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ภาคผนวก  ก 
อาหารเลี้ยงเชื้อและวิธีการเตรียม [11] 

 
1.  สูตรอาหารแข็งวายเอ็มเอ (Yeast  malt  agar ; YMA) 

สวนประกอบอาหารแข็งวายเอ็มเอ มีดังนี้ 
ยีสตเอกแทร็ค (Yeat  extract)     3.0 กรัม 
มอลตเอกแทร็ค (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  

ละลายสวนผสมทั้งหมดในน้ํากลั่นบรรจุใสขวดแกว ทําการกวนใหเปนเนื้อเดียวกัน โดยการ
ใหความรอนจากนั้นนําไปนึ่งฆาเชื้อในหมอนึ่งภายใตความดัน15 ปอนดตอตารางนิ้ว ที่อุณหภูมิ 121 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที 
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ภาคผนวก  ข 
เทคนิคในการเพาะเลี้ยงและการปลูกถายจุลินทรีย [11] 

 
การเขี่ยและการถายเชื้อนับวาเปนเทคนิคที่สําคัญมาก  ในการที่จะขยายหรือเพิ่มเชื้อบริสุทธิ์ที่

มีอยูแลวใหมีปริมาณมากขึ้น 
 

1.  ลักษณะของหองเขี่ยเชื้อ 
1.1 ควรเปนหองกะทัดรัดไมใหญเกินไป สามารถที่จะมีพื้นที่วางตูเขี่ยเชื้อ อุปกรณในการ

เตรียมเชื้อ 
1.2 ดูแลไมใหหองปฏิบัติการเปนแหลงสะสมเชื้อ  ตองรักษาความสะอาดไมใหเกิด  แหลง

สะสมฝุนละออง  ไมนําสิ่งที่ไมจําเปนเขาหอง  และกําจัดขยะเสมอ 
1.3 ปองกันไมใหมีมด  แมลง  หรือสัตวพาหะอื่นๆ มารบกวน 
 

2.  ขอควรปฏิบัติในการเขี่ยเชื้อ 
2.1 ควรลางมือดวยสบูใหสะอาด เช็ดดวยแอลกอฮอล  70%  จนถึงขอศอก  กอนและหลังเขี่ย

เชื้อทุกครั้ง 
2.2 เช็ดทําความสะอาดตูเขี่ยเชื้อและโตะเตรียมเชื้อดวยแอลกอฮอลรอยละ  70 โดยปริมาตร

กอนและหลังปฏิบัติงาน  
2.3 กอนนําวัสดุหรืออุปกรณใดเขาตูเขี่ยเชื้อ  ใหเช็ดทําความสะอาดกอนดวยแอลกอฮอลรอย

ละ  70 โดยปริมาตรทุกครั้ง   
2.4 หลังเลิกใชงานตูเขี่ยเชื้อทุกครั้งจะตองนําหลอดอาหารที่มีเชื้ออยูออกมากอน  แลวคอย

เปดไฟ  UV ทิ้งไว เปนเวลา 2  ช่ัวโมง   
2.5 หลอดอาหารที่ยังไมไดใชใหใสถุงพลาสติกแลวมัดใสตูเย็นไว 
2.6 การนําหลอดเพาะเลี้ยงเชื้อออกจากตูเย็นมาใชตองรอใหอุณหภูมิของหลอดลดลงเทากับ

อุณหภูมิหองกอนจะนําไปใชงาน 
2.7 ใชปากกาเขียนบนสติกเกอรติด  บอก  วัน  เดือน  ป  เวลาที่เขี่ยเชื้อเสมอ 
 

3.  เทคนิคการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ 
      ในการเลี้ยงยีสตบริสุทธิ์นั้นอาจมีการปนเปอนของเชื้ออ่ืนอยูกอนบางแลว  เพียงแตเชื้อ 

เหลานั้นอาจยังมีปริมาณไมมากพอที่จะเจริญครอบคลุมยีสต  แตก็เจริญเติบโตไปพรอมๆกันโดยเฉพาะ
เชื้อแบคทีเรีย  ที่มักทําใหเกิดปญหาเรื่องการปนเปอนอยูบอยๆ  และเมื่อเกิดการปนเปอนในปริมาณมาก
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ก็จะมีผลตอประสิทธิภาพการหมักตามมาเชน  ทําใหเกิดการบูดเสีย ทําใหยีสตไมสามารถผลิต
แอลกอฮอลไดเพราะถูกแบคทีเรียยับยั้งการเจริญ วิธีแกไขคือตองทําการแยกเชื้อใหบริสุทธิ์ซ่ึงมีขั้นตอน
ดังนี้ 

3.1  ทําการฆาเชื้อจานอาหารเลี้ยงเช้ือ  โดยนําใสถุงพลาสติกมัดดวยยางรัด  นําไปนึ่งฆาเชื้อ
ในหมอนึ่งความดันไอ  ที่ความดัน   15  ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที 

3.2  ทําการเตรียมอาหาร โดยบรรจุ อาหารแข็งวายเอ็มเอ (Yeast  malt  agar ;  YMA)  ในขวด
ลูกชมพู  นําไปนึ่งในหมอนึ่งความดันไอ  ที่ความดัน  15  ปอนดตอตารางนิ้ว  นาน  15  นาที  รอให
อาหารอุนๆประมาณ  40  องศาเซลเซียส 

3.3  เทอาหารใสจานอาหารเลี้ยงเชื้อดวยเทคนิคปลอดเชื้อ  โดยเทลงบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ 
(plate) ใส  ,1/4  ของจาน  รอใหอาหารแข็งตัว 

 
4. ขั้นตอนการเขี่ยเชื้อ ( Cross  strek) 

