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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อ

อาหารเลี้ยงเชื้อ
1.  Yeast Malt medium (YM)

ประกอบดวย
Yeast extract 3 กรัม
Malt extract 3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Glucose           10 กรัม
Distilled  water      1,000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น ปรับพีเอชเปน 5.5 กรณีอาหารแข็ง เติมวุน 20  กรัม/
ลิตร วางทิ้งไวใหอาหารมีอุณหภูมิประมาณ 50-60 oซ เติม penicillin ความเขมขน 60 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร และ streptomycin ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

หมายเหตุ :YM Agar เตรียมโดยใชสวนประกอบเชนเดียวกับ YM broth แตเติม Bacto
agar 1.5 %

2.  Yeast fermentation medium (YFM) (Banat et al., 1992)
ประกอบดวย
Yeast extract 6 กรัม
Peptone 5 กรัม
KH2PO4 4 กรัม
(NH4)2SO4 2 กรัม
MgSO4.7H2O 1 กรัม
Glucose          150 กรัม
Distilled water                   1,000 มิลลิลิตร
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ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 แบงใสฟลาสก ๆ ละ
100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 10 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที
หมายเหตุ : สูตรอาหารในการทดลองอาจปรับเปลี่ยนตามสภาวะที่เหมาะสม

3.  Fermentation medium
ประกอบดวย
Yeast extract  3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Glucose                     20  กรัม
Distilled water                  1,000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น เติม bromothymol blue 4 มิลลิลิตร ดูดอาหารใส

หลอดที่มีหลอดดักกาซ หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 10 ปอนด/ตารางนิ้ว
อุณหภูมิ 110 oซ เปนเวลา 10 นาที

4.  Fermentation media สําหรับน้ําตาลอ่ืน
เตรียม stock น้ําตาลที่ตองการทดสอบความเขมขน 6 % (w/v) ยกเวนน้ําตาล raffinose

ใหมีความเขมขน 12 % (w/v) ทําใหน้ําตาลปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยแผนกรองปราศจากเชื้อ
ขนาดรู 0.45 ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจนกวาจะใช

Basal medium ประกอบดวย
Yeast extract 4.5 กรัม
Peptone 7.5 กรัม
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น เติม bromothymol blue 4 มิลลิลิตร/Basal

medium 100 มิลลิลิตร ดูดอาหารใสหลอดที่มีหลอดดักกาซ หลอดละ 4 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที ดูด stock น้ําตาลที่ตองการ
ทดสอบ 2 มิลลิลิตร ใสลงใน Basal medium (อาหารจะมีความเขมขนสุดทายเปน 6 % (w/v))

5.  Acetate agar
ประกอบดวย
Glucose    1 กรัม
KCl 1.8 กรัม
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Sodium  acetate  trihydrate 8.2 กรัม
Yeast  extract 2.5 กรัม
Agar                    15 กรัม
Distilled water         1,000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นดูดอาหารใสหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร

หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน
15 นาที

6.  Gorodkowa’s  agar
ประกอบดวย
Glucose   1 กรัม
Peptone              10 กรัม
NaCl                5 กรัม
Agar              15 กรัม
Distilled water                               1,000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นดูดอาหารใสหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร

หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ เปน
เวลา 15 นาที

7.  Assimilation of carbon compound
7.1  เตรียม stock solution ความเขมขน 10 เทา

สวนประกอบของอาหาร
Yeast nitrogen base   6.7 กรัม
แหลงคารบอนที่ตองการทดสอบ      5 กรัม
Distilled water  100 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ําบริสุทธิ์ตมเดือดที่ 100 oซ จนเขากัน เมื่ออุณหภูมิของ

อาหารลดลงประมาณ 50 oซ ใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยแผนกรองปราศจากเชื้อขนาดรู 0.45
ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจนกวาจะใช
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7.2  เตรียมอาหาร
ละลาย 10 เทา stock solution ที่อุณหภูมิหอง ผสม 10 เทา stock solution ใหเขากัน

ดวยปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร แบง 10 เทา stock solution 0.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

น้ําตาลที่ใชทดสอบคือ D-Glucose  D-Galactose  Sucrose  D-maltose  Lactose
D-Trehalose  Raffinose  D-Melibiose  Inositol  D-Cellobiose และ D-Xylose

8.  Assimilation of nitrogen compound assimilation
8.1  ไนโตรเจนที่ทดสอบ กรัมตอ 100 มิลลิลิตร (10 เทา stock solution)

Ammonium sulfate     0.50
Potassium nitrate             0.78
Sodium nitrite                 0.26
ไมมีไนโตรเจน (ใชเปน negative control)

