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ภาคผนวก

ภาคผนวก ก  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อ  YA

สวนประกอบอาหาร 1 ลิตร
Carbon source
1. D – glucose 10 กรัม
Nitrogen source
2. (NH4)2SO4 5 กรัม
Salts
3. CaCl2.2H2O 0.1 กรัม
4. KH2PO4 1 กรัม
5. MgSO4.7H2O 0.5 กรัม
6. NaCl 15 กรัม
Amino acids
7. DL-methionine 20 มิลลิกรัม
8. DL-tryptophan 20 มิลลิกรัม
9. L-histidine .HCl.H2O 10 มิลลิกรัม
Compounds supplying trace elements
10 CuSO4. 5H2O. 40 ไมโครกรัม
11. FeCl3.6H2O 200 ไมโครกรัม
12. H3BO3 500 ไมโครกรัม
13. KI 100 ไมโครกรัม
14. MnSO4.H2O 400 ไมโครกรัม
15. Na2MoO4.2H2O 200 ไมโครกรัม
16. ZnSO4.7H2O 400 ไมโครกรัม
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Vitamin
17. Biotin 2 ไมโครกรัม
18. Calcium pantothenate 400 ไมโครกรัม
19. Folic acid 2 ไมโครกรัม
20. Inositol 2,000 ไมโครกรัม
21. Niacin (Nicofinamide) 400 ไมโครกรัม
22. P – aminobenzoic acid 200 ไมโครกรัม
23. Pyridoxine . HCl (B6) 400 ไมโครกรัม
24. Riboflavin (B2) 200 ไมโครกรัม
25. Thiamine. HCl (B1) 400 ไมโครกรัม

ชั่งสารขอ  1, 2, 3 และ 5   ยกเวนขอ 4 และ 6  แลวเติม  yeast extract   ลงไป คน
ใหละลายแลวจึงเติม  stock dilution ของ Compounds supplying trace elements,
MgSO4.7H2O และ  CaCl2.2H2O  เติมน้ํากลั่นใหครบปริมาตร  โดยปรับ pH  ใหอยูใน
ชวง 4.5 – 6.5  เติมวุน 15  กรัม/ลิตร  ทําใหละลาย   ทําใหปราศจากเชื้อโดยความรอนชื้น
ที่อุณหภูมิ  121oC  ความดัน 15  ปอนดตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15  นาที   หลังจากนั้นจึง
เติม  Amino acids และ  Vitamin  ซึ่งไดทําใหปราศจากเชื้อดวยวิธีการกรอง

หมายเหตุ
1. เติม yeast extract  10 กรัม/ลิตร  ผสมในอาหาร เมื่อ Amino acids ที่ใชมีแต L
2. Compounds supplying trace elements ที่เตรียมแยกเปน 2 กลุม คือ สารตั้งแต

ขอ 10 -16 ยกเวน 13   และ   FeCl3.6H2O (เนื่องจากจะเกิดการตกตะกอนเมื่อผสมกับตัว
สารอื่น ๆ )
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ภาคผนวก  ข  การเตรียมอาหารเลี้ยงเชื้อท่ัวไป

1.  Casein  hydrolysis/ skim milk agar
Skim  milk  10 % 10 มิลลิกรัม
MRS  agar 990 มิลลิกรัม

เตรียม MRS  agar  ที่มีสวนประกอบของอาหารเลี้ยงเชื้อเทากับ   1000  มิลลิลิตร  
แตเติมน้ํากลั่น  990  มิลลิลิตร  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  
เปนเวลา 15 นาที  และเตรียมสารละลาย  skim  milk  10%  นําไปนึ่งฆาเชื้อที่ 110๐C 
ความดัน 10 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 10 นาที  หลังจากนั้นเทสารละลาย                 
skim  milk  ผสมลงใน  MRS  agar  ปราศจากเชื้อผสมใหเขากันจึงเทลงในจาน
อาหารเลี้ยงเชื้อ

