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ภาคผนวก 1 
การหาปริมาณของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (Total soluble solid)  

โดยใชรีแฟรคโตมิเตอร (Refractometer) 
 

วิธีการ (Zoecklein และคณะ, 1995) 
1) ใชกระดาษทิชชูนุมชุบน้ํา ทําความสะอาดปริซึมของเครื่องรีแฟรคโตมิเตอรและเช็ดใหแหง 
2) หยดน้ํากลั่นลงบนปริซึม 1-2 หยด ปดฝาครอบเพ่ือใหน้ํากลั่นกระจายท่ัวพ้ืนผิวของปริซึม ระวัง

อยาใหมีฟองอากาศ จากนั้นมองผานเลนสตา และปรับตัวเลขใหเปน “0” เม่ือปรับแลวใหทํา
ความสะอาดปริซึมอีกครั้ง 

3) ใชหลอดดูดตัวอยางท่ีตองการวัดแลวหยดลงบนปริซึม 1-2 หยด 
4) ปดฝาครอบเพ่ือใหตัวอยางกระจายท่ัวพ้ืนผิวของปริซึม ระวังอยาใหมีฟองอากาศ เพราะจะมีผล

ทําใหคาท่ีอานไดผิดไป 
5) มองเลนสตา และอานคาท่ีระดับเสนรอยตอท่ีตัดกับพ้ืนสีฟา คาท่ีอานไดมีหนวยเปนองศา-บริกซ 

ซ่ึงเทียบเทากับเปอรเซ็นตของแข็งท่ีละลายไดท้ังหมด (จํานวนกรัมของสารท่ีละลายได ตอ 100 
กรัมของสารตัวอยาง) 

6) ใชกระดาษทิชชูนุมท่ีชุบน้ําเช็ดตัวอยางท่ีติดอยูกับปริซึมออก และเช็ดใหแหง 
 

 
ภาคผนวก 2 

การวัดปริมาณน้ําตาลท้ังหมดท้ังหมดโดยวิธี Phenolic and concentrate sulfuric acid 
 

การหาปริมาณน้ําตาลท้ังหมดดวยวิธีนี้  สามารถตรวจวัดปริมาณน้ําตาลชวง 1 – 100 มิลลิกรัมตอ
ลิตร และเปนวิธีการท่ีรวดเร็วท่ีจะวิเคราะหหาปริมาณคารโบไฮเดรตท่ีไมจําเพาะเจาะจง เพราะไมวาน้ําตาล
นั้นจะอยูในรูปน้ําตาลรีดิวส น้ําตาลนอนรีดิวส หรือน้ําตาลในธรรมชาติท่ีพบอยูในรูป  mono-, di-, tri-, 
oligo- และ polysaccharide ก็สามารถวิเคราะหหาน้ําตาลไดดวยวิธีนี้ 

 

1. หลักการทางปฏิกิริยา  
                น้ําตาล mono-, di-, tri-, oligo- และ polysaccharide ทําปฏิกิริยากับฟนอล และกรดซัลฟูริค
เขมขน ท่ีอุณหภูมิสูง สงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางเปนสารท่ีมีสี สามารถดูดซับแสงสูงสุดท่ีความยาว
คลื่น 480 – 490 นาโนเมตร สําหรับกลไกการเกิดปฏิกิริยา เชื่อวาในกรณีน้ําตาล oligo- และ 
polysaccharide ถูกตัดพันธะอีเธอรระหวางโมเลกุลใหออกจากกันดวยกรด พรอมกันนั้น ก็เกิดปฏิกิริยาการ
ขจัดน้ําออกท่ีแทนท่ีดวยอนุพันธุของเฟอรฟูรอล (furfural derivatives) ท่ีจะเกิดการรวมตัวกับฟนอล  
กลายเปนสีไตรเอริลมีเทน เปนสารประกอบสีสม (triarylmethane dyes) (ดังรูปท่ี ผ.1) 
 
 
 
 
 
รูปท่ี ผ.1 ปฏิกิริยาระหวางฟนอลและคารโบไฮเดรต (ฟรุคโตส) ในกรดซัลฟูริคเขมขนไดผลิตภัณฑเปน
สารประกอบท่ีมีสีสมของสาร triarylmethane dyes (Scherz และ Bonn, 1998) 



39 
 

2. สารเคมี  

- สารละลายฟนอล 5 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) เตรียมไดโดยละลายผลึกของฟนอล 25.0 
กรัม ในน้ํากลั่น 250 มิลลิลิตร 

