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ภาคผนวก ก

การเตรียมอาหารเพาะเล ี้ยงเน ื้อเย ื่อ

1. องค์ประกอบของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

1.1 อาหารสูตร MS (Murashige and Skoog, 1962)

ในอาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย

n h4n o 3 1650 มิลลิกรัม CuS04.5H20 0.025 มิลลิกรัม

k n o 3 1900 มิลลิกรัม CoCI2.6H20 0.025 มิลลิกรัม

CaCI2.2H20 440 มิลลิกรัม Na2-EDTA 37.25 มิลลิกรัม

MgS04.7H20 370 มิลลิกรัม FeS04.7H20 27.85 มิลลิกรัม

kh2po4 170 มิลลิกรัม Glycine 2.0 มิลลิกรัม

h3bo 3 6.2 มิลลิกรัม Nicotinic acid 0.1 มิลลิกรัม

MnS04.4H20 22.3 มิลลิกรัม Pyridoxine-HCI 0.5 มิลลิกรัม

ZnS04.7H20 8.6 มิลลิกรัม Thiamine-HCI 0.5 มิลลิกรัม

Kl 0.83 มิลลิกรัม Myo-inositol 100 มิลลิกรัม

NaMo04.2H20 0.25 มิลลิกรัม

อาหารลูตร LS (Linsmaier and Skoog, 1965)

ในอาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย

n h 4n o 3 1650 มิลลิกรัม Kl 0.83 มิลสิกรัม

k n o 3 1900 มิลลิกรัม NaMo04.2H20 0.25 มิลลิกรัม

CaCI2.2H20 440 มิลลิกรัม CuS04.5H20 0.025 มิลลิกรัม

MgS04.7H20 370 มิลลิกรัม CoCI2.6H20 0.025 มลลิกรัม

KH2PO4 170 มิลลิกรัม Na2-EDTA 37.25 มิลลิกรัม

h3b o 3 6.2 มิลลิกรัม FeS04.7H20 27.85 มิลลิกรัม

MnS04.4H20 22.3 มิลลิกรัม Thiamine-FICI 0.4 มิลลิกรัม

ZnS04.7H20 8.6 มิลลิกรัม Myo-inositol 100 มิลลิกรัม
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1.3 อาหารสูตร B5 (Gamborg et.al., 1968) 

ในอาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย

k n o 3 2500 มิลลิกรัม NaMo04.2H20 0.25

CaCI2.2H20 150 มิลลิกรัม CuS04.5H20 0.025

MgS04.7H20 250 มิลลิกรัม CoCI2.6H20 0.025

(NH4)2SO4 134 มิลลิกรัม Na2-EDTA 37.25

NaH2P04.H20 150 มิลลิกรัม FeS04.7H20 27.85

H 3 B O 3 3.0 มิลลิกรัม Nicotinic acid 1.0

MnS04.H20 10.0 มิลลิกรัม Pyridoxine-HCI 1.0

ZnS04.7H20 2.0 มิลลิกรัม Thiamine-HCI 10.0

Kl 0.75 มิลลิกรัม Myo-inositol 100

1.4 อาหารสูตร SH (Schenk and Hildebrandt, 1972) 

ในอาหาร 1 ลิตรประกอบด้วย

K N O 3 2500 มิลลิกรัม CuS04.5H20 0.2

CaCI2.2H20 200 มิลลิกรัม CoCI2.6H20 0.1

MgS04.7H20 400 มิลลิกรัม Na2-EDTA 20.0

NH4H2P04 300 มิลลิกรัม FeS04.7H20 15.0

H 3 B O 3 5.0 มิลลิกรัม Nicotinic acid 5.0

MnS04.4H20 10.0 มิลลิกรัม Pyridoxine-PICI 0.5

ZnS04.7H20 1.0 มิลลิกรัม Thiamine-HCI 5.0

Kl 1.0 มิลลิกรัม Myo-inositol 1000

NaMo04.2H20 0.1 มิลลิกรัม

2. การเตริยมสารละลายเข้มข้น (stock solution) ของอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