2.  MRS (Man Rogosa and Sharpe)
Bromocresol purple 0.4 กรัม
Peptone                   10 กรัม
Beef extract             10 กรัม
Yeast extract                 5 กรัม
Glucose                    20 กรัม
K2HPO4                        2 กรัม
Tween 80                1 มิลลิกรัม
Sodium acetate.3H2O   5 กรัม
Diammonia citrate    2 กรัม
MgSO4.7H2O               0.2 กรัม
MnSO4.4H2O           0.05 กรัม
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Agar                              15 กรัม
Distilled water          1,000 มิลลิลิตร
pH  6.0

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น   และนําไปตั้งไฟออนๆจนสวนผสมละลาย
เขากันดี   นึ่งฆาเชื้อที่ 121๐C ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาที   
สําหรับการเตรียม MRS  broth  เตรียมเหมือนกับ MRS agar  แตไมตองเติม agar

3.  Nutrient agar
Beef extract            3 กรัม
Peptone                     5 กรัม
Agar                        15 กรัม
Distilled water           1,000 มิลลิลิตร
pH 7.2-7.4

ละลายสวนผสมทั้งหมดเขาดวยกันดวยน้ํากลั่น นําไปตั้งไฟออนจนสวนผสม
ละลายเขากันดี   นึ่งฆาเชื้อที่ 121๐C   ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว  เปนเวลา 15 นาที

4. Tryptic Soy Agar (TSA)
Peptone from casein 15 กรัม.
Peptone from soymeal 5 กรัม.
Sodium chloride 5 กรัม
Agar 15 กรัม
Distilled water 1,000 มิลลิลิตร
NaCl 15         กรัม/ลิตร
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ชั่งอาหารสําเร็จรูป 40 กรัม ในน้ํา 1 ลิตร ตมใหละลาย pH 7.3±0.2  ฆาเชื้อที่ 
121°C 15 นาที ความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว
5.  Fowell’s acetate agar

ละลาย  sodium acetate trihydrate  5.0   กรัม  ในน้ําปริมาตร 1 ลิตร ปรับ pH เทา
กับ 6.5-7.0  เติมผงวุน 20.0 กรัม  แลวตมจนผงวุนละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

6. Gorudkowa agar
Glucose 1    กรัม
NaCl 5    กรัม
Peptone 10  กรัม
Agar 20   กรัม
น้ํากลั่น 1000   มิลลิลิตร

ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน แลวตมจนผงวุนละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

7.  5% Malt extract agar
Malt extract 50 กรัม
Agar 20 กรัม
น้ํากลั่น 1000   มิลลิลิตร

ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน แลวตมจนผงวุนละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที
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8. Urea agar
Peptone 1 กรัม
glucose 1 กรัม
NaCl 5 กรัม
KH2PO4 2 กรัม
Phenol red 0.012 กรัม
agar 20 กรัม

ละลายสารทั้งหมด แลวปรับ pH   เทากับ 6.8   แลวจึงเติมวุน ตมจนผงวุนละลาย แบงใส
หลอด หลอดละ 4.5 มิลลิลิตร  แลวนําไปนึ่งฆาเชื้อ ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปน
เวลา 15 นาที  หลังจากนั้นเติมสารยูเรียที่มีความเขมขน 2 เปอรเซ็นต ซึ่งทําใหปราศจาก
เชื้อโดยการกรองผาน membrane filter ในปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรตอหลอด  ผสมใหเขา
กันและปลอยใหแข็งในสภาพเอียง

9.  Fermentation basal medium
Yeast extract 4.5  กรัม
peptone 7.5  กรัม
น้ํากลั่น 1000   มิลลิลิตร

เติมสารละลาย bromothymol blue (ภาคผนวก ค)  ใน fermentation basal medium ที่มีสี
เขียวเขม  แบงใสหลอดทดสอบ  หลอดละ 2 มิลลิลิตร  ภายในมีหลอดดักแกส (Durham
tube) นําไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที  หลังจากนั้นเติม
สารละลายน้ําตาลที่ตองการทดสอบ  ซึ่งทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองผาน
membrane filter  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ตอหลอด
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10.  Medium for Assimilation of carbon compound
Bacto yeast nitrogen base 6.7   กรัม
Sugar ที่จะใชทดสอบ 5      กรัม
น้ํากลั่น 100  มิลลิลิตร
 ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองดวย  membrane
filter  ใชปเปตปราศจากเชื้อ ดูดอาหารที่ได 0.5 มิลลิลิตร ใสในน้ํากลั่นที่ปราศจากเชื้อ
4.5 มิลลิลิตร ซึ่งบรรจุอยูในหลอดทดสอบ

