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ภาคผนวก ก

1. อาหารเลี้ยงเชื้อ
1.1 APT (All Purpose Tween ) broth

ประกอบดวย
Bacto yeast extract 7.5 กรัม
Bacto tryptone 12.5 กรัม
Bacto dextrose 10 กรัม
Sodium citrate thiamine 5 กรัม
Hydrochloride 0.001 กรัม
Sodium chloride 5 กรัม
Dipotassium phosphate 5 กรัม
Manganese chloride 0.14 กรัม
Magnesium sulfate 0.8 กรัม
Ferrous sulfate 0.04 กรัม
Sorbitan monooleate complex 0.2 กรัม
Distilled water 1000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.7 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ

ดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที
หมายเหตุ : ATP Agar เตรียมโดยใชสวนประกอบเชนเดียวกับ ATP broth แตเติม

Bacto agar 1.5 %
1.2   CJ (Coconut Juice) Broth

ประกอบดวย
       Pepton 10 กรัม
       Yeast extract  5 กรัม
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       Sodium acetate  5 กรัม
       Ammonium citrate              2 กรัม
       Tween 80  1 มิลลิลิตร
       น้ํามะพราวแก         1000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.8 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ
ดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที

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

1.3  MRS (de, Man and Rogosa and Sharpe) broth
ประกอบดวย
       Bacto protease peptone NO.3 10  กรัม
       Bacto beef extract 10 กรัม
       Bacto yeast extract 5 กรัม
       Dextrose 20 กรัม
       Sorbitan monoleate complex 1 กรัม
       Ammonium citrate 2 กรัม
       Sodium acetate 5 กรัม
       Magnesium sulfate 0.1 กรัม
       Potassium phosphate, dibasic 0.05 กรัม
       Distilled water 1000 มิลลิลิตร
      ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ
ดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที

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

1.4 TGE (Trypticase Glucose Yeast Extract) Broth
ประกอบดวย

Trypticase 10 กรัม
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Glucose 10 กรัม
Yeast extract 10 กรัม
Tween 80 2 มิลลิลิตร
Manganese 0.033 มิลลิโมลาร
Magmesium 0.02 มิลลิโมลาร
Distilled water 1000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.5 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่ง
ความดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที

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

1.5 TJ (Tomato Juice) Broth
ประกอบดวย

Tomato juice (400 ml) 20 กรัม
Bacto peptone 10 กรัม
Peptonized milk 10 กรัม
Distilled water 1000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.7 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ

ดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที
หมายเหตุ : TJ Agar เตรียมโดยใชสวนประกอบเชนเดียวกับ TJ broth แตเติม

Bacto agar 1.5 %
1.6   BHI (Brain Heart Infusion) Soft Agar

ประกอบดวย
       Calf brains, infusion form 200 กรัม
       Beef heart, infusion form 250 กรัม

Bacto protease peptone               10 กรัม
Bacto dextrose              2 กรัม
Sodium chloride           5 กรัม
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Disodium phosphate 2.5 กรัม
Bacto agar 7.5 กรัม
Distilled water               1000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 7.4 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน
ไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที

1.7  NA (Nutrient  Agar)
ประกอบดวย
       Bacto beef extract 3 กรัม
       Bacto peptone 5 กรัม
       Bacto agar 15 กรัม
       Distilled water 1000 มิลลิลิตร
       ละลายสวนผสมใหเขากัน ปรับ pH ใหเทากับ 6.2 นําไปนึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความ
ดันไอน้ํา 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 15 นาที

2.  การเตรียมสารละลายบัฟเฟอรสําหรับใชในการศึกษาเอนไซม
Phosphate  buffer

       เตรียมโดยผสมสารละลาย A กับสารละลาย B ปริมาตรตางๆ ตาม pH ที่ตองการ
      สารละลาย A : 0.2 M monobasic sodium phosphate (NaH2PO4 . 2H2O    31.2  กรัม
ในน้ํากลั่น 1,000 มิลลิลิตร

      สารละลาย B : 0.2 M dibasic sodium phosphate (Na2HPO4 . 7H2O  53.65  กรัม 
หรือ Na2HPO4 . 12H2O  71.7  กรัม ในน้ํา 1,000 มิลลิลิตร

สารละลาย  A (มิลลิลิตร) สารละลาย B (มิลลิลิตร) pH
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87.7 12.3 6.0
85.0 15.5 6.1
81.5 18.5 6.2
77.5 22.5 6.3
73.5 26.5 6.4
68.5 31.5 6.5
62.5 37.5 6.6
56.5 43.5 6.7
51.5 48.5 6.8
45.0 55.0 6.9
39.0 61.0 7.0
33.0 67.0 7.1
28.0 72.0 7.2
23.0 77.0 7.3
19.0 81.0 7.4
16.0 84.0 7.5
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ภาคผนวก ข

1.  การตกตะกอนโปรตีนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
            นําสวนใสปริมาตร 1,000  มิลลิลิตร  มาตกตะกอนดวยเกลือแอมโมเนียมซัลเฟต
ที่ความเขมขนตาง ๆ กัน โดยแบงระดับความอิ่มตัวตาง ๆ  คือ 0-30  % , 30- 50 % ,  50 - 
70  %  และ  70-90  %  โดยคอย ๆ เติมเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ละนอยอยางชา  ๆ 
ขณะกวนดวยเครื่องกวนที่อุณหภูมิ  4 °ซ  เมื่อเกลือแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในระดับ
ความอิ่มตัวที่ตองการละลายหมด  จะสังเกตเห็นโปรตีนตกตะกอน  นําไปปนเหวี่ยงแยก
ดวยเครื่องปนเหวี่ยงความเร็วรอบ  13,000  rpm เปนเวลา 15 นาที และนําตะกอนโปรตีน
ที่ไดมาละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร pH  6.0 หลังจากนั้นนําสวนใสมาเติมเกลือแอมโมเนียม
ซัลเฟตที่ระดับความอิ่มตัวเปน 50, 70  และ 90 %  แลวปนแยกตะกอนของโปรตีนเชน
เดิมจนครบความเขมขนที่ตองการ

ตารางที่   23  ปริมาณแอมโนเนียมซัลเฟต (กรัม) ที่ใชเติมในสารละลาย 1 ลิตรและ
เปอรเซ็นตที่ใชในการตกตะกอนโปรตีน

ที่มา : Scope (1978)
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2. การหาน้ําหนักแหงของเชื้อ L. plantarum A49a (วัดการเจริญของเชื้อ)
ทําการเก็บเกี่ยวเซลลแบคทีเรีย L. plantarum A49a ที่ไดจากการเลี้ยงที่เวลาตางๆ 

ครั้งละ 5 มิลลิลิตร ทําเวลาละ 3 ซ้ํา ใสในหลอดทดลองที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไป
ปนเหวี่ยงใหตกตะกอนดวยความเร็ว 5,000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที เทสวนใสทิ้ง 
ลางเซลลตออีก 2 ครั้งดวยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นนําเซลลที่ไดจากการปนลางเขา
อบที่อุณหภูมิ 90 °ซ  จนกระทั่งไดน้ําหนักเซลลแหงที่แนนอน
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