ชั่งสารเคมีที่เป็นองค์ประกอบของอาหารนำมาละลายด้วยนื้าซจัดไอออน 

ปริมาตรสุดท้ายให้ได้ตามต้องการ เก็บสารละลายในขวดสีชา ป้องกันแลงแดด 

องศาเซลเซียส โดยอาหารแต่ละสูตรแบ่งกลุ่มสารละลายเข้มข้น ดังต่อไปนื้

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม

มิลลิกรัม 

มิลสิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม 

มิลลิกรัม

แล้วปรับ 

ที่อุณหภูมิ 4
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2.1 สารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร MS

ตารางท่ี ก.1 แสดงการแบ่งกลุ่มสารเคมีในการเตรียมสารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร MS

กลุ่มท่ี ความเข้มข้น สารเคมีในกลุ่ม ปริมาณสาร ปริมาตรสารละลาย ปริมาตรท่ีใช้

(เท่า) (กรัม) เข้มข้น (มีลลิลิตร) (มีลลิลิตรต่อลิตร)

1 40 nh4no3 66.0 1000 25.0

kno3 76.0

kh2po 4 6.8

h3bo3 0.248

MnS04.4H20 0.892

Kl 0.033

ZnS04.7H20 0.344

NaMo04.2H20 0.01

CoCI2.6H20 0.001

CuS04.5H20 0.001

2 40 CaCI .2H,0 17.6 1000 25.0

3 40 MgS04.7H20 14.8 1000 25.0

4 40 Na.-EDTA 1.492 1000 25.0

FeS04.7H20 1.112

5 40 Myo-inositol 0.4 1000 25.0

Nicotinic acid 0.02

Pyndoxine-HCI 0.02

Thiamine-HCI 0.0004

Glycine 0.8
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2.2 สารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร LS

ตารางท่ี ก.2 แสดงการแบ่งกลุ่มสารเคมีในการเตรยมลารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร LS

กลุ่มท่ี ความเข้มข้น สารเคมีในกลุ่ม ปริมาณสาร ปริมาตรสารละลาย ปริมาตรท่ีใช้

(เท่า) (กรัม) เข้มข้น (มลลิลิตร) (มีลลิลิตรต่อลิตร)

1 20 nh4no3 33.0 1000 50.0

kno3 38.0

kh2po4 3.4

h3bo3 0.124

MnS04.4H20 0.446

Kl 0.016

ZnS04.7H20 0.172

NaMo04.2H20 0.005

CoCI2.6H20 0.005

CuS04.5H20 0.005

? 20 CaCI2.2H20 8.0 1000 50.0

3 20 MgS04.7H20 7.4 1000 50.0

4 20 Na2-EDTA 0.746 1000 50.0

FeS04.7H20 0.556

5 40 Myo-inositol 2.0 500 25.0

Thiamine-HCI 0.008
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2.3 ลารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร B5

ตารางท่ี ก.3 แสดงการแบ่งกลุ่มลารเคมีในการเตรียมสารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร B5

กลุ่มท่ี ความเข้มข้น 

(เท่า)

สารเคมีในกลุ่ม ปริมาณสาร 

(กรัม)

ปริมาตรสารละลาย 

เข้มข้น (มิสติลิตร)

ปริมาตรท่ีใช้ 

(มีลลิลิตรต่อลิตร)

1 20 kno3 50.0 1000 50.0

H 3 B O 3 0.06

MnS04.4H20 0.2

K l 0.015

ZnS04.7H20 0.04

NaMo04.2H20 0.005

CoCI2.6H20 0.0005

CuS04.5H20 0.0005

(NH4)2S04 2.68

2 20 CaCI2.2H20 3.0 1000 50.0

3 20 MgS04.7H20 5.0 1000 50.0

4 20 NaH2PO4.H20 3.0 1000 50.0

5 20 Na2-EDTA 0.746 1000 50.0

FeS04.7H20 0.556

5 40 Myo-inositol 2.0 500 25.0

Nicotinic acid 0.02

Pyndoxine-HCI 0.02

Thiamine-HCI 0.2
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2.4 สารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร SH

ตารางท่ี ก.4 แลดงการแบ่งกลุ่มสารเคมีในการเตรียมสารละลายเข้มข้นของอาหารสูตร SH

กลุ่มท่ี ความเข้มข้น 

(เท่า)

สารเคมีในกลุ่ม บ่ริมาณสาร 

(กรัม)

บ่ริมาตรสารละลาย 

เข้มข้น (มีลลิลิตร)

ปริมาตรท่ีใช้ 

(มิลลิลิตรต่อลิตร)

1 20 kno3 50.0 1000 50.0

H 3 B O 3 0.1

MnS04.4H20 0.2

Kl 0.02

ZnS04.7H20 0.02

NaMo04.2H20 0.002

CoCI2.6H20 0.002

CuS04.5H20 0.0004

2 20 CaClj.2H20 4.0 1000 50.0 !

