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อาหารเล้ียงเชือ้ 
Nutrient agar medium (NA) 

   Nutrient broth                                                  8.0 กรัม 
ผงวุน                                                                15  กรัม 
น้ํากล่ัน                                                            1000 มิลลิลิตร 

วิธีการเตรียม 
 ละลาย Nutrient broth ลงในน้ํากล่ัน 950 มิลลิลิตร คนดวยแทงแกวใหสารอาหารละลาย 
ปรับ pH ดวย 0.1 NaOH หรือ 0.1 N HCl จนไดประมาณ 6.8 -7 ปรับปริมาตรเปน 1000 มิลลิลิตร 
นําไปผสมวุนตมจนละลาย เทอาหารใสขวดปริมาณขวดละ 200 มิลลิลิตร ปดดวยจุกสําลี ปดทับ
ดวยกระดาษอีกคร้ัง นําไปน่ึงในหมอนึ่งความดันไอน้ํา (autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 20 นาที 
 
Rennie Medium Semi-Solid (RMS) 
Solution A 

Solution  A    :    โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2 PO4 )                                    0.8 กรัม 
  Yeat extract                                                                  0.1 กรัม 
  น้ําตาลซูโครส(Sucrose )                                              5.0 กรัม 
  แมนนิทอล(Menital)                                                     3.0 กรัม 
  โซเดียมมาเลท(Sodium malate)                                    2.0 กรัม 
  โซเดียมมาเลท(Na- Lactate 60%)                                 0.5 มิลลิลิตร 
  โพแทสเซียมฟอสเฟต (K2 HPO4)                                  0.2 กรัม  
  โซเดียมคลอไรด(NaCl )                                                0.1 กรัม 
                           โซเดียมเฟอริกคีเลท(NaFeEDTA)                                 0.28 กรัม                        

             โซเดียมโมลิเดรททูไฮเดรท(Na2MoO4. 2H2O)                0.25 กรัม                                          
  วุน                                                                                  2.0 กรัม 
  น้ํากล่ัน                                                                           900 มิลลิลิตร 
Solution  B    :     แมกนเีซียมซัลเฟต-7-ไฮเดรต (MgSO4. 7 H2O)            0.2 กรัม 
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  แคลเซียมคลอไรดดีไฮเดรต (CaCl2 . 2H2O                       0.06 กรัม 
  น้ํากล่ัน                                                                              100 มิลลิลิตร 
 
Solution  C   :    ไบโอติน(Biotin )                                                               5.0  ไมโครกรัม 
               พาราอะมิโนเดนโซอิค (Para – aminodenzoic  acid)        10.0 ไมโครกรัม 
 

              สารสกัดจากปทุมมา                                                          1.25 มิลลิลิตร 
 

ข้ันตอนการเตรียมสารสกัดจากพืช  
 การเตรียมสารสกัดจากพืช เปนการเตรียมน้ําสกัดจากตนปทุมมาซ่ึงในการศึกษาคร้ังนี้ใช
สวนของกาบใบ เพื่อผสมลงในอาหารใหมีสวนประกอบใกลเคียงกับภายในตนปทุมมาจริงมากท่ีสุด 
โดย ช่ังกาบใบปทุมมา 10 กรัมนําไปบดกับเอทธานอล 80 เปอรเซ็นต ปริมาณ 25 มิลลิลิตรใน
โกรงบดท่ีผานการฆาเช้ือ กรองดวยกระดาษกรองท่ีฆาเช้ือแลว จากน้ันกรองดวย filter membrane 
นําไปผสมในอาหาร 1.25 มิลลิลิตรตออาหาร 1 ลิตร (ทําในตูปลอดเช้ือ) 
 
ข้ันตอนการเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ 
 เตรียมอาหารแยกออกเปน 4 สวน โดยสวนท่ี1 คือ Solution A ช่ังสารเคมีตามขางตนผสม
กับน้ํากล่ัน ปรับ pH เทากับ 7.0 จากนั้นปรับปริมาตรเปน 900 มิลลิลิตรนําไปตมกับวุนละลายใหเขา
กัน แบงอาหารใสขวดแตละขวดมีปริมาตร 150 มิลลิลิตรปดดวยจุกสําลี ปดทับดวยกระดาษอีกคร้ัง 
จากนั้นเตรียมสวนท่ี 2 คือ Solution B ช่ังสารเคมีตามขางตนแบงใสขวดรูปชมพูขนาด 125 มิลลิลิตร 
ขวดละ 50 มิลลิลิตร นําท้ังสองสวนไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอนํ้า ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียล 
ความดัน 15 ปอนดตอตารางนิ้ว นาน 20 นาที 
 นําแตละสวนมาผสมกันในตูปลอดเช้ือตามอัตราสวนท่ีกลาวไวในสูตรอาหาร (สวน 
Solution  C และ สารสกัดจากปทุมมา กอนผสมตองกรองผาน filter membrane เพื่อการฆาเช้ือ ) 
จากนั้นแบงใสหลอดทดลอง หลอดละ 9 มิลลิลิตรปดดวยฝาปด 
 
