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ภาคผนวก  ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม [11] 

 
1.  สูตรอาหารแข็งวายเอ็มเอ (Yeast  malt  agar ; YMA) 

สวนประกอบอาหารแข็งวายเอ็มเอ มีดังนี้ 
ยีสตเอกแทร็ค (Yeat  extract)     3.0 กรัม 
มอลตเอกแทร็ค (Malt extract)    3.0 กรัม 
เบคโต-เปปโตน (Bacto-peptone)   5.0 กรัม 
กลุโคส (glucose)     20.0 กรัม 
เอการ (Agar)      20.0 กรัม 
น้ํากลั่น      1.0 ลิตร 

 
2.  วิธีการเตรียม  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นบรรจุใสขวดแกว ทําการกวนใหเปนเนื้อเดียวกัน โดยการ
ใหความรอนจากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งภายใตความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก  ข 
เทคนิคในการเพาะเลี้ยงและการปลูกถายจุลินทรีย [11] 

 
การเขี่ยและการถายเชื้อนับวาเปนเทคนิคที่สําคัญมาก  ในการที่จะขยายหรือเพิ่มเชื้อบริสุทธิ์ที่

มีอยูแลวใหมีปริมาณมากขึ้น 
 

1.  ลักษณะของหองเขี่ยเชื้อ 
1.1 ควรเปนหองกะทัดรัดไมใหญเกินไป สามารถที่จะมีพื้นที่วางตูเขี่ยเชื้อ อุปกรณในการ

เตรียมเชื้อ 
1.2 ดูแลไมใหหองปฏิบัติการเปนแหลงสะสมเชื้อ  ตองรักษาความสะอาดไมใหเกิด  แหลง

สะสมฝุนละออง  ไมนําสิ่งที่ไมจําเปนเขาหอง  และกําจัดขยะเสมอ 
1.3 ปองกันไมใหมีมด  แมลง  หรือสัตวพาหะอื่นๆ มารบกวน 
 

2.  ขอควรปฏิบัติในการเขี่ยเชื้อ 
2.1 ควรลางมือดวยสบูใหสะอาด เช็ดดวยแอลกอฮอล  70%  จนถึงขอศอก  กอนและหลังเขี่ย

เชื้อทุกครั้ง 
2.2 เช็ดทําความสะอาดตูเขี่ยเชื้อและโตะเตรียมเชื้อดวยแอลกอฮอลรอยละ  70 โดยปริมาตร

กอนและหลังปฏิบัติงาน  
2.3 กอนนําวัสดุหรืออุปกรณใดเขาตูเขี่ยเชื้อ  ใหเช็ดทําความสะอาดกอนดวยแอลกอฮอลรอย

ละ  70 โดยปริมาตรทุกครั้ง   
2.4 หลังเลิกใชงานตูเขี่ยเชื้อทุกครั้งจะตองนําหลอดอาหารที่มีเชื้ออยูออกมากอน  แลวคอย

เปดไฟ  UV ทิ้งไว เปนเวลา 2  ช่ัวโมง   
2.5 หลอดอาหารที่ยังไมไดใชใหใสถุงพลาสติกแลวมัดใสตูเย็นไว 
2.6 การนําหลอดเพาะเลี้ยงเชื้อออกจากตูเย็นมาใชตองรอใหอุณหภูมิของหลอดลดลงเทากับ

อุณหภูมิหองกอนจะนําไปใชงาน 
2.7 ใชปากกาเขียนบนสติกเกอรติด  บอก  วัน  เดือน  ป  เวลาที่เขี่ยเชื้อเสมอ 
 

3.  เทคนิคการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ 
      ในการเลี้ยงยีสตบริสุทธิ์นั้นอาจมีการปนเปอนของเชื้ออ่ืนอยูกอนบางแลว  เพียงแตเชื้อ 

เหลานั้นอาจยังมีปริมาณไมมากพอที่จะเจริญครอบคลุมยีสต  แตก็เจริญเติบโตไปพรอมๆกันโดยเฉพาะ
เชื้อแบคทีเรีย  ที่มักทําใหเกิดปญหาเรื่องการปนเปอนอยูบอยๆ  และเมื่อเกิดการปนเปอนในปริมาณมาก



 66 

ก็จะมีผลตอประสิทธิภาพการหมักตามมาเชน  ทําใหเกิดการบูดเสีย ทําใหยีสตไมสามารถผลิต
แอลกอฮอลไดเพราะถูกแบคทีเรียยับยั้งการเจริญ วิธีแกไขคือตองทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ซ่ึงมีขั้นตอน
ดังนี้ 

3.1  ทําการฆาเชื้อจานอาหารเลี้ยงเช้ือ  โดยนําใสถุงพลาสติกมัดดวยยางรัด  นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันไอ  ที่ความดัน   15  ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที 

3.2  ทําการเตรียมอาหาร โดยบรรจุ อาหารแข็งวายเอ็มเอ (Yeast  malt  agar ;  YMA)  ในขวด
ลูกชมพู  นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอ  ที่ความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที  รอให
อาหารอุนๆประมาณ  40  องศาเซลเซียส 

3.3  เทอาหารใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเทคนิคปลอดเชื้อ  โดยเทลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(plate) ใส  ,1/4  ของจาน  รอใหอาหารแข็งตัว 

 
4. ขั้นตอนการเขี่ยเชื้อ ( Cross  strek) 

4.1  ใชลวดเขี่ยเชื้อลนไฟใหแดง  แลวปลอยใหเย็นนําไปตักเชื้อมา  1  ลูป  มาแตะที่ผิววุน
ใกลๆ  ขอบใดขอบหนึ่งของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลากลวดเขี่ยเชื้อเบาๆ (ทําโดยซิกแซ็กไปมา) ใหใชดาน
แบนของปลายลวดแตะแผวๆ  บนผิววุนไปมา  4-5  เสน  แตละเสนใหใกลกันที่สุด  ระวังอยาใหลวด
เขี่ยเชื้อฝงลงไปในเนื้อวุน  ปดฝาจาน 