- กรดซัลฟูริคเขมขน 
 

3. วิธีการวิเคราะห (Scherz และ Bonn, 1998) 
1) ใชตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ขณะเดียวกันก็ทํากับสารไรตัวอยาง (blank) ดวย 

โดยการใชน้ํากลั่นปริมาตรเทากันแทนตัวอยาง 
2) เติมสารละลายฟนอล 1 มิลลิลิตร ในตัวอยางผสมใหเขากัน 
3) เติมกรดซัลฟูริคเขมขน 5 มิลลิลิตร ลงในสารผสมขอ 2) ตั้งท้ิงไว 10 นาที แลวเขยาแรง ๆ ผสม

ใหเขากันดวยเครื่องผสมสารละลาย (vortex mixer) (ระวังกรดผสมน้ํา จะรอนเดือด) ต้ังท้ิงไว
อีกประมาณ 20 นาที 

4) นําชุดทดลองไปวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 490 นาโนเมตร เทียบความเขมขนกับ
สารรละลายมาตรฐาน (standard curve) ระหวางความเขมขนของสารละลายน้ําตาลมาตรฐาน  
และคาการดูดกลืนแสง 

 

4.    ปญหาท่ีเกิดข้ึนและแนวทางแกไข 
1)  คาท่ีไดไมแนนอน แกไขโดยพยายามควบคุมการทดลองใหเหมือนๆ กันทุกครั้ง ซ่ึงตองไปปรับ

วิธีการตามความเหมาะสม และเพ่ือใหไดคาท่ีแมนยําควรทําการทดลองซํ้าและควรมีการทําชุดสารละลาย
มาตรฐานควบคูไปดวยทุกครั้ง 

2)  กรดเขมขนละลายน้ําแลวคายความรอน จะมีอุณหภูมิสูง และมีฤทธิ์กัดกรอนควรทําการทดลอง
ดวยความระมัดระวัง 

 

5.    การคํานวณปริมาณน้ําตาลท้ังหมด 
ปริมาณน้ําตาลสามารถคํานวณไดจากสมการตอไปนี้ 

 

ปริมาณน้ําตาลท้ังหมด (กรัม/ลิตร) = คาการดูดกลืนแสง (OD490 ) x 
ความชัน

1
x 
การเจือจาง

1
 

 
โดย ความชัน   =  คาความชันของกราฟมาตรฐาน 
และการเจือจาง  =  คาเจือจางตัวอยางท่ีใชวิเคราะห 
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ภาคผนวก 3 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล โดยวิธีแกสโครมาโทกราฟ (Gas chromatography method) 

 

1. หลักการวิเคราะห 
             ความเขมขนของแอลกอฮอลหรือเอทานอลท่ีผลิตโดยกระบวนการเพาะเลี้ยงจุลินทรียนั้นมักจะ
วิเคราะหดวยแกสโครมาโทกราฟ (ดังรูปท่ี ผ.2) แกสโครมาโทกราฟประกอบดวยคอลัมนท่ีสามารถดูดซับเอทา
นอลหรือแอลกอฮอลอ่ืน ๆ ได ภายใตอุณหภูมิและอัตราการไหลของแกสนําพา (ไนโตรเจน) ท่ีเหมาะสม กลอง
ควบคุมอุณหภูมิของคอลัมนตั้งคาไวท่ี 150 องศาเซลเซียส และอัตราการไหลของแกสนําพาตั้งไวท่ี 30 
มิลลิลิตรตอชั่วโมง 
             สารละลายตัวอยางปริมาตร 1 ไมโครลิตร ถูกฉีดเขาไปในคอลัมนดวยไมโครไซริง (mycrosyring) 
อยางรวดเร็ว ตัวอยางจะระเหยกลายเปนไอทันที และถูกพาเขาสูคอลัมน ซ่ึงในคอลัมนนี้แอลกอฮอลจะถูก
แยกออกจากองคประกอบอ่ืน ๆ เม่ือไอระเหยออกจากคอลัมนก็จะเขาสูเครื่องตรวจวัด จากนั้นเครื่องตรวจวัด
จะสงสัญญาณไปท่ีเครื่องบันทึกขอมูล ซ่ึงแสดงขอมูลท่ีไดออกมาเปนพีค (peak) โดยพ้ืนท่ีใตพีคนี้จะเปน
สัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของเอทานอลในสารตัวอยางท่ีฉีดเขาไป 
            เนื่องจากเปนการยากท่ีจะฉีดสารตัวอยางปริมาณนอย ๆ ไดถูกตองและแมนยํา และพ้ืนท่ีใตพีคจะ
เปนสัดสวนโดยตรงกับปริมาตรท่ีฉีดเขาไปดวย ดังนั้น จึงมักมีการผสมสารมาตรฐาน (internal standard) ลง
ไปในตัวอยางดวย เม่ือสารมาตรฐานท่ีเติมลงไปมีความเขมขนคงท่ีและเทากันทุกตัวอยาง ดังนั้นการหาความ
เขมขนของเอทานอลจะใชอัตราสวนของพ้ืนท่ีใตพีคของเอทานอล และสารละลายมาตรฐาน ดวยวิธีการนี้การ
วิเคราะหจึงไมข้ึนกับปริมาตรของสารตัวอยางท่ีฉีดเขาไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี ผ.2 Block diagram of gas chromatography ในการวิเคราะหหาเอทานอล 
(ท่ีมา :  http://depts.washington.edu/spectral/massspec/GCMSintro/) 

