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ภาคผนวก ก วิธีวิเคราะห 

 
1. จํานวนเซลลมีชีวิต 

 
เจือจางตัวอยางดวยเทคนิค Serial ten fold dilution ในสารละลาย 0.85 % NaCl  จากนั้นไป

เปตสารละลายตัวอยาง 0.1 ml ลงในอาหาร MRS agar (MRS-broth+1.5% agar) เพื่อการ Pour plate 
บมที่อุณหภูมิ 37  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จึงนับจํานวนโคโลนีแลวคํานวณจํานวนเซลลมีชีวติทัง้หมด
ดังนี้ 

 
จํานวนเซลลมีชีวิต (cfu/ml)       = จํานวนโคโลนี x อัตราการเจือจาง 

               จํานวนเซลลมีชีวิต (cfu/g DM) = (จํานวนโคโลนี x อัตราการเจือจาง)/% DM     
 
2. น้ําหนักเซลลแหง 

 
แยกเซลลออกจากอาหารเลี้ยงเชื้อโดยวิธีการหมุนเหวี่ยงที่  5000 rpm เปนเวลา 15 min นํา

ตะกอนเซลลที่ไดไปอบแหงที่อุณหภูมิ 105  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นชั่งน้ําหนักเพื่อคํานวณหา
น้ําหนักแหงของเซลล 
 
3. ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ   

 
 นําสารละลายเชื้อ 1 ml ไปหมุนเหวี่ยงดวยความเร็ว 5000 rpm ที่อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 15 

min นําสวนใสที่ไดไปวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซโดยวิธี DNS (Miller, 1959) ดังนี้ 
 
ดูดสารละลายตัวอยางที่ผานการแยกเซลลออกแลว 1 ml เติมดวยสารละลาย DNS ที่มีความ

เขมขน 1% จํานวน 2 ml นําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 min จากนั้นนําไปแชในน้ําเย็นอีก 5 min  
เติมดวยน้ํากลั่น 20 ml ใหเขากันดีดวยเครื่อง Vortex  แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว
คล่ืน 520 nm คํานวณปริมาณน้ําตาลโดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของกลูโคสที่ความเขมขน 
0-1 mg/ml  ดังนี้ 
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ปริมาณน้ําตาลรีดิวซ (g/l) =   คาการดูดกลืนแสง x อัตราการเจือจาง 
                ความชันของกราฟมาตรฐาน 
 

4. วัตถุแหงของผงผลิตภัณฑ 
  
  ช่ังตัวอยางผงผลิตภัณฑประมาณ 0.5 g ใสลงในถวยอลูมิเนียมที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว 
นําไปอบแหงที่ 105  ํC เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นชั่งน้ําหนักภาชนะรวมทั้งตัวอยางอีกครั้งเพื่อคํา
นาณเปอรเซ็นตวัตถุแหงดังนี้ 
 
  วัตถุแหง (%) =  (นน. ตัวยางกอนอบ-นน. ตัวอยางหลังอบ) x 100  
       นน. ตัวยางกอนอบ 
 
5. ปริมาณโปรตีนรวมในอาหารสัตว (อังคณา และ ดวงสมร, 2532) 
  
 นําตัวอยางจํานวน 0.5 กรัมใสลงใน Digestion tube เติม K2SO4 ในอัตราสวน 1:10 จํานวน 
2 g เติม H2SO4conc. 15 ml เขยาเบาๆแลวนํา Digestion tube ไปยอยใน Digestor  ที่อุณหภูมิ 420  ํC 
เปนเวลา 1 ช่ัวโมงจนไดสารละลายที่ใส  ตั้งทิ้งไวใหเย็น นําไปกลั่นใน Distillation unit โดยใช
สารละลายบอริกเขมขน 4% 25 ml เปนตัวจับไนโตรเจน นําสวนที่กล่ันไดไปไตเตรทกับสารละลาย
มาตรฐาน HCl 0.1 N จนกระทั่งไดสารละลายสีมวงอมเทา  ทําการวิเคราะหควบคูไปกับการใชน้ํา
กลั่นปริมาตร 1 ml แทนตัวอยาง (blank) คํานวณหาเปอรเซ็นตโปรตีนดังนี้ 
  