4.2   เผาลวดเขี่ยเชื้อใหแดง  แลวปลอยใหเย็น 
4.3   ปดจานอาหารเขียนเลขบนจานและวางคว่ําไวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ  

2-3  วัน  จะมีโคโลนีของเชื้อเจริญขึ้น  
         

5. การนําเชื้อที่ไดไปใชงาน 
5.1  หลังจากที่โคโลนีปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแลวใหสังเกตดูวามีส่ิงแปลกปลอม  

เกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อหรือไม  ถามีแสดงวาเกิดการปนเปอน  จึงไมควรใชเชื้อที่เจริญบนจาน
อาหารดังกลาว 

5.2  เมื่อไดจานอาหารที่ไมเกิดการปนเปอนเชื้ออ่ืนแลว  ใหสุมเลือกโคโลนีที่เจริญอยูเดี่ยวๆ  
โดยใชลูปหรือเข็มเขี่ยเชื้อ  เขี่ยลงมาเลี้ยงบนวุนเอียงในหลอดอีกครั้ง 

5.3 หลังจากที่เชื้อเจริญบนอาหารวุนแลว  ใหนําไปทดสอบประสิทธิภาพในการหมักสูงสุด  
จากนั้นจึงเลือกเชื้อตามที่ตองการนําไปขยายเชื้อเพิ่มตอไป 
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ภาคผนวก  ค 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล  โดยเครื่องอีบลูลิโอมิเตอร [19] 

 
หลักการวิเคราะห  คือวัดปริมาณแอลกอฮอลจากคาการเปลี่ยนแปลงจุดเดือดของสารละลาย

ตัวอยาง  แลวนํามาอานคาบนสเกล  ซ่ึงจะไดคาปริมาณแอลกอฮอลในหนวยเปอรเซ็นตโดยปริมาตร  
โดยมีขอจํากัดวาปริมาณแอลกอฮอลในสารละลายตองไมเกิน  16  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

 
1.  การหาจุดเดือดของน้ํา 

เติมน้ํากลั่นปรมิาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหมอตม (Boiling chamber) เสียบเทอรโมมิเตอร ตอ
รีฟลักซคอนเดนเซอร  (Reflux  condenser) จุดตะเกยีงจากนั้นตมน้ําจนกระทั่งน้ําเดือด  โดยสังเกตจาก
ไอน้ําที่ขึ้นมาเกาะบนคอนเดนเซอร  อานคาอุณหภูมิของน้ําเดือด  (จดุที่ปรอทขึ้นไปแลวคงที่)  บันทึก
เปนอุณหภูมิของน้ําเดือด 

 
2.  การหาคาจุดเดือดของสารละลายตัวอยาง 

รินสารละลายตัวอยางปริมาณ  50  มิลลิลิตร  ใสลงในหมอตม  เสียบเทอรโมมิเตอรตม
เชนเดียวกันกับน้ํากลั่น  อานคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย  บันทึกคาที่อานได 

 
3.  การอานคาปริมาณแอลกอฮอล 

นําคาอุณหภูมิจุดเดือดมาตั้งใหตรงกับตําแหนง  0  ของสเกล  ซ่ึงหมายถึง  0  เปอรเซ็นต
แอลกอฮอล  แลวดูตัวเลขที่ตรงกับคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย  จะไดคาปริมาณแอลกอฮอลใน
สาระลาย  เชน  อุณหภูมิจุดเดือดอานคาได  100  องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย
อานคาได  90.6  องศาเซลเซียส  นําไปอานคาบนสเกล  โดยตั้งให  100  ตรงกับเลข  0  จะสามารถอาน
คาปริมาณแอลกอฮอลไดเทากับ  13.5  เปอรเซ็นตบันทึกคาที่อานได 
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ภาคผนวก  ง 
การคํานวณปริมาณแอลกอฮอลจากรอยละโดยปริมาตร (%  v/v)  เปนรอยละโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร 
 
สมมติปริมาณแอลกอฮอลที่วัดได X % (โดยปริมาตร) นั่นคือสารตัวอยาง  100  มิลลิลิตร  มี

ปริมาณแอลกอฮอล      =    X      มิลลิลิตร 
ถาสารตัวอยาง  1000  มิลลิลิตร  มีปริมาณแอลกอฮอล           =    X   x   1000       
                          100 
                                           =   X    x   10   มิลลิลิตรตอลิตร 
จากความหนาแนนของเอทานอล             =   0.79   กรัมตอมิลลิลิตร 
เพราะฉะนั้นปริมาณแอลกอฮอล  =    X   x   10   มิลลิลิตรตอลิตร   x   0.79   กรัมตอมิลลิลิตร 
    =   X   x   10   x   0.79   กรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก  จ 
วิธีการวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง [20] 

 
การหาคาน้ําหนักเซลลแหงมีความสําคัญมากตอการหาพารามิเตอรอ่ืนๆ เชน  ผลได  (Yield) 

และอัตราการผลิต  (Productivity)   
1.  การหาคาน้ําหนักเซลลแหง  ทําโดยการเตรียมหลอดทดลองอบแหงที่อุณหภูมิ  105  องศา

เซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง และทําการหาน้ําหนักที่แนนอนของหลอดทดลอง  
2.  ดูดสารตัวอยางปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดทดลองจํานวน  3  หลอดตอ  1  

ตัวอยาง 
3.   นําหลอดที่ใสสารตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงที่  1,500  รอบ/นาที  เปนเวลา  10  นาที  หลังจาก