11. Corn meal agar
Cornmeal, infusion form 50       กรัม
Agar 15       กรัม
น้ํากลั่น 1000   มิลลิลิตร

ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน แลวตมจนผงวุนละลาย นําไปนึ่งฆาเชื้อที่
อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

12. Nitrate assimilation medium
Bacto yeast carbon base 11.7  กรัม
KNO3 0.78  กรัม
น้ํากลั่น 100  มิลลิลิตร

ละลายสารอาหารทั้งหมดในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร ทําใหปราศจากเชื้อโดยการกรองใช
ปเปตปราศจากเชื้อดูดอาหารที่ได 0.5 มิลลิลิตร ใสในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 4.5 มิลลิลิตร
ซึ่งบรรจุในหลอดทดสอบ
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13.  PDA
Potatose 4       กรัม
Dextrose 20     กรัม
Agar 15      กรัม
น้ํากลั่น 1000  มิลลิลิตร

ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน ปรับ pH เทากับ 5.6 แลวตมจนผงวุนละลาย นํา
ไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

14.  PCA
Casein 5.0     กรัม
Yeast extract 2.5     กรัม
dextrose 1        กรัม
agar 15      กรัม
น้ํากลั่น 1000  มิลลิลิตร
ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน ปรับ pH เทากับ 7.0 แลวตมจนผงวุนละลาย นํา
ไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

15. TCBS
Peptone from casein 5      กรัม
peptone from meat 5      กรัม
Yeast extract 5      กรัม
Sodium citrate 10    กรัม
Sodium trio sulfate 10    กรัม
Ox bile dried 5      กรัม
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Sodium cholate 3      กรัม
Sucrose 20    กรัม
Sodium chloride 10    กรัม
Iron(lll) citrate 1      กรัม
Thymol blue 0.04 กรัม
Bromothymol blue 0.04 กรัม
agar 14    กรัม
น้ํากลั่น 1000  มิลลิลิตร
ผสมสวนผสมทั้งหมด ละลายใหเขากัน ปรับ pH เทากับ 8.6 แลวตมจนผงวุนละลาย นํา
ไปนึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที

16. Starch agar
Beef extract 3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Yeast extract 10 กรัม
Soluble starch 2 กรัม
Agar 15 กรัม
น้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น ปรับ pH ใหได 7.2 และนําไปตั้งไฟออน ๆ จนสวน
ผสมละลายเขากันดี  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 
เปนเวลา 15 นาที

17. Tributyrin agar
Peptone 5 กรัม
Beef extract 3 กรัม
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Tributyrin 10 มิลลิลิตร
Agar 15 กรัม
น้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมทั้งหมด ยกเวน  Tributyrin ดวยน้ํากลั่น  นําไปตั้งไฟออนจนสวนผสม
ละลายเขากันดี  แลวทําใหเย็นลงประมาณ 50 องศาเซลเซียส ปรับ pH เปน 7.4  แลวใส
Tributyrin ปนใน  blender 10 นาที  นึ่งฆาเชื้อที่ 121 องศาเซลเซียส  ความดัน 15 ปอนด
ตอตารางนิ้ว เปนเวลา 15 นาที

ภาคผนวก ค. สารเคมีท่ัวไป

1. Methylene blue
ละลาย methylene blue chloride  0.3 มิลลิกรัม  ในน้ํากลั่น 100 มิลลิลิตร

2.  Bromothymol blue
ละลาย Bromothymol blue 50 มิลลิกรัม  ในน้ําปริมาตร 75 มิลลิลิตร  วิธีนําไปใช

คือ  ใส Bromothymol blue  stock solution ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ใน fermentation basal
medium 100  มิลลิลิตร
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ภาคผนวก  ง  การเตรียมสารเคมีสําหรับการนับปริมาณเม็ดเลือด