4.1  ใชลวดเขี่ยเชื้อลนไฟใหแดง  แลวปลอยใหเย็นนําไปตักเชื้อมา  1  ลูป  มาแตะที่ผิววุน
ใกลๆ  ขอบใดขอบหนึ่งของจานอาหารเลี้ยงเชื้อ  ลากลวดเขี่ยเชื้อเบาๆ (ทําโดยซิกแซ็กไปมา) ใหใชดาน
แบนของปลายลวดแตะแผวๆ  บนผิววุนไปมา  4-5  เสน  แตละเสนใหใกลกันที่สุด  ระวังอยาใหลวด
เขี่ยเชื้อฝงลงไปในเนื้อวุน  ปดฝาจาน 

4.2   เผาลวดเขี่ยเชื้อใหแดง  แลวปลอยใหเย็น 
4.3   ปดจานอาหารเขียนเลขบนจานและวางคว่ําไวบมที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ประมาณ  

2-3  วัน  จะมีโคโลนีของเชื้อเจริญขึ้น  
         

5. การนําเชื้อที่ไดไปใชงาน 
5.1  หลังจากที่โคโลนีปรากฏบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อแลวใหสังเกตดูวามีส่ิงแปลกปลอม  

เกิดขึ้นบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อหรือไม  ถามีแสดงวาเกิดการปนเปอน  จึงไมควรใชเชื้อที่เจริญบนจาน
อาหารดังกลาว 

5.2  เมื่อไดจานอาหารที่ไมเกิดการปนเปอนเชื้ออ่ืนแลว  ใหสุมเลือกโคโลนีที่เจริญอยูเดี่ยวๆ  
โดยใชลูปหรือเข็มเขี่ยเชื้อ  เขี่ยลงมาเลี้ยงบนวุนเอียงในหลอดอีกครั้ง 

5.3 หลังจากที่เชื้อเจริญบนอาหารวุนแลว  ใหนําไปทดสอบประสิทธิภาพในการหมักสูงสุด  
จากนั้นจึงเลือกเชื้อตามที่ตองการนําไปขยายเชื้อเพิ่มตอไป 
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ภาคผนวก  ค 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล  โดยเครื่องอีบลูลิโอมิเตอร [19] 

 
หลักการวิเคราะห  คือวัดปริมาณแอลกอฮอลจากคาการเปลี่ยนแปลงจุดเดือดของสารละลาย

ตัวอยาง  แลวนํามาอานคาบนสเกล  ซ่ึงจะไดคาปริมาณแอลกอฮอลในหนวยเปอรเซ็นตโดยปริมาตร  
โดยมีขอจํากัดวาปริมาณแอลกอฮอลในสารละลายตองไมเกิน  16  เปอรเซ็นตโดยปริมาตร 

 
1.  การหาจุดเดือดของน้ํา 

เติมน้ํากลั่นปรมิาตร 15 มิลลิลิตร ลงในหมอตม (Boiling chamber) เสียบเทอรโมมิเตอร ตอ
รีฟลักซคอนเดนเซอร  (Reflux  condenser) จุดตะเกยีงจากนั้นตมน้ําจนกระทั่งน้ําเดือด  โดยสังเกตจาก
ไอน้ําที่ขึ้นมาเกาะบนคอนเดนเซอร  อานคาอุณหภูมิของน้ําเดือด  (จดุที่ปรอทขึ้นไปแลวคงที่)  บันทึก
เปนอุณหภูมิของน้ําเดือด 

 
2.  การหาคาจุดเดือดของสารละลายตัวอยาง 

รินสารละลายตัวอยางปริมาณ  50  มิลลิลิตร  ใสลงในหมอตม  เสียบเทอรโมมิเตอรตม
เชนเดียวกันกับน้ํากลั่น  อานคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย  บันทึกคาที่อานได 

 
3.  การอานคาปริมาณแอลกอฮอล 

นําคาอุณหภูมิจุดเดือดมาตั้งใหตรงกับตําแหนง  0  ของสเกล  ซ่ึงหมายถึง  0  เปอรเซ็นต
แอลกอฮอล  แลวดูตัวเลขที่ตรงกับคาอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย  จะไดคาปริมาณแอลกอฮอลใน
สาระลาย  เชน  อุณหภูมิจุดเดือดอานคาได  100  องศาเซลเซียส  และอุณหภูมิจุดเดือดของสารละลาย
อานคาได  90.6  องศาเซลเซียส  นําไปอานคาบนสเกล  โดยตั้งให  100  ตรงกับเลข  0  จะสามารถอาน
คาปริมาณแอลกอฮอลไดเทากับ  13.5  เปอรเซ็นตบันทึกคาที่อานได 
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ภาคผนวก  ง 
การคํานวณปริมาณแอลกอฮอลจากรอยละโดยปริมาตร (%  v/v)  เปนรอยละโดยน้ําหนักตอ

ปริมาตร 
 
สมมติปริมาณแอลกอฮอลที่วัดได X % (โดยปริมาตร) นั่นคือสารตัวอยาง  100  มิลลิลิตร  มี

ปริมาณแอลกอฮอล      =    X      มิลลิลิตร 
ถาสารตัวอยาง  1000  มิลลิลิตร  มีปริมาณแอลกอฮอล           =    X   x   1000       
                          100 
                                           =   X    x   10   มิลลิลิตรตอลิตร 
จากความหนาแนนของเอทานอล             =   0.79   กรัมตอมิลลิลิตร 
เพราะฉะนั้นปริมาณแอลกอฮอล  =    X   x   10   มิลลิลิตรตอลิตร   x   0.79   กรัมตอมิลลิลิตร 
    =   X   x   10   x   0.79   กรัมตอลิตร 
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ภาคผนวก  จ 
วิธีการวิเคราะหน้ําหนักเซลลแหง [20] 

 
การหาคาน้ําหนักเซลลแหงมีความสําคัญมากตอการหาพารามิเตอรอ่ืนๆ เชน  ผลได  (Yield) 

และอัตราการผลิต  (Productivity)   
1.  การหาคาน้ําหนักเซลลแหง  ทําโดยการเตรียมหลอดทดลองอบแหงที่อุณหภูมิ  105  องศา

เซลเซียส  เปนเวลา  24  ช่ัวโมง และทําการหาน้ําหนักที่แนนอนของหลอดทดลอง  
2.  ดูดสารตัวอยางปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดทดลองจํานวน  3  หลอดตอ  1  