นั้นรินสวนที่ลอยท้ิง 
4.   เติมน้ํากลั่น  5  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองนําไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง  ทําซ้ํา  2  คร้ังริน

สวนที่ลอยท้ิง  นําหลอดทดลองที่มีเซลลยีสต  ไปอบที่อุณหภูมิ  105  องศาเซลเซียส  เปนเวลา        24  
ช่ัวโมง 

5.   ทิ้งไวใหเย็นในโถดูดความชื้น  และชั่งน้ําหนักที่แนนอน  บันทึกน้ําหนักที่ได 
6.   คํานวณหาน้ําหนักเซลลแหง  ( CX)   กรัม/ลิตร 

 
                 น้ําหนักหลอดทดลองและเซลลแหง  (กรัม)  -  น้ําหนักหลอดทดลอง  (กรัม) 
CX   =    
                                       ปริมาตรของตัวอยาง  (มิลลิลิตร)  x  10-3 
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ภาคผนวก  ฉ 
การคํานวณคาประสิทธิภาพผลได  (Yield  efficiency) 

 
 คาประสิทธิภาพผลได (%) = ผลไดเอทานอล                       x   100 
           ผลไดเอทานอลทางทฤษฏี ( 0.51) 
ตัวอยางการคํานวณ 

จากการหมักเอทานอลแบบกะโดยใชน้ําหวานที่หีบไดจากตนขาวฟางหวานที่มีน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ  18  องศาบริกซ  มีการดึงน้ําหมักจากตัวอยางชั่วโมงที่  0  เมื่อนําไปวิเคราะหหาความเขมขน 
เอทานอลได  4.30  กรัมตอลิตร  เมื่อการหมักดําเนินไปถึงชั่วโมงที่  33  ทําการดึงน้ําหมักและวัดความ
เขมขนเอทานอลได  58.79  กรัมตอลิตร  ดังนั้นไดปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้น  58.79-4.30  เทากับ  
54.49  กรัมตอลิตร  น้ําตาลทั้งหมดที่ใชคือ  172.92-46.55  เทากับ  126.37  กรัมตอลิตร  ผลไดเอทานอล
ตอกรัมน้ําตาลเทากับ 54.49/126.37 เทากับ 0.43 ผลไดทางทฤษฏีเทากับ  0.51  กรัมเอทานอลตอกรัม
น้ําตาล เพราะฉะนั้น รอยละประสิทธิภาพผลได คํานวณโดยใชสูตร 
 

รอยละประสิทธิภาพผลได  =  
0.51
0.43 x100  

         =   84.55     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 71 

ภาคผนวก   ช 
แสดงการคํานวณหาคาพารามิเตอรตาง ๆ 

 

ตาราง ผช-1  ตัวอยางผลการทดลองการเพาะเลี้ยงยีสต  Saccharomyces  crervisiae แบบกะ 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

OD600 
น้ําหนกั 
เซลลแหง 

(กรัม/ลิตร) 

จํานวนเซลล
ท้ังหมด 

(เซลล/ลิตร) 

กลูโคส 
(กรัมตอลิตร)

เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

DO 
(%) 

0 
1.5 
3.5 
6.25 
8.20 
10.5 
12.0 
22.0 
23.5 

0.08 
0.27 
0.69 
1.85 
3.78 
7.04 
8.60 
9.10 
9.55 

0.22 
0.34 
0.51 
1.07 
2.12 
3.65 
4.40 
4.50 
4.63 

7.0 x 109 
9.7 x 109 
21.5 x 109 
6.42 x 1010 
11.3 x 1010 
22.6 x 1010 
31.2 x 1010 
36.0 x 1010 
36.6 x 1010 

20.8 
15.4 
15.0 
11.6 
5.4 
0 
0 
0 
0 

0.3 
0.2 
0.3 
1.2 
3.45 
6.3 
5.8 
4.2 
3.9 

50 
- 

45 
40 
40 
50 
50 
- 
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1.  ผลไดของเซลล (YX/S) 
จากผลการทดลองขางตนจะได 

  YX/S          =      
S
X
Δ
Δ       =     

20.8
0.22-4.63      =     0.21  กรัมเซลลตอกรัมกลูโคส 

2.  ผลไดของผลิตภัณฑ (YP/S) 
จากผลการทดลองขางตนจะได 

  YP/S        =      
S
P

Δ
Δ       =      

20.8
0.36.3−      =     0.29  กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส 

3.  อัตราการผลิตเซลล (QX) 
ตัวอยางจากผลการทดลองในตาราง  จะไดวา  ในเวลา  23.5  ช่ัวโมงจะมีผลผลิตของเซลล

เทากับ  4.63 – 0.22  =   4.41  กรัมตอลิตร 
  อัตราการผลิตเซลล       =        0.19     กรัมเซลลตอลิตร ช่ัวโมง 
4.  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ (QP) 

ตัวอยางจากผลการทดลองในตาราง  จะไดวา  ในเวลา  10.5  ช่ัวโมงจะมีผลผลิตของเซลล
เทากับ  6.3 – 0.3  =   6.0  กรัมตอลิตร 
  อัตราการผลิตเอทานอล       =        0.57     กรัมเซลลตอลิตร.ช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ซ 
การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส [13] 

 
อุปกรณ 

1.  บีกเกอรขนาด  250  และ  1000 มิลลิลิตร 
2.   กระบอกตวงขนาด  100  มิลลิลิตร 
3.  ขวดรูชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร 
4.   ขวดรับริมาตรขนาด  1000  มิลลิลิตร 
5.  แทงแกวคน 
6.  กรวยกรอง 
7.  กระจกนาฬิกา 
8.  เครื่องกวนสาร 
9. กระดาษกรองเบอร  1 