 เปอรเซ็นตไนโตรเจน = (A-B)x 0.014xNx100 
            W 
 เมื่อ  A = ปริมาตรของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 0.1 N ที่ไตเตรทกับตัวอยาง 
   B = ปริมาตรของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 0.1 N ที่ไตเตรท Blank 
   N = ความเขมขนของสารละลายกรดมาตรฐาน HCl 
   W = น้ําหนักของตัวอยาง 
 โปรตีน (%)  = เปอรเซ็นตไนโตรเจน x 6.25 
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6. วัตถุแหงของไซเลจ 
  
 ช่ังตัวอยางไซเลจประมาณ 5 g ใสลงในถวยอลูมิเนียมที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว นําไป
อบแหงที่ 105  ํC เปนเวลา 12 ช่ัวโมง จากนั้นชั่งน้ําหนักภาชนะรวมทั้งตัวอยางอีกครั้งเพื่อคํานาณ
เปอรเซ็นตวัตถุแหงดังนี้ 
 
  วัตถุแหง (%) =  (นน. ตัวยางกอนอบ-นน. ตัวอยางหลังอบ) x 100  
                   นน. ตัวยางกอนอบ 
 
7. การวิเคราะหปริมาณผนังเซลล (อังคณา และ ดวงสมร, 2532) 
  
  ช่ังตัวอยางอาหารที่บดละเอียดจํานวน 1 g ใสลงใน Berzelius beaker เติมดวยสารละลาย 
Neutral detergent ปริมาณ 100 ml สารละลาย Decahydronaphthalene  2 ml และ Sodium sulfite  
0.5 g ตมใหเดือดภายใน 5-10 min (ตมแบบ Reflux) แลวลดความรอนลงใหสารละลายเดือดเบา ๆ 
เพื่อปองกันการเกิดฟอง ตมใหเดือดตอไปอีก 60 min จากนั้นนําไปกรองใน sintered glass crucible 
ที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว  ลางตัวอยางที่คางอยูในบีเกอรลงใน Crucible ดวยน้ํารอน (อุณหภูมิ 
90-100  ํC ) โดยใชน้ําใหนอยที่สุดเทาที่จะทําได  ปดเครื่องดูดสุญกาศเมื่อดูดน้ําออกจากตัวอยาง
หมดแลว ลางเยื่อใยที่กรองไดอีก 2 คร้ังดวยน้ํารอน เมื่อดูดน้ําออกจากตัวอยางจนหมดแลว ลางเยื่อ
ใยดวย Acetone  หรือ Alcohol อีก 2 คร้ัง นํา Sintered glass crucible พรอมตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 
103  ํC เปนเวลา 4 ช่ัวโมง หรือที่ 100  ํC เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวช่ัง
น้ําหนัก คํานวณเปอรเซ็นตผนังเซลลดังนี้ 
  
 ผนังเซลล (% DM) = (A-B) x 100 
                S 
เมื่อ  A =  นน. Sintered glass crucible พรอมตัวอยางเยื่อใยหลังอบ 
  B =  นน. Sintered glass crucible 
  S =  นน. ตัวอยางแหง 
 
 
 



 

144

8. การวิเคราะหปริมาณลิกโนเซลลูโลส (อังคณา และดวงสมร, 2532) 
  
 ช่ังตัวอยางอาหารที่บดละเอียดจํานวน 1g ใสลงใน Berzelius beaker เติมดวยสารละลาย 
Acid detergent ปริมาณ 100 ml สารละลาย Decahydronaphthalene  2 ml และ Sodium sulfite 0.5 g 
ตมใหเดือดภายใน 5-10 min (ตมแบบ Reflux) แลวลดความรอนลงใหสารละลายเดือดเบาๆเพื่อ
ปองกันการเกิดฟอง ตมใหเดือดตอไปอีก 60 min จากนั้นนําไปกรองใน Sintered glass crucible ที่
ทราบน้ําหนักแนนอนแลว  ลางตัวอยางที่คางอยูในบีเกอรลงใน Crucible ดวยน้ํารอน (อุณหภูมิ 90-
100  ํC) โดยใชน้ําใหนอยที่สุดเทาที่จะทําได  ปดเครื่องดูดสุญกาศเมื่อดูดน้ําออกจากตัวอยาง
หมดแลว ลางลิกโนเซลลูโลสที่กรองไดอีก 2 ครั้งดวยน้ํารอน เมื่อดูดน้ําออกจากตัวอยางจน
หมดแลว ลางตัวอยางดวย Acetone  จนกระทั่งไมมีสีออกมา นํา Sintered glass crucible พรอม
ตัวอยางไปอบที่อุณหภูมิ 100  ํC เปนเวลา 8 ช่ัวโมง ทําใหเย็นในโถดูดความชื้นแลวช่ังน้ําหนัก 
คํานวณเปอรเซ็นตลิกโนเซลลูโลสดังนี้ 
  