ตัวอยาง 
3.   นําหลอดที่ใสสารตัวอยางไปหมุนเหวี่ยงที่  1,500  รอบ/นาที  เปนเวลา  10  นาที  หลังจาก

นั้นรินสวนที่ลอยท้ิง 
4.   เติมน้ํากลั่น  5  มิลลิลิตร  ลงในหลอดทดลองนําไปหมุนเหวี่ยงอีกครั้ง  ทําซ้ํา  2  คร้ังริน

สวนที่ลอยท้ิง  นําหลอดทดลองที่มีเซลลยีสต  ไปอบที่อุณหภูมิ  105  องศาเซลเซียส  เปนเวลา        24  
ช่ัวโมง 

5.   ทิ้งไวใหเย็นในโถดูดความชื้น  และชั่งน้ําหนักที่แนนอน  บันทึกน้ําหนักที่ได 
6.   คํานวณหาน้ําหนักเซลลแหง  ( CX)   กรัม/ลิตร 

 
                 น้ําหนักหลอดทดลองและเซลลแหง  (กรัม)  -  น้ําหนักหลอดทดลอง  (กรัม) 
CX   =    
                                       ปริมาตรของตัวอยาง  (มิลลิลิตร)  x  10-3 
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ภาคผนวก  ฉ 
การคํานวณคาประสิทธิภาพผลได  (Yield  efficiency) 

 
 คาประสิทธิภาพผลได (%) = ผลไดเอทานอล                       x   100 
           ผลไดเอทานอลทางทฤษฏี ( 0.51) 
ตัวอยางการคํานวณ 

จากการหมักเอทานอลแบบกะโดยใชน้ําหวานที่หีบไดจากตนขาวฟางหวานที่มีน้ําตาลเริ่มตน
เทากับ  18  องศาบริกซ  มีการดึงน้ําหมักจากตัวอยางชั่วโมงที่  0  เมื่อนําไปวิเคราะหหาความเขมขน 
เอทานอลได  4.30  กรัมตอลิตร  เมื่อการหมักดําเนินไปถึงชั่วโมงที่  33  ทําการดึงน้ําหมักและวัดความ
เขมขนเอทานอลได  58.79  กรัมตอลิตร  ดังนั้นไดปริมาณเอทานอลที่ผลิตขึ้น  58.79-4.30  เทากับ  
54.49  กรัมตอลิตร  น้ําตาลทั้งหมดที่ใชคือ  172.92-46.55  เทากับ  126.37  กรัมตอลิตร  ผลไดเอทานอล
ตอกรัมน้ําตาลเทากับ 54.49/126.37 เทากับ 0.43 ผลไดทางทฤษฏีเทากับ  0.51  กรัมเอทานอลตอกรัม
น้ําตาล เพราะฉะนั้น รอยละประสิทธิภาพผลได คํานวณโดยใชสูตร 
 

รอยละประสิทธิภาพผลได  =  
0.51
0.43 x100  

         =   84.55     
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ภาคผนวก   ช 
แสดงการคํานวณหาคาพารามิเตอรตาง ๆ 

 

ตาราง ผช-1  ตัวอยางผลการทดลองการเพาะเลี้ยงยีสต  Saccharomyces  crervisiae แบบกะ 

เวลา 
(ช่ัวโมง) 

OD600 
น้ําหนกั 
เซลลแหง 

(กรัม/ลิตร) 

จํานวนเซลล
ท้ังหมด 

(เซลล/ลิตร) 

กลูโคส 
(กรัมตอลิตร)

เอทานอล 
(กรัมตอลิตร) 

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 
- 

65 
 

1.  ผลไดของเซลล (YX/S) 
จากผลการทดลองขางตนจะได 

  YX/S          =      
S
X
Δ
Δ       =     

20.8
0.22-4.63      =     0.21  กรัมเซลลตอกรัมกลูโคส 

2.  ผลไดของผลิตภัณฑ (YP/S) 
จากผลการทดลองขางตนจะได 

  YP/S        =      
S
P

Δ
Δ       =      

20.8
0.36.3−      =     0.29  กรัมเอทานอลตอกรัมกลูโคส 

3.  อัตราการผลิตเซลล (QX) 
ตัวอยางจากผลการทดลองในตาราง  จะไดวา  ในเวลา  23.5  ช่ัวโมงจะมีผลผลิตของเซลล

เทากับ  4.63 – 0.22  =   4.41  กรัมตอลิตร 
  อัตราการผลิตเซลล       =        0.19     กรัมเซลลตอลิตร ช่ัวโมง 
4.  อัตราการผลิตผลิตภัณฑ (QP) 

ตัวอยางจากผลการทดลองในตาราง  จะไดวา  ในเวลา  10.5  ช่ัวโมงจะมีผลผลิตของเซลล
เทากับ  6.3 – 0.3  =   6.0  กรัมตอลิตร 
  อัตราการผลิตเอทานอล       =        0.57     กรัมเซลลตอลิตร.ช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ซ 
การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส [13] 

 
อุปกรณ 

1.  บีกเกอรขนาด  250  และ  1000 มิลลิลิตร 
2.   กระบอกตวงขนาด  100  มิลลิลิตร 
3.  ขวดรูชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร 
4.   ขวดรับริมาตรขนาด  1000  มิลลิลิตร 
5.  แทงแกวคน 
6.  กรวยกรอง 
7.  กระจกนาฬิกา 
8.  เครื่องกวนสาร 
9. กระดาษกรองเบอร  1 

วิธีการเตรียมสาร 
 1.  สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  50  เปอรเซ็นต  และ  17.5 เปอรเซ็นต   

วิธีเตรียม : นําสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  50  เปอรเซ็นตโดยน้ําหนักปริมาตร  290  
มิลลิลิตร  เทลงในบีกเกอรขนาด  1000  มิลลิลิตร  ท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยู  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตร
ดวยน้ํากล่ัน 
 2.  สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน  0.50  และ  0.10  นอรมัล 
   วิธีเตรียม : ละลายโพแทสเซียมไดโครเมต  24 .52  และ  4.909  กรัม  ในน้าํกล่ันตามลําดบั  ปรับ
ปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยขวดปรับปรมิาตร  

3. สารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตความเขมขน  0.10  นอรมัล 
วิธีเตรยีม : ละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีมซัลเฟต  40.5  กรัมในน้าํกล่ัน  เติมกรดซัลฟูริกเขมขน

ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน  ทําการาความเขมขนทีแ่นนอนทกุ
คร้ังที่ใช  โดยนําไปไตเตรทกับสารละลายโพแทสเซยีมไดโคเมตมาตรฐาน 

วิธีหาความเขมขนที่แนนอน :  ปเปตสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตเขมขน  0.10  นอรมัล
ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันปริมาตร  90  มิลลิลิตร  คอยๆ เติม
กรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  10  มิลลิลิตรลงในขวด  โดยเอียงขวดทํามุม  45  องศากับพื้น  ตั้งพักไวใหเย็น  
หยดอินดิเคเตอรท่ีเตรียมไว  2-4  หยด  นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ตองการหา 
ความเขมขนที่แนนอน  

N1V1   =   N2V2 
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โดยท่ี     N1  คือ  ความเขมขนของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (นอรมัล) 
                N2  คือ  ความเขมขนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมัล) 
                V1  คือ  ปริมาตรของสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมต (มิลลิลิตร) 
                V2   คือ  ปริมาตรของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (มิลลิลิตร) 

4.  สารละลายอินดิเคเตอร 

วิธีเตรยีม :  ละลาย  1,10-ฟนานโธรลีนโมโนไฮเดรต  (C12H5N2⋅H2O)  หนกั  1.5  กรัม  กบัเฟอร-

รัสซัลเฟต (FeSO4⋅H2O)  0.7  กรัมในน้ํากล่ันปริมาตร  100  มิลลิลิตร ใชเปนอินดเิคเตอรในการไตเตรท 
5. สารละลายกรดซัลฟูริกความเขมขน  3  นอรมัล 
วิธีเตรยีม : คอยๆ เทกรดซัลฟูริกความเขมขน  98  เปอรเซ็นตปริมาตร  83.5  มิลลิลิตร  ลงในบกี

เกอรท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยู  ปรับปริมาตรเปน  1000  มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ัน 
การวิเคราะหปริมาณเซลลูโลส 

1.  ช่ังกากมันสําปะหลังที่บดละเอียดหนัก  1.5  กรัมน้ําหนักแหง  ใสลงในบีกเกอรขนาด  
250  มิลลิลิตร  บันทึกน้ําหนักกากมันสําปะหลังไว  เติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  
17.5  เปอรเซ็นต  ปริมาตร  100  มิลลิลิตร  ปดบีกเกอรดวยกระจกน้ํากล่ันปริมาตร  100  มิลลิลิตร 
หลังครบเวลาตั้งทิ้งไวท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา  30  นาที 

2.  กรองสารละลายเพื่อแยกตะกอนกากมันสําปะหลังออก  โดยทิ้งสารละลายใสปริมาตร  10  
มิลลิลิตรแรกของการกรอง  เก็บสารละลายใสเพื่อนําวิเคราะหปริมาตร  100  มิลลิลิตร 

3.  การวิเคราะหปริมาตรแอลฟา-เซลลูโลส (เซลลูโลส) 
 3.1   ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ  2.  ปริมาตร  10  มิลลิลิตร  ใสลงในขวดรูปชมพูขนาด  
250  มิลลิลิตร  เติมสารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน  0.5  นอรมัล  ลงไปปริมาตร  10  
มิลลิลิตร  เติมน้ํากล่ันปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเขากนั 
 3.2   คอยๆ เทกรดซัลฟูริกเขมขนปริมาตร  30  มิลลิลิตรลงไปโดยเอยีงขวดทํามุม  45  องศา
กับพื้นโตะ  เพือ่ปองกันการเดือดอยางรุนแรงของสารละลาย  ตั้งทิ้งไวใหเย็น 
 3.3   หยดอินดิเคเตอร  2-4  หยด  นําไปไตเตรทกับสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่
ทราบความเขมขนที่แนนอน  จนกระทั่งสารละลายเปลี่ยนจากสีเหลืองอมสมเปนสีน้ําตาลอมมวง  บันทึก
ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใช 
 3.4  เตรียมสารละลายแบลงค  โดยปเปตสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน  17.5  
เปอรเซ็นต  ปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสในขวดรูปชมพูขนาด  250  มิลลิลิตร  ท่ีมีน้ํากล่ันบรรจุอยูปริมาตร  5   
มิลลิลิตร  แลวนําไปทําวิธีการเดียวกับสารละลายตัวอยางในขอ 3.1  ถึง  3.3 

แอลฟา-เซลลูโลส (%)    =    100 – [6.85 (V4-V3 ) × N × 20 / ( A × W )] 
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V3  คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย        
ตัวอยาง (มิลลิลิตร) 

V4 คือ ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนยีมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย 
แบลงค (มิลลิลิตร) 

N     คือ  ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต (นอรมัล)  
A     คือ  ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
W    คือ  น้ําหนักกากมันสําปะหลังแหง (กรัม) 
คาคงที่  6.85  คือ  มิลลิกรัมสมมูลของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ทําปฏิกิริยา

พอดีกับเซลลูโลส 
 
การวิเคราะหปริมาณแกมมา-เซลลูโลส 

4.1  ปเปตสารละลายตัวอยางจากขอ 2. ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ใสลงในกระบอกตวงที่มี
จุกปด  เติมสารละลายกรดซัลฟูริกเขมขน  3  นอรมัล  ปริมาตร  50  มิลลิลิตร  ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน  นําใความรอนที่อุณหภูมิ  70  ถึง  90  องศาเซลเซียส  เปนเวลานาน  2  ถึง  3  นาที  เพื่อให
เกิดการตกตะกอนอยางสมบูรณ  กรองสารละลายโดยเก็บสารละลายสวนใสวิเคราะห 

