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ภาคผนวก ก 
 

วิธีการวิเคราะห 
 
1.  ปริมาณความชื้น (AOAC, 1990) 
อุปกรณ 

1. ตูอบไฟฟา (electric oven) 
2. โถดูดความชื้น (desiccator) 
3. ภาชนะอะลูมิเนียมสําหรับหาความชื้น (moisture can) 
4. เครื่องชั่งไฟฟาชนิดละเอียด 4 ตําแหนง 

วิธีการ 
1. อบภาชนะสําหรับหาความชื้นในตูอบไปฟาที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

ช่ัวโมง นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของ
ภาชนะลดลงเทากับอุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนักอีกครั้ง 

2. ทําเชนเดียวกับขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 
มิลลิกรัม  

3. ช่ังตัวอยางที่ตองการหาความชื้นใหไดน้ําหนักแนนอน 1-2 กรัม ใสลงในภาชนะหา
ความชื้นที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไปอบในตูอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส นาน 
5-6 ช่ัวโมง นําออกจากตูอบใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของ
ภาชนะลดลงเทากับอุณหภูมิหองแลงชั่งน้ําหนักภาชนะพรอมตัวอยาง 

4. อบซ้ํา จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ังทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิกรัม 
การคํานวณ 
       ปริมาณความชื้น       =                 ผลตางของน้ําหนักตัวอยางกอนอบและหลังอบ (กรัม) x 100 
 (เปอรเซ็นตโดยน้ําหนัก)                               น้ําหนักตัวอยางเริ่มตน (กรัม) 
 
2.  ปริมาณไนโตรเจนทั้งหมด (ดัดแปลงมาจาก AOAC, 1990) 
อุปกรณ 

1. ขวดยอยโปรตีน (Kjeldahl flask) ขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. ขวดรูปชมพู (erlenmeyer flask) ขนาด 250 และ 500 มิลลิลิตร 
3. ปเปตขนาด 5 และ 10 มิลลิลิตร 
4. บิวเรตขนาด 25 มิลลิลิตร 
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5. ชุดยอยโปรตีน ประกอบดวย เตายอย (heater) และเครื่องจับไอกรด (scrubber) 
6. ชุดกลั่นโปรตีน  Kjeltech system distilling unit รุน  Model 2000 ของบริษัทTecator 

จํากัด 
สารเคมี 

1. กรดซัลฟูริกเขมขน 
2. สารเรงปฏิกิริยา ซ่ึงเปนสารผสมระหวางคอปเปอรซัลเฟต (CuSO2) และโปตัสเซียม

ซัลเฟต (K2 SO4) อัตราสวน 1 : 9 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดเขมขน 20 เปอรเซ็นต และ 40 เปอรเซ็นต (โดยน้ํา

หนัก) 
4. สารละลายกรดบอริกเขมขน 4 เปอรเซ็นต (โดยน้ําหนัก) 
5. สารละลายกรดเกลือเขมขน 0.1 นอรมอล (โดยน้ําหนัก) เตรียมโดยตวงกรดเกลือ    

เขมขนปริมาตร 9 มิลลิลิตร ใสลงในขวดปรับปริมาตรขนาด 1 ลิตร ซ่ึงมีน้ํากลั่นบรรจุ
อยู เติมน้ํากลั่นลงไปจนถึงขีดปริมาตร เขยาใหเขากัน ไดเปนสารละลายกรดเกลือ   
เขมขน 0.1 นอรมัล จากนั้นหาความเขมขนมาตรฐานของสารละลายกรดเกลือ โดยชั่ง
โซเดียมเทตราบอเรต  (Borax : Na2B2O7.10H2O) ใหไดน้ํ าหนักแนนอน  0.4 กรัม 
(สําหรับความเขมขน 0.1 นอรมัล)  ใสลงในฟลาสก (erlenmeyer flask) ขนาด 250 
มิลลิลิตร ละลายดวยน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตร เติมอินดิเคเตอร 2-3 หยด แลวไตเตรตกับ
สารละลายกรดเกลือที่ตองการหาความเขมขนมาตรฐาน สีของสาระลายจะเปลี่ยนจาก
สีเขียวเปนสีมวงที่จุดยุติ คํานวณความเขมขนมาตรฐานของสารละลายกรดเกลือที่ได 