วิธีการเตรียมสาร 
 1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  50  เปอรเซ็นต  และ  17.5 เปอรเซ็นต   

วิธีเตรียม : นําสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  50  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักปริมาตร  290  
มิลลิลิตร  เทลงในบีกเกอรขนาด  1000  มิลลิลิตร  ท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยู  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตร
ดวยน้ํากล่ัน 
 2.  สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน  0.50  และ  0.10  นอรมัล 
   วิธีเตรียม : ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  24 .52  และ  4.909  กรัม  ในน้าํกล่ันตามลําดบั  ปรับ
ปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยขวดปรับปรมิาตร  

3. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน  0.10  นอรมัล 
วิธีเตรยีม : ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีมซัลเฟต  40.5  กรัมในน้าํกล่ัน  เติมกรดซัลฟูริกเขมขน

ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  ทําการาความเขมขนทีแ่นนอนทกุ
คร้ังที่ใช  โดยนําไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซยีมไดโคเมตมาตรฐาน 

วิธีหาความเขมขนที่แนนอน :  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน  0.10  นอรมัล
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันปริมาตร  90  มิลลิลิตร  คอยๆ เติม
กรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  10  มิลลิลิตรลงในขวด  โดยเอียงขวดทํามุม  45  องศากับพื้น  ตั้งพักไวใหเย็น  
หยดอินดิเคเตอรท่ีเตรียมไว  2-4  หยด  นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ตองการหา 
ความเขมขนที่แนนอน  

N1V1   =   N2V2 
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โดยท่ี     N1  คือ  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (นอรมัล) 
                N2  คือ  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมัล) 
                V1  คือ  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร) 
                V2   คือ  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มิลลิลิตร) 

4.  สารละลายอินดิเคเตอร 

วิธีเตรยีม :  ละลาย  1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต  (C12H5N2⋅H2O)  หนกั  1.5  กรัม  กบัเฟอร-

รัสซัลเฟต (FeSO4⋅H2O)  0.7  กรัมในน้ํากล่ันปริมาตร  100  มิลลิลิตร ใชเปนอินดเิคเตอรในการไตเตรท 
5. สารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน  3  นอรมัล 
วิธีเตรยีม : คอยๆ เทกรดซัลฟูริกความเขมขน  98  เปอรเซ็นตปริมาตร  83.5  มิลลิลิตร  ลงในบกี

เกอรท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยู  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส 

1.  ช่ังกากมันสําปะหลังที่บดละเอียดหนัก  1.5  กรัมน้ําหนักแหง  ใสลงในบีกเกอรขนาด  
250  มิลลิลิตร  บันทึกน้ําหนักกากมันสําปะหลังไว  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  
17.5  เปอรเซ็นต  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ปดบีกเกอรดวยกระจกน้ํากล่ันปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
หลังครบเวลาตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  30  นาที 

2.  กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนกากมันสําปะหลังออก  โดยทิ้งสารละลายใสปริมาตร  10  
มิลลิลิตรแรกของการกรอง  เก็บสารละลายใสเพื่อนําวิเคราะหปริมาตร  100  มิลลิลิตร 

3.  การวิเคราะหปริมาตรแอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 
 3.1   ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ  2.  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  
250  มิลลิลิตร  เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน  0.5  นอรมัล  ลงไปปริมาตร  10  
มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั 
 3.2   คอยๆ เทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  30  มิลลิลิตรลงไปโดยเอยีงขวดทํามุม  45  องศา
กับพื้นโตะ  เพือ่ปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย  ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
 3.3   หยดอินดิเคเตอร  2-4  หยด  นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ทราบความเขมขนที่แนนอน  จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองอมสมเปนสีน้ําตาลอมมวง  บันทึก
ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช 
 3.4  เตรียมสารละลายแบลงค  โดยปเปตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  17.5  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  ท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยูปริมาตร  5   
มิลลิลิตร  แลวนําไปทําวิธีการเดียวกับสารละลายตัวอยางในขอ 3.1  ถึง  3.3 

แอลฟา-เซลลูโลส (%)    =    100 – [6.85 (V4-V3 ) × N × 20 / ( A × W )] 
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V3  คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย        
ตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

V4 คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย 
แบลงค (มิลลิลิตร) 

N     คือ  ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมัล)  
A     คือ  ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
W    คือ  น้ําหนักกากมันสําปะหลังแหง (กรัม) 
คาคงที่  6.85  คือ  มิลลิกรัมสมมูลของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ทําปฏิกิริยา

พอดีกับเซลลูโลส 
 
การวิเคราะหปริมาณแกมมา-เซลลูโลส 

4.1  ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ใสลงในกระบอกตวงที่มี
จุกปด  เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน  นําใความรอนที่อุณหภูมิ  70  ถึง  90  องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน  2  ถึง  3  นาที  เพื่อให
เกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ  กรองสารละลายโดยเก็บสารละลายสวนใสวิเคราะห 

4.2   นําสารละลายที่กรองไดวิเคราะหวิธีการเดียวกับขอ 3.1  ถึง 3.3 

  แกมมา-เซลลูโลส   =  [6.85 (V4-V3)×N×20/(A×W)] 
V3  คือ  ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย

ตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
V4  คือ  ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย

แบลงค (มิลลิลิตร) 
N  คือ  ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ( นอรมัล) 
A  คือ  ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
W  คือ  น้ําหนักกากมันสําปะหลังแหง (กรัม) 

 
การวิเคราะหปริมาณเบตา-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 

เบตา-เซลลูโลส  =  100- (แอลฟา- เซลลูโลส  +  แกมมา-เซลลูโลส) 
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ภาคผนวก ฌ 
การวิเคราะหปริมาณเถา [14] 