4.2   นําสารละลายที่กรองไดวิเคราะหวิธีการเดียวกับขอ 3.1  ถึง 3.3 

  แกมมา-เซลลูโลส   =  [6.85 (V4-V3)×N×20/(A×W)] 
V3  คือ  ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย

ตัวอยาง (มิลลิลิตร) 
V4  คือ  ปริมาตรสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟตที่ใชในการไตเตรทกับสารละลาย

แบลงค (มิลลิลิตร) 
N  คือ  ความเขมขนที่แนนอนของสารละลายเฟอรรัสแอมโมเนียมซัลเฟต ( นอรมัล) 
A  คือ  ปริมาตรสารละลายตัวอยางที่ใช (มิลลิลิตร) 
W  คือ  น้ําหนักกากมันสําปะหลังแหง (กรัม) 

 
การวิเคราะหปริมาณเบตา-เซลลูโลส (เฮมิเซลลูโลส) 

เบตา-เซลลูโลส  =  100- (แอลฟา- เซลลูโลส  +  แกมมา-เซลลูโลส) 
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ภาคผนวก ฌ 
การวิเคราะหปริมาณเถา [14] 

 
เถา คือ แรธาตุตางๆ ในอาหาร เมื่อนําอาหารมาเผา (ignite) น้ําในอาหารจะระเหยไปจนหมด 

สารอินทรียจะถูก oxidize เหลือสารอนินทรียซ่ึงไดแกพวกแรธาตุตางๆ Drying Ashing ใชเตาเผา ท่ี
อุณหภูมิ 500-600 เซลเซียส การเผาในระยะแรก น้ําและสารที่ระเหยไดไปในระหวางการเผาตอไปจะได
เถาสีดํา เพราะเกดิ oxidation ของสารอินทรียเมื่อการเผาสมบูรณจะไดเถาสีขาว คือ Total ash  จากนั้น
นํา Total ash ไปวิเคราะหหาชนดิของแรธาตุตางๆ ดวยวิธีการที่เหมาะสม เชน Titration  และ 
Spectrophotometer 
อุปกรณ 

1. ถวยครูซิเบิ้ล 
2. เตาเผา ท่ี 500-600 องศาเซลเซียส 
3. เดสิกเคเตอร 
4 เครื่องช่ัง 4 ตําแหนง 

วิธีการวิเคราะห 
1. อบถวยครูซิเบิ้ล 130 องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง ช่ังหาน้ําหนักที่แนนอน 
2. ช่ังตัวอยางอาหาร 4-6 กรัม (น้ําหนักที่แนนอน) 
3. นําไปเผาในเตาเผา ท่ีอุณหภมิู 600 องศาเซลเซียสเปนเวลา 3 ช่ัวโมงจนไดเถาสีขาว 
4. เมื่อนําตัวอยางออกจากเตาเผา ใหคลายความรอนที่อุณหภูมิหองสักครกูอนนําเขาสู

โถดูดความชืน้ 
5. ช่ังน้ําหนกัและคํานวณหา % Total ash 
 

100
W
W

TotalAsh%
sample

ash ×=  

 
น้ําหนกัเถา  = (น้ําหนักภาชนะ+ เถา) – น้ําหนักภาชนะ 
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ภาคผนวก ญ 
การวิเคราะหปริมาณความชื้น [15] 

 
ตัวอยางจะถูกทําใหระเหยในภาชนะที่ทราบน้ําหนักแนนอนแลว และนําไปอบจนกระทั่งได

น้ําหนักคงที่ในตูอบที่อุณหภูมิ 103-105 องศาเซลเซียส น้ําหนักที่เพิ่มขึ้นจากน้ําหนักภาชนะเปลาถือเปน
ตัวแทนของปริมาณของแข็งทั้งหมด ซ่ึงคาความชื้นจะคิดจากการนําคาปริมาณของแข็งหักออกจากคา 
100 
อุปกรณ 
 1. ถวยอลูมิเนยีม 
 2. ตูอบไฟฟา 
 3. เดสิเคเตอร 
 4. คีมคีบ และ/หรือ ถุงมือพลาสติก 
 5. ชอนตักสาร 
 6. เครื่องช่ังละเอียด 
วิธีวิเคราะห 
 1. นําถวยอลูมิเนียมไปอบที่ 105-107 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที นําออกมาใสในเดสิก
เคเตอร ใหเย็นช่ังน้ําหนักที่แนนอนดวยเครื่องช่ังละเอียด (A)   
 2. ช่ังตัวอยางในถวยใหไดน้ําหนักที่แนนอนประมาณ 5 กรัม บันทึกน้ําหนักตัวอยาง (B) 
 3. นําไปอบที่ตูอบไฟฟาที่อุณหภูมิ 105-107 องศาเซลเซียส นานประมาณ 5  ช่ัวโมง จากนั้น
นําออกไปชั่งใสเดสิกเคเตอร ท้ิงไวใหเย็นที่อุณหภูมิหองแลวนําไปชั่ง จดน้ําหนัก 
 4. อบซํ้านานครั้งละ 30 นาทีจนไดน้ําหนักตางกันไมเกิน 2 มิลลิกรัม จดน้ําหนักที่นอยท่ีสุด
ถือเปนน้ําหนักของถวยอะลูมิเนี่ยมและตัวอยางหลังจากอบแหงแลว 
วิธีคํานวณ 

ปริมาณความชื้น(รอยละของน้ําหนกั) =
B

C)BA(100 −+×  

เมื่อ  A  คือ น้ําหนักของถวยอะลูมิเนียม (กรัม) 
 B  คือ น้ําหนักตัวอยางกอนอบ (กรัม) 
  C  คือ น้ําหนกัของถวยอะลูมิเนียมและน้ําหนักตวัอยางหลังจากที่อบแหงแลว (กรัม) 
 
 
 
 