คํานวณ 
ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือ  =                         น้ําหนักของโซเดียมเทตราบอเรต (กรัม) 
 (นอรมัล)                                           ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไตเตรต (มล.) x 0.1907 
(กรัมสมมูลของโซเดียมเทตราบอเรต = 190.72) 
 

6. อินดิเคเตอรผสมระหวางเมทิลเรด เมทิลีนบลู และโบรโมครีซอลกรีน 
6.1    ช่ังเมทิลเรด 0.125 กรัม และเมทิลีนบูล 0.082 กรัม ละลายในเอทิลแอลกอฮอล   

           ความเขมขน 95 เปอรเซ็นต ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
6.2    ช่ังโบรโมครีซอลกรีน 0.1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรเปน 100  

      มิลลิลิตร 
6.3    ผสมสารละลายจากขอ 6.1 และ 6.2 ในอัตราสวน 5 : 1 
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วิธีวิเคราะห 
ขั้นตอนการยอย 

1. ช่ังน้ําหนัก (ของแข็ง) ใหไดน้ําหนักแนนอนประมาณ 0.5-1.0 กรัม (ตัวอยางของเหลว
ใชปริมาตร 1-10 มิลลิลิตร) ใสลงในขวดยอยโปรตีน ทํา blank โดยใชน้ํากลั่นแทนที่
ตัวอยาง 

2. เติมสารเรงปฏิกิริยา 5 กรัม 
3. เติมกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร 20 มิลลิลิตร 
4. วางหลอดยอยในเตายอยแลวประกอบสายยางระหวางฝาครอบ ขวดใสดางที่มีสาร

ละลายโซเดียมโฮดรอกไซดเขมขน 20 เปอรเซ็นต ปริมาตร 500-600 มิลลิลิตร และ
เครื่องจับไอกรดใหเรียบรอย 

5. เปดเครื่องจับไอกรดและเตายอย แลวตั้งอุณหภูมิที่ 350 องศาเซลเซียส เปนเวลา 60 
นาที ยอยจนไดสารละลายใส ปลอยทิ้งไวใหเย็นลง 

ขั้นตอนกลั่น 
1. เปดสวิทซชุดกลั่นโปรตีนและน้ําหลอน้ําเย็น 
2. กล่ันลางเครื่องดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง 
3. นําขวดยอยโปรตีนตอเขากับชุดกลั่นโปรตีน เติมน้ํากลั่น 50 มิลลิลิตรและสารละลาย

โซเดียมโฮดรอกไซดเขมขน 40 เปอรเซ็นต ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 
4. นําขวดรูปชมพูขนาด 500 มิลลิลิตร ที่มีการเติมกรดบอริกรอยละ 4 ปริมาตร 20 

มิลลิลิตร และอินดิเคเตอรไปรองรับของเหลวที่จะกล่ันออกมา โดยใหสวนปลายของ
อุปกรณควบแนนจุมลงในสารละลาย 

5. กล่ันโดยใชเวลาประมาณ 4 นาที 
6. ไตเตรตสารละลายที่กล่ันไดกับสารละลายกรดเกลือเขมขน 1 เปอรเซ็นต สีของสาร

ละลายจะเปลี่ยนจากสีเขียวเปนสีมวง 
การคํานวณ 
 ปริมาณไนโตรเจน (เปอรเซ็นต)    =      (a -b)  x  N  x 1.4007 
       W 
 ปริมาณโปรตีน (เปอรเซ็นต)    =   (a-b)  x  N  x  1.4007  x  F 
           W 
โดยที่     a    =     ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไตเตรตกับตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
    b   =      ปริมาตรของสารละลายกรดเกลือที่ใชไตเตรตกับ blank (มิลลิลิตร) 
    N  =     ความเขมขนของสารละลายกรดเกลือ (นอรมัล) 
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    W   =   น้ําหนักหรือปริมาตรของตัวอยางเริ่มตน (กรัมหรือมิลลิลิตร) 
    F    = เฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับอาหารชนิดตางๆ  
     (แฟกเตอรที่ใชในการคํานวณหาปริมาณโปรตีนสําหรับผลิตภัณฑจากปลาเทากับ 6.25) 
 