การเตรียมสารละลาย C   
 สารละลาย Na หรือ K  Tartrate 2 เปอรเซ็นต 1 มิลลิลิตร ผสมกับ CuSO4  1 เปอรเซ็นต  1 
มิลลิลิตร หลังจากนั้นดูดมา 1 มิลลิลิตร ผสมกับสารละลาย NaCo3  2 เปอรเซ็นต ใน 0.1 N NaOH   
50 มิลลิลิตร  
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การเตรียม Sulkovskii 
 1.      0.5 M FeCl3     คํานวณหาน้ําหนกัของสารท่ีตองการ 
  1 M FeCl3          =  [   18.9984 +( 35.453 ×3 ) ] 
               =  125.3574 กรัม 

0.05 M FeCl3    =  1.25.3574 × 0.5 /1 
               =  62.6787 กรัมตอลิตร 

ช่ัง  0.05 M FeCl3    62.6787 กรัม ละลายในนํ้ากล่ันปรับปริมาตรใหเปน  1 ลิตร 
 2 .   35 เปอรเซ็นต HClO4    50 ml  ในตูมี 71 เปอรเซ็นต HClO4 

                            ตวง  71เปอรเซ็นต HClO4  49.30 มิลลิลิตรและปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร
หลังจากนัน้ผสม 0.5 M FeCl3 1 มิลลิลิตร กับ 35เปอรเซ็นต HClO4 50 มิลลิลิตร เขยาใหเขากนั  
 
สูตรคํานวณปริมาณกาซเอทธิลีน 
 ปริมาณ กาซเอทธิลีน = ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน × B×V 
                                           Vstd × A 
 
 ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน = 15.46 นาโนโมล 
 B  = พื้นท่ีใตกราฟ(sample area ) 
 V  = ปริมาณชองวางอากาศ(volumn sample) 
 Vstd = ปริมาณของสารละลายมาตรฐานที่ฉีดเขาเคร่ือง GC (1 มิลลิลิตร) 
 A = พื้นท่ีใตกราฟของสารละลายมาตรฐาน (standard area)  
 
การเตรียม reagent สําหรับวิเคราะหไนโตรเจนรวม 
 A  reagent  ช่ังโซเดียมคีเลต 25 กรัม ใสบีกเกอร ละลายในน้ํากล่ัน 800 มิลิลิตร ปรับ pH ให
เปน 10 โดยใชโซเดียมไฮดรอกไซด เปนตัวปรับ pH จากนั้นเติมสารละลายเมธิลเรด 20 มิลลิลิตร 
(เมธิลเรด 0.05 กรัม + 60เปอรเซ็นตเอทธานอล 20 มิลลิลิตร) คนใหเขากัน ปรับปริมาตรดวยน้ํา
กล่ัน 
 B  reagent  ช่ังโพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต 136.09 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตร 
เติมน้ํากล่ัน 400 มิลลิลิตร จากน้ันช่ังกรดเบนโซอิค 2.75 กรัม ใสบีกเกอร 500 มิลลิลิตรเติมน้ํากล่ัน 
400 มิลลิลิตร นําไปผสมใหเขากันโดยใชแทงแกวคน  
 C  reagent  ช่ังโซเดียมไนโตรพรัสไซด 0.1 กรัม ใสในขวดปรับปริมาตร  จากนั้นเติม 
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ฟนอล 10.25 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันใหเปน 1 ลิตร เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส ใชไดนาน 2 สัปดาห 
 D  reagent  ช่ังโซเดียมไฮดรอกไซด 10  กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 7.06 กรัม และ
ไตรโซเดียมฟอสเฟต 31.8 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน จากนั้นเติมโซเดียมไฮเปอรคลอไรด 10 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 1 ลิตร  
 
การเตรียม reagent สําหรับวิเคราะหฟอสฟอรัส 
 E reagent   ช่ังแอมโมเนียมโมลิบเดต 25 กรัม ละลายในน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร จากนั้นนํามา
กรอง 
 L  reagent   เตรียมกรดซัลฟริูก 250 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากล่ัน 200 มิลลิลิตร ท้ิงไว 1 คืน
จากนั้นปรับปริมาตรดวยน้ํากล่ันเปน 500 มิลลิลิตร 
 M  reagent   นํา E  reagent  มาผสม  L  reagent  โดยเท L reagent  ลงในบีกเกอร ขนาด 1 
ลิตร คอยๆเท E  reagent   ทีละนอย อยางชาๆท้ิงไว 1 คืน วันตอมานํามาปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร
เก็บไวในขวดสีชาต้ังท้ิงไวในท่ีมืด 
 เตรียมสารละลายสเทนัสคลอไรด โดยช่ัง สเทนัสคลอไรด 0.25 กรัม เทลงในขวดสีชา
(เตรียมในตูควนั) เติมกรดไฮโดรคลอริก 5 มิลลิลิตร ละลายใหหมด จากน้ันเติมน้ํากล่ัน 20 มิลลิลิตร
ใชได 3 วนั 
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ประวัติการศึกษา 
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