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ภาคผนวก ข 
 
 

วิธีการวิเคราะห์ 
 
1.  การค านวณหาความเข้มข้นของเชื้อรา โดย Hemacytometer  

น าเชื้อรามาเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณในอาหารเลี้ยงเชื้อสูตร  PDA ในจานเลี้ยงเชื้อซึ่งบ่มไว้  ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส  ประมาณ 7 วันจากนั้นน าเชื้อรา  มาล้างด้วย  tween 80 ความเข้มข้น  0.1 
เปอร์เซ็นต์  ในน้ ากลั่นที่นึ่งฆ่าเชื้อแล้วใช้ไมโครปิเปตต์ขูดผิวหน้าให้สปอร์แขวนลอยในน้ า  น าไป
ใส่ในหลอดทดลอง  กรองสปอร์ของเชื้อราด้วยผ้าขาวบาง  จากนั้นนาไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่าสาร
เพื่อให้สปอร์ของเชื้อราแขวนลอยในน้ า น าสารแขวนลอยโคนิเดียที่ได้ไปตรวจนับ ปรับระดับความ
เข้มข้นให้ได้  1x108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  ด้วย tween 80 ความเข้มข้น  0.1 เปอร์เซ็นต์ที่ นึ่งฆ่าเชื้อแล้ว
เพื่อน าไปทดสอบต่อไป 

การค านวณหาความเข้มข้นของเชื้อรา  โดยน าสปอร์ของเชื้อราที่เตรียม  มาค านวณหา
ความเข้มข้นโดยดูดสารแขวนลอยของโคนิเดียจาก  Stock ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ใส่ลงในหลอด
ทดลองที่บรรจ ุ tween 80 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์ในปริมาตร 900 ไมโครลิตร (หลอดที ่1 เจือจาง  
10 เท่า) จากนั้นดูดสารแขวนลอยสปอร์จากหลอดที่  1 ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  ใส่ลงในหลอด
ทดลองที่บรรจ ุtween 80 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต ์ในปริมาตร 900 ไมโครลิตร (หลอดที ่2 เจือจาง 
100 เท่า) จากนั้นน าสารแขวนลอยสปอร์ของเชื้อราที่เจือจาง  100 เท่าไปนับจ านวนสปอร์โดยใช้
เคร่ืองมือนับจ านวนสปอร์  Hemacytometer โดยจะท าการนับภายใต้กล้องจุลทรรศน์  ที่ก าลังขยาย  
40X ทั้ง 2 ด้าน (A และ B) ดังภาพที่ ข.1 โดยบริเวณที่ใช้ส าหรับนับ  ให้นับตรงกลางในแต่ละด้าน
นับจ านวน  5 ช่อง แต่ละช่องมี  16 ช่องเล็ก ส่วนการนับโคนิเดียของเชื้อรา  จะนับในแบบแนวทแยง 
แล้วน าค่าที่ได้จากนับทั้ง 2 ด้าน มาหาค่าเฉลี่ย และน ามาค านวณหาความเข้มข้นของเชื้อราจากสูตร  

 
 
 
 

 

 

ความเข้มข้นของเชื้อรา = ค่าเฉลี่ยของจ านวนสปอร์ x ค่าคงที่ 2.5x105 x ระดับการเจือจางที่ใช้นับ 
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ภาพท่ี  ข.1  การนับสปอร์เชื้อราโดยใช้ Hemacytometer  
1.  พื้นที่ส าหรับการนับโคนิเดียเชื้อราอยู่  2  Chamber  
2. บริเวณที่ใช้ส าหรับนับ  
3.  การนับโคนิเดียของเชื้อรา จะนับในแบบแนวทแยง 

 
ตัวอย่าง  
นับจ านวนสปอร์ได้  = 33+39+29+25+36+40+39+31+28+25/10 = 32.5  
โดยนับที่ระดับความเข้มข้น 102  
ความเข้มข้นของเชื้อรา  = 32.5x2.5x105x102  

