
 

 

ภาคผนวก ก 

การนับและการคํานวณหาความเขมขนของหัวเช้ือเร่ิมตนดวยฮีมาไซโตมิเตอร 
(การเตรียมและการวัดความเขมขนของ Inoculum, มปป) 

  

กอนการเตรียมหัวเชื้อเร่ิมตน ควรทราบวิธีการใชเคร่ืองมือนับและคํานวณหาความเขมขน

ที่เรียกวา ฮีมาไซโตมิเตอรซึ่งเปนอุปกรณขนาดเล็ก มีรูปรางแสดงดังรูปที่ ก-1 ลักษณะของฮีมาไซ

โตมิเตอรคลายกับสไลดที่มีความหนามากกวาแกวธรรมดา ตรงกลางมีรองเปนรูปตัว H ซึ่งทําให

เกิดบริเวณที่ใชในการตรวจนับข้ึน 2 บริเวณ (รูปที่ ก-2) ตรงกลางตัว H ซึ่งทําเปนสเกลที่ใชในการ

ตรวจนับเพื่อคํานวณหาความเขมขนของสารแขวนลอย เชน สปอร หรือเซลลตางๆ  
 

 
 

รูปท่ี ก-1 ลักษณะและขนาดเทาจริงของฮีมาไซโตมิเตอร 

ที่มา : การเตรียมและการวดัความเขมขนของ Inoculum, มปป 

 

 

 
 

รูปท่ี ก-2 ลักษณะและตําแหนงสําหรับการตรวจนับจํานวนตัวอยางดวยฮีมาไซโตมิเตอร 

ที่มา : การเตรียมและการวัดความเขมขนของ Inoculum, มปป 
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รูปท่ี ก-3 บริเวณที่ใชนับจํานวน A, B, C, D และ E  

ที่มา :  การเตรียมและการวดัความเขมขนของ Inoculum, มปป 

 
การนับและการคํานวณหาความเขมขนของหัวเชื้อเริม่ตนโดยใชฮมีาไซโตมิเตอร 

1. ในกรณีที่สปอรหรือเซลลที่ตองการนับมีขนาดเล็ก การนับควรใชบริเวณ E ตรงกลาง              

ซึ่งประกอบดวยชองส่ีเหล่ียมขนาดเล็กทั้งหมด 25 ชอง และแตละชองเล็กนั้นจะประกอบดวยชอง

ขนาดเล็กที่สุดอยู 16 ชอง การนับสปอรจํานับจํานวนทั้งหมดที่อยูในบริเวณนี้ รวมทั้งสปอรที่อยู

บริเวณขอบของตารางทุกชองดวย 

2. พื้นที่บริเวณ E เทากับ 25 x 16 x 1/400 ตารางมิลลิเมตร 

3. หากคิดเปนปริมาตร (มีความลึก 1/10 มิลลิเมตร) จะเทากับ 25 x 16 x 1/400 x 1/10 

ลูกบาศกมิลลิเมตร หรือ 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร 

4. สมมุตินับสปอรในบริเวณ E ไดรวมทั้งหมดเทากับ Y สปอร ใน 0.1 ลูกบาศกมิลลิเมตร 

5. ตองการเทียบความเขมขนในหนวย 1 ลูกบาศกเซนติเมตร หรือ 1 มิลลิลิตร ซึ่ง            

1 มิลลิลิตร เทากับ 1000 ลูกบาศกมิลลิเมตร 
 

  ดังนัน้ ในปริมาตร 0.1 ลบ.มม นับสปอรได  = Y สปอร  

  ถาใน 1000 ลบ.มม (1 มล.) จะมีสปอร  = Y x 1000 x 1/0.1 สปอร  

    = Y x 1 x 104 สปอร / มล.  
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6. ในกรณีสปอร หรือ เซลลมีขนาดใหญ ควรนับจํานวนสปอรหรือเซลลทุกบริเวณ A B C 