1. Trypan blue
เตรียม Trypan blue 0.15 g / 2.6 % NaCl   โดยชั่ง  Trypan blue 0.15 g ละลายใน

น้ําเกลือ 2.6 เปอรเซ็นต นําไปปนใหละลายเปนเวลา 2-4 ชั่วโมง แลวกรองดวยกระดาษ
กรอง Whatman No. 2  จากนั้นนําไปปนดวยเซนติฟวจที่ความเร็ว 10000  rpm  เปนเวลา
10  นาที แลวกรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 ไมครอน อีกครั้งหนึ่ง  แลวแบงใสใน
microtube  หลอดละ 450 ไมโครลิตร  แชเย็นเก็บไวจนกวาจะใชงาน



101

ภาคผนวก จ  การเตรียมสารเคมีสําหรับวิเคราะหฟนอลออกซิเดสแอคติวิต้ี

1. M-199
ใช 1 ซอง ละลายในน้ํากลั่น  deionize sterilized  500  มิลลิลิตร  เติม NaHCO3

2.2 g ปรับ pH  ใหไดประมาณ 7.6  นําไปกรองแลวเก็บในตูเย็น
2. K-199   ใน 100 มิลลิลิตร  ประกอบดวย

- M-199 50 มิลลิลิตร
- salt mixture 10 มิลลิลิตร (ดูสวนประกอบในขอ 4)
- CaCl2 . 2H2O 10 มิลลิลิตร
- NaCl 10 มิลลิลิตร
- L-glutamine 1 มิลลิลิตร (เตรียมแชแข็งเก็บไว)
- Hepes 0.238 กรัม

เติมน้ํากลั่น   deionize sterilized   ปรับใหไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร จาก
นั้นปรับ  pH  ใหได  7.6  กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.22  µm
3. Cacodylate buffer (CAC buffer) : ใน 500 มิลลิลิตร ประกอบดวย

- Na Cacodylate 1.07 กรัม
- CaCl2 0.37 กรัม
- MgCl2 5.08 กรัม

ละลาย  Cacodylate buffer ในน้ํากลั่น  deionize sterilized    แลวเติม
CaCl2  ปนใหละลายแลวเติม MgCl2 เมื่อละลายแลวปรับ pH  ใหได  7.0  ไมตองกรอง
เก็บไวในตูเย็น

* CAC buffer  ที่ใชเตรียมสาร เมื่อนําออกมาจากตูเย็น ควรตั้งไวใหเทากับ
อุณหภูมิหองกอน
4. Stock solution

salt mixture : ใน 100 มิลลิลิตร ประกอบดวย
- KCl 0.4 กรัม
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- MgSO4 .7H2O 3 กรัม
- MgCl2.6H2O 3.3 กรัม
- NaH2PO4.2H2O 0.05 กรัม
CaCl2.2H2O  : ชั่ง 0.9 กรัม ละลายในน้ํากลั่น  deionize sterilized  100  มิลลิลิตร
NaCl  ชั่ง 11 g ละลายในน้ํากลั่น   deionize sterilized  100  มิลลิลิตร
L – glutamine   ชั่ง 0.015  g ใสใน  microtube   ละลายในน้ํากลั่น deionize

sterilized  1  มิลลิลิตร  แบงใสหลอดหลอดละ 1 มิลลิลิตร แชแข็งไว แลวแบงมาใชตาม
ตองการ
5.  L- cysteine 3 %

ชั่ง 0.03  กรัม  ใสบีกเกอรละลายใน K-199 1 มิลลิลิตร ปรับ pH  ใหได 7.6 แลว
กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 µm  แชเย็นไว
6.  Trypsin

ชั่ง 0.001 กรัม ใสในหลอดทดลอง ละลายดวย CAC buffer  1 มิลลิลิตร  เขยาจน
กวาละลายจนหมด กรองดวยกระดาษกรองขนาด 0.22 µm  แชเย็นไว
7.  L- DOPA

ชั่ง 0.003 กรัม ใสใสหลอดทดลอง ละลายดวย  CAC buffer  1 มิลลิลิตร  เขยาจน
กวาละลายจนหมด  (เนื่องจากละลายยาก จึงควรแบงมาละลายครั้งละนอย ๆ) กรองดวย
กระดาษกรองขนาด 0.22 µm  แชเย็นไว
8. Folin Reagent

