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ภาคผนวก ก

อาหารเลี้ยงเชื้อ

อาหารเลี้ยงเชื้อ
1.  Yeast Malt medium (YM)

ประกอบดวย
Yeast extract 3 กรัม
Malt extract 3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Glucose           10 กรัม
Distilled  water      1,000 มิลลิลิตร

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่น ปรับพีเอชเปน 5.5 กรณีอาหารแข็ง เติมวุน 20  กรัม/
ลิตร วางทิ้งไวใหอาหารมีอุณหภูมิประมาณ 50-60 oซ เติม penicillin ความเขมขน 60 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร และ streptomycin ความเขมขน 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร

หมายเหตุ :YM Agar เตรียมโดยใชสวนประกอบเชนเดียวกับ YM broth แตเติม Bacto
agar 1.5 %

2.  Yeast fermentation medium (YFM) (Banat et al., 1992)
ประกอบดวย
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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ละลายสวนผสมทั้งหมดใหเขากัน ปรับพีเอชของอาหารเปน 5.5 แบงใสฟลาสก ๆ ละ
100 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 10 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที
หมายเหตุ : สูตรอาหารในการทดลองอาจปรับเปลี่ยนตามสภาวะที่เหมาะสม

3.  Fermentation medium
ประกอบดวย
Yeast extract  3 กรัม
Peptone 5 กรัม
Glucose                     20  กรัม
Distilled water                  1,000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น เติม bromothymol blue 4 มิลลิลิตร ดูดอาหารใส

หลอดที่มีหลอดดักกาซ หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 10 ปอนด/ตารางนิ้ว
อุณหภูมิ 110 oซ เปนเวลา 10 นาที

4.  Fermentation media สําหรับน้ําตาลอ่ืน
เตรียม stock น้ําตาลที่ตองการทดสอบความเขมขน 6 % (w/v) ยกเวนน้ําตาล raffinose

ใหมีความเขมขน 12 % (w/v) ทําใหน้ําตาลปราศจากเชื้อโดยการกรองดวยแผนกรองปราศจากเชื้อ
ขนาดรู 0.45 ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจนกวาจะใช

Basal medium ประกอบดวย
Yeast extract 4.5 กรัม
Peptone 7.5 กรัม
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่น เติม bromothymol blue 4 มิลลิลิตร/Basal

medium 100 มิลลิลิตร ดูดอาหารใสหลอดที่มีหลอดดักกาซ หลอดละ 4 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวย
หมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน 15 นาที ดูด stock น้ําตาลที่ตองการ
ทดสอบ 2 มิลลิลิตร ใสลงใน Basal medium (อาหารจะมีความเขมขนสุดทายเปน 6 % (w/v))

5.  Acetate agar
ประกอบดวย
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
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นดูดอาหารใสหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร

หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ นาน
15 นาที

6.  Gorodkowa’s  agar
ประกอบดวย
Glucose   1 กรัม
Peptone              10 กรัม
NaCl                5 กรัม
Agar              15 กรัม
Distilled water                               1,000 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ํากลั่นดูดอาหารใสหลอดทดลองขนาด 16×150 มิลลิลิตร

หลอดละ 5 มิลลิลิตร นึ่งฆาเชื้อดวยหมอนึ่งความดัน 15 ปอนด/ตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 oซ เปน
เวลา 15 นาที

7.  Assimilation of carbon compound
7.1  เตรียม stock solution ความเขมขน 10 เทา

สวนประกอบของอาหาร
Yeast nitrogen base   6.7 กรัม
แหลงคารบอนที่ตองการทดสอบ      5 กรัม
Distilled water  100 มิลลิลิตร
ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ําบริสุทธิ์ตมเดือดที่ 100 oซ จนเขากัน เมื่ออุณหภูมิของ

อาหารลดลงประมาณ 50 oซ ใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวยแผนกรองปราศจากเชื้อขนาดรู 0.45
ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจนกวาจะใช
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7.2  เตรียมอาหาร
ละลาย 10 เทา stock solution ที่อุณหภูมิหอง ผสม 10 เทา stock solution ใหเขากัน

ดวยปเปตขนาด 10 มิลลิลิตร แบง 10 เทา stock solution 0.5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองที่มีน้ํา
กลั่นปราศจากเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน

น้ําตาลที่ใชทดสอบคือ 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 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร (10 เทา stock solution)

Ammonium sulfate     0.50
Potassium nitrate             0.78
Sodium nitrite                 0.26
ไมมีไนโตรเจน (ใชเปน negative control)