D และ E จากนั้นนําคาที่ไดมารวมกัน และหาคาเฉลี่ยโดยหารดวย 5 อีกคร้ัง กอนนําไปคํานวณ

ความเขมขน เชน สมมุตินับจํานวนสปอรไดรวมกันเทากับ Z สปอร ดังนั้นความเขมขนของสปอร

ตอ 1 มล. = Z/5 x 1 x 104 สปอร / มิลลิลิตร 

7. การตรวจนับความเขมขนจะใหผลใกลเคียงมากที่สุด จะตองทําใหสปอรหรือเซลล

แขวนลอยกระจายตัวมากที่สุด หรืออาจจําเปนจะตองมีการนับมากคร้ังข้ึน เชน 5-10 คร้ัง แลวจึง

นํามาหาคาเฉลี่ยภายหลัง หรือบางคร้ังอาจจําเปนตองเติม Wetting agent เชน ทวีน 80 ลงไปเพื่อ

ชวยใหสปอร หรือ เซลล กระจายตัวไดดีข้ึน (ทั้งนี้เพื่อใหการคํานวณความเขมขนถูกตองแมนยํา

มากข้ึน) จากนั้นจึงใชหลอดหยด ไมโครปเปต หรือหวงถายเชื้อ หยดสปอรหรือเซลลแขวนลอยของ

เช้ือลงบนสเกลของฮีมาไซโตมิเตอรขางละ 1 หยด จากนั้นใชกระจกปดสไลดปดทับกดเบา ๆ หาก

ใสหยดของสปอรหรือเซลลแขวนลอยพอดีจะไมมีเชื้อเหลือลนออกมาจากสไลด 

8. นําสไลดที่เตรียมไดไปตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 40 นับจํานวนสปอร 

หรือเซลลของเชื้อแลวนําไปคํานวณหาความเขมขนโดยวิธีคํานวณขางตน ซึ่งความเขมขนที่มักใช

ในการเพาะเช้ือโดยทั่วไป เชน เชื้อราจะอยูในชวง 105 -106 สปอร / มิลลิลิตร เปนตน 

 



 

 

ภาคผนวก ค 

กราฟมาตรฐาน 

 

ภาคผนวก ค -1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 
 

 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิกใชวิธีโรดานีน (Van de Lagemaat และ Pyle, 2001)     

ดังอธิบายไวในบทที่ 3 โดยใชสารละลายกรดแกลลิกที่มีความเขมขนตางๆ กัน ดังตารางที่ ค-1 

และนําคาที่ไดจากตารางที่ ค-1 ไปสรางกราฟมาตรฐานไดดังรูปที่ ค-1 
 

ตารางที่ ค-1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก A 
 

ความเขมขนของกรดแกลลิก  
(มก./มล.) 

A520 

0.00 

0.01 

0.02 

0.03 

0.04 

0.05 

0.06 

0.07 

0.08 

0.09 

0.10 

0.0000 

0.0510±0.0015 

0.1063±0.0092 

0.1658±0.0049 

0.2301±0.0001 

0.3049±0.0036 

0.3508±0.0253 

0.4101±0.0168 

0.4822±0.0140 

0.5469±0.0025 

0.6003±0.0001 
 

A แตละความเขมขนทําทัง้หมด 3 ซ้ํา และนําคาที่ไดทัง้หมดมาคํานวณสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (±)  
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y = 5.965x

R2 = 0.9981
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A 5
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รูปท่ี ค-1 กราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก 

 

ภาคผนวก ค -2 กราฟมาตรฐานของกรดแทนนิก 
 

 กราฟมาตรฐานของกรดแทนนิกใชวิธีของ Haggerman และ Butler (1978) ดังอธิบายไว

ในบทที่ 3 โดยใชสารละลายกรดแทนนิก (แทนนินบริสุทธิ์) ที่มีความเขมขนตางๆ กัน ดังตารางที่ 

ค-2 และนําคาที่ไดจากตารางที่ ค-2 ไปสรางกราฟมาตรฐานไดดังรูปที่ ค-2 
 
ตารางที่ ค-2 กราฟมาตรฐานของกรดแทนนิก B 
 

ความเขมขนของกรดแทนนิก  
(มก./มล.) 

