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สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ สูตรอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่าย และเพาะเลี้ยงเนื้อเยื้อพืช 

 
 

สูตรอาหารเลี้ยงเชื้อ 
LSTB  (Lauryl  sulfate  tryptose  broth) 

ทริพโตส (tryptose)        20.0 g 
แลคโทส (lactose)        5.0 g 
ไดโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (K2HPO4)    2.75 g 
โมโนโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (KH2PO4)    2.75 g 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)        5.0 g 
โซเดียมลอริลซัลเฟต (sodium  lauryl  sulfate)     0.1 g 
น ้ำกลั่น          1,000 ml 
ก่อนท้ำกำรนึ่งฆ่ำเชื อ ปรับ pH ให้ได้ 6.8 บรรจุหลอดดักแก๊สลงในหลอดอำหำรในลักษณะคว่้ำ น้ำไปนึ่ง
ฆ่ำเชื อ 12 0C 15 นำท ีที่ควำมดัน 15 ปอนด์   

 
BGLB (Brilliant  green  lactose  bile  broth) 

เปปโตน (peptone)        10  g 
แลกโทส (lactose)        10  g 
Oxgall (Bile salt )        20  g 
Brilliant green (เกล็ดสีเขียว)         0.0133  g 
น ้ำกลั่น          1,000 ml 
ก่อนท้ำกำรนึ่งฆ่ำเชื อ ปรับ  pH  ให้ได้ 7.2  บรรจุหลอดดักแก๊สลงในหลอดอำหำรในลักษณะคว่้ำหลอด
แล้ว น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื อ  121 0C 15 นำที  ที่ควำมดัน  15  ปอนด์   

 
EC ( E. coli broth ) 

ทริพโตน หรือทริพติเคส (tryptone   or  trypticase)    20 g 
แลคโทส (lactose)        5.0 g 
bile  salt no.3 หรือ bite  salt   mixture     1.5  g 
ไดโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (K2HPO4)    4.0 g 
โมโนโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (KH2PO4)    1.5 g 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)        5.0 g 
น ้ำกลั่น          1,000 ml 
ก่อนท้ำกำรนึ่งฆ่ำเชื อปรับ  pH ให้ได้ 6.9 บรรจุหลอดดักแก๊สลงในหลอดอำหำร ในลักษณะคว่้ำหลอดแล้ว 
น้ำไปนึ่งฆ่ำเชื อ 121 0C 15 นำที ที่ควำมดัน 15 ปอนด ์

 
สูตรอาหารเพาะเลี้ยงสาหร่าย 
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Bold’s basal medium 
1. ธำตุอำหำรหลัก (macronutrient) 
2. ธำตุอำหำรที่จ้ำเป็น (trace element) 
ธาตุอาหารหลัก (macronutrient) มีทั้งหมด 6 ชนิด 

 โซเดียมไนเตรท (NaNO3)       10 g 
 แคลเซียมคลอไรด์ 2-ไฮเดรต(CaCl.2H2O)     1 g 
 แมกนีเซียมซัลเฟต 7-ไฮเดรต (MgSO4.7H2O)    3 g 
 ไดโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (K2HPO4)   3 g 
 โมโนโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (KH2PO4)   7 g 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)       1 g 
 น้ำเกลือแต่ละชนิดละลำยในน ้ำกลั่นอย่ำงละ    400 ml 
ธาตุอาหารที่จ าเป็น (trace element) มีทั้งหมด 4 ชนิด 

 ก. EDTA stock 
 ข. H-Fe stock 
 ค. Boron stock 
 ง. H-H5 stock 

EDTA stock ประกอบด้วย 
 - EDTA         50.0 g 
 - โปแตสเซียมไฮดรอกไซด์ควำมบริสุทธิ์ 85 % (KOH)   31.0 g 
 น้ำส่วนประกอบทั งสองละลำยในน ้ำกลั่น     1,000 ml 
H-Fe stock ประกอบด้วย 
 - เฟอรัสซัลเฟต 7-ไฮเดรต (FeSO4.7H2O)     4.98 g 
 ละลำยเฟอรัสซัลเฟตในน ้ำที่เป็นกรด 1 ลิตร (แทนกำรใช้น ้ำกลั่นธรรมดำ) เตรียมได้โดยเติม
กรดซัลฟูริก (H2SO4) เข้มข้น 1 ml ลงในน ้ำกลั่น 999 ml 
Boron stock ประกอบด้วย 
 - กรดบอริค (H3BO3)       11.42 g 
 ละลำยในน ้ำกลั่น        1,000 ml 
H-H5 stock ประกอบด้วย 
 - ซิงค์ซัลเฟต 7-ไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)     8.82 g 
 - โมลิบดินัมออกไซด์ (MoO3)      0.71 g 
 - โคบอลท์ไนเตรท 6-ไฮเดรต [Co(NO3)2.6H2O]    0.49 g 
 - แมงกำนีสคลอไรค์ 4-ไฮเดรต (MnCl2.4H2O)    1.44 g 
 - คอปเปอร์ซัลเฟต 5-ไฮเดรต (CuSO4.5H2O)    1.57 g 
 น้ำส่วนประกอบทั งหมดละลำยในน ้ำที่เติมกรด (เตรียมเหมือนข้อ ข.) ปริมำตร 1,000 ml 
วิธีเตียมอาหาร 
 ผสมสำรละลำยทั ง 2 ประเภทเข้ำด้วยกันดังนี  
 - สำรละลำยธำตุอำหำรหลักชนิดละ     10 ml (6 ชนิด) 
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- สำรละลำยธำตุอำหำรที่จ้ำเป็นชนิดละ     1 ml (4 ชนิด) 
 - เติมน ้ำกลั่นให้ครบ       1,000 ml 