 
เถา คือ แรธาตุตางๆ ในอาหาร เมื่อนําอาหารมาเผา (ignite) น้ําในอาหารจะระเหยไปจนหมด 

สารอินทรียจะถูก oxidize เหลือสารอนินทรียซ่ึงไดแกพวกแรธาตุตางๆ Drying Ashing ใชเตาเผา ท่ี
อุณหภูมิ 500-600 เซลเซียส การเผาในระยะแรก น้ําและสารที่ระเหยไดไปในระหวางการเผาตอไปจะได
เถาสีดํา เพราะเกดิ oxidation ของสารอินทรียเมื่อการเผาสมบูรณจะไดเถาสีขาว คือ Total ash  จากนั้น
นํา Total ash ไปวิเคราะหหาชนดิของแรธาตุตางๆ ดวยวิธีการที่เหมาะสม เชน Titration  และ 
Spectrophotometer 
อุปกรณ 

1. ถวยครูซิเบิ้ล 
2. เตาเผา ท่ี 500-600 องศาเซลเซียส 
3. เดสิกเคเตอร 
4 เครื่องช่ัง 4 ตําแหนง 

วิธีการวิเคราะห 
1. อบถวยครูซิเบิ้ล 130 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง ช่ังหาน้ําหนักที่แนนอน 
2. ช่ังตัวอยางอาหาร 4-6 กรัม (น้ําหนักที่แนนอน) 
3. นําไปเผาในเตาเผา ท่ีอุณหภมิู 600 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมงจนไดเถาสีขาว 
4. เมื่อนําตัวอยางออกจากเตาเผา ใหคลายความรอนที่อุณหภูมิหองสักครกูอนนําเขาสู

โถดูดความชืน้ 
5. ช่ังน้ําหนกัและคํานวณหา % Total ash 
 

100
W
W

TotalAsh%
sample

ash ×=  

 
น้ําหนกัเถา  = (น้ําหนักภาชนะ+ เถา) – น้ําหนักภาชนะ 
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ภาคผนวก ญ 
การวิเคราะหปริมาณความชื้น [15] 

 
ตัวอยางจะถูกทําใหระเหยในภาชนะที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว และนําไปอบจนกระทั่งได

น้ําหนักคงที่ในตูอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นจากน้ําหนักภาชนะเปลาถือเปน
ตัวแทนของปริมาณของแข็งทั้งหมด ซ่ึงคาความชื้นจะคิดจากการนําคาปริมาณของแข็งหักออกจากคา 
100 
อุปกรณ 
 1. ถวยอลูมิเนยีม 
 2. ตูอบไฟฟา 
 3. เดสิเคเตอร 
 4. คีมคีบ และ/หรือ ถุงมือพลาสติก 
 5. ชอนตักสาร 
 6. เครื่องช่ังละเอียด 
วิธีวิเคราะห 
 1. นําถวยอลูมิเนียมไปอบที่ 105-107 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําออกมาใสในเดสิก
เคเตอร ใหเย็นช่ังน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องช่ังละเอียด (A)   
 2. ช่ังตัวอยางในถวยใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม บันทึกน้ําหนักตัวอยาง (B) 
 3. นําไปอบที่ตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105-107 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5  ช่ัวโมง จากนั้น
นําออกไปชั่งใสเดสิกเคเตอร ท้ิงไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวนําไปชั่ง จดน้ําหนัก 
 4. อบซํ้านานครั้งละ 30 นาทีจนไดน้ําหนักตางกันไมเกิน 2 มิลลิกรัม จดน้ําหนักที่นอยท่ีสุด
ถือเปนน้ําหนักของถวยอะลูมิเนี่ยมและตัวอยางหลังจากอบแหงแลว 
วิธีคํานวณ 

ปริมาณความชื้น(รอยละของน้ําหนกั) =
B

C)BA(100 −+×  

เมื่อ  A  คือ น้ําหนักของถวยอะลูมิเนียม (กรัม) 
 B  คือ น้ําหนักตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
  C  คือ น้ําหนกัของถวยอะลูมิเนียมและน้ําหนักตวัอยางหลังจากที่อบแหงแลว (กรัม) 
 
 
 
 



 77 

ภาคผนวก ฎ 
การวิเคราะหหาปริมาณธาตุไนโตรเจนโดยวิธีเจดาลห ( Kjedahl  Method ) [16] 