นํามาเจือจาง 1 : 10   เก็บไวในตูเย็น
9. Working Alkaline Copper Solution  ประกอบดวย

- 0.5 % CuSO4.5H2O 1 สวน
- 1% NaKtatrate  1 สวน
- 1 % Na2CO3 ใน 0.5 N NaOH 50 สวน
0.5 % CuSO4.5H2O : เตรียมโดยชั่ง CuSO4.5H2O มา 0.015 กรัม ละลายในน้ํา

กลั่น deionize sterilized   3 มิลลิลิตร
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1% NaKtatrate : เตรียมโดยชั่ง  NaKtatrate  มา 0.03 กรัม ละลายในน้ํากลั่น
deionize sterilized   3 มิลลิลิตร

1 % Na2CO3 ใน 0.5 N NaOH :  เตรียมโดยตมน้ํากลั่น  deionize sterilized   100
มิลลิลิตร แลววางทิ้งไวใหเย็นสนิท  แลวใส  NaOH  2  กรัม   เมื่อละลายแลวจึงเติม
Na2CO3  ลงไป 1 กรัม ปนหรือคนใหละลายจนหมด

ผสมสารละลายทั้ง 3  อยางรวมกันตามสัดสวน จะได  Working Alkaline Copper
Solution เก็บไวไชได
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ภาคผนวก ฉ  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและเชื้อ V. harveyi
ขีดเชื้อ V. harveyi   บน TSA + 1.5 % NaCl บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปน

เวลา  18  ชั่วโมง  แลวถายเชื้อลง TSB + 1.5 % NaCl  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมใน
incubater shaker  ดวยความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่ว
โมง  แลวทําการเจือจางดวยน้ําเกลือ  1.5 %  ในอัตราสวน 1:5  จํานวน 5 หลอด นําทุก
หลอดไปวัดคาการดูดกลืนแสง  ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร  โดยใชสารละลาย 1.5 %
NaCl   เปน Blank  แลวนําทุกหลอดมาทําการนับจํานวนเซลลดวยวิธี spread plate  บน
อาหาร TSA + 1.5 % NaCl   บมที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เปนเวลา 18-24 ชั่วโมง
นับจํานวนเซลลของ  V. harveyi   แลวเขียนกราฟเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคา
ดูดกลืนแสงและจํานวนเซลล สําหรับใชเปนกราฟมาตรฐานของความสัมพันธระหวาง
คาการดูดกลืนแสง และปริมาณเชื้อ V. harveyi    ดังตารางที่ 10 และรูปที่ 8

ตารางที่ 13  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง และปริมาณเชื้อ V. harveyi

คาการดูดกลืนแสง (660 nm) จํานวนเซลล V. harveyi (CFU/ml)
0.990 1.37 x 109

0.220 2.14 x 108

0.049 1.03 x 108

0.012 1.77 x 106

0.002 3.27 x 105
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R2 = 0.9937
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รูปที่ 7  กราฟมาตรฐานของความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง และปริมาณเชื้อ V.
harveyi
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ภาคผนวก ช  ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและเชื้อ   yeast
ขีดเชื้อ yeast   บน PDA + 1.5 % NaCl บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา

48  ชั่วโมง  แลวถายเชื้อลง PDB + 1.5 % NaCl  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร บมใน incubater
shaker  ดวยความเร็ว 150 rpm อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  แลวทํา
การเจือจางดวยน้ําเกลือ  1.5 %  ในอัตราสวน 1:5  จํานวน 5 หลอด นําทุกหลอดไปวัดคา
การดูดกลืนแสง  ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร  โดยใชสารละลาย 1.5 % NaCl   เปน
Blank  แลวนําทุกหลอดมาทําการนับจํานวนเซลลดวยวิธี spread plate  บนอาหาร PDA
+ 1.5 % NaCl   บมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมง  นับจํานวนเซลล
ของ yeast แลวเขียนกราฟเปรียบเทียบความสัมพันธระหวางคาดูดกลืนแสงและจํานวน
เซลล สําหรับใชเปนกราฟมาตรฐานของความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง และ
ปริมาณเชื้อ yeast  ดังตารางที่ 11 และรูปที่ 9