 ลิกโนเซลลูโลส (% DM) = (A-B) x 100 
                        S 
  เมื่อ  A = น้ําหนัก Sintered glass crucible พรอมตัวอยางลิกโนเซลลูโลสหลังอบ 
   B = น้ําหนัก Sintered glass crucible 
   S = น้ําหนักตัวอยางแหง 
 
9.  pH และ BC ใน ไซเลจ (ดัดแปลงจาก Playne and McDonald, 1966) 
  
 นําตัวอยางไซเลจ 15 g แชในน้ํากลั่น 250 ml ตั้งทิ้งไวที่ อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  
กรองตัวอยางดวยกระดาษกรองเบอร 4  นําสารละลายที่กรองไดไปวัดคา pH  สวนคา BC วิเคราะห
โดยนําสารละลายดังกลาวไปปรับ pH ใหเหลือ 3 ดวย 0.1 N HCl จากนั้นไตเตรทดวย 0.1 N NaOH 
ใหได pH เทากับ 6  นําปริมาตรของ 0.1 N NaOH ที่ใชปรับ pH จาก 4-6 ไปคํานวณคา BC ดังนี้ 
  
  BC (milliequiv. NaOH/100g. DM) = (100xNxV)/DW 
เมื่อ   N = ความเขมขนของ NaOH 
  V = ปริมาตรของ NaOH ที่ใชในการไตเตรทจาก pH 4 -6  
            DW = น้ําหนักตัวอยางแหง 
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10. Water soluble carbohydrate (WSC) 
  
 ช่ังตัวอยางไซเลจ 10 g แชลงในน้ํากลั่น 30 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
จากนั้นกรองตวัอยางดวยกระดาษกรองเบอร 4 นําสารละลายที่ผานการกรองนี้ไปวเิคราะห WSC 
โดยวิธี phenol-sulfuric (Dubois et al., 1956) ดังนี ้
 

 ดูดสารละลายตัวอยาง 1 ml เติมดวยสารละลาย 5% phenol 1ml เขยาใหเขากัน จากนั้นเติม  
H2SO4 conc. 5 ml ผสมใหเขากันอยางรวดเร็ว ทําใหเยน็ลงที่อุณหภมูิ 30  ํC เปนเวลา 20 min แลว
นําไปวดัคาการดูดกลืนแสงที่ ความยาวคลื่น 490 nm นําคาดูดกลืนแสงไปเทียบกบักราฟมาตรฐาน
ของกลูโคสที่ความเขมขนที ่0-80 mg/ml เพื่อหาปริมาณน้ําตาลกลูโคสในสารละลายตัวอยาง ดังนี ้

 
ปริมาณน้ําตาลกลูโคส (g/l) คาการดูดกลืนแสงที่ 490 nm x อัตราการเจือจาง 
 

= 
 ความชันของกราฟมาตรฐาน x 1000 

ปริมาณ WSC (% DM) = 30X/DW 
                      เมื่อ            X = ความเขมขนของน้ําตาลกลูโคส 
                                     DW = น้ําหนักตัวอยางแหง 

 
11.  ปริมาณกรดแลคติกและกรดไขมันท่ีระเหยงาย (Ohmomo et al., 2004) 
  
 ช่ังตัวอยางไซเลจ 10 g แชลงในน้ํากลั่น 30 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 
จากนั้นกรองตัวอยางดวยกระดาษกรองเบอร 4 และกรองซ้ําอีกครั้งดวยหัวกรองขนาด 0.2 µm นํา
สารละลายที่ผานการกรองไดผสมกับกรดTartaricที่มีความเขมขน0.2%ในอัตราสวน1:1โดย
ปริมาตร จากนั้นนําไปวิเคราะหกรดแลคติกและกรดไขมันที่ระเหยงายชนิดตางๆ ไดแก กรดอะซิ
ติก กรดโพรปโอนิค และกรดบิวทีริคโดยใชเครื่อง HPLC (Thermo  Quest Spectra P-100) ใช
คอลัมน Sulfonate divinyl benzene styrene HPX-87 (Bio-Rad, diameter 7.8 mm x length 300 mm) 
ที่ 45  ํC ใชกรดซัลฟวริคเขมขน 0.008 โมลารเปนวัตภาคเคลื่อนที่ในอัตรา 0.5 ml/min ใช UV/VIS 
photometer (Thermo Quest Spectra UV-150) ความยาวคลื่น 230 nm เปนDetector คํานวณปริมาณ
กรดจากสูตรดังนี้ 
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ปริมาณกรด (% DM) = (A/T) x D x 30/(slope x DW) 
                      เมื่อ       A = พื้นที่ใตกราฟของกรดใดๆ 
                                    T = พื้นที่ใตกราฟของกรด Tartaric 
                                    D = ความหนาแนนของกรดใดๆ 
                                DW = น้ําหนักตัวอยางแหง 