 = 81.25x107  
 = 8.13x108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  

การทดลองใช้ความเข้มข้น  1x108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร  ดังนั้นจึงต้องปรับความเข้มข้นของ  
เชื้อราที่นับได้ 8.13x108 สปอร์ต่อมิลลิลิตร โดยใช้สูตรดังนี้  

สูตร  N1V1 = N2V2  
โดย  N1 = ความเข้มข้นของสารแขวนลอยสปอร์ของ stock เชื้อรา  

 V1 = ปริมาตรสารแขวนลอยสปอร์เชื้อราจาก stock ที่ต้องการ  
 N2 = ความเข้มข้นของสารแขวนลอยสปอร์เชื้อราที่ต้องการ  
 V2 = ปริมาตรสารแขวนลอยสปอร์เชื้อราที่น าไปใช้จริง  

การปรับความเข้มข้น  จะใช้ tween 80 ที่ระดับความเข้มข้น  0.1 เปอร์เซ็นต์  ในน้ ากลั่นที่
นึ่งฆ่าเชื้อ หน่วยความเข้มข้น CFU/ml. 
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ตัวอย่าง  
ต้องการเตรียมสารแขวนลอยโคนิเดีย  3 มิลลิลิตร ให้ได้ความเข้มข้น  1x108 โคนิเดียต่อ

มิลลิลิตร  
N1V1 = N2V2 
8.13x108x V1 = 1x108 x3 
V1 = 1x108 x3  
= 8.13x108  
= 0.369 มิลลิลิตร  
= 0.369x1,000  
= 369 ไมโครลิตร  

ดังนั้น ต้องดูดสารแขวนลอยสปอร์จาก  Stock เชื้อรามา  0.369 มิลลิลิตร และเติม tween 
80 ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์  เท่ากับ 3,000-369 = 2,630 ไมโครลิตร  จึงได้สารแขวนลอยโคนิเดีย
เชื้อราที่ระดับความเข้มข้น 1x108 ในปริมาตร 3 มิลลิลิตร 
 
2.  การวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลรีดิวซ์ โดยวิธ ีDinitrosalicylic acid (DNS)  

วิธีการน้ีสามารถใช้ตรวจหาปริมาณน้ าตาล Reducing sugar ที่มีปริมาณอยู่ในช่วงระหว่าง 
5–500 ไมโครกรัมของน้ าตาลกลูโคส 

สารเคม ี
1.  2 N NaOH  50 มิลลิลิตร (เตรียมโดยละลาย NaOH ปริมาณ 4 กรัม ในน้ ากลั่น ปริมาตร

50 มิลลิลิตร) 
2. DNS solution เตรียมโดยละลาย 3, 5-dinitrosalicylic acid (DNS) 2.5 กรัม ใน 50 มิลลิลิตร

ของ 2 N NaOH เติม Sodium potassium tartrate (Rochelle salt) ลงไป 75 กรัม และคน จนกระทั่ง
สารละลายหมด จึงเติมน้ าให้ได้ปริมาตรสุดท้ายเป็น 250 มิลลิลิตร เก็บในขวดสีน้ าตาลที่อุณหภูมิห้อง 
ซึ่งสามารถเก็บไว้ใช้ได้นานหลายสัปดาห ์
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วิธีวิเคราะห์ 
1.  ดูดตัวอย่างที่ต้องการหาปริมาณน้ าตาลจ านวน 1.0 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองส าหรับ

หลอดที่ไม่มีสารตัวอย่าง (blank) ใช้น้ ากลั่น 
2. เติม DNS solution ลงไปในแต่ละหลอดๆ ละ 1 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
3. ต้มในน้ าเดือดเป็นเวลา 20 นาที  
4. ท าให้เย็นอย่างรวดเร็ว โดยการน าหลอดไปแช่ในอ่างน้ าแข็ง  
5. เติมน้ าให้ครบ 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากัน 
6. น าไปตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่ความยาวคลื่น  

520 นาโนเมตร แล้วน าค่าการดูดกลืนแสงไปเทียบกับกราฟมาตรฐานของน้ าตาล ที่ทราบค่าความ
เข้มข้นที่แน่นอน  
 


