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ภาคผนวก ก 

 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือ 

 
ก-1  อาหารสูตร  BG-11 ส าหรับใช้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย  (Schneegurt,  2005) 
  

NaNO3 1.5           กรัม 
K2HPO4 0.04         กรัม   
MgSO4·7H2O 0.075       กรัม 
CaCl2·2H2O 0.036       กรัม 
Citric acid 0.006       กรัม 
Ferric ammonium citrate 0.006       กรัม 
EDTA (disodium salt) 0.001       กรัม 
NaCO3 0.02         กรัม 
Trace metal mix A5 1.0           มิลลิลิตร 
วุ้น 10.0         กรัม 
น้ ากลั่น 1.0           ลิตร 

หลังจากกระบวนการนึ่งฆ่าเชื้อและท าให้เย็นลง ปรับพีเอชให้มีค่าเป็น   7.1 
 
Trace metal mix A5: 

H3BO3 2.86    กรัม 
MnCl2·4H2O 1.81    กรัม 
ZnSO4·7H2O 0.222  กรัม 
NaMoO4·2H2O 0.39    กรัม 
CuSO4·5H2O 0.079  กรัม 
Co(NO3)2·6H2O 49.4    มิลลิกรัม 
น้ ากลั่น 1.0 ลิตร 
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ก-2   อาหารสูตร  N-8 ส าหรับใช้ในการเพาะเลี้ยงสาหร่าย (Schneegurt,  2005) 
Na2HPO4·2H2O   260.0  มิลลิกรัม 
KH2PO4    740.0  มิลลิกรัม 
CaCl2    10.0  มิลลิกรัม 
Fe EDTA   10.0  มิลลิกรัม 
MgSO4·7H2O   50.0  มิลลิกรัม 
KNO3    1000.0  มิลลิกรัม 
Trace element mixture 1.0  มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น    1.0 ลิตร 
หลังจากกระบวนการนึ่งฆ่าเชื้อและท าให้เย็นลง ปรับพีเอชให้มีค่าเป็น   6.8 
 
Trace element mixture  
AL(SO4)3·18H2O 3.58  กรัม 
MnCl2·4H2O   12.98  กรัม 
CuSO4·5H2O   1.83  กรัม 
ZnSO4·7H2O   3.20  กรัม 
น้ ากลั่น    1.0 ลิตร 
 
ก-3  อาหารสูตร  BB   (Schneegurt,  2005) 

NaNO3 (5.0 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
MgSO4·7H2O (1.5 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
NaCl (0.5 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
K2HPO4 (1.5 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
KH2PO4 (3.5 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
CaCl2·2H2O (0.5 g/200 ml) 10.0    มิลลิลิตร 
H3BO3 (1.14 g/100 ml) 1.0      มิลลิลิตร 
Trace elements solution 1.0      มิลลิลิตร 
EDTA stock 1.0      มิลลิลิตร 
Fe solution 1.0      มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น 1.0      ลิตร 

          วุ้น                                       15       กรัม 
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Trace elements solution: 
ZnSO4·7H2O 8.82  กรัม 
MnCl2·4H2O 1.44  กรัม 
MoO3 0.71  กรัม 
CuSO4·5H2O 1.57  กรัม 
Co(NO3)2·6H2O 0.49  กรัม 
น้ ากลั่น 1.0    ลิตร 

EDTA stock: 
EDTANa2 5.0     กรัม 
KOH 3.1     กรัม 
น้ ากลั่น 100    มิลลิลิตร 

Fe solution: 
FeSO4·7H2O 4.98   กรัม 
conc H2SO4 1.0     มิลลิลิตร 
น้ ากลั่น 1.0     ลิตร 

  
วิธีการเตรียมอาหาร 
 ชั่งสารเคมีตามอัตราส่วนที่ก าหนด ละลายด้วยน้ ากลั่นสะอาดปรับปริมาตรให้ได้ตามความ
เข้มข้นที่ต้องการ จากนั้นน าไปนึ่งฆ่าเชื้อด้วยหม้อนึ่งอัดไอที่สภาวะอุณหภูมิ  121  องศาเซลเซียส  
ความดัน  15  ปอนด์ต่อตารางนิ้ว 
 