 
อุปกรณ 
 1.  kjedahl  digestion  flask  50  or  100  มล. 
 2.  digestion  apparatus 
 3.  distillation  apparatus 
 4.  บิวเรต ( micro – burette ),capacity 5 or 10 มล. 
 5.  ขวดรูปชมพู ( erlenmeyer  flask )  125  มล. 
 6.  บีกเกอร ( beaker ) 600  มล.2,000 มล. 
สารเคมี 
 1.  sulfuric acid ( H2SO4 ) concentrate ( commercial grade ) 
 2.  sodium  hydroxide ( NaOH ) 40% 
 3.  indicator  solution 
 4.  Boric  acid – indicator  solution ( 2% H3BO3 ) 
 5.  Sodium  hydroxide ( NaOH ) 
 6.  HCl 0.1 N 
 7.  Potassium  sulfate – catalyst  mixture 
 8. Sulfuric  acid 0.005 N  Hydrochloric  acid  0.005 N 
การเตรียมสารเคมี 
 1. กรดซัลฟวริกเขมขน  
 2. โซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH) 40 เปอรเซ็นตร 
   ช่ัง NaOH  400 กรัม ใสในบีกเกอร 2000 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปใหถึงขีด 1000 
มิลลิลิตร คนดวยแทงแกวให NaOH ละลายหมด รินใสขวดปดจุกใหแนน 
 3. สารละลายอินดิเคเตอร 
   ละลาย methyl  red 0.066 กรัมและ bromcresol  green 0.099 กรัม ในเอทานอล 100 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดมีจุกปดสนิท 
 4. Boric  acid - indicator  solution (2% H3BO3) 
 4.1 ช่ัง boric  acid (H3BO3) 20 กรัม ใสใน beaker ขนาด 600 มล. 
   4.2  เติมน้ํากล่ันลงไปประมาณ 200 มล. นําไปอุนเพื่อให boric  acid ละลายหมด 
(ในขณะอุนคนดวยแทงแกว) รินใส volumetric  flask  ขนาด 1000 มล. 
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 4.3  เติมน้ํากล่ันลงไปอีกประมาณ 600 มล. (โดยการใชน้ํากล่ันชะลาง beaker ท่ีใส 
H3BO3 ทีละนอย) ตั้งสารละลายไวใหเย็น 
 4.4  เติม mixed  indicator ลงไป 20 มล. เขยาใหเขากัน ปรับสีของสารละลายนี้ดวย 
NaOH 0.1 N และ HCl 0.1 N โดยการหยดลงไปทีละนอยจนสารละลายเปนสีมวงแดง (pH ของ
สารละลายประมาณ 5.0) 
 4.5  ตรวจสอบสีของสารละลายนี้วาใชไดหรือไม โดยนําเอาสารละลาย  boric  acid  
indicator ประมาณ 10 มล. คอยๆ เติมน้ํากล่ันลงไปทีละนอยสีของสารละลายจากสีมวงแดงเปลี่ยนเปนสี
เขียวทันที เมื่อปริมาตรของสารละลายกับน้ํากล่ันเทากัน ถาสีของสารละลายไมเปล่ียนหรือเปลี่ยนเร็ว
เกินไปก็ปรับดวย NaOH 0.1 N และ HCl 0.1 N แลวตรวจสอบจนกวาจะไดตามตองการ แลวปรับใหมี
ปริมาตร 1 ลิตร 
 5. Sodium  hydroxide  (NaOH) 
   ละลาย NaOH 2.0 กรัม ในน้ํากล่ันประมาณ 200 มล. แลวปรับใหเปน 1 ลิตร 
(Standardized หาความเขมขนที่แทจริงโดยใช   Potassium  hydrogen  pathalate) 
 6. HCl  0.1 N 
 7. Potassium  sulfate - catalyst  mixture 
   Salicylic  acid  10 กรัม K2SO4 100 กรัม CuSO4.5H2O 1.0 กรัม บดใหเขากัน 
 8. Sulfuric  acid  0.005 N  Hydrochloric  acid  0.005 N 
วิธีการ 
 1.  ช่ังตัวอยางที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน Kjeldahl  digestion  flask  
 2.   ใส Potassium  sulfate - catalyst  mixture 1.1 กรัม 
 3.  เติม conc. H2SO4 (commercial  grade)  5 มล.  เขยาใหเขากัน 
 4.  นําเขาเตายอยโดยใชอุณหภูมิต่ํา ประมาณ 1 ชม. จึงเพิ่มอุณหภูมิใหสูงจนกวาตัวอยางจะ
ใชได (clear) ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 2-3 ชม. ตัวอยางจะเปนสีเขียวใส และไมมีควันของกรดซัลฟูริคปน
อยู 
 5.  เมื่อตัวอยางใชไดแลวนําออกจากเตายอยท้ิงไวใหเย็น เติมน้ํากล่ันลงไปประมาณ 10 มล. 
(อยาเติมน้ํากล่ันในขณะที่ flask ยังรอนอยู) เขยาใหเขากันแลวนําไปปรับปริมาตร100 มล.ในขวดปรับ
ปริมาตร (volumetric  flask) ใชน้ํากล่ันลาง digestion  flask  ประมาณ 3 คร้ัง เพื่อใหแนใจวาไมมี
ตัวอยางเหลืออยูใน digestion  flask 
 6.   ดูดสารละลายที่ไดดวย ขวดปรับปริมาตร (volumetric  flask) 5 หรือ 10 มล. ใส distillation 
flask  นําไปกลั่นหาปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีการตอไปนี ้
 7.  นํา ขวดรูปชมพู ( erlenmeyer  flask )  125 มล. ซ่ึงมี boric  acid - indicator บรรจุอยู 5 มล. 
มารองรับใต condenser ของเครื่องกล่ัน พยายามใหปลายของ condenser จุมอยูใน boric  acid 
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 8.  นําตัวอยางที่ใสใน distillation  flask  แลวเติมใส 10 N NaOH ประมาณ 10 มล. 
 9. ทําการกลั่นจนกวาปริมาตรของสารใน ขวดรูปชมพู ( erlenmeyer  flask ) เพิ่มถึงขีด 
 50 มล. 
 10. นําสารละลายที่ไดมาไทเทรตกับ standard  0.005 N H2SO4 จดปริมาตรของ standard 
H2SO4 ท่ีใช เพื่อนํามาคํานวณหาปริมาตร total  nitrogen ในตัวอยาง 
การหาปริมาณโปรตีน   

การคํานวณหาปริมาณโปรตีนนั้นหาจากปริมาณไนโตรเจนที่ได โดยปกติแลวในตัวอยางทั่วๆ 
ไปจะมีปริมาณไนโตรเจนอยู  16%  คิดเปนแฟกเตอรของไนโตรเจนในโปรตีน เทากับ 6.25  (100 / 16) 

 
เปอรเซ็นตโปรตีน  =  6.25  x  เปอรเซ็นตไนโตรเจน   

การคํานวณ   
การหาเปอรเซ็นต ไนโตรเจน  ทําไดโดยการใชสูตรดังนี้ 

 
เปอรเซ็นต  Nitrogen  =  14.01  x  (ปริมาตรของกรดที่ไตเตรตกับตัวอยาง  

– ปริมาตรกรดที่ไตรเตรตกับ  Blank*)(ความเขมขนเปนNormal   
ของกรด)  x 100 / น้ําหนักตัวอยาง  x 1000 

