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อาหารเลี้ยงเชื้อและสารเคมี 
 

อาหารเลี้ยงเชือ้ 
 
1.  Yeast  extract  malt  extract (YM)  agar 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3.0 กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3.0 กรัม 
 เปปโทน    5.0 กรัม 
 กลูโคส     10.0 กรัม 
 วุน     15.0 กรัม 
 น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที 
 
2.  Yeast  extract  malt  extract (YM)  broth 
 

ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   3.0 กรัม 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   3.0 กรัม 
 เปปโทน    5.0 กรัม 
 กลูโคส     10.0 กรัม 
 น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที 
 
3.  5%  malt  extract  agar 
 
 มอลทเอ็กซแทร็กซ   50 กรัม 

วุน     15.0 กรัม 
น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  115  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที 
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4.  Fowell’ s  acetate  agar 
 
 โซเดียมอะซีเตตไตรไฮเดรต  5.0 กรัม 

วุน     20.0 กรัม 
น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที 
 
5.  Stock  Carbon  solution (10X) 
 
 ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)   6.7 กรัม 
 สารประกอบคารบอน    5.0 กรัม 
 น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อโดยการกรอง  และเกบ็ที่  4  องศาเซลเซียสจนกระทั่งนํามาใชงาน 
 
6.  Stock  Nitrogen  solution (10X) 
 
 ยีสตคารบอนเบส (Difco)    11.7 กรัม 
 สารประกอบไนโตรเจน    X กรัม 

น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อโดยการกรอง  และเกบ็ที่  4  องศาเซลเซียสจนกระทั่งนํามาใชงาน 
 
 สารประกอบไนโตรเจน:  แอมโมเนียมซัลเฟต ((NH4)2SO4)   0.5  กรัม  โพแทสเซียมไน
เตรต (KNO3)  0.78  กรัม  โซเดียมไนไตรท (NaNO2)  0.26  กรัม  เอทิลลามีนไฮโดรคลอไรด  0.64  
กรัม  แอล-ไลซีนไฮโดรคลอไรด  0.56  กรัม  คาดาเวอรนี  0.68  กรัม 
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7.  Yeast  Carbon  Base (YCB)  medium 
 

7.1) Stock  YCB  solution (10X) 
 
 ยีสตคารบอนเบส (Difco)    11.7 กรัม 

น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 
 ฆาเชื้อโดยการกรอง  และเกบ็ที่  4  องศาเซลเซียสจนกระทั่งนํามาใชงาน 
 

7.2) เติม stock  YCB  solution (10X)  ปริมาตร  0.2  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดสอบขนาด  
13x100  มิลลิเมตร  ที่มีน้ํากลั่น  1.8  มิลลิลิตร 

 
8.  Yeast  Nitrogen  Base (YNB)  medium 
 

8.1) Stock  YNB  solution (10X) 
 

ยีสตไนโตรเจนเบส (Difco)   6.7 กรัม 
น้ํากลั่น      100 มิลลิลิตร 

 ฆาเชื้อโดยการกรอง  และเกบ็ที่  4  องศาเซลเซียสจนกระทั่งนํามาใชงาน 
 

8.2)  เติม stock  YNB  solution (10X)  ปริมาตร  0.2  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดสอบขนาด  
13x100  มิลลิเมตร  ที่มีน้ํากลั่น  1.8  มิลลิลิตร 

 
9.  Carbon  assimilation  medium 
 

เติม stock  Carbon  solution (10X)  ปริมาตร  0.2  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดสอบขนาด  
13x100  มิลลิเมตร  ที่มีน้ํากลั่น  1.8  มิลลิลิตร 
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10.  Nitrogen  agar  plate 
 
 เตรียมสารละลายวุน (1.67%) ปริมาตร  90  มิลลิลิตร  ฆาเชื้อที่อุณหภมูิ  121  องศา
เซลเซียส  เปนเวลา  15  นาท ี และปลอยใหเย็นลง  หลังจากนั้นเติม stock  Nitrogen  solution (10X)  
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนัแลวเทลงในจานเพาะเชื้อ 
 