 
2. วิธีการวิเคราะห (ดัดแปลงจาก Laopaiboon และคณะ 2007) 

1) นําตัวอยางมาปนเหวี่ยงแยกเซลลออกท่ีความเร็ว 10,000 rpm เก็บสวนใส (supernatant) 
ไววิเคราะหปริมาณเอทานอล 

2) นําสวนใสของตัวอยางท่ีไดมา 200 ไมโครลิตร เติม n-propanol ซ่ึงใชเปนสารมาตรฐาน 
(internal standard) ลงไปดวยปริมาตรท่ีแนนอน 200 ไมโครลิตร 

 

http://depts.washington.edu/spectral/massspec/GCMSintro/
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3) ฉีดสารตัวอยางท่ีเตรียมได 1 ไมโครลิตร เขาไปในเครื่องแกสโครมาโทกราฟ 
4) หลังจากฉีดตัวอยางเขาไปแลวประมาณ 15 นาที เครื่องอินทิเกรเตอร (integrator) แสดง

พีคของเอทานอล ออกมากอนตามดวยพีคของ n-propanol โดยเวลาชะ (retention 
time) ของเอทานอลและ n-propanol มีคาประมาณ 5.523 และ 7.547 นาที (ดังรูปผ.3) 
ตามลําดับ เครื่องอินทิเกรเตอรจะคํานวณพ้ืนท่ีใตพีคออกมาใหโดยอัตโนมัติ จากนั้น
คํานวณหาอัตราสวนพ้ืนท่ีใตยอดเอทานอลตอ n-propanol แลวคํานวณหาความเขมขน
ของเอทานอล (กรัมตอลิตร) 

5) ในแตละตัวอยางทําซํ้าเพ่ือหาคาเฉลี่ยของความเขมขนเอทานอล 
 
 3. การคํานวณปริมาณแอลกอฮอลจากเปอรเซนตโดยปริมาตร (% v/v) เปนกรัมตอลิตร 
 
สมมุติปริมาณแอลกอฮอลท่ีวัดไดจากวิธีแกสโครมาโทกราฟ (GC) ได X เปอรเซนต (โดยปริมาตร) 
นั่นคือ สารตัวอยาง 100 มิลลิลิตร  มีปริมาณแอลกอฮอล =  X       มิลลิลิตร 

     ถาสารตัวอยาง 1,000 มิลลิลิตร มีปริมาณแอลกอฮอล =  
100

000,1×X  

       =  10×X   มิลลิลิตร 
    จากความหนาแนนของเอทานอล   =  0.79         กรัมตอมิลลิลิตร 
    เพราะฉะนั้น ปริมาณแอลกอฮอล  = 10×X  มิลลิลิตร 79.0×  กรัมตอมิลลิลิตร 
      = 79.010××X  กรัมตอลิตร 
 

 
 

รูปท่ี ผ.3 โครมาโตแกรมของเอทานอลมาตรฐาน (5.523 นาที) และโพรพานอล (7.547 นาที) 
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ภาคผนวกท่ี 4 
การวิเคราะหปริมาณกลีเซอรอลโดย HPLC 

