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ภาคผนวก ก 
เอกสารรับรองคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมเชื้อจุลินทรีย์ 

 
เตรียมเชื้อจุลินทรีย์  ชนิดแบคทีเรีย Lactobacillus plantarum สายพันธุ์ TISTR 926 โดย

การเพาะเชื้อจุลินทรีย์จากหลอดเชื้อแห้งแข็ง (Revival of Freeze-Dried Cultures) (ภาพท่ี ข.1) 
 1. ใช้กระดาษทิชชูชุบแอลกอฮอล์ 70% พอหมาดเช็ดบริเวณรอบๆ หลอดจุลินทรีย์ 

(ampoule) จากนั้นใช้ตะไบเหล็กเลื่อยลงบนหลอดบริเวณก่ึงกลางส าลีให้เป็นรอยลึกลงไปในเนื้อแก้ว 
2. ใช้ผ้าที่มีความหนาและสะอาดรองและมีกระดาษทิชชูชุบแอลกอฮอล์ 70% (จากข้อ 1) 

หุ้มหลอดจุลินทรีย์ไว้ 
3. ท าการหักหลอดจุลินทรีย์ โดยใช้นิ้วหัวแม่มือทั้งสองกดเบาๆ บริเวณที่ด้านตรงข้ามกับรอย

เลื่อนนั้น 
4. ดึงปลายหลอดจุลินทรีย์  และส าลีทิ้ งในในขวดน้ ายาฆ่าเชื้อ ใช้  Pasture pipette         

ดูดอาหารเหลวที่เหมาะสมกับจุลินทรีย์แต่ละชนิด ประมาณ 0.3-0.4 มิลลิลิตร จากปริมาตร 5 
มิลลิลิตร ถ่ายลงในหลอดจุลินทรีย์เพ่ือละลายสารผสมเซลล์จุลินทรีย์ในหลอด ต้องท าในสภาพที่
ปลอดเชื้อ 

5. ดูดสารละลายผสมเซลล์จุลินทรีย์จากหลอดจุลินทรีย์ให้หมดพร้อมกับเขี่ยกระดาษรหัสเชื้อ
ใส่ลงในหลอดอาหารเหลวเดิม จากนั้นหยดสารละลายเซลล์จุลินทรีย์ลงบนจานอาหารแข็ง         
(Agar plate) จ านวน 1 หยดสารละลายเซลล์จุลินทรีย์ที่เหลือทั้งหมดถ่ายใส่ลงในอาหารเหลวในข้อ 4 
ส าหรับเซลล์จุลินทรีย์ที่หยดลงบนจานอาหารแข็งใช้ห่วงเหล็ก (Loop) ฆ่าเชื้อเขี่ยกระจายเชื้อ 
(Streak plate) ให้ได้เป็นโคโลนีเดี่ยวๆ  

6. จุลินทรีย์ที่ถ่ายลงในอาหารเลี้ยงเชื้อแล้ว (ท้ังในจานอาหารแข็ง และในหลอดอาหารเหลว) 
น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ และเวลาที่เหมาะสมของจุลินทรีย์แต่ละชนิด เพ่ือดูการเจริญของจุลินทรีย์ 
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ภาพที่ ข.1 การเพาะเชื้อจุลินทรีย์จากหลอดเชื้อแห้งแข็ง (Revival of Freeze-Dried Cultures) 
(สถาบันวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งประเทศไทย. 2556) 
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ภาคผนวก ค 
สารเคมีส้าหรับวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (Total Sugar) 

 
 สารละลายกลูโคสมาตรฐาน 

1) สารละลายฟีนอลเข้มข้นร้อยละ 5 
2) กรดซัลฟูริกเข้มข้น 
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ภาคผนวก ง 
การวิเคราะห์ปริมาณน้้าตาลทั้งหมด (Total Sugar) โดยวิธี Phenol-Sulfuric 

 
 ชั่งน้ าตาลกลูโคส 2 กรัม ละลายในน้ ากลั่น ปรับปริมาตรเป็น 1,000 มิลลิลิตร แล้วเจือจางให้
มีความเข้มข้น  0, 2.5, 5, 10, 20, 40, 60, และ 100 µg/ml จากนั้นปิ เปตสารละลายกลูโคส
มาตรฐาน 1 มิลลิลิตร ลงในหลอดทดลอง และเติมสารละลายฟีนอลเข้มข้นร้อยละ 5 ปริมาตร        
1 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากันด้วย vortex จากนั้นเติมกรดซัลฟูริกเข้มข้น ปริมาตร 5 มิลลิลิตร บ่มไว้ที่
อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที โดยไม่ต้องเขย่า จากนั้นน าไปบ่มต่อในอ่างน้ าที่ควบคุมอุณหภูมิ     
30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จากนั้นเขย่าให้เข้ากันอีกครั้งด้วยเครื่อง vortex ก่อนน ามา   
วัดค่าดูดกลืนแสง 490 นาโนเมตร ด้วย Spectrophotometer บันทึกค่าที่ได้เพ่ือน ามาสร้างกราฟ
มาตรฐาน (ภาพที่ ง.1)   
 
วิธีวิเคราะห์ตัวอย่าง 
         ปิเปตสารละลายตัวอย่างที่เจือจางด้วยน้ ากลั่นที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ กันจากนั้นท าการ

วิเคราะห์เช่นเดียวกับสารละลายกลูโคสมาตรฐาน และบันทึกค่าที่ได้เพ่ือน าไปค านวณปริมาณน้ าตาล

จากกราฟสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 
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ภาพที่ ง.1 กราฟมาตรฐานการวิเคราะห์ปริมาณน้ าตาลทั้งหมด 
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