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สูตรและวิธ ีการเตรียมอาหารเลี้ยงเซึ้อ

ภาคผนวก ก

1. อาหารเล ียงเชื้อเหลว carbon free mineral salt medium (CFMM medium)

แอมโมเนียมไนเตรต (NH4N03) 3.0 กรัม
ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟตโดเดคคะไฮเดรต (Na2FIP04*12FI20) 5.5 กรัม
โพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2P04) 0.8 กรัม
แมกนีเซียมซัลเฟตเฮพทะไฮเดรต (MgS04 »7H20) 0.01 กรัม
เพ่อริกคลอไรด์เฮกซะไฮเดรต (FeCI3 *6H20) 0.005 กรัม
แคลเซียมคลอไรด์ไดไฮเดรต(CaCI2»2H20) 0.005 กรัม

ละลายสารสามอย่างแรกในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง ด้วย 
สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 นอร์มัล เป็น 7.5 นำไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อ 
ตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 ๐ซ. เป็นเวลา 20 นาที ส่วนสารสามอย่างหลัง เตรียมแยกแต่ละตัว 
ฆ่าเชื้อด้วยการกรองผ่านชุดกรองสำเร็จรูปซนิดเซลลูโลสอะซีเตตขนาด 0.45 ไมโครเมตร แล้วจึง 
นำมาเติมลงในสารสามอย่างแรกที่ทำการฆ่าเชื้อแล้ว

2. อาหารเล ี้ยงเช ื้อแข ็ง CFMM (CFMM agar)

ละลายแบคโตอการ์15กรัม ลงในอาหารเหลว CFMM (เฉพาะสารสามอย่างแรก)
ปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น 7.5 นำไปต้มให้ละลายและนึ่งฆ่าเชื้อด้วย 
ความดันไอ 15ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ121 ๐ซ. เป็นเวลา20นาที ท้ิงไว้จนได้อุณหภูมิ 
50-60 ๐ซ. จึงเติมสารสามอย่างหลังที่ฆ่าเชื้อแล้วก่อนนำไปใช้

3. อาหารเล ี้ยงเชื้อแข็ง Luria/Bertani (LB agar)

ทริปโตน 10.0 กรัม
ผงสกัดจากยีสต์ 5.0 กรัม
โซเดียมคลอไรด์ 5.0 กรัม
วุ้นผง 15.0 กรัม



105

ละลายส่วนผสมทั้งหมดในนํ้ากลั่นปริมาตร 1,000 มล. ปรับค่าความเป็นกรด-ด่าง เป็น
7.2 นำไปต้มให้ละลายและนึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว อุณหภูมิ 121 °ซ.
เป็นเวลา 20 นาที
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สารเคมีที่ใซในการทดลอง

1. สารละลายอะซีแนพธิลีนในไดเมทธิลชัลฟอกไซด์ (acenaphthylene in DMSO solution)

ซั่งอะซีแนพธิลีน 0.1 กรัม ละลายในไดเมทธิลชัลฟอกไซด์ปริมาตร 3.0 มล. ผสมด้วย 
เครื่องปันผสมจนอะซีแนพธิลีนละลายหมด นำมากรองฆ่าเชื้อผ่านชุดกรองสำเร็จรูปชนิด PTFE 
ที่มีขนาด 0.20 ไมโครเมตร เก็บไว้!นขวดสีเข้มหรอห่อให้มิดชิดที่อุณหภูมิ -20 ๐ซ. แต่ควรเตรียม 
ใหม่ทุกครั้งที่ต้องการใช้

2. สารละลาย 0.85 % โซเดียมคลอไรด์

ภาคผนวก ข

ชั่งโซเดียมคลอไรด์0.85 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 100 มล. นึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 
ปอนด์ต่อตารางนิ้วอุณหภูมิ121 °ซ. เป็นเวลา20นาที

3. 100 % กลีเซอรอล

นำกลีเชอรอล มานึ่งฆ่าเชื้อด้วยความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว อุณหภูมิ 121 ๐ซ. 
เป็นเวลา 20 นาที ทิ้งไว้ข้ามคืน แล้วนำมาฆ่าเช้ือใหม่ ทำซ้ํา 2 คร้ัง

4. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์เข ้มข้น 0.1 โมลาร์ (0.1 M NaOH)

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 4.0 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 900 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด
1,000 มล. เติมน้ํากล่ัน'ให้ครบ 1,000 มล.

5. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 1 นอร์มัล

ชั่งโซเดียมไฮดรอกไซด์ 4.0 กรัม ละลายในนํ้ากลั่น 90 มล. ในขวดวัดปริมาตรขนาด
100 มล. เติมน้ํากลั่นให้ครบ 100 มล.
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6. สารละลายเมทธานอลเข้มข้น 80 % ในนา (ปริมาตรต่อปริมาตร)

กรองเมทธานอล 100 % ผ่านกระดาษกรองชนิด FH ที่มีขนาด 0.5 ไมโครเมตร มากำจัด 
ก๊าซด้วยเครื่องกำเนิดเลียงความถี่สูงจนหมด จากนั้นผสมเมทธานอล 100 % ปริมาตร 800 มล. 
ใส่ในขวดวัดปริมาตรขนาด 1,000 มล. เติมนํ้ากลั่นที่กรองและกำจัดก๊าซแล้วให้ได้ปริมาตรครบ
1,000 มล. นำไปกำจัดก๊าซด้วยเครื่องกำเนิดเสียงความถี่สูงอีกครั้งจนก๊าซหมดหรือสังเกตไม่พบ 
ฟองอากาศ

7. สารละลายไดอะโซมีเทน (diazomethane)

ละลาย พาร'า-โทลูอีน'ซัลโ'ฟนิล-เอ็น-เมทธิล-เอ็น-ไน'โตร,ซามีด (p-toluenesulfonyl-W-
methyl-A/-nitrosamide) 5 กรัม ด้วยไดเอทธิลอีเทอร์ปริมาตร 5 มล. โดยที่สารละลายดังกล่าว 
อยู่ในขวดทำปฏิกิริยาเคมีชนิดมีท่อระบายก๊าซ แช่ขวดทำปฏิกิริยาในอ่างนํ้าแข็ง 5 นาที จากน้ัน 
เติมสารละลายอิ่มตัวของโพแทสเซียมในเอทธานอล 4-5 หยด ก๊าซที่เกิดขึ้นจากการทำปฏิกิริยา 
จะออกจากขวดทางท่อระบายก๊าซ ไปละสมอยู่ในไดเอทธิลอีเทอร์ซึ่งถูกบรรจุอยู่ในขวดลีเข้ม และ 
แช่อยู่ในอ่างน้ําแข็ง สามารถเก็บสารละลายนี้1ไว้ได้ท่ีอุณหภูมิ -20 ๐ซ. (ไม่เกิน 1 สัปดาห์)
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ภาคผนวก ค

1. กราฟมาตรฐานของอะซีแนพธิลีน

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

ความเข้ม1ข้น'ของอะวิแนพธิลีน (มก.ต่อลิตร)

รูปที่ ค.1 กราฟมาตรฐานระหว่างปริมาณอะซีแนพธิสินกบพื้นที่ใต้กราฟ ที่ไต้จากการ
วิเคราะห์โดยวิธ ี HPLC

หาความเข้มข้นของอะซีแนพธิลีนได้จากการนำพืนที่ใต้กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์โดย 
HPLC มาแทนค่าในสมการเส์นตรงดังนี้

พ้ืนที่ใต้กราฟ = (ความชันของกราฟมาตรฐานXปริมาณอะซีแนพธิลีน)+จุดตัดแกนวาย 
โดยท่ี: ความชันของกราฟมาตรฐาน = 13956

จุดตัดแกนวาย -15208



2. ผลของไดเมทธิลชัลฟอกไซด์ต่อการเจริญของเชื้อ R hizob ium  sp. ลายพันธุ CU-A1

Çr»ร

0 12 24 36 48 60 72 96 120 144 168

เวลา (ช้ืว'ไมง)

ชุดการทดลองท่ีไม่เติม DMSO และเติมเช้ือ 
ชุดการทดลองท่ีเติม 1% DMSO และเติมเช้ือ
ชุดการทดลองท่ีเติม 
ชุดการทดลองท่ีเติม 
ชุดการทดลองท่ีเติม 

—• —  ชุดการทดลองท่ีเติม

3% DMSO และเติมเช้ือ 
5% DMSO และเติมเช้ือ 
10% DMSO และเติมเช้ือ 
10%DMSO และไม่เติมเช้ือ

รูปท๋ึ ค.2 กราฟผลของไดเมทธิลซัลฟอกไซด์ต่อการเจริญของเชื้อ Rhizobium
สายพันธุ CU-A1
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ประวัต ิผ ้เข ียน

นางสาวศรัลยา แพงไตร เกิดเม่ือวันท่ี 21 กันยายน พ.ศ. 2518 ท่ีจังหวัดสระบุรี 
สำเร็จการศึกษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ 
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2539 และเข้ารับการศึกษาต่อในระดับ 
ปริญญามหาบัณฑิต สาขาจุลชีววิทยาทางอุตสาหกรรม ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2540
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