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ภาคผนวก ก 

อาหารเลีย้งเช้ือในการทดลอง 

สูตรอาหารเลีย้งเช้ือ 

ก.1 Yeast extract Peptone medium 

 Yeast extract  10 กรัม 

 Peptone   20 กรัม 

 Xylose   10  เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) 

 เติมนํ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนให้เขา้กนั ปรับพีเอชให้อยูใ่นช่วง 7.0 ± 0.2 

นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอนํ้า อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

ก.2 Basal medium 

 Yeas extract                     1 กรัม  

  NaCl   3 กรัม 

  MgSO4.7H2O               0.05 กรัม 

 KH2PO4                         0.05 กรัม 

  Xylose   10  เปอร์เซ็นต ์(ปริมาตร/ปริมาตร) 

  นํ้ากลัน่   1,000 มิลลิลิตร 

 เติมนํ้ ากลัน่จนไดป้ริมาตร 1,000 มิลลิลิตร คนให้เขา้กนั ปรับพีเอชให้อยูใ่นช่วง 7.0 ± 0.2 

ดว้ยแคลเซียมคาร์บอเนต นาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอนํ้า อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

 

ก.3 Basal Agar 

 นาํ Basal broth ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตรมาเติม Agar จาํนวน 20  กรัม ปรับพีเอชใหอ้ยูใ่นช่วง 

7.0 ± 0.2  ดว้ยแคลเซียมคาร์บอเนตนาํไปฆ่าเช้ือดว้ยหมอ้น่ึงไอนํ้ า อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก ข 

การเตรียมสารเคมีและวธีิวเิคราะห์ 

ข.1 การหาปริมาณนํา้ตาลรีดวิซ์ (Reducing sugar)  

หลกัการ นํ้าตาลกลูโคสหรือไซโลสในสารตวัอยา่ง จะรีดิวซ์คอปเปอร์ในสารละลายด่างได ้cuprous 
oxide ซ่ึงจะทาํปฏิกิริยากบัสารละลายอาซิโนโมลิบเดท ทาํให้เกิดสีเขียวแกมนํ้ าเงินและวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร 

สารเคมี 

1. Somogyi 

Somogyi I : ละลาย Na2SO4 288 กรัม ในนํ้ ากลัน่ท่ีตม้เดือดแลว้ ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เติม
โปตสัเซ่ียมโซเดียมทาร์เทรต 24 กรัม Na2CO3 48 กรัม และ NaHCO3 32 กรัม จากนั้นปรับปริมาตร
ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีตม้เดือดแลว้ใหเ้ป็น 1600 มิลลิลิตร 

Somogyi II : ละลาย Na2SO4 72 กรัม ในนํ้ ากลัน่ท่ีตม้เดือดแลว้ ปริมาตร 300 มิลลิลิตร และเติม 
CuSO4.5H2O 8 กรัม ปรับปริมาตรใหเ้ป็น 400 มิลลิลิตร ดว้ยนํ้ากลัน่ท่ีตม้เดือดแลว้ 

2. Nelson : ละลายแอมโมเนียมโมลิบเดท 100 กรัม ในนํ้ ากลัน่ 1800 มิลลิลิตร เติมกรซลัฟูริคเขม้ขน้ 
84 มิลลิลิตร หลงัจากนั้นเติมสารละลายของโซเดียมไฮโดรเจนอาซิเนท (Na2HAsO4.7H2O) 12 กรัม ท่ี
ละลายในนํ้า 100 มิลลิลิตรลงไป เกบ็สารละลายน้ีในขวดแกว้สีชา เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ก่อนนาํไปใช ้

วธีิทดลอง 
1. ใส่สารละลายตวัอยา่ง 0.1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง แลว้เติมสารละลาย Somogyi 0.1 มิลลิลิตร 
นาํไปตม้ในนํ้าเดือดเป็นเวลา 15 นาที 
2. ตั้งท้ิงไวใ้หเ้ยน็ จากนั้นเติม Nelson ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 
3. เติมนํ้ ากลัน่ 0.2 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั นาํไปป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยงแลว้นาํส่วนใสไปวดัค่าการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 520 นาโนเมตร โดยวดัเปรียบเทียบกบั blank ซ่ึงใชน้ํ้ ากลัน่แทนสาร
ตวัอยา่ง 
4. อ่านค่าความเขม้ขน้ของนํ้ าตาลรีดิวซ์จากกราฟมาตรฐาน ซ่ึงไดจ้ากการทดลองเดียวกนัโดยใช้
สารละลายกลูโคสท่ีความเขม้ขน้ 0, 50, 100, 160 และ 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  
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รูปที ่ข.1 กราฟมาตรฐานนํ้าตาลไซโลส 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที ่ข.2 กราฟมาตรฐานนํ้าตาลกลูโคส 

 
 
 
 



103 

 

ข. 2 การหาปริมาณกรดอนิทรีย์ด้วยเคร่ือง High Performance Liquid Chromatography 
(HPLC) 
สภาวะทีใ่ช้ในการทดลอง 
1. สาํหรับตวัอยา่งท่ีเป็น Unknown  
Column : Aminex ® HPX-87H Column ( 300x7.8 mm)  