3 20 MgSO, /’H.o 8.0 1000 50.0

4 20 NH4H po4 6.0 1000 50.0

5 20 Na2-EDTA 0.4 1000 50.0

FeSOjVH20 0.3

5 40 Myo-inositol 20.0 500 25.0

Nicotinic acid 0.4

Pyridnxine-HCI 0.04

Thiamine-HCI 0.4
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3. การเตรียมสารละลายเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโต

เตรียมสารละลายเข้มข้นของสารควบคุมการเจรีญเติบโตในกลุ่มออกชิน ได้แก่ NAA. 

IAA, IBA และ2,4-อ และกลุ่มไซโทไคนิน ได้แก่ BA และ Kinetin ความเข ้มข ้น0.1 กรัมต่อลิตร 

(100 ส่วนในล้านส่วน) โดยชั่งสารควบคุมการเจริญเติบโตแต่ละชนิด 0.01 กรัม นำมาละลาย 

ด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ความเข้มข้น 1.0 นอร์มอล ปริมาตร 0.2-0.5 มิลลิล ิตร (ยกเว้น 2,4-อ 

ละลายในเอทานอล 50.0%) ปรับปริมาตรสุดท้ายเป็น 100 มิลลิลิตร ด้วยนื้าฃจัดไอออน เก็บ 

สารละลายในขวดพลาสติกลีขาว ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

4. การเตรียมอาหารเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ

มีขั้นตอนในการเตรียม ดังนี้

4.1 ปิเปตสารละลายเข้มข้นแต่ละกลุ่มของสูตรอาหารมารวมกัน โดยใช้ปริมาตรตาม 

สัดส่วนของปริมาตรอาหารที่ต้องการเตรียม

4.2 เติมสารที่เป็นแหล่งของคาร์บอน คือ นื้าตาลซูโครส หรือนํ้าตาลชนิดอื่น ๆ ตามแต่สูตร 

อาหารที่ใช้

4.3 ปิเปตสารละลายเข้มข้นของสารควบคุมการเจริญเติบโตเติมลงในอาหาร โดยใช้ 

ปริมาตรตามความต้องการของสูตรอาหาร

4.4 ปรับปริมาตรอาหารด้วยนื้าฃจัดไอออนใหใต้ครบตามปริมาตรอาหารที่ต้องการเตรียม

4.5 ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างของอาหารด้วยกรดไฮโดรคลอริกและโพแทสเซียมไฮดรอก- 

ไซด์ ความเข้มข้น 0.1 และ 1.0 นอร์มอล ให้ได้ค่าตามที่กำหนด

4.6 เติมวุ้นในกรณีที่เตรียมอาหารแข็งหรืออาหารกึ่งแข็ง แล้วหลอมให้วุ้นละลายในอาหาร 

โดยนำไปอุ่นในตู้อบไมโครเวฟ

4.7 เทอาหารลงในขวดอาหารที่จะเลี้ยงเนื้อเยื่อตามปริมาตรที่ต้องการ หลังจากนั้นนำไป

นึ่งในหม้อนื้งฆ่าเชื้อความดันไอนํ้า ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อ

ตารางนิ้ว เป็นเวลานาน 15 นาที ทิ้งให้อาหารเย็นลงก่อนนำไปใช้ต่อไป
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การเตรึยมสารเคมีท ี่ใช ้ไนงานวิจัย

1. สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์0.05 โมลาร์ ค่าความเป็นกรด-ด่าง 7.0

ชั่งสารไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HP04) 4.26 กรัม และสารโซเดียมไดไฮโดรเจน 