 77 

ภาคผนวก ฎ 
การวิเคราะหหาปริมาณธาตุไนโตรเจนโดยวิธีเจดาลห ( 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. กรดซัลฟวริกเขมขน  
 2. โซเดียมไฮดรอกไซด  (NaOH) 40 เปอรเซ็นตร 
   ช่ัง NaOH  400 กรัม ใสในบีกเกอร 2000 มิลลิลิตร เติมน้ํากล่ันลงไปใหถึงขีด 1000 
มิลลิลิตร คนดวยแทงแกวให NaOH ละลายหมด รินใสขวดปดจุกใหแนน 
 3. สารละลายอินดิเคเตอร 
   ละลาย methyl  red 0.066 กรัมและ bromcresol  green 0.099 กรัม ในเอทานอล 100 
มิลลิลิตร เก็บไวในขวดมีจุกปดสนิท 
 4. Boric  acid - indicator  solution (2% H3BO3) 
 4.1 ช่ัง boric  acid (H3BO3) 20 กรัม ใสใน beaker ขนาด 600 มล. 
   4.2  เติมน้ํากล่ันลงไปประมาณ 200 มล. นําไปอุนเพื่อให boric  acid ละลายหมด 
(ในขณะอุนคนดวยแทงแกว) รินใส volumetric  flask  ขนาด 1000 มล. 



 78 

 4.3  เติมน้ํากล่ันลงไปอีกประมาณ 600 มล. (โดยการใชน้ํากล่ันชะลาง beaker ท่ีใส 
H3BO3 ทีละนอย) ตั้งสารละลายไวใหเย็น 
 4.4  เติม mixed  indicator ลงไป 20 มล. เขยาใหเขากัน ปรับสีของสารละลายนี้ดวย 
NaOH 0.1 N และ HCl 0.1 N โดยการหยดลงไปทีละนอยจนสารละลายเปนสีมวงแดง (pH ของ
สารละลายประมาณ 5.0) 
 4.5  ตรวจสอบสีของสารละลายนี้วาใชไดหรือไม โดยนําเอาสารละลาย  boric  acid  
indicator ประมาณ 10 มล. คอยๆ เติมน้ํากล่ันลงไปทีละนอยสีของสารละลายจากสีมวงแดงเปลี่ยนเปนสี
เขียวทันที เมื่อปริมาตรของสารละลายกับน้ํากล่ันเทากัน ถาสีของสารละลายไมเปล่ียนหรือเปลี่ยนเร็ว
เกินไปก็ปรับดวย NaOH 0.1 N และ HCl 0.1 N แลวตรวจสอบจนกวาจะไดตามตองการ แลวปรับใหมี
ปริมาตร 1 ลิตร 
 5. Sodium  hydroxide  (NaOH) 
   ละลาย NaOH 2.0 กรัม ในน้ํากล่ันประมาณ 200 มล. แลวปรับใหเปน 1 ลิตร 
(Standardized หาความเขมขนที่แทจริงโดยใช   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 บดใหเขากัน 
 8. Sulfuric  acid  0.005 N  Hydrochloric  acid  0.005 N 
วิธีการ 
 1.  ช่ังตัวอยางที่บดละเอียดแลวจํานวน 2 กรัม ใสใน Kjeldahl  digestion  flask  
 2.   ใส Potassium  sulfate - catalyst  mixture 1.1 กรัม 
 3.  เติม conc. H2SO4 (commercial  grade)  5 มล.  เขยาใหเขากัน 
 4.  นําเขาเตายอยโดยใชอุณหภูมิต่ํา ประมาณ 1 ชม. จึงเพิ่มอุณหภูมิใหสูงจนกวาตัวอยางจะ
ใชได (clear) ซ่ึงจะใชเวลาประมาณ 2-3 ชม. ตัวอยางจะเปนสีเขียวใส และไมมีควันของกรดซัลฟูริคปน
อยู 
 5.  เมื่อตัวอยางใชไดแลวนําออกจากเตายอยท้ิงไวใหเย็น เติมน้ํากล่ันลงไปประมาณ 10 มล. 
(อยาเติมน้ํากล่ันในขณะที่ flask ยังรอนอยู) เขยาใหเขากันแลวนําไปปรับปริมาตร100 มล.ในขวดปรับ
ปริมาตร (volumetric  flask) ใชน้ํากล่ันลาง digestion  flask  ประมาณ 3 คร้ัง เพื่อใหแนใจวาไมมี
ตัวอยางเหลืออยูใน digestion  flask 
 6.   ดูดสารละลายที่ไดดวย ขวดปรับปริมาตร (volumetric  flask) 5 หรือ 10 มล. ใส distillation 
flask  นําไปกลั่นหาปริมาณไนโตรเจนโดยวิธีการตอไปนี ้
 7.  นํา ขวดรูปชมพู ( erlenmeyer  flask )  125 มล. ซ่ึงมี boric  acid - indicator บรรจุอยู 5 มล. 
มารองรับใต condenser ของเครื่องกล่ัน พยายามใหปลายของ condenser จุมอยูใน boric  acid 
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 8.  นําตัวอยางที่ใสใน distillation  flask  แลวเติมใส 10 N NaOH ประมาณ 10 มล. 
 9. ทําการกลั่นจนกวาปริมาตรของสารใน ขวดรูปชมพู ( erlenmeyer  flask ) เพิ่มถึงขีด 
 50 มล. 
 10. นําสารละลายที่ไดมาไทเทรตกับ standard  0.005 N H2SO4 จดปริมาตรของ standard 
H2SO4 ท่ีใช เพื่อนํามาคํานวณหาปริมาตร total  nitrogen ในตัวอยาง 
การหาปริมาณโปรตีน   

การคํานวณหาปริมาณโปรตีนนั้นหาจากปริมาณไนโตรเจนที่ได โดยปกติแลวในตัวอยางทั่วๆ 
ไปจะมีปริมาณไนโตรเจนอยู  16%  คิดเปนแฟกเตอรของไนโตรเจนในโปรตีน เทากับ 6.25  (100 / 16) 

