากนั้นบมหลอดทดลองในอางน้ําควบคุมอุณหภูมิที ่
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม DNS 2 มิลลิลิตร แลวนําไปตม
ในน้ําเดือด 5 นาที แลวทําใหเย็นทันทีโดยการแชในนํ้าเย็น 15 นาท ีแลวจึงเติมน้ํากลั่นอีกหลอด
ละ 5 มิลลิลติร นําไปหาปริมาณน้ําตาลโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 นาโน
เมตร โดยวิธขีอง Alli และคณะ (1998) ดังแสดงในภาคผนวก ฎ และ ภาคผนวก ฏ 
 

 3.2.4  การศึกษาปริมาณแอลกอฮอลจากการหมักเชื้อยีสต 
                    ถายเชื้อยีสตจาก PDA slant ลงบนอาหาร  YPD Agar  บมไวที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสเปนเวลา 48 ชั่วโมง จากนั้นนําเชื้อมา  1 ลูป ใสลงในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลติร 



ที่มีอาหารเหลว YPD broth ปริมาตร 25 มิลลิลิตร บมไวบนเครื่องเขยาความเรว็รอบ 180 rpm 
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 48 ชั่วโมง ปรับปริมาตรใหมีจํานวนเชือ้เริ่มตนเทากบั 
107 CFU/ml โดยการนับจํานวนเชื้อโดย heamacytometer ดังแสดงในภาคผนวก ฌ แลวเตมิ
กลาเชื้อปริมาตร 5 % (v/v) ลงในฟลาสกขนาด 125 มิลลิลติร ที่มีอาหารเหลว YPD broth + 
20% glucose  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร นําไปบมบนเครือ่งเขยาความเร็วรอบ 180 rpm อุณหภูมิ 
30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง แลวเกบ็ตวัอยางสงวิเคราะหหาปริมาณแอลกอฮอลดวย
เครื่อง gas chromatoghrapy  โดยปเปตตวัอยางมา  0.1 มิลลลิิตร ปรับปริมาตรดวยน้ํา ปรบั
ปริมาตรดวยนํ้ากลั่นใหเปน 10 มิลลิลิตร หลังจากนั้น ปเปต มา 5 มิลลิลิตร เติม internal 
standard    5 มิลลิลิตร เปน 10 มิลลลิิตร แลวนําไปกรองกอน ดูดมา 1 ไมโครลิตร ฉีดเขา
เครื่อง GC  เพ่ือหาปริมาณแอลกอฮอลจากพื้นที่ใตกราฟ (area peak) 
 

3.2.5 จัดจําแนกและระบุสกุลของเชื้อจุลินทรียที่แยกไดจากลูกแปง  
      นําเชื้อราที่ผลิตเอนไซมอะไมเลสและยีสตที่ผลิตแอลกอฮอลไดใน 5 อันดับแรก รวม
ทั้งหมด 10 สายพันธุ สงตรวจสอบเพื่อจัดจําแนกและระบุสกุลของเชื้อจุลินทรีย ณ หองปฏิบัติ
ภาควิชาจุลชีววิทยาคลินิค คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยเชียงใหม  