ตารางที่ 14   ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสง และปริมาณเชื้อ yeast

คาการดูดกลืนแสง (550 nm) จํานวนเซลล yeast (CFU/ml)
0.741                              2.98 x 107

0.086                              3  x 105

0.040                              1.37 x 103

0.011                              160
0.004                              20
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R2 = 0.9998
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ยีสต
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ภาคผนวก  ซ    กราฟแสดงคาแอลบูมินมาตรฐาน     โดยวิธีการของ Lowry et al,
(1951) ท่ีดัดแปลงโดย กิจการ และคณะ (2543)
ดูดสวนใสที่ไดจากการหมุนเหวี่ยงเซลลเม็ดเลือดที่ทําใหแตกแลว (จากขั้นตอนการหา
ความวองไวของเอนไซมฟนอลออกซิเดส)   มา 100 ไมโครลิตร   ผสมรวมกับน้ํากลั่น
ปลอดเชื้อ 900 ไมโครลิตร เติม alkaline copper solution 2 มิลลิตร เขยาใหเขากันแลวทิ้ง
ไว 10  นาที ที่อุณหภูมิหอง เติม folin reagent  1:10   ลงไป 3 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน
แลวทิ้งไว 10  นาที ที่อุณหภูมิหอง นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 640 นา
โนเมตร โดยน้ํากลั่นที่เติมสารเชนเดียวกันกับตัวอยางเปน blank นําคาการดูดกลืนแสงที่
วัดไดมาหาปริมาณโปรตีน (mg protein)   โดยเปรียบเทียบกับคาแอลบูมินมาตรฐานที่มี
ความเขมขน 0  20  40  80  100  200  400 และ 1000 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร (ภาคผนวก
ซ)
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ภาคผนวก  ฌ    ผลทดสอบทางชีวเคมีของยีสต   (+  หมายถึงยีสตมีการใชน้ําตาล    -  หมายถึงยีสตไมมีการใชน้ําตาล)

Fermentation Assimilationรหัส
เชื้อ

ลักษณะ
เซลล maltose lactose glucose galactose surcrose xylose maltose lactose surcrose galactose glucrose

ยู
เรีย

ไน
เต
รท

AJ
43

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

- - - - - + ± - ± ± + + +

AJ
70

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

- - + - - - + ± + + + - +

AJ
98

โคโลนี
เรียบ

- - + + + ± + + + + + + +



111

AJ
176

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

- - - + - + + - + + + + +

AJ
179

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

+ + - + + - - - + + + + +

AJ
181

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

+ + - + + - - - - - - + +

AJ
188

โคโลนี
เรียบ
ขอบ
เรียบ

+ + + + + + + - + + + + +
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ภาคผนวก  ญ    คุณสมบัติของยีสตที่คัดเลือกได
Yeasts Description Where found

Cryptococcus  sp. AJ43 Pink to red, butyrous colonies :
vegetative reproduction by budding

1. Dew – retted flax straw in Denmark
2. flower of Adonis vernalis
3. chicory cichorium intybus, stag axis in france

Candida   sp.  AJ70 White to cream, butyrous colonies,
vegetative reproduction by budding

1. Fermenting cucumber brines in USA
2. Soybean mash in Japan and Taiwan, Sugar

Cryptococcus  sp.  AJ98 Cream, butyrous colonies, vegetative
reproduction by budding

1. Scum on water of Malham Tarn in UK

Stengmatomyces  sp.  AJ176 Cream, butyrous colonies, vegetative
reproduction by budding

1. Groin of man with seborrhoeic eczema in Finland
2.  flour and atmosphere in a French bakery

Pichia  sp. AJ179 Budding cell 1.  tree, water, flower
Rhodotorula   sp.  AJ181 White to cream, butyrous colonies,

vegetative reproduction by budding
1. Tunnels of pin-borer beetles Xyleborus aemulus in
south africa

Malassezia sp.  AJ188 Cream to tan, butyrous colonies,
vegetative reproduction by budding

1. Axilla of healthy beagle dog in UK, Sweden
Netherlands

ที่มา : Kurtzman and Fell (1998)
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