 
Blank  คือ  ของเหลวที่ไดจากการใสสารทุกชนิดในขบวนการ  Kjeldahl  ยกเวน  Sample 
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ภาคผนวก ฏ 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ [18] 

 
 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใชวิเคราะหดวยสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิกซ่ึง
สามารถใชวิเคราะหปริมาณน้ําตาลในชวงความเขมขน 0 ถึง 0.4 กรัมตอลิตรของสารละลาย 
อุปกรณ 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโมเมตร 
2. คิวเวต (cuvette) 
3. อางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
4. ขวดปรับปริมาตร 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
5. ปเปตขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6. หลอดทดลองขนาดกลางที่มีฝาปด 
7. ขวดสีชา 
8. เครื่องช่ังระเอียด 2 ตําแหนง 

สารเคมีและวิธีการเตรียม 
1. สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก (3,5-dinitrosalicylic acid:C7H4N2O7) 
 วิธีเตรียม:ละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิก 1.00 กรัมกับโซเดียมโพแทสเซียมตารเตรท 300 

กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 
250 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันเก็บสารละลายไวในขวดสีชา ตั้งทิ้งไว 1 ถึง 2 สัปดาหกอนนํามาใช 

2. โซเดียมโพแทสเซียมตารเตรท (sodium potassium tartate:KNaC4H4O6 . 4H2O) 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร 
วิธีเตรียม:ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 20 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
4. สารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานที่ชวงความเขมขน 0 ถึง 0.4 กรัมตอลิตร 
วิธีเตรียม:ละลายน้ําตาลกลูโคสหนัก 10 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไวเปน

สารละลายเริ่มตน (stock solution) เจือจางที่ความเขมขนในชวงที่ตองการ 
5. นําสารละลายเริ่มตนที่เจือจางในขอ 4. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง ปเปต

สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ปดฝาหลอดผสมใหเปน
เนื้อเดียวกัน นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงทันที นําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกล่ืนแสงโดยเทียบคากับสารละลาย
แบลงค 



 81 

ตารางที่ผฏ-1   คาความเขมขนของสารละลายน้ําตาลกลูโคสและการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร 
ความเขมขนของสารละลาย

น้ําตาล (กรัมตอลิตร) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 

570 นาโนเมตร 
0.00 0.000 
0.50 0.0.24 
0.75 0.033 
1..00 0.043 
1.25 0.055 
1.50 0.065 

 

y = 0.0435x

R2 = 0.9987

0
0.01
0.02
0.03
0.04
0.05
0.06
0.07

0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 g/L

AB
S

 
รูปที่ผฏ-1  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 

 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 1. ปเปตสารละลายตัวอยางปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดทดลองขนาดกลาง  ปเปต
สารละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิกปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสลงไปในหลอด  ปดฝาหลอด  ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน  นําไปตมที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  แลวทําใหเย็นลงทนัที 
 2.  นําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร บันทึกคาการดดูกลืนแสง
โดยเทียบคากบัสารละลายแบลงค (สารละลายแบลงคเตรียมโดยใชน้ํากล่ันปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวเติม
สารละลายเชนเดียวกับสารละลายตัวอยาง) นําไปอานคาความเขมขนของน้ําตาลบนกราฟของสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน (standard  curve) 
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ภาคผนวก ฐ 
การวิเคราะหปริมาณเอทานอล [22] 

 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลใชวิธีวิเคราะหโดย Flash Distillation ซ่ึงสามารถใชวิเคราะห

ปริมาณแอลกอฮอลในชวงความเขมขน 2 ถึง 10 กรัมตอลิตรของสารละลาย 
อุปกรณ 

1. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความเขมขน 600 นาโนเมตร 
2. คิวเวต (cuvette) 
3. อางควบคุมอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
4. ขวดปรับปริมาตร 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
5. ปเปตขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6. หลอดทดลองขนาดกลางที่มีฝาปด 
7. ขวดสีชา 
8. เครื่องช่ังระเอียด 2 ตําแหนง 

สารเคมีและวิธีเตรียม 
1. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน 0.1 โมลาร ในกรดซัลฟวริก 0.5 โมลาร 
    วิธีเตรียม:ละลายโพแทสเซียมไดโครเมตหนัก 29.4 กรัม ในสารละลายกรดซัลฟวริก 98% 

ปริมาตร 25.6 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร 1 ลิตรดวยน้ํากล่ัน 
2. แอลกอฮอลบริสุทธ์ิ 
3. สารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานคาความเขมขนในชวง 2 ถึง 10 กรัมตอลิตร 
วิธีเตรียม: จือจางแอลกอฮอลบริสุทธ์ิดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนในชวง 0 ถึง 10 กรัมตอ

ลิตร 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล 

1. ทําการเจือจางสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนของแอลกอฮอลโดยประมาณใหมี
ในชวงความเขมขน 0 ถึง 10 กรัมตอลิตร 

2. ปเปตสารละลายตัวอยางที่ทําการเจือจางแลวจากขอท่ี 1. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน 0.1 โมลาร ในกรดซัลฟวริก 0.5 โมลาร ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียวปดสนิท 

3. เติมน้ํากล่ันลงไป 2 มิลลิลิตร ปดฝาใหแนนนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เมื่อครบ
ระยะเวลานําไปแชในน้ําเย็นเปนเวลา 2 นาที ทันที 
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4. นําสารละลายจากขอ 3. ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บันทึกคา
การดูดกลืนแสงโดยเทรียออลบกับสารละลายแบลงค นําไปอานคาความเขนขนของแอลกอฮอลบน
กราฟของสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐาน 
 