8.2  เตรียม 10 เทา ของ stock solution
สวนประกอบของอาหาร
Yeast carbon base               11.7 กรัม
แหลงไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ                 x   กรัม
Distilled water              100 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเริ่มตนใหอยูในชวง 5.5-6.5 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ําบริสุทธิ์ตมเดือดที่

100 oซ จนเขากัน เมื่ออุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 50 oซ ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวย
แผนกรองปราศจากเชื้อขนาดรู 0.45 ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจน
กวาจะใช

เตรียมเปนอาหารโดย นํา stock solution มาละลายที่อุณหภูมิหอง เขยาใหสารละลาย
เปนเนื้อเดียวกัน ดูด stock solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 24 ชั่วโมง กอนนํามาใชทดสอบ
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ภาคผนวก ข

วิธีวิเคราะห

1.  การวัดการเจริญของเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร หรือหา
น้ําหนักเซลลแหง

1.1. การวัดคาการดูดกลืนแสง โดยทําการเจือจางตัวอยางเชื้อดวยน้ํากลั่น นําไปวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร

1.2.  การหาน้ําหนักแหง (สาโรจน และคณะ, 2544) โดยดูดตัวอยางปริมาตร  5 มิลลิลิตร  ใส
ลงในหลอดทดลองขนาด 13×100 มิลลิเมตร ที่ทราบน้ําหนักคงที่แลว นําไปเหวี่ยงใหตกตะกอน
ดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอน 2 คร้ัง  ดวย
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นนําเซลลที่ไดจากการปนลางเขาอบที่อุณหภูมิ 105 oซ นาน 24  ชั่ว
โมง จนกระทั่งไดน้ําหนักเซลลแหงที่คงที่
น้ําหนักแหง = น้ําหนักหลอดทดลองและเซลลแหง(กรัม) – น้ําหนักหลอดทดลอง(กรัม/ลิตร)

ปริมาตรของตัวอยาง (มิลลิลิตร) × 10-3

2. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Dinitrosalicylic Acid Method (DNS)
(Miller et al., 1959)

2.1  เตรียมสารเคมี
เตรียมสารละลาย DNS โดยชั่ง 3,5-Dinitrosalicylic acid 10 กรัม ฟนอล 2 กรัมโซเดียม

ซัลไฟต 0.5 กรัม และโปแตสเซียมตารเตรท 200 กรัม ละลายในสารละลายโซเดียมไฮ-    ดรอก
ไซด 2 % ปริมาตร 500 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลาย
ในขวดสีชา

2.2  วิธีวิเคราะห
2.1.1  ดูดตัวอยางที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
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2.1.2 นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที พรอมวางลูกแกวปดปากหลอด เพื่อปองกันการระเหย
ของน้ํา แลวหยุดปฏิกิริยาการเกิดสีดวยการแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที

2.1.3  เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
550 นาโนเมตร

2.1.4  เตรียม blank โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง ดําเนินการเหมือนการทดลอง
2.1.5  นําคา OD ที่ไดเทียบหาคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส

2.3  การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
2.3.1  เจือจางสารละลายกลูโคสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 0  10  20  30  40  50

และ 60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง
เติมสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

2.3.2  นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที พรอมวางลูกแกวปดปากหลอด เพื่อปองกันการ
ระเหยของน้ํา แลวหยุดปฏิกิริยาการเกิดสีดวยการแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาทีทันที

2.3.3  เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
550 นาโนเมตร

2.3.4  นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน

y = 1.4003x

R2 = 0.9994
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          รูปภาคผนวก ข 1  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสสําหรับวิธีดีเอ็นเอส
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3. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด โดยวิธี Phenol-sulfuric Method (Dobois et al.,
1956)

3.1  สารเคมี

3.1.1  กรดซัลฟูริก (reagent  grade  95.5%, specific gravity 1.84)
3.1.2  เตรียมฟนอล 5 %โดยน้ําหนัก โดยชั่งฟนอล 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร

95 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา
3.1.3  เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน โดยชั่งน้ําตาลกลูโคส 0.04 กรัม มาละลายใน

น้ํากลั่นปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ไดสารละลายกลูโคสเขมขน 400 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร

3.2  วิธีวิเคราะห
3.2.1.  ปเปตสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย

ฟนอล 5 % 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

3.2.2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว โดยปลอยกรดลงไปที่ผิว
หนาของของเหลวโดยตรงจะทําใหการผสมเกิดขึ้นไดเร็วกวาการคอยๆ ปลอยลงขางๆ

3.2.3.  ต้ังหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นเขยาแลวนํามาบมใน
อางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 25-30 oซ เปนเวลาประมาณ 10-20 นาที

3.2.4.   นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

3.2.5. นําคา OD ที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลในสาร
ละลายตัวอยาง หรือคํานวณไดจาก

ความเขมขนของกลูโคส (กรัม/ลิตร)  =  (คาOD490นาโนเมตร)×(อัตราการเจือจาง)

                                                            (ความชันของกราฟมาตรฐาน)×(1,000)

3.3  การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
3.3.1. เจือจางสารละลายกลูโคสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 0  10  20  40  50

และ 80 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติม
สารละลายฟนอล 5 % 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน



89

3.3.2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว โดยปลอยกรดลงไปที่
ผิวหนาของของเหลวโดยตรงจะทําใหการผสมเกิดขึ้นไดเร็วกวาการคอยๆ ปลอยลงขางๆ

3.3.3.  ต้ังหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นเขยาแลวนํามา
บมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 25-30 oซ เปนเวลาประมาณ 10-20 นาที

3.3.4.  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

3.3.5.  นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน

         รูปภาคผนวก ข 2  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสสําหรับวิธีฟนอล-ซัลฟูริก

4.  การทํากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660 นาโนเมตร
(ดัดแปลงของ สาโรจน และคณะ, 2544)
วิธีการ

นําตัวอยางที่เก็บไดในระยะเติบโต exponential ใสลงในหลอดทดลองที่อบแหงและ
ทราบน้ําหนักแนนอนแลว 3 หลอด ๆ ละ 10 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบ/นาที เปน
เวลา 10 นาที รินเอาสวนใสออก แลวเติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน และนํา
ไปปนใหม ทําซ้ํา 1-2 คร้ัง เมื่อเทสวนใสที่ปนครั้งสุดทายออกแลว นําตะกอนที่ไดไปอบแหง ที่
อุณหภูมิ 105 oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง คํานวณหาน้ําหนักแหงเปน กรัม/ลิตร

     

y = 0.0093x

R2 = 0.994

0
0.1
0.2
0.3
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สวนตัวอยางเดียวกันนี้ใหทําเจือจางดวยน้ํากลั่น (1:15  1:25  1:50 และ 1:75) แลววัด
คา OD660 นาโนเมตร เขียนกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660

นาโนเมตร เพื่อใชคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากตัวอยางที่วัดเปนคา OD660 นาโนเมตร แทนการ
หาน้ําหนักเซลลแหงโดยตรง

By = 2.6341x

R2 = 0.9835
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R2 = 0.9953
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รูปภาคผนวก ข 3  กราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660

นาโนเมตร ของ MIY1(A)   MIY57(B) และ S. cerevisiae TISTR 5048
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R2 = 0.9934
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5.  การวัดปริมาณแอลกอฮอล (%) โดยใชเครื่องมือ  Ebulliometer

Ebulliometer เปนเครื่องมือที่ใชวัดเอทานอลโดยการหาจุดเดือดของน้ําเทียบกับจุดเดือด
ของตัวอยางที่วัด แลวเปดตารางของ DUJARDIN, SUCCESSEUR DE SALLERON-PARIS เพื่อ
หาคาเอทานอลที่ได เครื่องมือประกอบดวยโลหะทรงกระบอก 2 สวนตอกัน ทรงกระบอกอันลางจะ
เปนที่บรรจุสารละลายที่เราตองการหาปริมาณแอลกอฮอลโดยบรรจุสารลงในชอง A และเสียบ
เทอรโมมิเตอรสําหรับอานอุณหภูมิไว ทรงกระบอกอันบน E จะเปนที่ใสน้ําหลอน้ําใหเย็น สวมตอ
กับทรงกระบอกอันบนที่ชอง D  F เปนกอกที่จะเปดสารละลายออกทิ้ง B เปนปลองสําหรับรวม
เปลวไฟจากตะเกียงซึ่งวางไวขางลางใตปลองนี้ (รูปที่ 5)

                                                

                                      รูปภาคผนวก ข  4  Ebulliometer

E

DA

B
F
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การปรับคา (calibration) โดยการหาจุดเดือดของน้ํา
1. เติมแอลกอฮอลลงในตะเกียง
2. ลาง (rinse) boiler ดวยน้ํา โดยการเทน้ําลงในทอ A และปลอยน้ําออกโดยการหมุนเปด