8.2  เตรียม 10 เทา ของ stock solution
สวนประกอบของอาหาร
Yeast carbon base               11.7 กรัม
แหลงไนโตรเจนที่ตองการทดสอบ                 x   กรัม
Distilled water              100 มิลลิลิตร
ปรับพีเอชเริ่มตนใหอยูในชวง 5.5-6.5 ละลายสวนผสมทั้งหมดดวยน้ําบริสุทธิ์ตมเดือดที่

100 oซ จนเขากัน เมื่ออุณหภูมิของอาหารลดลงประมาณ 50 oซ ทําใหปราศจากเชื้อโดยกรองดวย
แผนกรองปราศจากเชื้อขนาดรู 0.45 ไมครอน แบงใสขวดฝาเกลียวขวดละ 5 มิลลิลิตร แชแข็งจน
กวาจะใช

เตรียมเปนอาหารโดย นํา stock solution มาละลายที่อุณหภูมิหอง เขยาใหสารละลาย
เปนเนื้อเดียวกัน ดูด stock solution ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลองที่มีน้ํากลั่น
ปราศจากเชื้อปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร บมที่อุณหภูมิหองนาน 24 ชั่วโมง กอนนํามาใชทดสอบ
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ภาคผนวก ข

วิธีวิเคราะห

1.  การวัดการเจริญของเชื้อ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร หรือหา
น้ําหนักเซลลแหง

1.1. การวัดคาการดูดกลืนแสง โดยทําการเจือจางตัวอยางเชื้อดวยน้ํากลั่น นําไปวัดคาการดูด
กลืนแสงที่ความยาวคลื่น 660 นาโนเมตร

1.2.  การหาน้ําหนักแหง (สาโรจน และคณะ, 2544) โดยดูดตัวอยางปริมาตร  5 มิลลิลิตร  ใส
ลงในหลอดทดลองขนาด 13×100 มิลลิเมตร ที่ทราบน้ําหนักคงที่แลว นําไปเหวี่ยงใหตกตะกอน
ดวยเครื่องเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที เทสวนใสทิ้ง ลางตะกอน 2 คร้ัง  ดวย
น้ํากลั่นปราศจากเชื้อ จากนั้นนําเซลลที่ไดจากการปนลางเขาอบที่อุณหภูมิ 105 oซ นาน 24  ชั่ว
โมง จนกระทั่งไดน้ําหนักเซลลแหงที่คงที่
น้ําหนักแหง = น้ําหนักหลอดทดลองและเซลลแหง(กรัม) – น้ําหนักหลอดทดลอง(กรัม/ลิตร)

ปริมาตรของตัวอยาง (มิลลิลิตร) × 10-3

2. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ โดยวิธี Dinitrosalicylic Acid Method (DNS)
(Miller et al., 1959)

2.1  เตรียมสารเคมี
เตรียมสารละลาย DNS โดยชั่ง 3,5-Dinitrosalicylic acid 10 กรัม ฟนอล 2 กรัมโซเดียม

ซัลไฟต 0.5 กรัม และโปแตสเซียมตารเตรท 200 กรัม ละลายในสารละลายโซเดียมไฮ-    ดรอก
ไซด 2 % ปริมาตร 500 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรเปน 1,000 มิลลิลิตร เก็บสารละลาย
ในขวดสีชา

2.2  วิธีวิเคราะห
2.1.1  ดูดตัวอยางที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย DNS

1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
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2.1.2 นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที พรอมวางลูกแกวปดปากหลอด เพื่อปองกันการระเหย
ของน้ํา แลวหยุดปฏิกิริยาการเกิดสีดวยการแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาที

2.1.3  เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
550 นาโนเมตร

2.1.4  เตรียม blank โดยใชน้ํากลั่นแทนตัวอยาง ดําเนินการเหมือนการทดลอง
2.1.5  นําคา OD ที่ไดเทียบหาคาปริมาณน้ําตาลรีดิวซกับกราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส

2.3  การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
2.3.1  เจือจางสารละลายกลูโคสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 0  10  20  30  40  50

และ 60 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง
เติมสารละลาย DNS 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

2.3.2  นําไปตมในน้ําเดือด 5 นาที พรอมวางลูกแกวปดปากหลอด เพื่อปองกันการ
ระเหยของน้ํา แลวหยุดปฏิกิริยาการเกิดสีดวยการแชน้ําแข็งทันที เปนเวลา 5 นาทีทันที

2.3.3  เติมน้ํากลั่น 10 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น
550 นาโนเมตร

2.3.4  นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน

y = 1.4003x

R2 = 0.9994
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          รูปภาคผนวก ข 1  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสสําหรับวิธีดีเอ็นเอส
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3. การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลทั้งหมด 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  เตรียมฟนอล 5 %โดยน้ําหนัก โดยชั่งฟนอล 5 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปริมาตร

95 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในขวดสีชา
3.1.3  เตรียมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน โดยชั่งน้ําตาลกลูโคส 0.04 กรัม มาละลายใน

น้ํากลั่นปรับปริมาตรสุดทายเปน 100 มิลลิลิตร ไดสารละลายกลูโคสเขมขน 400 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร

3.2  วิธีวิเคราะห
3.2.1.  ปเปตสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติมสารละลาย

ฟนอล 5 % 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน

3.2.2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว โดยปลอยกรดลงไปที่ผิว
หนาของของเหลวโดยตรงจะทําใหการผสมเกิดขึ้นไดเร็วกวาการคอยๆ ปลอยลงขางๆ

3.2.3.  ต้ังหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นเขยาแลวนํามาบมใน
อางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 25-30 oซ เปนเวลาประมาณ 10-20 นาที

3.2.4.   นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

3.2.5. นําคา OD ที่ไดมาเทียบกับกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเขมขนของน้ําตาลในสาร
ละลายตัวอยาง หรือคํานวณไดจาก

ความเขมขนของกลูโคส (กรัม/ลิตร)  =  (คาOD490นาโนเมตร)×(อัตราการเจือจาง)

                                                            (ความชันของกราฟมาตรฐาน)×(1,000)

3.3  การทํากราฟมาตรฐานน้ําตาลกลูโคส
3.3.1. เจือจางสารละลายกลูโคสใหมีระดับความเขมขนเทากับ 0  10  20  40  50

และ 80 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ดูดสารละลายที่เจือจางแลว 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง เติม
สารละลายฟนอล 5 % 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน
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3.3.2. เติมกรดซัลฟูริกเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงไปอยางรวดเร็ว โดยปลอยกรดลงไปที่
ผิวหนาของของเหลวโดยตรงจะทําใหการผสมเกิดขึ้นไดเร็วกวาการคอยๆ ปลอยลงขางๆ

3.3.3.  ต้ังหลอดทดลองของสารผสมนี้ไวเปนเวลา 10 นาที จากนั้นเขยาแลวนํามา
บมในอางน้ําที่ควบคุมอุณหภูมิ 25-30 oซ เปนเวลาประมาณ 10-20 นาที

3.3.4.  นําไปวัดคาดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร

3.3.5.  นําคา OD ที่ไดมาเขียนกราฟมาตรฐาน

         รูปภาคผนวก ข 2  กราฟมาตรฐานสารละลายกลูโคสสําหรับวิธีฟนอล-ซัลฟูริก

4.  การทํากราฟมาตรฐานระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660 นาโนเมตร
(ดัดแปลงของ สาโรจน และคณะ, 2544)
วิธีการ

นําตัวอยางที่เก็บไดในระยะเติบโต exponential ใสลงในหลอดทดลองที่อบแหงและ
ทราบน้ําหนักแนนอนแลว 3 หลอด ๆ ละ 10 มิลลิลิตร นําไปหมุนเหวี่ยงที่ 3000 รอบ/นาที เปน
เวลา 10 นาที รินเอาสวนใสออก แลวเติมน้ํากลั่นลงไปหลอดละ 5 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน และนํา
ไปปนใหม ทําซ้ํา 1-2 คร้ัง เมื่อเทสวนใสที่ปนครั้งสุดทายออกแลว นําตะกอนที่ไดไปอบแหง ที่
อุณหภูมิ 105 oซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง คํานวณหาน้ําหนักแหงเปน กรัม/ลิตร
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สวนตัวอยางเดียวกันนี้ใหทําเจือจางดวยน้ํากลั่น (1:15  1:25  1:50 และ 1:75) แลววัด
คา OD660 นาโนเมตร เขียนกราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660

นาโนเมตร เพื่อใชคํานวณหาน้ําหนักเซลลแหงจากตัวอยางที่วัดเปนคา OD660 นาโนเมตร แทนการ
หาน้ําหนักเซลลแหงโดยตรง
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R2 = 0.9835
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รูปภาคผนวก ข 3  กราฟความสัมพันธระหวางน้ําหนักเซลลแหง (กรัม/ลิตร) กับคา OD660

นาโนเมตร ของ MIY1(A)   MIY57(B) และ S. cerevisiae TISTR 5048
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R2 = 0.9934