ตารางที่ผฐ-1  คาความเขมขนของสารละลายเอทานอลและการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนของสารละลาย
เอทานอล (กรัมตอลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 
600นาโนเมตร 

0 0.000 
2 0.074 
4 0.139 
6 0.210 
8 0.270 
10 0.324 

 

 
 

รูปที่ ผฐ-1  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
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ภาคผนวก ฑ 
การวิเคราะหปริมาณลิกนนิ [17] 

 
อุปกรณ 

1. กระบอกตวงขนาด 50 ml และขวดรูปชมพูขนาด 250 ml  

2. เดสิเคเตอรและกระจกนาฬิกา 
3. เครื่องกวนสารและแทงแมเหล็ก 

4. กระดาษกรองเบอร 1 

5. ขวดกนกลม เตาไฟฟาพรอมคอนเด็นเซอรสําหรับรีฟรักซ 

วิธีวิเคราะห 
1. ใชตาชั่ง 4 ตําแหนง ช่ังลําตนขาวฟางหวาน 1.0 กรัมน้ําหนักแหงใสลงบีกเกอรโดยบันทึก

น้ําหนักที่แนนอนไว เติมกรด ซัลฟวริก 72 เปอรเซ็นต จํานวน 10 มิลลิลิตร ปดดวยกระจก

นาฬิกา นําไปกวนบนเครื่องกวนสารที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

2. เทสารละลายจากขอ 1. ลงในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ันจํานวน 385 

มิลลิลิตร 

3. นําสารละลายไป Reflux เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งไวใหเกิดตะกอนอยางสมบูรณ (ท้ิงไว

คางคืน) 

4. อบแหงกระดาษกรอง 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมงนําไปใสในโถดูดความชื้น โดย

ทําการทําเครื่องหมายไวท่ีกระดาษกรอง ช่ัง น้ําหนักกระดาษกรองและบันทึกผล  

5. กรองตะกอน (โดยใชกระดาษกรองจากขอ 4) โดยใชน้ํากล่ันเจือจางสารตัวอยาง มิฉะนั้น

กระดาษอาจขาดหรือทะลุ และทําการอบแหงตะกอนที่ไดบนกระดาษกรองที่ อุณหภูมิ 65-

70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (การกรองตองระวังไมใหกระดาษกรองขาด) ช่ัง

น้ําหนักบันทึกผล 

6. การคํานวณ 

ปริมาณลิกนิน (%) = (น้ําหนกัตะกอนแหง/น้ําหนกัลําตนขาวฟางหวานแหง) × 100  
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ภาคผนวก ฒ 
ขอมูลดิบของการหาสภาวะที่เหมาะสมตามวิธีการทดลองออรโธโกนอล 

 
ตารางที่ผฒ-1 ปจจัยควบคุมแตละระดับกบัความเขมขนของเซลลและเอทานอลที่เกิดจากการหมกั        
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุเคลเลอร 
ลําดับที่ น้ําหนักตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) จุลินทรีย x107 (เซลลตอมิลลิลิตร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 

1 
5 
4 
3 
2 
2 
1 
5 
4 
3 
3 
2 
1 
5 
4 
4 
3 
2 
1 
5 
5 
4 
3 
2 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
3 
3 
3 
3 
3 
5 
5 
5 
5 
5 
7 
7 
7 
7 
7 
9 
9 
9 
9 
9 

5 
15 
14 
12 
9 
15 
5 
19 
25 
12 
16 
13 
6 
28 
31 
26 
16 
11 
25 
22 
31 
32 
15 
12 
21 
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ตารางที่ผฒ-2 ปจจัยควบคุมแตละระดับกบัความเขมขนของเซลลท่ีเกิดจากการหมักเอทานอลจาก       
  ตนสดขาวฟางหวานพันธุคาวเลย 
ลําดับที่ น้ําหนักตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) จุลินทรีย x107 (เซลลตอมิลลิลิตร) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 

10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 
10 
15 
20 
25 
30 

1 
5 
4 
3 
2 
2 
1 
5 
4 
3 
3 
2 
1 
5 
4 
4 
3 
2 
1 
5 
5 
4 
3 
2 
1 

1 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2 
2 
2 
3 
3 
3 
3 
3 
4 
4 
4 
4 
4 
5 
5 
5 
5 
5 

5 
14 
15 
12 
10 
13 
8 
21 
21 
19 
15 
15 
12 
30 
22 
24 
18 
15 
17 
35 
27 
32 
24 
12 
25 
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ตารางที่ผฒ-3 สัญลักษณของปริมาณตางๆ ของปจจัยควบคุมและระดับปจจัย ท่ีใชในวิธีการทดลอง 
  ออรโธโกนอล 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) 

M1 10 1 1 

M2 15 2 3 

M3 20 3 5 

M4 25 4 7 

M5 30 5 9 
 

ตารางที่ผฒ-4 สภาวะทีเ่หมาะสมจากการคาํนวณตามวิธีการทดลองออรโธโกนอลของการหมัก           
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุเคลเลอร 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) 

M1 18 12 11 

M2 16 12 15 

M3 13 14 19 

M4 20 25 20 

M5 19 23 22 

Rj 7 13 11 

สภาวะที่เหมาะสม 25 4 9 
 

ตารางที่ผฒ-5 สภาวะทีเ่หมาะสมจากการคาํนวณตามวิธีการทดลองออรโธโกนอลของการหมัก           
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุคาวเลย 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) 

M1 17 13 11 

M2 17 13 16 

M3 18 17 19 

M4 18 23 22 

M5 22 25 24 

Rj 5 12 13 

สภาวะที่เหมาะสม 30 5 9 

 