A510 

0.00 

1.00 

1.20 

1.40 

1.60 

1.80 

2.00 

0.0000 

1.8953±0.0030 

2.3595±0.0005 

2.7819±0.0709 

3.0002±0.0000 

3.0578±0.0000 

3.2047±0.0000 
 

B แตละความเขมขนทําทัง้หมด 3 ซ้ํา และนําคาที่ไดทัง้หมดมาคํานวณสวนเบีย่งเบนมาตรฐาน (±)  
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y = 1.9952x

R2 = 0.9757

0.0000

0.5000

1.0000

1.5000

2.0000

2.5000

3.0000

3.5000

4.0000

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
ความเขมขนของกรดแทนนกิ (มก./มล.)

A 5
10

 
 

รูปท่ี ค-2 กราฟมาตรฐานของกรดแทนนิก 

 

 



 

 
ภาคผนวก ข 

การเตรียมอาหารและสารเคมี 

 

ภาคผนวก ข-1 การเตรียมอาหารแข็ง 
 

 อาหารแข็งที่ใชในงานวิจัยมี 2 ชนิด ไดแก Potato Dextrose Agar (PDA) และ Czapek 

Dox’s minimal agar ที่เติมกากกาแฟสดรอยละ 2 

(1) Potato Dextrose Agar (PDA) (Paterson และ Bridge, 1993)  เตรียมในปริมาตร  

1 ลิตร 

มันฝร่ัง     200 กรัม 

กลูโคส         15 กรัม 

ผงวุน         20 กรัม 

(2) Czapek Dox’s minimal agar ที่เติมกากกาแฟสดรอยละ2 (Bradoo และคณะ, 

1996; Paterson และ Bridge, 1993)  เตรียมในปริมาตร 1 ลิตร 

 โซเดียมไนเตรต            6.00   กรัม    

 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนออโทฟอสเฟต       1.52   กรัม 

 โพแทสเซียมคลอไรด          0.52   กรัม  

 แมกนีเซยีมซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต          0.52  กรัม        

 แมงกานีสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต        0.01  กรัม  

 เฟอรัสซัลเฟตเฮปตะไฮเดรต           0.01  กรัม 

 กลูโคส                            10.00  กรัม  

 ผงวุน                    15.00  กรัม 

กากกาแฟสด                   20.00 กรัม 
 

ภาคผนวก ข-2 การเตรียมสารเคม ี
 

(1) สารเคมสีําหรับวิเคราะหปริมาณแทนนิน (Haggerman และ Butler,1978) 

- สารละลายบัฟเฟอร A : กรดอะซิติก 0.20 โมลาร  โซเดียมคลอไรด 0.17 โมลาร  

ปรับพีเอช เปน 4.9 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด (กรดอะซิติก  11.4 มิลลิลิตร  โซเดียมคลอไรด      

9.86 กรัม เติมน้ํากล่ัน 800 มิลลิลิตร  ปรับพีเอชใหเปน 4.9 ดวยโซเดียมไฮดรอกไซด               

ปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตรดวยน้ํากลั่น) 
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- สารละลาย BSA : เตรียมสารละลาย BSA ความเขมขน 1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร 

โดยละลาย BSA ในสารละลายบัฟเฟอร A 

- สารละลาย SDS/TEA : Triethanolamine (TEA) รอยละ 5 ปริมาตรตอปริมาตร 

และ SDS รอยละ 1 น้ําหนักตอปริมาตร (TEA 50 มิลลิลิตร SDS 10 กรัม เติมน้ํากล่ันใหเปน        

1 ลิตร) 