Flow rate :  0.6 ml/min 

Temperature :  30 °C  

Mobile phase :  0.005 M H2SO4  

UV detector: 210 nm  

Time:  45 min  

วธีิทาํการทดลอง 

 นาํสารละลายตวัอยา่ง 1 ml ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที นาํ

ของเหลวท่ีไดจ้ากการป่ันเหวี่ยงมาวิเคราะห์หาค่าปริมาณกรดอินทรีย ์จากนั้นนาํไปวิเคราะห์ดว้ย

เคร่ืองก๊าซโครมาโทกราฟฟี โดยการฉีดตวัอยา่ง 20 ไมโครลิตร 

  

ข.3 ค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH)  

 นาํ cell cultures มาป่ันแยกเซลลด์ว้ยเคร่ืองป่ันเหวี่ยง (Centrifuge) ความเร็วรอบ 10,000 rpm 

เป็นเวลา 10 นาที เทส่วนท่ีเป็นตะกอนท้ิง และเก็บส่วนใสไวเ้พื่อนาํมาวดัค่าความเป็นกรด – ด่าง ดว้ย

กระดาษวดั pH แลว้บนัทึกผลการทดลอง จากนั้นนาํส่วนใสท่ีเหลือนาํไปวิเคราะห์ปริมาณนํ้าตาล และ

ปริมาณกรดอินทรีย ์

 

ข.4 การเจริญของจุลนิทรีย์ (Log CFU/ml) 

 หลงัจากเก็บตวัอยา่งท่ีระยะเวลาต่างๆ จากนั้นตรวจวดัการเจริญโดยตรวจนบัเซลลท่ี์มีชีวิต ท่ี
เจริญในช่วงเวลาต่างๆ ดว้ยวิธี Total plate count (spread plate) บนอาหาร Basal medium ท่ีมีนํ้ าตาล
ไซโลส 10% เป็นแหล่งคาร์บอนตามขอ้ 2.1.2 แลว้นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 °C เป็นเวลา 24 – 48 hr นบั
เซลลบ์นจานอาหารเล้ียงเช้ือในจานท่ีมีเซลลเ์จริญประมาณ 25 - 250 โคโลนี 
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ข.5 การหากจิกรรมของไซลาเนส (Xylanase activity) 

หลกัการ วดัปริมาณนํา้ตาลรีดิวซ์ทีเ่กดิจากกจิกรรมของเอนไซม์ต่อการย่อยสลายสับสเตรท 

 

อุปกรณ์ 

1. สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

2. เคร่ืองป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง 

3. เตาใหค้วามร้อน 

 

สารเคมี 

1. Birchwood xylan 

2. sodium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0 

3. สารละลาย Somigyi และ Nelson 

 

วธีิการทดลอง 

1. เติมเอนไซมป์ริมาตร 0.1 มิลลิลิตรลงในหลอดทดลอง 

2. เติมสารละลายไซแลน (บริษทั Sigma) ความเขม้ขน้ 1% (w/v) ใน sodium phosphate buffer ความ

เขม้ขน้0.1 โมลาร์ พีเอช 7.0 ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร (ใชเ้ป็นสบัสเตรท) 

3. นาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 50 °C เป็นเวลา 10 นาที ป่ันแยกดว้ยแรงเหวี่ยง แลว้นาํส่วนใสมาหาปริมาณ

นํ้าตาลรีดิวซ์ ตามวิธีในขอ้ 2 

4. ทาํ substrate blank โดยเติมเฉพาะสับสเตรท 0.5 มิลลิลิตร แลว้ใชน้ํ้ ากลัน่แทนเอนไซม ์0.1 

มิลลิลิตร แลว้นาํไปหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ตามวิธีในขอ้ 2 

5. ทาํ enzyme blank โดยเติมเฉพาะเอนไซม ์0.1 มิลลิลิตร แลว้เติมนํ้ ากลัน่แทนสับสเตรท 0.5 

มิลลิลิตรนาํไปหาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ตามวิธีในขอ้ 2 

6. นาํปริมาณนํ้ าตาลเม่ือเร่ิมตน้ (ขอ้4 และ ขอ้5) หักออกจากปริมาณนํ้ าตาลทั้งหมด (ขอ้ 3) จะได้

ปริมาณนํ้าตาลท่ีเอนไซมผ์ลิตไดภ้ายในเวลา 10 นาที 

7. หาปริมาณนํ้าตาลรีดิวซ์ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายของเอนไซม ์โดยเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐานของ

นํ้าตาลไซโลส 



105 

 

ข.6 การหาปริมาณโปรตีนของเอนไซม์  ตามวิธีของ Lowry และคณะ (1951) 

หลกัการ วดัสีท่ีเกิดข้ึนจากปฏิกิริยาของโปรตีนกบัคอปเปอร์อิออน  ในสารละลายท่ีเป็นด่าง  

  และปฏิกิริยารีดกัชนัของ phosphomolypdate-phosphotungstic acid ใน Folin  

reagent โดย aromatic amino acid 

อุปกรณ์     สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ 

สารเคมี      

 1. Reagent 

 Reagent A โซเดียมคาร์บอนเนต 10 กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด ์ความเขม้ขน้ 0.1  