 
1. หลักการวิเคราะห 
 โครมาโทกราฟของเหลวแรงดังสูง หรือ HPLC ประกอบดวยคอลัมน ท่ีสามารถดูดซับสารอ่ืน ๆ ได 
โดยสารแตละชนิดมีความสามารถในการละลายและดูดซับไดไมเทากัน ทําใหเกิดการแยกภายใตความเขมขน
และอัตราการไหลของตัวชะท่ีเหมาะสม เม่ือสารออกจากคอลัมนจะเขาสูเครื่องตรวจวัด จากนั้นเครื่องตรวจวัด
จะสงสัญญาณไปท่ีเครื่องบันทึกขอมูล ซ่ึงแสดงขอมูลท่ีไดออกมาเปนพีค (peak) โดยพ้ืนท่ีใตพีคนี้จะเปน
สัดสวนโดยตรงกับความเขมขนของกลีเซอรอลในสารตัวอยางท่ีฉีดเขาไป 
 สภาวะท่ีใชในการวิเคราะหกลีเซอรอล 

1. ตัวชะ : 5 มิลลิโมลาร (mM) กรดซัลฟูริค 
2. อัตราการไหล : 0.6 มิลลิลิตรตอนาที 
3. อุณหภูมิเตาอบ : 40 องศาเซลเซียส 
4. คอลัมน : Aminex HPX-87H 
5. ตัวตรวจวัด : RI-Detector 

 โดยฉีดตัวอยางท่ีปริมาตร 20 ไมโครลิตร และกลีเซอรอลจะถูกชะออกมาท่ีเวลา 12.973 นาที 
 

2. วิธีวิเคราะห (Sirisantimethakom และคณะ, 2008) 
1. เตรียมสารละลายมาตรฐานกลีเซอรอล 0.78, 1.56, 3.12, 6.24 และ 12.48 กรัมตอลิตร 

โดยใชน้ํากลั่น 2 ข้ันตอน หรือน้ําปราศจากไอออนเปนตัวทําละลาย 
2. ฉีดสารละลายมาตรฐานท่ีเตรียมในขอ 1 เขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร จะไดโคร

มาโตแกรมดังรูปท่ี ผ.7 อานคาพ้ืนท่ีใตพีคของความเขมขนนั้นๆ  
3. สรางกราฟมาตรฐานระหวางพ้ืนท่ีใตพีคและความเขมขนของกลีเซลรอล (รูปท่ี ผ.4) 
4. ฉีดสารตัวอยางท่ีตองการวิเคราะหเขาเครื่อง HPLC ปริมาตร 20 ไมโครลิตร อานคาพ้ืนท่ีใต

พีคท่ีได และคํานวณความเขมขนของกลีเซลรอลจากกราฟมาตรฐาน 

Glycerol concentration (g l-1)
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รูปท่ี ผ.4 กราฟมาตรฐานของกลีเซอรอลโดยใช HPLC 

y = 573099x - 22504 
R² = 1 
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ภาคผนวก 5 
การวัดการเจริญของจุลินทรียโดยวิธี Microscopic count 

 
Heamacytometer เปนเครื่องมือท่ีใชสําหรับนับเม็ดเลือดแดงแตไดนับมาประยุกตในการนับจํานวน

จุลินทรียและสปอรของรา เครื่องมือนี้เปนสไลดมีชองแบงไวแนนอน และมีขอบยกสูงจากบริเวณขีดเม่ือปด
ดวยกระจกปดสไลดขอบนี้จะรองรับกระจกปดสไลดไว ทําใหเกิดระยะหางจากกระจกปดสไลด ในบริเวณท่ีขีด
คิดเปนความลึกได 0.1 หรือ 0.2 มิลลิลิตร แลวแตบริษัทผูผลิต ขีดแบงท่ีกําหนดไวประกอบดวยชองสี่เหลี่ยม
จัตุรัวใหญ 25 ชอง แตละชองมีขนาด 0.2 x 0.2 ตารางมิลลิเมตร ในแตละชองใหญนี้ มีขีดแบงเปนชองเล็กอีก 
16 ชอง แตละชองมีเนื้อท่ี 0.05 x 0.05 ตารางมิลลิเมตร (รูปท่ี ผ.5) ดังนั้นของเหลวท่ีบรรจุอยูในแตละชอง
เล็กจะมีปริมาตร 0.00025 (0.05x0.05x0.1) ลูกบาศกมิลลิลิตร เครื่องมือนี้จะมีกระจกปดสไลดซ่ึงมีขนาดและ
ความหนาเฉพาะ ไมควรใชกระจกปดสไลดอ่ืนแทน เนื่องจากน้ําหนักของกระจกจะมีผลทําใหปริมาตรภายใน
ชองระหวางสไลดกับกระจกผิดไปได และเม่ือใชกระจกท่ีหนา จะเปนอุปสรรคตอการโฟกัสกลอง 