11.  Fermentation  test  medium 
 
       Basal  medium: 
 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ   4.5 กรัม 
 เปปโทน    7.5 กรัม 
 น้ํากลั่น     1000 มิลลิลิตร 
 Bromothymol  Blue  
   
 เติม  Basal  medium  ปริมาตร  2  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดสอบขนาด  13x100  มิลลิเมตร  
ที่บรรจุ  durham  tube  ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที  หลังจากเย็นลง
เติมสารประกอบคารบอนที่มีความเขมขนซึ่งฆาเชื้อโดยการกรองจนไดความเขมขนสุดทายเทากับ  
2%  ยกเวนราฟฟโนสที่มีความเขมขนสุดทายเทากับ  4% 
 
12.  Vitamin-free  medium 
 
 กลูโคส      0.1% 
 แอมโมเนียมซัลเฟต  ((NH4)2SO4)   0.25% 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.01% 
 แมกนีเซยีมซัลเฟต (MgSO4)   0.005% 
 แคลเซียมคลอไรด (CaCl2)   0.001% 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)    0.001% 
 ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
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13.  Growth  in  media  of  high  osmotic  pressure 
 
      50%  glucose  agar 
 
 วุน      13 กรัม 
 กลูโคส      500 กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ    1% 
 น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  110  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

      60% glucose  agar 
 

วุน      22.5 กรัม 
 กลูโคส      600 กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ    1% 
 น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  110  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

      10% NaCl+5%  glucose  medium 
 
 โซเดียมคลอไรด     100 กรัม 
 กลูโคส      50 กรัม 
 ยีสตไนโตรเจนเบส    6.7 กรัม 
 น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

      16% NaCl+5%  glucose  medium 
 
 โซเดียมคลอไรด     160 กรัม 
 กลูโคส      50 กรัม 
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 ยีสตไนโตรเจนเบส    6.7 กรัม 
 น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

14.  Christensen’ s  Urea  agar 
 
 เปปโทน     1 กรัม 
 กลูโคส      1 กรัม 
 โซเดียมคลอไรด (NaCl)    5 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 2 กรัม 
 วุน      20 กรัม 
 ฟนอลเรด (phenol  red)    0.012 กรัม 
 pH  6.8 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

15.  Sabouraud’ s  4%  glucose  0.5%  Yeast  extract  agar 
 
 เปปโทน     10 กรัม 
 กลูโคส      40 กรัม 
 ยีสตเอ็กซแทรก็ซ    5 กรัม 
 วุน      20 กรัม 
 pH  7.0 

ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  110  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 
16.  Potato  Dextrose  Agar (PDA) 
 
 มันฝร่ัง      200 กรัม 

เด็กซโทรส     20 กรัม 
วุน      15 กรัม 
น้ํากลั่น      1000 มิลลิลิตร 
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ฆาเชื้อที่อุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  15  นาที   
 

สารเคม ี
 
1.  50X  TAE  buffer 
 
 Tris (hydroxymethane)  aminomethane  24.2 กรัม 
 0.5M  EDTA-2Na  (pH8.0)   10 มิลลิลิตร 
 Glacial  acetic  acid    5.71 มิลลิลิตร 
 น้ํากลั่นจนครบ     100 มิลลิลิตร 
 
2.  0.5M  EDTA-2Na (pH8.0) 
 
 EDTA-2Na     46.5 กรัม 
 NaOH      5 กรัม 

น้ํากลั่นจนครบ     250 มิลลิลิตร 
 
3.  Diazonium  Blue  B  reagent 
 
 Diazonium  Blue  B  salt    0.15 กรัม 
 Tris (hydroxymethyl) aminomethane (Tris) 15 มิลลิลิตร 

 buffer  pH  7.0 (0.25M) 
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