      นอร์มอล ปริมาตร 500 มิลลิลิตร 

 Reagent B   คอปเปอร์ซลัเฟต 0.5 กรัม ในสารละลายโพแทสเซียมโซเดียมตราเตรท (ร้อยละ  

      1 ) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร                       

 Reagent C   ผสม reagent A กบั reagent B ในอตัราส่วน 50:1 (เม่ือตอ้งการใชภ้ายใน 1 วนั) 

 2. Folin reagent นาํมาเจือจางดว้ยนํ้ากลัน่อตัราส่วน 1:1 

 3. bovine serum albumin (BSA)  

วิธีทดลอง 

 1. นาํสารตวัอยา่งปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร 

 2. เติม Reagent C ปริมาตร 1 มิลลิลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งท้ิงไว ้10 นาที 

 3. เติม Folin reagent ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัตั้งท้ิงไว ้30 นาที 

 4. นาํไปวดัค่าการดูดกลืนคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 660 นาโนเมตร โดยวดัเปรียบเทียบกบั

blank ท่ีใชน้ํ้ ากลัน่แทนสารตวัอยา่ง  อ่านค่าความเขม้ขน้ของโปรตีนจากกราฟมาตรฐาน 
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 5. สร้างกราฟมาตรฐาน  โดยทาํการทดลองเช่นเดียวกนั  โดยใชส้ารละลาย BSA (Bovine 

serum albumin) ท่ีความเขม้ขน้ 0, 50, 100, 200, 250, 400, 500, 750 และ 1000 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร      

 

 

 

 

 

 

 

รูปที ่ข.3  กราฟมาตรฐานของโปรตีน 

 

ข.6 การย้อมสีแกรม 

อุปกรณ์ 

1. แผน่สไลด ์

2. ตะเกียงแอลกฮอล ์

3. กลอ้งจุลทรรศน์ 

 

สารเคมี 

- Ammonium oxalate crystal violet solution 

  Solution A : 

  Crystal violet      2.0 กรัม 

  Ethanol 95 เปอร์เซ็นต ์     20.0 มิลลิลิตร 

  Solution B : 
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  Ammonium oxalate     0.8 กรัม 

  Distilled water      80 มิลลิลิตร 

ผสมสารละลาย A และ B เขา้ดว้ยกนัและทาํการเกบ็สารละลายไวใ้นขวดสีชา 

- Lugol’ solution (Iodine solution) 

  Iodine       1 กรัม 

  KI       2 กรัม 

  Distilled water      300 มิลลิลิตร 

 ผสมสารละลายเขา้ดว้ยกนัและทาํการเกบ็สารละลายไวใ้นขวดสีชา 

 

- Couterstain solution (safranin-O) 

  Safranin-O (2.5% solution in 95% ethanol)  10 มิลลิลิตร 

  Distilled water      100 มิลลิลิตร 

 

วิธีทาํ 

 นาํโคโลนีมาเกล่ีย (smear) บนแผน่ไสลดท่ี์สะอาด ท้ิงไวใ้หแ้หง้แลว้ทาํการ heat fixโดยการ

นาํแผน่กระจกไสลดผ์า่นเปลวไฟ 2 – 3 คร้ัง ท้ิงไวใ้หเ้ยน็แลว้นาํไปยอ้มสีโดยหยดสี crystal violet ให้

ท่วมรอยจุลินทรียเ์ป็นเวลา 1 นาที จากนั้นลา้งนํ้ าแลว้หยดสี Gram’s iodine ใหท่้วมรอยจุลินทรียเ์ป็น

เวลา 1 นาที ลา้งนํ้าแลว้ลา้งสีออกดว้ยเอทานอล 95 เปอร์เซ็นตเ์ป็นเวลาประมาณ 30 วินาที ลา้งนํ้ าแลว้

ยอ้มทบัดว้ยสี safranine เป็นเวลา 1 นาทีแลว้ลา้งออกดว้ยนํ้า จากนั้นท้ิงไวใ้หแ้หง้แลว้นาํไปตรวจสอบ

การติดสีแกรม รูปร่าง และการจดัเรียงตวัของเซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์  
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ภาคผนวก ค 

ข้อมูลดบิ 

 

ค.1 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของกรดอินทรียม์าตรฐาน โดยพีคท่ี 1. คือกรดมาลิก  2. คือกรด      
       มาโลนิก 3. คือกรดซกัซินิก 4. คือกรดแลก็ติด 5. คือกรดอิทาคอนิก 6. คือกรดฟมูาลิก 
 

 

 

 
 
 
 
 
 

ค.2 โครมาโตแกรมจากเคร่ือง HPLC ของอาหารเล้ียงเช้ือ Basal ท่ีเติมแคลเซียมคาร์บอเนตร้อยละ 1     
       นํ้าหนกั/ปริมาตรท่ีไม่เติมจุลินทรียท่ี์ใชเ้ป็นชุดควบคุม (control) 

 
 

 

1 
2 

3 
4 

5 6 