3.  ปริมาณคารบอนทั้งหมด (AOAC, 1990) 
อุปกรณ  

1. เตาเผา (muffle furnace) 
2. ถวยกระเบื้องเคลือบ (porcelain crucible) 
3. โถดูดความชื้น (desicator) 
4. เครื่องชั่งไฟฟาชนิดละเอียด 4 ตําแหนง 

วิธีการ 
1. เผาถวยกระเบื้องเคลือบในเตาเผาที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 ช่ัวโมง 

ปดสวิทซเตาเผาแลวรอประมาณ 30-45 นาที เพื่อใหอุณหภูมิภายในเตาเผาลดลง แลว
นําออกจากเตาเผาใสไวในโถดูดความชื้น ปลอยทิ้งไวจนกระทั่งอุณหภูมิของภาชนะ
ลดลงเทาอุณหภูมิหองแลวช่ังน้ําหนัก 

2. เผาซ้ําอีกครั้งประมาณ 30 นาที และทําเชนเดียวกับขอ 1 จนไดผลตางของน้ําหนักที่ช่ัง
ทั้งสองครั้งติดตอกันไมเกิน 1-3 มิลลิลิกรัม 

3. ช่ังตัวอยางที่ตองการหาปริมาณคารบอนใหไดน้ําหนักแนนอน 1-2 กรัม ใสลงในถวย
กระเบื้องเคลือบที่ทราบน้ําหนักแนนอน นําไปเผาในตูควันจนควันหมด แลวจึงนําเขา
เตาเผา ตั้งอุณหภูมิเตาเผาไวที่อุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส แลวทําเชนเดียวกับขอ 1-2 

การคํานวณ 
ปริมาณของแข็งที่ระเหยได     =     (น้ําหนักตัวอยางกอนเผา-น้ําหนักตัวอยางหลังเผา) (กรัม)  x 100 
 (เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก)                                                 น้ําหนักตัวอยางกอนเผา (กรัม) 
 
ปริมาณคารบอนทั้งหมด (เปอรเซ็นต โดยน้ําหนัก)    =      ปริมาณของแข็งที่ระเหยได 
                                                                                                        1.8 
4.  ปริมาณฟอสฟอรัสท้ังหมด (ดัดแปลงจาก AOAC, 1990) 
สารเคมี 

1. กรดผสม HNO3/HClO4 เตรียมโดยผสม HNO3 1,250 มิลลิลิตร HClO4 250 มิลลิลิตร
และ NH4VO3 0.06 กรัม (ละลาย NH4VO3 0.06 กรัม ในน้ํา deionized ประมาณ 5-10 
มิลลิลิตร ใหความรอนจนละลายหมด ทิ้งไวใหเย็นแลวผสมลงในกรด) 
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2. สารละลาย vanodomolybdate เตรียมโดย 
2.1 ละลาย ammonium molybdate 40 กรัม ในน้ํา deionized ที่อุนแลว 400 มิลลิลิตร 
2.2 ละลาย ammonium meta-anadate 2 กรัม ในน้ํา deionized ที่ตมเดือด 300 มิลลิลิตร 

ใหความรอนจนละลายหมด วางใหอุณหภูมิลดลงเทากับอุณหภูมิหองแลวเติมกรด
ไนตริกเขมขน 160 มิลลิลิตร 

2.3 ผสมสารในขอ 2.1 และ 2.2 เขาดวยกัน แลวปรับปริมาตรเปน 1 ลิตร เก็บไวใน
ขวดสีชา เมื่อตองการใชแตละครั้งนํามาเจือจางดวยน้ํา deionized 4 เทา 

3. สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 1,000 มิลลิกรัมตอลิตร เตรียมโดยละลาย 
KH2PO4 (ที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง) 3.48 กรัม 
ดวยน้ํา deionized ในขวดปรับปริมาตร คอยๆเติมกรดไนตริกเขมขน 12 มิลลิลิตร แลว
ปรับปริมาตรใหได 1 ลิตรดวยน้ํา deionized 

4. สารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 0, 5, 10, 15, 20, 25 และ 30  มิลลิกรัมตอ
ลิตรใน HClO4 รอยละ 4 เตรียมโดยปเปตสารละลายมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 
1,000 มิลลิลิตรตอกรัม  0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 และ 3.0 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับ
ปริมาตร เติม HClO4 รอยละ 20 ลงไป 20 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 
มิลลิลิตรดวยน้ํา deionized 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยาง 0.5 –2 กรัม ลงขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดผสม HNO3/HClO4 15 มิลลิลิตร เขยาเบาๆใหเขากัน ปดปากขวดรูปชมพูดวย

กรวยแกว จากนั้นยอยบน hot plate ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนควันน้ําตาลหมด 
แลวเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเรื่อยๆจนเกิดควันสีขาว ทําการยอยตอไปจนไดสารละลาย
ใส 

3. วางทิ้งไวให เย็นแลวกรองผานกระดาษกรองลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  250 
มิลลิลิตร ใชน้ํา deionized ลางตัวอยางปุยบนกระดาษกรองจนไดปริมาตรเกือบ 250 
มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร ดวยขวดปรับปริมาตร เขยาใหเขา
กัน 

4. ปเปตสารละลาย vanodomolybdate 5 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร 
และปเปตสารละลายมาตรฐานหรือสารละลายตัวอยาง 1 มิลลิลิตร เติมลงไป เขยาให
เขากัน 

5. วางทิ้งไว 20 นาที แลววัดคาการดูดกลืนแสงที่ความคลื่น 420 นาโนเมตร  
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6. เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับความเขมขนของฟอสฟอรัสใน 
สารละลายมาตรฐาน โดยใหคาการดูดกลืนแสงเปนแกนตั้ง 

การคํานวณ 
ปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด (เปอรเซ็นต)  =   (X-B) x 250/ (1,000 x น้ําหนักตัวอยาง) x 2.291 x mof 
    X = ความเขมขนของฟอสฟอรัสในสารละลายตัวอยางเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน(มก./ลิตร)   
    B = ความเขมขนของฟอสฟอรัสใน blank เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน (มก./ลิตร) 
    mof (moisture correction factor)  =  (100 + ความจุความชื้นในดิน)/100 
 
5.  ปริมาณโปตัสเซียมท้ังหมด (ดัดแปลงจาก AOAC, 1990) 
สารเคมี 

1. กรดผสม เตรียมเชนเดียวกับการวิเคราะหปริมาณฟอสฟอรัสทั้งหมด 
2. กรดผสม 20% เตรียมโดยผสม 563 มิลลิลิตรในน้ํา deionized แลวปรับปริมาตรให

ครบ 2 ลิตร ดวยน้ํา deionized 
3. สารละลายโปตัสเซียมมาตรฐานความเขมขน 1,000 มิลลิลิตรตอลิตร เตรียมโดยละลาย 

KCl  (ที่ผานการอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 4 ช่ัวโมง) 1.9067 กรัม 
ดวยน้ํา deionized ในขวดปรับปริมาตร แลวคอยๆเติมกรดไนตริกเขมขน 12 มิลลิลิตร 
แลวปรับปริมาตรใหครบ 1 ลิตร ดวยน้ํา deionized 

4. สารละลายโปตัสเซียมมาตรฐานความเขมขน 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร ใน HClO4 4 เปอรเซ็นต เตรียมโดยปเปตสารละลายมาตรฐานโปแตสเซียมความ
เขมขน 1000  มิลลิลิตรตอกรัม 0, 2, 4, 6, 8 และ 10 มิลลิลิตร ใสในขวดปรับปริมาตร 
เติม HClO4 20 เปอรเซ็นต ลงไป 20 มิลลิลิตร แลวปรับปริมาตรใหครบ 100 มิลลิลิตร 
ดวยน้ํา deionized 