 
Modified Chu No.10 medium 

ประกอบด้วยสำรละลำยของเกลือ 3 ประเภท ได้แก่ 
1. สารละลายสต๊อค (stock solution) 

แคลเซียมคลอไรด์ 2-ไฮเดรต (CaCl.2H2O)     3.67 g 
แมกนีเซียมซัลเฟต 7-ไฮเดรต (MgSO4.7H2O)    3.69 g 
โซเดียมไบคำร์บอเนต (NaHCO3)      1.26 g 
ไดโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (K2HPO4)   0.87 g 
โซเดียมไนเตรท (NaNO3)       8.5 g 

 โซเดียมเมตำซิลิเกต 9-ไฮเดรต (NaSiO3.9H2O)    2.84 g 
 น้ำเกลือแต่ละชนิดละลำยในน ้ำกลั่น 100 ml แล้วน้ำสำรละลำยไปฆ่ำเชื อ 
2. สารละลายเหล็ก (iron solution) 
 ละลำยสำรน ้ำส้ม Acitic acid (C6H8O7.H2O) 3.35 g ในน ้ำกลั่น 100 ml แล้วเติมเฟอริคซิเตรต 
(FeC6H5O3.5H2O) 3.35 g น้ำไปอบฆ่ำเชื อด้วยหม้อนึ่งควำมดัน รินสำรละลำยที่ฆ่ำเชื อแล้วใส่หลอดที่
ปลอดเชื อ หุ้มหลอดด้วยกระดำษตะกั่วแล้วเก็บไว้ในตู้เย็น 
3. สารละลายแร่ธาตุที่จ าเป็น (trace element solution) 
 คอปเปอร์ซัลเฟต 5-ไฮเดรต (CuSO4.5H2O)     19.6 g 
 ซิงค์ซัลเฟต 7-ไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)     44.0 g 
 โคบอลท์คลอไรด์ 6-ไฮเดรต (CoCl2.6H2O)     20.0 g 
 แมงกำนีสคลอไรค์ 4-ไฮเดรต (MnCl2.4H2O)    36.0 g 
 โซเดียมโมลิบเดท 2-ไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O)    12.6 g 
 กรดบอริค (H3BO3)       618.4 g 
 
 
วิธีเตรียมอาหาร ผสมสำรละลำยทั ง 3 ประเภทเข้ำด้วยกัน ดังนี  
 ผสมสำรละลำยสต๊อค (ข้อ 1.) 6 ชนิดๆ 1 ml กับน ้ำกลั่น 1,000 ml 
 เติมสำรละลำยเหล็ก (ข้อ 2.) 1 ml 
 เติมสำรละลำยแร่ธำตุที่จ้ำเป็น (ข้อ 3.) 1 ml 

 
BG -11 medium 

 แมกนีเซียมซัลเฟต 7-ไฮเดรต (MgSO4. 7H2O)    0.075 g 
 โซเดียมคำร์บอเนต (Na2CO3)       0.02 g 
 ไดโปแตสเซียมไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต 7-ไฮเดรต (K2HPO4.7H2O)  0.04 g 
  แคลเซียมคลอไรด์ 2-ไฮเดรต(CaCl.2H2O)     0.036 g 
 กรดซิตริก (C6H8O10)       0.006 g 
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 ไดโซเดียมแมกนีเซียม EDTA      0.001 g 
 โซเดียมไนเตรท (NaNO3)       1.5 g 
 เฟอริคแอมโมเนียมซิเตรท (ferric ammonium citrate)   0.006 g 
 Trace  Metal  Mix A5+Co      1 ml 
 Deionized water เติมน ้ำกลั่นให้ครบ     1,000 ml 
วิธีการเตรียม Trace  Metal  Mix A5+Co 
 กรดบอริค (H3BO3)        2.86 g 
 แมงกำนีสคลอไรด์ 4-ไฮเดรต (MnCl2.4H2O)    1.81 g 
 ซิงค์ซัลเฟต 7-ไฮเดรต (ZnSO4.7H2O)      0.222  g 
 โซเดียมโมลิบเดต 2-ไฮเดรต (Na2MoO4.2H2O)     0.390  g 
 คอปเปอร์ซัลเฟต 5-ไฮเดรต (CuSO4.5H2O)     0.079  g 
 โคบอลท์ไนเตรท 6-ไฮเดรต [Co(NO3)2.6H2O]     0.049 g 