 
12. ปริมาณ NH3-N ในไซเลจ 
  
 ช่ังตัวอยางไซเลจ 10 กรัมแชในน้ํากลั่น 30 ml ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4  ํC เปนเวลา 2 ช่ัวโมง  
กรองตัวอยางดวยกระดาษกรองเบอร 4  นําสารละลายที่ผานการกรองนี้ไปวิเคราะหปริมาณ NH3-N  
(จีระชัย, 2541) ดังนี้ 
 
  นําสารละลายตัวอยางจํานวน 10 µlใสหลอดทดลอง เติมดวยสารละลาย A (5 g  phenol + 
25 g sodium nitropruside เติมดวยน้ํา deionized ใหครบ 500 ml) จํานวน 2.5 ml ปดหลอดทดลอง
ดวยพาราฟลม แลวเขยาแรงๆใหสารละลายเขากันไดดี จากนั้น เติมดวยสารละลาย B (2.5 g sodium 
hydroxide + 4.2 ml ของ5% sodium hypochlorite แลวเติมดวยน้ํา deionized ใหครบ 500 ml) 
จํานวน 2.5 ml เขยาใหสารละลายเขากัน นําไปบมที่อุณหภูมิ 37  ํC เปนเวลา 20 min กอนนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงที่ชวงคลื่น 625 nm นําคาที่ไดไปคํานวณหาปริมาณ NH3-N โดยใช (NH4)2SO4 

จํานวน 4.7171 g ใน Deionized water 100 ml (10 mgN/l) เจือจางดวย 0.2 %H2SO4 ในการทํากราฟ
มาตรฐาน 
    

ปริมาณ NH3-N (% total N) = (OD x 30 x 6.25)/(slope x CP x DW x 100) 
                        เมื่อ    OD = คาการดูดกลืนแสง 
                                        CP = โปรตีนรวมของตัวอยาง 
                                      DW = น้ําหนักแหงของตัวอยาง 

 
13. ปริมาณจุลินทรียในไซเลจ  (Ohmomo et al., 2004) 

 
นําตัวอยางไซเลจ 10 g มาเติมดวยน้ํากลั่นที่ฆาเชื้อแลว 90 ml นําไปเขยาดวยเครื่อง 

Stomacher ที่ความเร็ว 60 rpm  เปนเวลา 2 min จากนั้นเจอืจางตัวอยางดวยเทคนิค Serial dilution 
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โดยใชสารละลาย 0.85 % NaCl ไปเปตสารละลายเชื้อที่ได 0.1 ml เพื่อการ pour plate ในอาหาร
เพาะเลี้ยงชนิดตางๆสําหรับการนับจํานวนจลิุนทรีย ดังนี ้

- MRS broth agar + 0.6 % CaCO3 สําหรับแบคทีเรียกรดแลคติก 
- Violet red bile agar (Difco, USA) +1% glucose สําหรับเอนเทอโรแบคทีเรีย 
- Potato dextrose agar (Scharlau, Spain)+10% tataric acid จํานวน 18 ml/L สําหรับเชื้อ

ยีสต และราเสนใย 
- Sufite iron agar สําหรับคลอสตริเดียม (หลังจากทําการ pour plate แลวเททับดวย agar) 
ทําการบมที่อุณหภูมิ 37  ํC เปนเวลา 24 ช่ัวโมง นับจํานวนโคโลนีบนจานเพาะเชื้อแลว

นํามาคํานวณดังนี้  
 
จํานวนจุลินทรีย (cfu/g silage) = จํานวนโคโลนี x อัตราการเจือจาง 

 
14. ปริมาณน้าํนมที่ปรับไขมนั 4%  (Schmidt and Vleck, 1974) 
 

ปริมาณน้ํานมที่ปรับไขมัน 4% (4% fat corrected milk; 4% FCM) คํานวณดังนี ้
          4% FCM = (0.4xปริมาณน้ํานมที่แทจริง) + (15 ปริมาณไขมันในน้ํานม) 