0

0.2

0.4

0.6

0.8

0 0.1 0.2 0.3

OD
66

0n
m



91

5.  การวัดปริมาณแอลกอฮอล (%) โดยใชเครื่องมือ  Ebulliometer

Ebulliometer เปนเครื่องมือที่ใชวัดเอทานอลโดยการหาจุดเดือดของน้ําเทียบกับจุดเดือด
ของตัวอยางที่วัด แลวเปดตารางของ DUJARDIN, SUCCESSEUR DE SALLERON-PARIS เพื่อ
หาคาเอทานอลที่ได เครื่องมือประกอบดวยโลหะทรงกระบอก 2 สวนตอกัน ทรงกระบอกอันลางจะ
เปนที่บรรจุสารละลายที่เราตองการหาปริมาณแอลกอฮอลโดยบรรจุสารลงในชอง A และเสียบ
เทอรโมมิเตอรสําหรับอานอุณหภูมิไว ทรงกระบอกอันบน E จะเปนที่ใสน้ําหลอน้ําใหเย็น สวมตอ
กับทรงกระบอกอันบนที่ชอง D  F เปนกอกที่จะเปดสารละลายออกทิ้ง B เปนปลองสําหรับรวม
เปลวไฟจากตะเกียงซึ่งวางไวขางลางใตปลองนี้ (รูปที่ 5)

                                                

                                      รูปภาคผนวก ข  4  Ebulliometer

E

DA

B
F
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การปรับคา (calibration) โดยการหาจุดเดือดของน้ํา
1. เติมแอลกอฮอลลงในตะเกียง
2. ลาง (rinse) boiler ดวยน้ํา โดยการเทน้ําลงในทอ A และปลอยน้ําออกโดยการหมุนเปด

กอก F
3. เทน้ําลงใน graduated glass จนใหถึงขีดที่มีตัวอักษร Eau
4. ใสเทอรโมมิเตอรลงในทอ A
5. เติมน้ําเย็นลงใน cooling tank
6. จุดตะเกียงแลววางไวที่ใตทอ B เพื่อใหความรอน
7. ปรอทในเทอรโมมิเตอรจะเริ่มสูงขึ้นจนกระทั่งคงที่ อานคาอุณหภูมิจุดเดือดของน้ํา
8. หมุน plastic calculating scale จนกระทั่งอุณหภูมิจุดเดือดของน้ําที่อานไดตรงกับ

ตําแหนง 0 บน scale ของ % แอลกอฮอล (scale ดานนอก) และใชตําแหนงของ scale ที่ต้ังไวนี้
ในการหาปริมาณแอลกอฮอลในไวน
หมายเหตุ : การวัดแอลกอฮอลจากตัวอยางทําวิธีการเดียวกัน แตใสปริมาณตัวอยางลงใน

graduated glass ใหถึงขีดที่กําหนด
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ภาคผนวก ค

ผลการจัดจําแนกยีสต

1. ผลการจัดจําแนกยีสตโดยวิธี Conventional method และ ใชชุดทดสอบ API 20C AUX
(BioMerieux/France) จากกรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข

โดยการดูรูปรางทางกลองจุลทรรศน และการทดสอบคุณสมบัติทางสรีรวิทยา ของตัว
อยางหมายเลข 13-48-15238 (MIY1) และ 13-48-15239 (MIY57) ซึ่งใหผลการทดสอบที่ได
เหมือนกันทั้ง 2 ตัวอยาง คือ เชื้อ Saccharomyces cerevisiae ลักษณะรูปราง คอนขางกลม พบ
การสราง Budding yeast

1.1 ผลการทดสอบ Carbon Assimilation โดยวิธี Conventional method แสดงในตาราง
         ภาคผนวก ค 1

ตารางภาคผนวก ค 1  คุณสมบัติทางชีวเคมีของ MIY1 และ MIY57 โดยวิธี Conventional
method จากการใชน้ําตาล 12 ชนิด

น้ําตาล ผล
Glucose +
Sucrose +
Galactose -
Lactose -
Maltose +
Trehalose -
Melibiose -
Cellobiose -
Raffinose +
Dulcitol -
Xylose -
Inositol -



94

ผล  Urease บมที่ 30 oซ ใหผล -            ผล  Urease บมที่ 37 oซ ใหผล  -
ผล  Phynoloxidase       ใหผล -            ผล  Color CHROMagar ใหผล -

1.2 ผลการทดสอบ Carbon Assimilation โดยใชชุดทดสอบ API 20C AUX
(BioMerieux/Franceการใชน้ําตาล 19 ชนิด) แสดงตารางภาคผนวก ค 2

ตารางภาคผนวก ค 2 คุณสมบัติทางชีวเคมีของ MIY1 และ MIY57 โดยใชชุดทดสอบ API 20C
AUX (BioMerieux/France) การใชน้ําตาล 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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