- สาระละลายเฟอริกคลอไรด: เฟอริกคลอไรด 0.01 โมลาร กรดไฮโดรคลอริก      

0.01 โมลาร (กรดไฮโดรคลอริก 0.01 โมลาร เตรียมโดยการเจือจางกรดไฮโดรคลอริกที่เขมขน  

โดยดูดสารละลายมา 0.83 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันใหมีปริมาตรเปน 1 ลิตร  จากนั้นช่ังเฟอริก     

คลอไรดมา 1.62 กรัม ละลายในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก 0.01 โมลาร ที่เตรียมไวแลว ต้ังทิ้งไว

เปนเวลาหลายช่ัวโมง จากนั้นใหกรองสารละลายดวยกระดาษกรองเบอร 1) 
 

(2) สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอร (Stool และ Blanchard, 1990) 

- สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.0 
สารละลาย A : สารละลายกรดอะซิติก 0.2 โมลาร (กรดอะซิติก 11.55 มิลลิลิตร 

ในน้ํากล่ัน 1 ลิตร)  

สารละลาย B : สารละลายโซเดียมอะซิเตต 0.2 โมลาร (โซเดียมอะซิเตต        

27.22 กรัม ละลายในนํ้ากล่ัน 1 ลิตร) 

ผสมสารละลาย A และ B ปริมาตร 14.8 และ 35.2 มิลลิลิตร ตามลําดับ แลวปรับ

ปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตรดวยน้ํากลั่น 

- สารละลายอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.2 โมลาร พีเอช 5.0 
    เตรียมเหมือนกับสารละลายอะซิเตตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 โมลาร พีเอช 5.0           

แตหลังจากผสมสารละลาย A และ B เขาดวยกันแลวไมตองปรับปริมาตรเปน 100 มิลลิลิตร 

 

 

 

 
 

 
 



 

 

ภาคผนวก ง 

ผลการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม Statistix 7 

 

ง-1 ผลการวิเคราะหขอมลูจากแผนการทดลองการศกึษาอุณหภูมแิละพีเอชท่ีเหมาะสมใน
การผลิตกรดแกลลิก 
 

STATISTIX 7.0                            PH&TEMP SXW DATA, 20/10/2009, 18:40:26 

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF GA   

PREDICTOR 

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF 

CONSTANT 0.45986 0.00358 128.36 0.0000  

PH   0.00265 0.00537 0.49 0.6291 1.0 

TEMP    0.03303 0.00537 6.15 0.0000 1.0 

 
R-SQUARED           0.7170      RESID. MEAN SQUARE (MSE) 2.310E-04 

ADJUSTED R-SQUARED  0.6793      STANDARD DEVIATION  0.01520 

 

SOURCE DF   SS MS     F P 

REGRESSION 2 0.00878 0.00439 19.00 0.0001 

RESIDUAL 15 0.00347 2.310E-04   

TOTAL   17 0.01225    

 

 CASES INCLUDED 18   MISSING CASES 0 
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STATISTIX 7.0                                   RATIO&RPM, 20/10/2009, 18:49:35 

UNWEIGHTED LEAST SQUARES LINEAR REGRESSION OF GA   

PREDICTOR 

VARIABLES COEFFICIENT STD ERROR STUDENT'S T P VIF 

CONSTANT 0.09422        0.00739        12.75        0.0000  

RATIO 0.01463        0.01109        1.32        0.2070     1.0 

RPM 0.01913        0.01109        1.72        0.1051     1.0 

 
R-SQUARED           0.2391      RESID. MEAN SQUARE (MSE)  9.837E-04 

ADJUSTED R-SQUARED  0.1377      STANDARD DEVIATION  0.03136 

 

SOURCE DF   SS MS     F P 

REGRESSION 2 0.00464       0.00232      2.36    0.1288 

RESIDUAL 15 0.01476     9.837E-04   

TOTAL   17 0.01939    

 

CASES INCLUDED 18   MISSING CASES 0 
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