ตัวอยางเชื้อจุลินทรียควรเจือจางใหอยูในระดับท่ีสามารถตรวจนับจุลินทรียในแตละชองใหญ (16 ชอง
เล็กภายใน) ไดในระหวาง 10 – 50 เซลล ทําการนับในชองใหญนี้เปนจํานวน 5 ชอง (บริเวณหัวมุม 4 ชอง 
และตรงกลาง 1 ชอง) แลวนําคามาเฉลี่ย 
 

1.  การตรวจนับ 
   1) ลางเครื่องมือใหสะอาด เช็ดใหแหง 
   2) ปดทับบริเวณสีเหลี่ยมซ่ึงมีชองแบงดวยกระจกปดสไลด 
   3) ใชปเปตและลูกยางดูดตัวอยาง แตะปลายปเปตดานแหลมท่ีมีชองวางระหวางสไลด และกระจก

ปดสไลด คอยปลอยตัวอยางใหซึมเขาไปในบริเวณชอง ซ่ึงกําหนดปริมาตรดังกลาวไวขางตน 
   4) ตรวจนับโดยใชเลนสวัตถุกําลังขยาย 40 เทา 
   5) นับจํานวนจุลินทรียในแตละชองเล็ก ควรตรวจนับจุลินทรียท้ังสิ้นไมนอยกวา 5 ชองใหญ (16 

ชองเล็ก) โดยจํานวนสปอรในแตละชองควรมีคาอยูระหวาง 10 – 50 สปอร 
 

 การคํานวณปริมาณจุลินทรีย 
รวมจํานวนจุลินทรียท่ีนับไดจากแตละชองใหญ จะได X เซลลตอชอง (ควรได 10 – 50 เซลล)  
คํานวณจุลินทรียตอตัวอยาง 1 มิลลิลิตร ไดดังนี้ 
การตรวจนับจาก 5 ชองใหญ (มี 16 ชองเล็กภายใน)  
ตัวอยาง ท่ีมีปริมาตร 1/5 มิลลิลิตร (กวาง) x 1/5 มิลลิลิตร (ยาว) x 1/10 มิลลิลิตร (สูง) x 5 (ชอง) 

ลูกบาศกมิลลิเมตร มีจุลินทรีย = X เซลล 
= X x 5 x (104) x dilution factor (คาท่ีเจือจางเชื้อ) เซลลตอมิลลิลิตร  
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รูปท่ี ผ.5 ตัวอยางชองสี่เหลี่ยมภายในสไลด (บริเวณแรงเงาเปนบริเวณ 1 ชองใหญ ท่ีมี 16 ชองเล็กภายใน) 
(http://agro-industry.rmutsv.ac.th/bioreactor/lectures/ferm1/bioferm2_2121.html) 
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ภาคผนวก 6 
กราฟมาตรฐานและโครมาโตแกรมของสารละลายมาตรฐาน 

 

Glucose concentration (mg l-1)
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รูปท่ี ผ.6 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลท้ังหมด 
 

Fructose concentration (g l-1)
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รูปท่ี ผ.7 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลฟรุกโตสสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลฟรุกโตส 

y = 0.0099x - 0.0056 
R² = 0.9994  
 

y = 441639x + 1402 
R² = 1  
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Glucose concentration (g l-1)
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รูปท่ี ผ.8 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลกลูโคสสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลกลูโคส 
 

Sucrose concentration (g l-1)
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รูปท่ี ผ.9 กราฟมาตรฐานของน้ําตาลซูโครสสําหรับใชในการวิเคราะหหาปริมาณน้ําตาลซูโครส 
 

y = 377506x - 39016 
R² = 0.9999 
 

y = 485808x + 8327.1 
R² = 1 
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Ethanol concentration (%v/v)
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รูปท่ี ผ.10 กราฟมาตรฐานของเอทานอลโดยใชแกสโครมาโตกราฟ 

 

 
 

รูปท่ี ผ.11 โครมาโตแกรมของกลีเซอรอลมาตรฐาน (12.973 นาที) 
 
 
 

y = 0.0946x - 0.0193 
R² = 0.9999  
 
 