ก-4 อาหารเลี้ยงเชื้อแบคทีเรียสูตรน้้ามะพร้าว 

น้ ามะพร้าวแก่   1 ลิตร 
น้ าตาลทราย   50 กรัมต่อลิตร 
แอมโมเนียมซัลเฟต  1 กรัมต่อลิตร 
กรดอะซิติกเข้มข้น  10 มิลลิลิตรต่อลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากันด้วยน้ ามะพร้าวแก่ และปรับ pH ให้มีค่าเป็น 5.0 จากนั้น

น าไปนึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
ด้วยหม้อนึ่งอัดไอ 
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ก-5 อาหารเลี้ยงเช้ือแบคทีเรีย HS medium (Ruka และคณะ, 2012) 
กลูโคส    20 กรัมต่อลิตร 
ยีสต์สกัด   50 กรัมต่อลิตร 
เปปโตน    50 กรัมต่อลิตร 
โซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 2.7 กรัมต่อลิตร 
กรดซิตริก   1.15 กรัมต่อลิตร 
น้ ากลั่น    1 ลิตร 
ละลายส่วนผสมทั้งหมดให้เข้ากันด้วยน้ ากลั่น น าไป นึ่งฆ่าเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที ด้วยหม้อนึ่งอัดไอ 
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ภาคผนวก ข 

 

                                กราฟมาตรฐานสารละลายมาโลนัลดีไฮด์ 
การเตรียมสารละลายมาโลนัลดีไฮด์ 

1. มาโลนัลดีไฮด์ 0.1 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่นให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
2. เจือจางโดยน าปริมาณสารมาโลนัลดีไฮด์ที่เตรียมได้จากข้อที่ 1 มาปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น

ให้ได้ 100 มิลลิลิตร 
3. น าสารละลายที่ได้มาเจือจางให้ได้ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 
 

ความเข้มข้น (ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 0 1 2 3 4 5 6 
มาโลนัลดีไฮด์ (มิลลิลิตร) 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 
น้้ากลั่น (มิลลิลิตร) 1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 

 
 4. เติมสารละลายผสมของกรดไทโอบาบิทิวริก 5 มิลลิลิตร เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นน าไปต้มท่ี

อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
 5. ท าให้เย็น และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร น าค่าท่ีได้ไปสร้าง
กราฟเพ่ือหาสมการเส้นตรงจากกราฟ 
 

การค้านวณ (รายงานค่าเป็นมิลลิกรัมของมาโลนัลดีไฮด์ต่อกิโลกรัมตัวอย่าง) 
 ค านวณปริมาณ TBARS (thiobarbituric reactive substances) ในรูปของมาโลนัลดีไฮด์ 

โดยเปรียบเทียบกับสมการที่ได้จากกราฟมาตรฐาน 
ความเข้มข้นมิลลิกรัมของมาโลนัลดีไฮด์ต่อกิโลกรัมตัวอย่าง  = ค่า OD วัดที่ได้  =    X/1000ml 

            Y 
หมายเหตุ  X     คือ มิลลิกรัมมาโลนัลดีไฮด์ของตัวอย่าง 

1000 ml  คือ การเปลี่ยนหน่วยจากไมโครกรัม (μg) ไปเป็นมิลลิกรัม (mg) 
    Y      คือ ค่าความชันที่ได้จากกราฟมาตรฐานมาโลนัลดีไฮด์ ดังรูปที่ ฉ-1 
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ตารางที่ ข-1 แสดงค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตรของสารละลายมาตรฐาน
มาโลนัลดีไฮด์ 
 

ความเข้มข้นของมาโลนัลดีไฮด์ 
(ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร 
1 2 3 เฉลี่ย 

0 0.000 0.000 0.000 0.000 
1 0.008 0.008 0.009 0.0083 
2 0.019 0.018 0.020 0.0190 
3 0.028 0.028 0.027 0.0277 
4 0.045 0.041 0.044 0.0433 
5 0.052 0.052 0.049 0.0510 
6 0.060 0.063 0.061 0.0613 

 
 

 
รูปที่ ข-1 แสดงกราฟมาตรฐานของสารละลายมาโลนัลดีไฮด์ 
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