ฟอสเฟต (H2NaP04) 3.12 กรัม นำมาละลายในนํ้าขจัดไอออน แล้วปรับปริมาตรเป็น 1.0 ลิตร 

เก็บบัฟเฟอร์ไว้โนขวดลีชา ป้องกันแลงแดด

2. สารละลายกรดซัลฟวริก 2.5% ในเมทานอล

เติมกรดซิลทิเวริกเข้มข้นปริมาตร 5.0 มีลลิล ิตร ลงในเมทานอลเข้มข้น ปรับปริมาตร

สุดท้ายเป็น 200 มิลลิลิตร เก็บสารละลายในในขวดลีชา ป้องกันแสงแดด ที่อุณหภูมิ 4 องศา 

เซลเซียส

3. สารละลายโซเดียมคลอไรด์0.9%

ชั่งสารโซเดียมคลอไรด์ (NaCI) 4.5 กรัม ละลายในนํ้าฃจัดไอออน ปรับปริมาตรสุดท้าย 

เป ็น 500มิลลิลิตรเก็บสารละลายในในขวดลีซา ป้องกันแลงแดด
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กราฟมาตรฐานของกรดไขมัน

1. การเตรียมกราฟมาตรฐานของกรดไขมันโดยวิธี Internal standard (สุณี พนิชธารลิทธิ้1 

2534)

มีขั้นตอนดังต่อไปนี้

1.1 เตรียมสารละลายกรดไขมันมาตรฐานที่อยู่ในรูปเมทิลเอสเทอร์ทั้ง 4 ชนิดได้แก่ 

Palmitic acid metyl ester (Hexadecanoic acid metyl ester ; C16:OME)

Stearic acid metyl ester (Octadecanoic acid metyl ester ; C18:OME)

Oleic acid metyl ester (9-Octadecenoic acid metyl ester ; C18:1ME)

Linoleic acid metyl ester (9,12-Octadecadienoic acid metyl ester ; C18:2ME)

โดยเตรียมที่ความเข้มข้น 0.3, 0.15, 0.075 และ 0.0375 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรของเฮกเซน 

ปริมาตร 150 ไมโครลิตร ความเข้มข้นละ 3 ซา

1.2 เติม Internal standard (I.ร.) คือ Pentadecanoic acid methyl ester (C15:0ME) 

ปริมาณ 43 ไมโครกรัม ลงในสารละลายกรดไขมันมาตรฐานแต่ละความเข้มข้น

1.3 นำสารละลายกรดไขมันมาตรฐานที่เติม Internal standard ไปฉีดวิเคราะห์ด้วยเครอง

แก๊สโครมาโทกราฟ โดยฉีดครั้งละ 1 ไมโครลิตร เมื่อได้โครมาโทแกรมแล้ว นำข้อมูลที่ได้มา

สร้างกราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกรดไขมันกับค่า mean peak area 

ratio ซึ่งเป็นอัตราส่วนระหว่าง peak area ของกรดไขมันมาตรฐานกับ peak area ของ Internal 

standard การหาปริมาณกรดไขมันชนิดต่าง ๆ ในตัวอย่างนํ้ามันคำนวณได้จาก

ปริมาณกรดไขมัน = mean peak area ratio X 1 X ความเจือจาง
(ไมโครกรัมในน้ํามัน 1 มํลลิกรัม) ความชัน
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2. กราฟมาตรฐานของกรดไขมัน
2.1 กราฟมาตรฐานของกรดปาล์มิติก (C16:0)

ปริมาณ กรดปาล ์ม ิต ิก (C16:0) 

(ไมโครกรัม)

รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกรดปาล์มิติก (016:0)

0-0.3 ไมโครกรัม กับค่า mean peak area ratio

ปริมาณกรดปาล์มิติก (016:0) 

(ไมโครกรัม)

mean peak area ratio 

(ค่าเฉลี่ย±ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน)

0.0375 0.269+0.013

0.015 0.477+0.025

0.15 0.823±0.041
0.3 1.414+0.052
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2.2 กราฟมาตรฐานของกรดสเตียริก (018:0)

ปร ิมาณกรดลเต ีฮ ่ร ิก (C18:0) 

(ไมโครกรัม)

รูปท่ี ค.2 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกรดลเตียริก (018:0) 

0-0.3 ไมโครกรัม กับค่า mean peak area ratio

ปริมาณกรดลเตียริก (018:0) 

(ไมโครกรัม)

mean peak area ratio 

(ค่าเฉลี่ย± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน)