วิธีการ 
1. ช่ังตัวอยางปุย 0.5-1 กรัม ลงขวดรูปชมพูขนาด 250 มิลลิลิตร 
2. เติมกรดผสม HNO3/HClO4 15 มิลลิลิตร เขยาเบาๆใหเขากัน ปดปากขวดรูปชมพูดวย

กรวยแกว จากนั้นยอยบน hot plate ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส จนควันน้ําตาลหมด 
แลวเพิ่มอุณหภูมิใหสูงขึ้นเรื่อยๆจนเกิดควันสีขาว ทําการยอยตอไปจนไดสารละลาย
ใส 

3. วางทิ้งไวใหเย็น  แลวกรองผานกระดาษกรองลงในขวดปรับปริมาตรขนาด  250 
มิลลิลิตร ใชน้ํา deionized ลางตัวอยางปุยหมักบนกระดาษกรองจนไดปริมาตรเกือบ 
250 มิลลิลิตร จากนั้นปรับปริมาตรใหได 250 มิลลิลิตร เขยาใหเขากัน 
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4. นําไปวัดคาการปลดปลอยแสงดวยเครื่อง Flame Photometer 
5. ทํา blank เชนเดียวกับขอ 2-4 
6. เขียนกราฟมาตรฐานระหวางคาการปลดปลอยแสงกับความเขมขนของโปตัสเซียม     

ในสารละลายมาตรฐาน โดยใหคาการปลดปลอยแสงเปนแกนตั้ง 
การคํานวณ 
ปริมาณโปตัสเซียมทั้งหมด (เปอรเซ็นต)  =  (X-B) x 250/ (1,000 x น้ําหนักตัวอยาง) x 2.291 x mof 
 X = ความเขมขนของโปตัสเซียมในสารละลายตัวอยางเปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน (มก./ลิตร)   
 B = ความเขมขนของโปตัสเซียมใน blank เปรียบเทียบจากกราฟมาตรฐาน (มก./ลิตร) 
 mof (moisture correction factor)  =  (100 + ความจุความชื้นในดิน)/100 
6.  การหาน้ําหนักเซลลแหงของแบคทีเรียสังเคราะหแสง (Noparatnaraporn et al., 1986) 
วัสดุอุปกรณ 

1. จานเพาะเชื้อ 
2. ตูอบที่ควบคุมอุณหภูมิไดที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส 
3. โถดูดความชื้น 
4. เครื่องชั่งน้ําหนักชนิดละเอียด 4 ตําแหนง 
5. เครื่องเหวี่ยง 
6. เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร 

วิธีการวิเคราะห 
1. นําหลอดเซนตริฟวสอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ประมาณ 12 ช่ัวโมง แลวนํา

ออกมาใสในโถดูดความชื้น เมื่อเย็นเทาอุณหภูมิหองนํามาชั่งน้ําหนักที่แนนอนดวย
เครื่องชั่งชนิดละเอียดทําซ้ําจนนน้ําหนักคงที่ 

2. เล้ียงแบคทีเรียสังเคราะหแสงในอาหารที่ใชทดลองจนเซลลเจริญสูงสุด นําเซลล        
เจือจางดวยน้ํากลั่น วัดคาความขุนดวยเครื่องสเปกโตโฟโตมิเตอร ที่ความยาวคลื่น 660 
นาโนเมตร ใหไดคาความขุนเทากับ 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 , 0.5 และ 0.6 สวน blank เตรียม
โดยใชอาหารเลี้ยงเชื้อเจือจางดวยน้ํากลั่นในอัตราสวนเดียวกับตัวอยาง 

3. น้ําเซลลที่ระดับความขุนตางๆ  ปริมาณ  100 มิลลิลิตร เหวี่ยงดวยเครื่องเหวี่ยงที่
ความเร็ว 10,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที ลางเซลลดวยน้ํากลั่น 2 คร้ัง 

4. นําหลอดเซนตริฟวสอบที่อุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
5. นําหลอดเซนตริฟวสใสในโถดูดความชื้นทิ้งไวใหเย็น แลวช่ังน้ําหนักที่แนนอนดวย