 
เปอรเซ็นตโปรตีน  =  6.25  x  เปอรเซ็นตไนโตรเจน   

การคํานวณ   
การหาเปอรเซ็นต ไนโตรเจน  ทําไดโดยการใชสูตรดังนี้ 

 
เปอรเซ็นต  Nitrogen  =  14.01  x  (ปริมาตรของกรดที่ไตเตรตกับตัวอยาง  

– ปริมาตรกรดที่ไตรเตรตกับ  Blank*)(ความเขมขนเปนNormal   
ของกรด)  x 100 / น้ําหนักตัวอยาง  x 1000 

 
Blank  คือ  ของเหลวที่ไดจากการใสสารทุกชนิดในขบวนการ  Kjeldahl  ยกเวน  Sample 
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ภาคผนวก ฏ 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ [18] 

 
 

การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซใชวิเคราะหดวยสารละลายกรดไนโตรซาลิไซลิกซ่ึง
สามารถใชวิเคราะหปริมาณน้ําตาลในชวงความเขมขน 0 ถึง 0.4 กรัมตอลิตรของสารละลาย 
อุปกรณ 

1. เครื่องวัดคาการดูดกลืนแสง ท่ีความยาวคลื่น 570 นาโมเมตร 
2. คิวเวต (cuvette) 
3. อางควบคุมอุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
4. ขวดปรับปริมาตร 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
5. ปเปตขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6. หลอดทดลองขนาดกลางที่มีฝาปด 
7. ขวดสีชา 
8. เครื่องช่ังระเอียด 2 ตําแหนง 

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

กรัมในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรเปน 
250 มิลลิลิตรดวยน้ํากล่ันเก็บสารละลายไวในขวดสีชา ตั้งทิ้งไว 1 ถึง 2 สัปดาหกอนนํามาใช 

2. โซเดียมโพแทสเซียมตารเตรท (sodium potassium tartate:KNaC4H4O6 . 4H2O) 
3. สารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 2 โมลาร 
วิธีเตรียม:ละลายเกล็ดโซเดียมไฮดรอกไซด 20 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 250 มิลลิลิตร 
4. สารละลายน้ําตาลกลูโคสมาตรฐานที่ชวงความเขมขน 0 ถึง 0.4 กรัมตอลิตร 
วิธีเตรียม:ละลายน้ําตาลกลูโคสหนัก 10 กรัม ในน้ํากล่ันปริมาตร 1000 มิลลิลิตร เก็บไวเปน

สารละลายเริ่มตน (stock solution) เจือจางที่ความเขมขนในชวงที่ตองการ 
5. นําสารละลายเริ่มตนที่เจือจางในขอ 4. ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใสในหลอดทดลอง ปเปต

สารละลายกรดไดไนโตรซาลิไซลิกปริมาตร 5 มิลลิลิตร ใสลงในหลอดทดลอง ปดฝาหลอดผสมใหเปน
เนื้อเดียวกัน นําไปตมที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นลงทันที นําไปอาน
คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร บันทึกคาการดูดกล่ืนแสงโดยเทียบคากับสารละลาย
แบลงค 
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ตารางที่ผฏ-1   คาความเขมขนของสารละลายน้ําตาลกลูโคสและการดูดกลืนแสงที่ 570 นาโนเมตร 
ความเขมขนของสารละลาย

น้ําตาล (กรัมตอลิตร) 
คาการดูดกลืนแสงที่ 

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  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณน้ําตาล 

 
การวิเคราะหปริมาณน้ําตาลรีดิวซ 
 1. ปเปตสารละลายตัวอยางปริมาตร  0.5  มิลลิลิตร  ใสลงในหลอดทดลองขนาดกลาง  ปเปต
สารละลายกรดไดไนโตรสาลิไซลิกปริมาตร  5  มิลลิลิตร  ใสลงไปในหลอด  ปดฝาหลอด  ผสมใหเปนเนื้อ
เดียวกัน  นําไปตมที่อุณหภูมิ  100  องศาเซลเซียส  เปนเวลา  10  นาที  แลวทําใหเย็นลงทนัที 
 2.  นําไปอานคาการดูดกลืนแสงที่คาความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร บันทึกคาการดดูกลืนแสง
โดยเทียบคากบัสารละลายแบลงค (สารละลายแบลงคเตรียมโดยใชน้ํากล่ันปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แลวเติม
สารละลายเชนเดียวกับสารละลายตัวอยาง) นําไปอานคาความเขมขนของน้ําตาลบนกราฟของสารละลาย
กลูโคสมาตรฐาน (standard  curve) 
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ภาคผนวก ฐ 
การวิเคราะหปริมาณเอทานอล [22] 

 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอลใชวิธีวิเคราะหโดย Flash Distillation ซ่ึงสามารถใชวิเคราะห

ปริมาณแอลกอฮอลในชวงความเขมขน 2 ถึง 10 กรัมตอลิตรของสารละลาย 
อุปกรณ 

1. เครื่องวัดการดูดกลืนแสงที่ความเขมขน 600 นาโนเมตร 
2. คิวเวต (cuvette) 
3. อางควบคุมอุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 
4. ขวดปรับปริมาตร 250 และ 1000 มิลลิลิตร 
5. ปเปตขนาด 1 5 และ 10 มิลลิลิตร 
6. หลอดทดลองขนาดกลางที่มีฝาปด 
7. ขวดสีชา 
8. เครื่องช่ังระเอียด 2 ตําแหนง 

สารเคมีและวิธีเตรียม 
1. สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน 0.1 โมลาร ในกรดซัลฟวริก 0.5 โมลาร 
    วิธีเตรียม:ละลายโพแทสเซียมไดโครเมตหนัก 29.4 กรัม ในสารละลายกรดซัลฟวริก 98% 