0.0375

0.015

0.15

0.3

0.176+0.024 

0.322±0.033 

0.582±0.032 

1.214+0.084
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2.3 กราฟมาตรฐานของกรดโอเลอิก (C18:1)

y  = 6.1002x + 0.1339 

R2 = 0.9976

ปริมาณกรดโ'อเลอิก (C18:1) 

(ไมโครกรัม)

รูปที่ ค.3 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกรดโอเลอิก (C18:1) 

0-0.3 ไมโครกรัม กับค่า mean peak area ratio

ปริมาณกรดโอเลอิก (018:1 ) 

(ไมโครกรัม)

mean peak area ratio 

(ค่าเฉลี่ย± ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน)

0.0375

0.015

0.15

0.3

0.315+0.011 

0.623±0.099 

า.085+0.149 

1.944+0.030
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2.4 กราฟมาตรฐานของกรดลิโนเลอิก (C18:2)

y = 5.4231X + 0.1281 
R2 = 0.9987

ปร ิมาณ กรดล ิโนเสอ ิก (C18:2) 

(ไมโครกรัม)

รูปท่ี ค.4 กราฟมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณกรดลิโนเลอิก (018:2) 

0-0.3 ไมโครกรัม กับค่า mean peak area ratio

ปริมาณกรดลิโนเลอิก (018:2) 

(ไมโครกรัม)

mean peak area ratio 

(ค่าเฉลี่ย±ความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน)

0.0375 0.316±0.060

0.015 0.526±0.031

0.15 0.982±0.180

0.3 1.739±0.052
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โครมาโทแกรมของกรดไขมันในแคลลัสคำฝอย 
วิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทกรา



EMS ความเสียหายระดับ 1 EMS ความเสียหายระดับ 2

รูปท่ี ง.1 แสดงโครมาโทแกรมของกรดไขมันในแคลลัลคำฝอยที่ได้จากการให้สาร EMS กับใบเลี้ยงตามภาวะที่เหมาะลม
วิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทกราหีเ OO
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ใบเล้ียงอายุ 1 สัปดาห์ ใบเลี้ยงอายุ 2 สัปดาห์ ใบเลี้ยงอายุ 3 สัปดาห์ ใบเลยงอายุ 4 สัปดาห์

รูปท่ี ง.2 แสดงโครมาโทแกรมของกรดไขมันในแคลสัสคำฝอยพี่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงอายุ ป 2, 3 และ 4 สัปดาห์ บนอาหารแข็งสูตร MS
ท่ีเติม NAA และ BA ความเข้มข้น 0.5 มิลสิกรัมต่อสิตรวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโพกราหีเ
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รูปที่ ง.3 แ ล ดงโครมา โ ท แ ก รมของกรดไซมันในแคลลัสคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตรต่าง ๆ ที่เติม NAA และ BA 

ความเข้มข้น 0.5 มิลลิกรัมต่อลิตรวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโหกราฟิ ๐CO
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รูปท่ี ง.4 แสดงโครมาโทแกรมของกรดไขมันในแคลลัลคำฝอยที่ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ท่ีมี
สารควบคุมการเจริญเติบโตในกลุ่มออกชินและไซโทไคนินซนิดต่าง ๆ วิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทกราทีเ
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รปท ง 4 (ต่อ)
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IBA/ Kinetin 2,4-D/ Kinetin
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รูปที่ ง.5 แลดงโครมาโm tกรมของกรดไขมันไนแคลลัลคำฝอยที,ได้จากการเพาะเลี้ยงใบเลี้ยงบนอาหารแข็งสูตร MS ที่มีนํ้าตาลชนิดต่าง ๆ 

เป็นแหล่งคาร์บอนวิเคราะห์ด้วยแก๊สโครมาโทกราหีเ
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ประว ัต ิผ ู้เข ียน

นางสาวปวีณา นวมเจริญ เกิดวนที่ 15 มิถุนายน พ.ศ. 2517 ที่อำเภอเมือง จังหวัด 

เชียงใหม่ สำเร็จการศึกษาปริญญาตริวิทยาศาสตรบัณฑิต (โรคพืช) คณะเกษตรศาสตร์

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ในปีการศึกษา 2537 และได้เข้าศึกษาต่อในหลักสูตรวิทยาศาลตร

มหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีทางชีวภาพ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ในปีการศึกษา 2538
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