 
 
 
 
 

Algal medium 
  โซเดียมไนเตรท (NaNO3)       1.0 g 
 แอมโมเนียมคลอไรด์ (NH4Cl)      50 mg 
 แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl2)      58 mg 
 แมกนีเซียมซัลเฟต (MgSO4)      0.513 mg 
 ไดโปแตสเซียมไดไฮโดรเจนออร์โธฟอสเฟต (K2HPO4)   0.25 g 
 เฟอริคคลอไรด์ (FeCl3)       0.3 mg 
 เติมน ้ำกลั่นให้ครบ       1,000 ml 
  การเตรียมอาหารสูตร Bold’ basal medium, Modified Chu No.10 medium และ 
BG-11 ร่วมกับน้ าทิ้งจากโรงอาหาร 
 สูตรอำหำรพื นฐำน       1 ส่วน 
 น ้ำทิ งจำกโรงอำหำร (ท่ีผ่ำนกำรฆ่ำเชื อ)     1 ส่วน 
วิธีเตรียม น้ำอำหำรทั ง 2 ส่วนรวมกันในอัตรำส่วน 1:1 แล้วน้ำไปนึ่งฆ่ำเชื อที ่1210C 15 นำที  
 

การเตรียมอาหารสังเคราะห์ที่ใช้ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ 

1. วิธีการเตรียมอาหารสังเคราะห์สูตร Murashige and Skoog (MS,1962) ที่เติมสารควบคุมการ
เจริญโดยเติม napthaleneacetic acid (NAA) และ N6- Benzyladenine (BA) 
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เตรียมอำหำรสูตร MS จ้ำนวน 2.4 ลิตร เพ่ือศึกษำผลของอิทธิผลของสำรควบคุมกำรเจริญชนิด
napthaleneacetic acid (NAA) และ N6- Benzyladenine (BA) ในสูตรอำหำรที่มีผลต่อกำรงอกและ
กำรเจริญพัฒนำของผลอ่อนมะนำวป่ำสำมำรถเตรียมได้ดังนี  

  1.1 ดูดสำรละลำยจำก Stock solution ต่ำง ๆ มำรวมกัน โดย 
  Stock solution I         48 มิลลิลิตร 
  Stock solution II        24 มิลลิลิตร 
  Stock solution III      2.4  มิลลิลิตร 
  Stock solution IV      24 มิลลิลิตร 
  Stock solution V      24 มิลลิลิตร 
  Stock solution VI         24 มิลลิลิตร 
  1.2 เติมน ้ำตำลซูโครสจ้ำนวน 72 กรัมต่อลิตร 
  1.3 ปรับปริมำตร 2,400 มิลลิลิตร 
  1.4 เทแบ่งใส่บีกเกอร์ละ 200 มิลลิลิตร 
  1.5 เติมสำรควบคุมกำรเจริญเติบโตชนิด NAA ที่ระดับควำมเข้มข้น 0 0.1 และ 0.5
ร่วมกับ BA ที่ระดับควำมเข้มข้น 0 0.5 1.0 และ 2.0 
  1.6 ปรับปริมำตรให้แต่ละบีกเกอร์ครบ 200 มิลลิลิตร 
  1.7 น้ำไปปรับค่ำ pH ให้ได้ค่ำ 5.5-5.7 
  1.8 ชั่งวุ้น 2 กรัม ทั งหมด 12 บีกเกอร์ แล้วค่อย ๆ เติมลงในบีกเกอร์คนให้เข้ำกัน 
  1.9 หลอมวุ้นให้ละลำยและบรรจุใส่ขวดอำหำร 
  1.10 น้ำขวดที่บรรจุอำหำรแล้วไปนึ่งฆ่ำเชื อในหม้อนึ่งควำมดันไอ (autoclave)  
ที่อุณหภูมิ 121°C ควำมดัน 15 ปอนด์ต่อตำรำงนิ ว เป็นเวลำ 15 นำที         
 
 
 