ปริมาตร 25.6 มิลลิลิตร ปรับปริมาตร 1 ลิตรดวยน้ํากล่ัน 
2. แอลกอฮอลบริสุทธ์ิ 
3. สารละลายแอลกอฮอลมาตรฐานคาความเขมขนในชวง 2 ถึง 10 กรัมตอลิตร 
วิธีเตรียม: จือจางแอลกอฮอลบริสุทธ์ิดวยน้ํากล่ันใหมีความเขมขนในชวง 0 ถึง 10 กรัมตอ

ลิตร 
การวิเคราะหปริมาณแอลกอฮอล 

1. ทําการเจือจางสารละลายตัวอยางใหมีความเขมขนของแอลกอฮอลโดยประมาณใหมี
ในชวงความเขมขน 0 ถึง 10 กรัมตอลิตร 

2. ปเปตสารละลายตัวอยางที่ทําการเจือจางแลวจากขอท่ี 1. ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ผสมกับ
สารละลายโพแทสเซียมไดโครเมตความเขมขน 0.1 โมลาร ในกรดซัลฟวริก 0.5 โมลาร ปริมาตร 2 
มิลลิลิตร ในหลอดฝาเกลียวปดสนิท 

3. เติมน้ํากล่ันลงไป 2 มิลลิลิตร ปดฝาใหแนนนําไปตมในน้ําเดือดเปนเวลา 5 นาที เมื่อครบ
ระยะเวลานําไปแชในน้ําเย็นเปนเวลา 2 นาที ทันที 
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4. นําสารละลายจากขอ 3. ไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 600 นาโนเมตร บันทึกคา
การดูดกลืนแสงโดยเทรียออลบกับสารละลายแบลงค นําไปอานคาความเขนขนของแอลกอฮอลบน
กราฟของสารละลายแอลกอฮอลมาตรฐาน 
 

ตารางที่ผฐ-1  คาความเขมขนของสารละลายเอทานอลและการดูดกลืนแสงที่ 600 นาโนเมตร 
 

ความเขมขนของสารละลาย
เอทานอล (กรัมตอลิตร) 

คาการดูดกลืนแสงที่ 
600นาโนเมตร 

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

 

 
 

รูปที่ ผฐ-1  กราฟมาตรฐานการวิเคราะหปริมาณเอทานอล 
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ภาคผนวก ฑ 
การวิเคราะหปริมาณลิกนนิ [17] 

 
อุปกรณ 

1. กระบอกตวงขนาด 50 ml และขวดรูปชมพูขนาด 250 ml  

2. เดสิเคเตอรและกระจกนาฬิกา 
3. เครื่องกวนสารและแทงแมเหล็ก 

4. กระดาษกรองเบอร 1 

5. ขวดกนกลม เตาไฟฟาพรอมคอนเด็นเซอรสําหรับรีฟรักซ 

วิธีวิเคราะห 
1. ใชตาชั่ง 4 ตําแหนง ช่ังลําตนขาวฟางหวาน 1.0 กรัมน้ําหนักแหงใสลงบีกเกอรโดยบันทึก

น้ําหนักที่แนนอนไว เติมกรด ซัลฟวริก 72 เปอรเซ็นต จํานวน 10 มิลลิลิตร ปดดวยกระจก

นาฬิกา นําไปกวนบนเครื่องกวนสารที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 2 ช่ัวโมง 

2. เทสารละลายจากขอ 1. ลงในขวดกนกลมขนาด 500 มิลลิลิตร แลวเติมน้ํากล่ันจํานวน 385 

มิลลิลิตร 

3. นําสารละลายไป Reflux เปนเวลา 4 ช่ัวโมง ตั้งทิ้งไวใหเกิดตะกอนอยางสมบูรณ (ท้ิงไว

คางคืน) 

4. อบแหงกระดาษกรอง 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมงนําไปใสในโถดูดความชื้น โดย

ทําการทําเครื่องหมายไวท่ีกระดาษกรอง ช่ัง น้ําหนักกระดาษกรองและบันทึกผล  

5. กรองตะกอน (โดยใชกระดาษกรองจากขอ 4) โดยใชน้ํากล่ันเจือจางสารตัวอยาง มิฉะนั้น

กระดาษอาจขาดหรือทะลุ และทําการอบแหงตะกอนที่ไดบนกระดาษกรองที่ อุณหภูมิ 65-

70 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ช่ัวโมง (การกรองตองระวังไมใหกระดาษกรองขาด) ช่ัง

น้ําหนักบันทึกผล 

6. การคํานวณ 

ปริมาณลิกนิน (%) = (น้ําหนกัตะกอนแหง/น้ําหนกัลําตนขาวฟางหวานแหง) × 100  
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ภาคผนวก ฒ 
ขอมูลดิบของการหาสภาวะที่เหมาะสมตามวิธีการทดลองออรโธโกนอล 

 
ตารางที่ผฒ-1 ปจจัยควบคุมแตละระดับกบัความเขมขนของเซลลและเอทานอลที่เกิดจากการหมกั        
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุเคลเลอร 
ลําดับที่ น้ําหนักตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) จุลินทรีย x107 (เซลลตอมิลลิลิตร) 

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 ปจจัยควบคุมแตละระดับกบัความเขมขนของเซลลท่ีเกิดจากการหมักเอทานอลจาก       
  ตนสดขาวฟางหวานพันธุคาวเลย 
ลําดับที่ น้ําหนักตนสด (กรัม) ครูดเซลลูเลสผง (กรัม) ระยะเวลา (วัน) จุลินทรีย x107 (เซลลตอมิลลิลิตร) 

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 สัญลักษณของปริมาณตางๆ ของปจจัยควบคุมและระดับปจจัย ท่ีใชในวิธีการทดลอง 
  ออรโธโกนอล 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (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 สภาวะทีเ่หมาะสมจากการคาํนวณตามวิธีการทดลองออรโธโกนอลของการหมัก           
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุเคลเลอร 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (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 สภาวะทีเ่หมาะสมจากการคาํนวณตามวิธีการทดลองออรโธโกนอลของการหมัก           
  เอทานอลจากตนสดขาวฟางหวานพันธุคาวเลย 

ปจจัยควบคุม 
ระดับ น้ําหนกัตนสด (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 

 