กอก F
3. เทน้ําลงใน graduated glass จนใหถึงขีดที่มีตัวอักษร Eau
4. ใสเทอรโมมิเตอรลงในทอ A
5. เติมน้ําเย็นลงใน cooling tank
6. จุดตะเกียงแลววางไวที่ใตทอ B เพื่อใหความรอน
7. ปรอทในเทอรโมมิเตอรจะเริ่มสูงขึ้นจนกระทั่งคงที่ อานคาอุณหภูมิจุดเดือดของน้ํา
8. หมุน plastic calculating scale จนกระทั่งอุณหภูมิจุดเดือดของน้ําที่อานไดตรงกับ

ตําแหนง 0 บน scale ของ % แอลกอฮอล (scale ดานนอก) และใชตําแหนงของ scale ที่ต้ังไวนี้
ในการหาปริมาณแอลกอฮอลในไวน
หมายเหตุ : การวัดแอลกอฮอลจากตัวอยางทําวิธีการเดียวกัน แตใสปริมาณตัวอยางลงใน

graduated glass ใหถึงขีดที่กําหนด
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ภาคผนวก ค

ผลการจัดจําแนกยีสต

1. ผลการจัดจําแนกยีสตโดยวิธี Conventional method และ ใชชุดทดสอบ API 20C AUX
(BioMerieux/France) จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข

โดยการดูรูปรางทางกลองจุลทรรศน และการทดสอบคุณสมบัติทางสรีรวิทยา ของตัว
อยางหมายเลข 13-48-15238 (MIY1) และ 13-48-15239 (MIY57) ซึ่งใหผลการทดสอบที่ได
เหมือนกันทั้ง 2 ตัวอยาง คือ เชื้อ Saccharomyces cerevisiae ลักษณะรูปราง คอนขางกลม พบ
การสราง Budding yeast

1.1 ผลการทดสอบ Carbon Assimilation โดยวิธี Conventional method แสดงในตาราง
         ภาคผนวก ค 1

ตารางภาคผนวก ค 1  คุณสมบัติทางชีวเคมีของ MIY1 และ MIY57 โดยวิธี Conventional
method จากการใชน้ําตาล 12 ชนิด

น้ําตาล ผล
Glucose +
Sucrose +
Galactose -
Lactose -
Maltose +
Trehalose -
Melibiose -
Cellobiose -
Raffinose +
Dulcitol -
Xylose -
Inositol -
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ผล  Urease บมที่ 30 oซ ใหผล -            ผล  Urease บมที่ 37 oซ ใหผล  -
ผล  Phynoloxidase       ใหผล -            ผล  Color CHROMagar ใหผล -

1.2 ผลการทดสอบ Carbon Assimilation โดยใชชุดทดสอบ API 20C AUX
(BioMerieux/Franceการใชน้ําตาล 19 ชนิด) แสดงตารางภาคผนวก ค 2

ตารางภาคผนวก ค 2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของ MIY1 และ MIY57 โดยใชชุดทดสอบ API 20C
AUX (BioMerieux/France) การใชน้ําตาล 19 ชนิด

น้ําตาล ผล
D-Dlucose (GLU) +
Glycerol (GLY) -
Calcium 2-ceto-Gluconate (2KG) -
L-Arabinose (ARA) -
D-Xylose (XYL) -
Adonitol (ADO) -
Xylitol (XLT) -
D-Galactose (GAL) -
Inositol (INO) -
D-Sorbitol (SOR) -
Methyl-D-Glucopyranoside (MDG) -
N-Acetyl-Glucosamine (NAG) -
D-Cellobiose (CEL) -
D-Lactose (origine bovine) (Lac) -
D-Maltose (MAL) +
D-Saccharose (SAC) +
D-Trehalose -
D-Melezitose (MLZ) -
D-Raffinose (RAF) +
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2. ผลการจัดจําแนกยีสต MIY1 และ MIY57 โดยวิธี DNA Sequencing electropherogram
จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล แสดงในรูปภาคผนวก ค 1 และ ค 2

รูปภาคผนวก ค 1 การจัดจําแนกยีสต MIY1 โดยวิธี DNA Sequencing electropherogram
จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล
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รูปภาคผนวก ค 2 การจัดจําแนกยีสต MIY57 โดยวิธี DNA Sequencing electropherogram
จากคณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยมหิดล
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