เครื่องชั่งชนิดละเอียด ทําซ้ําจนไดน้ําหนักคงที่ 
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6. บันทึกคาความขุนกับน้ําหนักเซลลแหงที่ได (กรัมตอลิตร) และเขียนกราฟของคาที่ได
เพื่อใชเปนกราฟมาตรฐานในการคํานวณหาปริมาณน้ําหนักแหง 

 

ภาพที่ 15  กราฟมาตรฐานของน้ําหนักเซลลแหงในการเลี้ยงเชื้อ  Rhodobacter  capsulatus  SS3   
  ในอาหารกลูตาเมต-มาเลต + 3% เกลือ ภายใตสภาวะมีอากาศเล็กนอย-มีแสง (3,000   
   ลักซ) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

Fig. 15  Standard curve of dry cell weight from Rhodobacter capsulatus SS3 cultivated in 
              glutamate-malate + 3% NaCl under microaerobic-light (3 klux) condition at 37 oC 
 
7.  การหาปริมาณการผลิต ALA ของแบคทีเรียสังเคราะหแสง 
การเตรียมกราฟมาตรฐาน ALA (Sasaki et al ., 1987) 
สารเคมี 

1. Acetate buffer 1 M (pH 7.4) 
2. Acetylacetone 
3. p-dimetyl-aminobenzaldehyde (DMAB) 
4. Glacial acetic acid 
5. 70% perchloric acid 

วิธีการวิเคราะห 
1. นําสารละลาย ALA มาตรฐานที่เจือจางอยางเหมาะสม 
2. ดูดสารละลายมาตรฐาน 1 มิลลิลิตร  จากนั้นเติม acetate buffer (pH 7.4) 2  มิลลิลิตร 

y = 4.8729x - 0.4459
R2 = 0.9996
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3. เติมอะซีทิลอะซิโตน 0.05 มิลลิลิตร 
4. นําสวนผสมทั้งหมดไปตมในน้ําเดือดนาน 15 นาที  ทําใหเย็นอยางรวดเร็ว 
5. เติม modified Enrlish’s reagent 3.5มิลลิลิตร 
6. ตั้งทิ้งไว 15 นาที นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 553 นาโนเมตร 
7.     เขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ ALA กับคาการดูดกลืนแสง
ที่ 553 นาโนเมตร 

ภาพที่ 16  กราฟมาตราฐานของ ALA 
Fig. 16  Starndard  curve  of  ALA 
 

8.  อาหารเลี้ยงเชื้อ GM medium (Lascells et al., 1978) ประกอบดวย (กรัมตอลิตร) 
  Sodium-L-glutamate                 3.8 
  DL-malic acid               2.7 

KH2PO4       0.5 
K2HPO4     0.5 
(NH4)2SO4       0.8 
MgSO4.7H2O     0.2 
CaCl2.2 H2O     0.053 
MnSO4.5H2O        0.0012 
Nicotinic acid    0.001 
Thiamine-HCl    0.001 
Biotin     0.001 

y = 0.009x + 0.0146
R2 = 0.9991
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  ปรับพีเอชเปน 7.0 ดวยสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด 0.5 นอรมัล กรณีที่เปนอาหารแข็ง
เติมผงวุน 15 เปอรเซ็นต นึ่งฆาเชื้อที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
วิธีการเตรียม Stock solution 

1. Thiamine-HCl (เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร) 
ช่ัง Thiamine-HCl 1 กรัมละลายในน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร เติมแอลกอฮอลเขมขน 25   
เปอรเซ็นต จนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 

2. Para- animobenzoic acid (เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร) 
ช่ัง Para- animobenzoic acid 1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรจนครบ 100 
มิลลิลิตร 

3. Nicotinic acid (เขมขน 1 มิลลิกรัมตอลิตร) 
ช่ัง Nicotinic acid 1 กรัม ละลายในน้ํากลั่นและปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลิลิตร 

4. Biotin (เขมขน 0.015 มิลลิกรัมตอลิตร) 
ช่ัง Biotin 10 มิลลิกรัม กรัมละลายในน้ํากลั่น 1 มิลลิลิตร เติมแอลกอฮอลเขมขน 25  
เปอรเซ็นต จนปริมาตรครบ 100 มิลลิลิตร 
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